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Resumen

El aumento progresivo de las resistencias adquiridas a antibidticos en bacterias patdgenas esta
favoreciendo la aparicion de clones multirresistentes (MDR), lo que representa una amenaza
significativa para la medicina moderna. Una de las principales vias de transmision de genes de
resistencia y virulencia es la adquisicién de plasmidos mediante el proceso de conjugacion.
Estudiar los mecanismos que intervienen en la transferencia y estabilizacion de estos plasmidos
epidémicos se plantea como una linea estratégica clave para frenar la propagacion de la
multirresistencia.

En este contexto, analizamos una coleccion de ocho cepas productoras de B-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) pertenecientes al clon ST131 de E. coli—identificado como uno de
los principales vectores de la diseminacion mundial de BLEE—, aisladas de infecciones
extraintestinales. A través de experimentos de conjugacion in vitro y mediante la caracterizacion
molecular y fenotipica de las cepas y sus transconjugantes.

Tras una primera caracterizacion, se seleccionaron siete de las ocho cepas como donadoras para
los ensayos de conjugacion. De estas, solo una fue capaz de transferir plasmidos conjugativos
bajo las condiciones evaluadas, con frecuencias de conjugacion muy bajas. La caracterizacién
molecular y fenotipica de la cepa transconjugante permitié confirmar el papel de un plasmido
IncF —multirreplicon (IncFII/IncFIB) con una relaxasa del tipo MOBF12— en la fisiologia de
las cepas receptoras AAGL y MG1655. Se corroboré su implicacién en la transferencia de genes
de virulencia asociados al patotipo UPEC. Adicionalmente, confirmamos el papel de la
transferencia horizontal de genes (HGT) en la adquisicion de genes de resistencia a
betalactamicos. También se evalu6 el efecto de este plasmido sobre la motilidad y la capacidad
de produccién de hemolisina de las cepas receptoras, constatando que su adquisicion no alteraba
estos aspectos fisiologicos.

En conclusién, este estudio logrd la transferencia horizontal de un plasmido IncF, validando los
analisis genotipicos previos y permitiendo evaluar su impacto en la fisiologia bacteriana. Aunque
se requieren investigaciones futuras para optimizar los protocolos de conjugacion y favorecer la
expresion de estos mecanismos en cepas ST131.

Palabras clave: Escherichia coli, plasmido, conjugacién, EXPEC, virulencia, resistencia,
antibiético, ST131, UPEC.



Resumo

O aumento progresivo das resistencias adquiridas a antibioticos en bacterias patoxenas esta
favorecendo a aparicion de clons multirresistentes (MDR), o que representa unha ameaza
significativa para a medicina moderna. Unha das principais vias de transmision de xenes de
resistencia e virulencia é a adquisicién de plasmidos mediante o proceso de conxugacion. Estudar
0S mecanismos que intervefien na transferencia e estabilizacion destes plasmidos epidémicos
exponse como unha lifia estratéxica clave para frear a propagacion da multirresistencia.

Neste contexto, analizamos unha coleccidn de oito cepas produtoras de p-lactamasas de espectro
estendido (BLEE) pertencentes ao clon ST131 de E. coli—identificado como un dos principais
vectores da diseminacion mundial de BLEE—, illadas de infeccions extraintestinais. A través de
experimentos de conxugacion in vitro e mediante a caracterizacion molecular e fenotipica das
cepas e 0s seus transconxugantes.

Tras unha primeira caracterizacion, seleccionaronse sete das oito cepas como doadoras para 0s
ensaios de conxugacion. Destas, s6 unha foi capaz de transferir plasmidos conxugativos baixo as
condicions avaliadas, con frecuencias de conxugacion moi baixas. A caracterizacion molecular e
fenotipica das cepas transconxugantes permitiu confirmar o papel dun plasmido IncF—
multirreplicon (IncFII/IncFIB) cunha relaxasa do tipo MOBF12—na fisioloxia das cepas
receptoras AAGLl y MG1655. Corroborouse a sta implicacion na transferencia de xenes de
virulencia asociados ao patotipo UPEC. Adicionalmente, confirmamos o papel da transferencia
horizontal de xenes (HGT) na adquisicién de xenes de resistencia a betalactdmicos. Tamén
avaliouse o efecto deste plasmido sobre a motilidade e a capacidade de producién de hemolisina
das cepas receptoras, constatando que a sta adquisicion non alteraba estes aspectos fisioloxicos.

En conclusién, este estudo logrou a transferencia horizontal dun pldsmido IncF, validando os
analises xenotipicos previos e permitindo avaliar o seu impacto na fisioloxia bacteriana. Ainda
gue se requiren investigacions futuras para optimizar os protocolos de conxugacion e favorecer a
expresion destes mecanismos en cepas ST131.

Palabras chave: Escherichia coli, plasmido, conxugacion, EXPEC, virulencia, resistencia,
antibiético, ST131, UPEC.



Summary

The progressive increase in acquired antibiotic resistance in pathogenic bacteria is promoting the
emergence of multidrug-resistant (MDR) clones, which poses a significant threat to modern
medicine. One of the main pathways for the transmission of resistance and virulence genes is the
acquisition of plasmids through the process of conjugation. Studying the mechanisms involved in
the transfer and stabilization of these epidemic plasmids represents a key strategic line to curb the
spread of multidrug resistance.

In this context, we analyzed a collection of eight extended-spectrum B-lactamase (ESBL)-
producing strains belonging to the E. coli ST131 clone—identified as one of the main global
vectors of ESBL dissemination—isolated from extraintestinal infections. We conducted in vitro
conjugation experiments and performed molecular and phenotypic characterization of both donor
strains and their transconjugants.

Following an initial characterization, seven of the eight strains were selected as donors for the
conjugation assays. Of these, only one was able to transfer conjugative plasmids under the tested
conditions, and the conjugation frequencies were very low. The molecular and phenotypic
characterization of the resulting transconjugant strain confirmed the role of an IncF multireplicon
plasmid (IncFll/IncFIB), carrying a MOBF12-type relaxase, in the physiology of the recipient
strains AAG1 and MG1655. Its involvement in the transfer of virulence genes associated with the
UPEC pathotype was also confirmed. Additionally, we verified the role of horizontal gene transfer
(HGT) in the acquisition of beta-lactam resistance genes. The effect of this plasmid on motility
and hemolysin production in the recipient strains was also evaluated, showing that its acquisition
did not alter these physiological traits.

In conclusion, this study successfully achieved the horizontal transfer of an IncF plasmid,
validating previous genotypic analyses and enabling the evaluation of its impact on bacterial
physiology. Further research is needed to optimize conjugation protocols and promote the
expression of these mechanisms in ST131 strains.

Keywords: Escherichia coli, plasmid, conjugation, EXPEC, virulence, resistance, antibiotic,
ST131, UPEC.
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Figura 1. Resumen gréfico de “Caracterizacion de plasmidos de cepas de Escherichia coli patdgenos extraintestinales
(EXPEC) multirresistentes a los antibioticos de origen humano”.
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1. Introduccidon
1.1 Resistencia a los antibiéticos

Las enfermedades causadas por infecciones bacterianas, a pesar de la existencia de los
antibidticos, siguen siendo un gran problema para la salud publica representando la segunda causa
de muerte en todo el mundo. El aumento gradual de resistencias adquiridas a los antibioticos en
bacterias patogenas aun agrava més la situacion favoreciendo la aparicion de infecciones
bacterianas mortales (Morens et al., 2004). Se estima que, en el afio 2019, hasta 495 millones de
muertes pudieron estar asociadas con la resistencia a antibiéticos (Murray et al., 2022).

Los antibidticos son un componente muy importante en la medicina moderna, ya que no solo se
usan para tratar infecciones bacterianas, sino también para prevenirlas durante diferentes
tratamientos o procedimientos médicos como son las cirugias o la quimioterapia. Ademas son
cruciales para los pacientes inmunodeprimidos (Laxminarayan et al., 2016; Mathers et al., 2015).

La resistencia a los antibi6ticos puede transmitirse entre las bacterias mediante genes incluidos
en elementos genéticos maoviles, estos son: Plasmidos, islas gendmicas, bacteriéfagos, integrones,
transposones y elementos integrativos y conjugativos. Entre ellos destacan los plasmidos como
uno de los elementos mas importantes en la transmisién de resistencias (Garcillan-Barcia et al.,
2011; Leimbach et al., 2013; Slater et al., 2008).

La propagacion de los genes de resistencia se estd viendo favorecida por la presion selectiva
derivada del incremento global del uso de antibidticos. Se calcula que, a nivel global, entre 2000
y 2010, el tratamiento humano con antibiéticos aument6 un 35% y que el uso de los antibiéticos
de dltimo recurso, carbapenémicos y polimixinas, aumento un 45% y un 13% respectivamente
(Van Boeckel et al., 2014).

Ademas, diversas investigaciones han documentado la aparicion de combinaciones de genes de
resistencia a antibidticos en un mismo plasmido, esto puede ocurrir por procesos de
recombinacion genética que generan plasmidos quiméricos (He et al., 2019; Xie et al., 2018).
Como resultado, surgen las denominadas bacterias multirresistentes (MDR), que representan una
seria preocupacion clinica. La propagacion y establecimiento de clones multirresistentes esta
contribuyendo al desarrollo progresivo de una pandemia silenciosa. Segun el Centro Europeo para
la Prevencion y el Control de Enfermedades, una bacteria de la familia Enterobacteriaceae —una
de las principales implicadas en este fendmeno— se considera multirresistente cuando presenta
resistencia, al menos, a tres antibiéticos pertenecientes a diferentes familias (Magiorakos et al.,
2012).

A pesar de que este estudio se centra en bacterias que infectan a seres humanos, no se puede dejar
de lado el concepto One Health (una sola salud), en el que se reconoce que la salud humana esta
conectada con la de los animales y el medio ambiente. La transmision de bacterias resistentes a
antibidticos ademas de darse entre humanos, también se puede dar de animales a humanos
mediante el consumo de alimentos de origen animal o el contacto habitual con ellos, o del
ambiente a los humanos, por ejemplo, al beber aguas contaminadas o ingerir vegetales que
crecieron en suelo fertilizado con residuos humanos y animales (European Comission, 2017,
Meek et al., 2015; Veldman et al., 2014).

Para hacer frente a este gran problema se esta buscando reducir el uso de los antibi6ticos en todos
los &mbitos, como la medicina humana y veterinaria, los procesos de limpieza y desinfeccion, la
agricultura, etc. (Buckner et al., 2018; Carmo et al., 2017; Paitan, 2018). Y ademas se estan
tratando de desarrollar diferentes estrategias como el curado de plasmidos, que consiste en
eliminar los plasmidos de las poblaciones bacterianas. Sin embargo, muy pocas de estas técnicas
se han testado in vivo y queda mucho por avanzar (Buckner et al., 2018). Por todo ello, es
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necesario seguir investigando y ganar conocimiento sobre los diferentes mecanismos de
transmision de resistencia entre bacterias, para asi poder desarrollar nuevas estrategias para la
prevencion y el tratamiento de infecciones de origen bacteriano.

1.2. Plasmidos

Un plasmido consiste en una molécula de ADN extracromosémico que tienen la capacidad de
replicarse independientemente del ADN cromosémico del hospedador (Hulter et al., 2017,
Mathers et al., 2015; Orlek et al., 2023; Orlek, Stoesser, et al., 2017; Rodriguez-Beltran et al.,
2021). Los plasmidos estan presentes en las bacterias y se pueden transmitir entre ellas mediante
la conjugacion, el principal mecanismo de transferencia genética horizontal (San Millan &
Maclean, 2017).

1.2.1. Conjugacion

El proceso de conjugacién se inicia con la union estable de dos bacterias (la donadora, que es la
que tiene el plasmido, y la receptora, que es la que lo va a adquirir) a través de un pilus conjugativo
(Costa et al., 2016).

Luego tiene lugar el procesamiento del ADN plasmidico, de lo que se encarga el relaxosoma, un
complejo multiproteico cuya proteina principal es la relaxasa. Esta Ultima generalmente contiene
por lo menos dos dominios conservados: un dominio transesterasa, a través del cual reconoce en
una de las hebras del ADN una secuencia especifica conocida como origen de transferencia (oriT)
y corta la cadena mediante una reaccion de transesterificacion; y un dominio con actividad
helicasa, con el que desenrolla el ADN. Los otros componentes del relaxosoma son proteinas
accesorias que facilitan la union de la relaxasa a oriT.

Finalmente, la relaxasa, que permanece unida a la hebra que cort6, interacciona con el sistema de
secrecion tipo 4 (T4SS) y este gran complejo proteico es el que se encarga de transportar la cadena
de ADN plasmidico a la bacteria receptora a través del puente de union. Una vez que la cadena
de ADN plasmidico llega al interior de la bacteria receptora, la relaxasa se libera mediante una
reaccion inversa a la de transesterificacion (llangovan et al., 2017) y se sintetiza la hebra que falta
por replicacion.

En el caso de las bacterias Gram-negativas el T4SS esta compuesto por 12 componentes proteicos,
nombrados desde VirBl a VirB11l y VirD4, que son 3 ATPasas (VirB4, VirB1l y VirD4)
necesarias para el funcionamiento del sistema, otras 8 proteinas que forman el complejo
transmembrana y una proteina (VirB2) que se polimeriza para formar el pilus. (Costa et al., 2016).

La conjugacion se debe adaptar a la fisiologia de las células implicadas en el proceso, por lo que
puede haber variaciones en el mecanismo dependiendo de la envoltura celular y ambiente en el
que ocurre (Smillie et al., 2010). En funcién de la maquinaria conjugativa que codifiquen, los
plasmidos pueden ser:

= Plasmidos conjugativos. Aquellos que codifican toda la maquinaria necesaria para su
transmision.

= Plasmidos movilizables. Los que codifican para la relaxasa y algunas proteinas accesorias
del relaxosoma, pero ningin componente del T4SS. Estos plasmidos solo se pueden
transmitir a la vez que los plasmidos conjugativos, ya que de esta forma pueden usar el
TA4SS que aquellos codifican.
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= Plasmidos no movilizables. Son plasmidos que no se pueden transmitir por conjugacion
(Smillie et al., 2010), aunque algunas investigaciones sefialan que lo pueden hacer por
otros medios como son la transduccion, la transformacion o la conduccion (Garcillan-
Barcia et al., 2011).

1.2.2. Estructura de los plasmidos

Los plasmidos tienen una estructura modular, esto quiere decir que estan formados por diferentes
segmentos genéticos que codifican para una funcién determinada Ilamados modulos. Por lo que
se ha visto hasta ahora, se considera que dichos médulos tienen distintos origenes filogenéticos y
que los plasmidos se han formado a partir de la combinacion de estos (Garcillan-Barcia et al.,
2011, Orlek, Stoesser, et al., 2017).

Una parte considerable del genoma del plasmido estéa constituida por médulos relacionados con
su supervivencia y propagacion, (médulo de replicacion, modulo de estabilidad, modulo de
conjugacion y modulo de establecimiento) que componen la estructura principal del plasmido.
Esta es una region bastante conservada entre plasmidos relacionados filogenéticamente y es por
ello que se estan usando secuencias de los diferentes mddulos que la conforman para tratar de
clasificar los plasmidos (Garcillan-Barcia et al., 2011; Orlek, Stoesser, et al., 2017).

En cambio, existen otras secuencias que codifican genes accesorios que le permiten adaptarse al
hospedador, estas conforman el mddulo adaptativo, se trata de secuencias que varian mucho y
rapidamente. Entre los genes presentes se encuentran los de virulencia o de resistencia a
antibioticos y en su propagacion entre los plasmidos juegan un papel muy importante los cassettes
de integrones, sobre todo en el caso de los genes de resistencias a antibidticos (Garcillan-Barcia
etal., 2011; Orlek, Stoesser, et al., 2017).

1.2.3. Clasificacion de los plasmidos
Existen dos sistemas principales de clasificacion de plasmidos.
-En funcion del replicén:

Los plasmidos que codifican la misma o parecida maquinaria de replicacién no se pueden
transmitir a la misma célula, ya que no podrian coexistir en esta de forma estable. Es por ello que
se dice que pertenecen al mismo grupo de incopatibilidad (Inc) (Nolan et al., 2015; Orlek,
Stoesser, et al., 2017). En funcion de ello se han clasificado plasmidos de bacterias de la familia
Enterobacteriaceae, y de las especies Pseudomonas aeruginosa y Staphylococcus aureus.

En el caso de Enterobacteriaceae se han identificado 6 tipos comunes de replicones (IncF, HI1,
HI2, 11, Ny A/C). Ademas, se ha conseguido mediante tipificacion multilocus de secuencias de
plasmidos, establecer perfiles alélicos de entre 2 y 6 loci dentro de cada tipo Inc a los que se
pueden asociar distintos subtipos (Orlek, Stoesser, et al., 2017).

Sin embargo, este criterio de clasificacion de plasmidos tiene una gran limitacion y es que un
mismo plasmido puede contener multiples replicones, lo cual dificulta el proceso (Orlek, Stoesser,
etal., 2017).

-En funcién de la relaxasa:

Se pueden clasificar en funcion de las variaciones en los loci que codifican para las relaxasas,
necesarias para la movilidad de los plasmidos (MOB). Se han identificado 6 familias MOB:
MOBC, MOBF, MOBH, MOBP, MOBQ y MOBYV (Orlek, Phan, et al., 2017; Smillie et al.,
2010), dentro de las cuales mediante amplificacion por PCR se pueden clasificar diferentes
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subfamilias de plasmidos identificados en Gammaproteobacteria, uno de los grupos de bacterias
maés estudiado (Garcillan-Barcia et al., 2011).

Pero esta clasificacion también tiene una limitacion y es que a pesar de que un plasmido
Unicamente puede tener informacion genética para dar un tipo de relaxasa, no todos los plasmidos
codifican para relaxasas, solo los que son movilizables o los conjugativos (Smillie et al., 2010).

Las limitaciones presentes en ambos criterios de clasificacion hacen que sean complementarios y
que por tanto se utilicen ambos para tratar de agrupar los plasmidos. A pesar de ello, debido a la
diversidad y plasticidad de los genomas plasmidicos, estas dos propuestas de clasificacion no los
engloban a todos. Con lo cual, la busqueda de genes conservados y con concordancia filogenética
que permitan la clasificacion de todos los plasmidos aln sigue siendo un reto a dia de hoy (Orlek,
Stoesser, et al., 2017).

1.3. Escherichia coli

Escherichia coli (E. coli) es una especie de bacteria Gram-negativa, anaerébica facultativa y con
morfologia de bacilo, que pertenece al género Echerichia de la familia Enterobacteriaceae
(Riley, 2020), localizada taxonémicamente en la subdivision gamma del filo Proteobacteria
(Leimbach et al., 2013).

El microbidlogo aleman Threodor Escherich fue el descubridor de esta bacteria. En 1885 la aislo
a partir de heces infantiles y la denominé originalmente Bacterium coli commune, aunque después
fue renombrada en honor a su descubridor (Riley, 2020).

E. coli es considerada una especie muy versatil, que se puede encontrar en muchos habitats
diferentes.

-La mayoria de las bacterias de esta especie son comensales inofensivos que forma parte de la
microbiota intestinal de humanos, otros animales de sangre caliente y reptiles (Leimbach et al.,
2013).

En humanos su prevalencia es de mas del 90%, con una concentracién por gramo de heces de
entre 107 a 10° unidades formadoras de colonias (Tenaillon et al., 2010). Coloniza el intestino a
pocas horas del nacimiento y se establece como el microorganismo anaerobio facultativo mas
abundante de la microbiota intestinal humana durante el resto de la vida del individuo (Leimbach
etal., 2013).

-Sin embargo, E. coli también se describe como patégeno. Dependiendo del sitio de infeccion
estas cepas patogénicas pueden ser: E. coli patdgena extraintestinal (EXPEC), causante de
patologias extraintestinales como infecciones del tracto urinario, bacteriemias, meningitis en
recién nacidos o diversas infecciones intraabdominales, pulmonares, de la piel o tejidos blandos;
o E. coli patégena intestinal (INPEC), causante de patologias intestinales como diarreas o el
sindrome urémico hemolitico (Denamur et al., 2021; Leimbach et al., 2013).

Estos dos grupos a su vez se pueden subcategorizar en distintos patotipos o variantes patogénicas.
En el caso de InPEC destancan E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enterohemorragica
(EHEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli de adherencia difusa (DAEC) y E. coli adherente invasiva (AIEC). En el caso de
EXPEC las mas comunes son E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli asociada a meningitis
(MNEC), E. coli asociada a septicemia (SEPEC) y E. coli patogénica aviar (APEC) (Leimbach et
al., 2013).

Con el objetivo de poder distinguir las cepas patogenas de las comensales, se han establecido
diversos sistemas de tipado, el mas extendido basado en la identificacion de los antigenos
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somatico y flagelar, que permiten clasificar a las cepas de E. coli en serotipos por la combinacion
de ambos (O:H). Existiendo combinaciones caracteristicas de cepas patdégenas como son
0157:H7 en cepas INPEC 0 025:H4 en cepas EXPEC (Nataro & Kaper, 1998; @rskov & @rskov,
1992). Ademas de esta clasificacion, se han desarrollado otros sistemas de tipado basados en la
identificacion de variantes alélicas en genes altamente conservados, cuya combinacion da lugar a
las secuencias tipo (ST) segln el sistema MLST (Wirth et al., 2006) o permiten establecer
relaciones evolutivas entre los distintos linajes de E. coli permitiendo su agrupacion en base a
grupos filogenéticos (Clermont et al., 2000, 2013, 2019).

1.3.1. La resistencia a antibioticos en E. coli

E. coli se encuentra entre los patdgenos considerados como “prioridad critica” en la lista de
patégenos publicada por la WHO (del inglés, World Health Organization), que clasifica 15
familias de bacterias resistentes a los antibi6ticos en funcion de su prioridad en tres categorias:
critica, alta y media (World Health Organization, 2024).

En la época de 1990 las cepas de E. coli aisladas de infecciones en humanos eran sensibles a la
gran mayoria de los antibioticos. A partir del afio 2000, la resistencia a antibioticos empezé a
aumentar exponencialmente, en especial frente a fluoroguinolonas y cefalosporinas de tercera
generacién (como por ejemplo cefotaxima, ceftriaxona y ceftazidima) (Pitout et al., 2022), siendo
las fluoroquinolonas unos de los antibidticos mas ampliamente usados para el tratamiento de
infecciones del tracto urinario (Mathers et al., 2015). Esto ha llevado a usar cada vez mas
antibidticos de dltimo recurso, como los carbapenémicos, y debido a ello estdn apareciendo
resistencias también frente a estos (Pitout et al., 2022), lo cual supone un grave problema en el
area de la salud (Mathers et al., 2015).

Algunas de las resistencias a antibioticos, usados en humanos, mas comunes en E. coli son (Poirel
etal., 2018):

-Resistencia a los antibioticos pertenecientes a la familia de los B-lactamicos, causada por la
adquisicion de genes que codifican para diferentes B-lactamasas:

e [-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Son un grupo de enzimas que hidrolizan y
por tanto confieren resistencia a las penicilinas, las cefalosporinas de primera, segunda y
tercera generacion, el aztreonam, el cefamandol y la cefoperazona. En cambio, no afectan
a las cefamicinas y los carbapenémicos. Ademas, los inhibidores de [3-lactamasas como
el &cido clavulanico, el sublactam o el tazobactam, son capaces de inhibirlas. Las BLEE
son mas de 300 enzimas que se pueden agrupar en tres familias principales: TEM,
conformada por mas de 160 miembros; SHV, con mas de 110 enzimas; y CTX-M,
constituida por mas de 80 miembros.

e [-lactamasas pAmpC. Son otro grupo enzimatico cuyos sustratos son las penicilinas, las
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion, las cefamicinas y el aztreoman.
Sin embargo, no confieren resistencia frente a las cefalosporinas de cuarta generacion ni
a los carbapenémicos y no son inhibidas por el acido clavulénico (Paitan, 2018). Las
principales familias enzimaticas que conforman este grupo son: CMY, DHA y ACC, con
una mayor prevalencia de las enzimas CMY a nivel mundial (Poirel et al., 2018).

e Carbapenemasas. Los carbapenémicos son medicamentos de Gltimo recurso se usan para
tratar infecciones severas causadas por bacterias productoras de BLEE o de pAmpC. Pero
la aparicion de estas bacterias ha causado que se usen mas los carbapenémicos y con ello
un aumento de la resistencia a estos. Dicha resistencia se da por la produccion de las
enzimas carbapenemasas. Las variantes mas comunes de carbapenemasas en
Enterobacteriaceae en general, son: KPC, NDM, OXA-48, IMP y VIM (Paitan, 2018).
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-Resistencia a las quinolonas y fluoroquinolonas, esta se puede adquirir de varias formas:

e Mutaciones en los genes de la bacteria que codifican para una de las subunidades que
conforma la girasa, gyrA, y una de las subunidades que conforman la topoisomerasa 1V,
parC. Ambas enzimas mencionadas son dianas de dichos antibioticos, es por ello que
mutaciones en sus subunidades confieren resistencia frente a estos. En el caso de las
quinolonas sirve con que haya mutaciones individuales en el gen gyrA, en cambio, para
las fluoroguinolonas es necesaria la presencia de mas mutaciones, ya sean en el gen gyrA,
parC, o en ambos.

e Mediante la transmision de plasmidos que codifican para mecanismos de resistencia
frente a estos antibidticos como las proteinas Qnr, la AAC(6")-1b-cr acetiltransferasa o
las bombas de expulsién activa QepA y OgxAB.

-Resistencia a los aminoglucdsidos. Esta se puede adquirir por:

e La aparicién de mutaciones en el ARN ribosomal 16S y/o en las proteinas ribosomales
S5y S12.

e La adquisicion de genes que codifican para tres tipos de enzimas que modifican los
aminoglucdsidos: Aminoglucdésido acetiltransferasas, aminoglucdésido
nucleotidiltransferasas y aminoglucosido fosfotransferasas.

-Resistencia a las sulfonamidas y a la trimetoprima, que se presenta por:

e Mutaciones en las enzimas diana de estos antibi6ticos, la dihidropteroato sintasa (en el
caso de las sulfonamidas) y la dihidrofolato reductasa (en el caso de la trimetoprima).

e La adquisicion de plasmidos con alguno de los genes sul, que codifican para
dihidropteroato sintasas que no detectan las sulfonamidas; o alguno de los genes dfr, que
codifican para dihidrofolato reductasas indetectables por la trimetoprima.

Ademas, también se han observado en E. coli genes que codifican para resistencia frente a
antibidticos de uso veterinario como: fosfomicina, tetraciclinas y fenicoles (Poirel et al., 2018).

1.3.2. EXPEC

La E. coli patdgena extraintestinal (EXPEC) es la mayor causa de infecciones en el tracto urinario
y la bacteria Gram-negativa mas comunmente asociada con infecciones sanguineas a nivel
mundial (Pitout, 2012).

A diferencia de las cepas INPEC, que se pueden diferenciar de las cepas comensales, las cepas
EXPEC no se distinguen tan facilmente. Es por ello que no esta clara la procedencia de las cepas
EXPEC. Se baraja si se puede tratar de cepas comensales que rompen la barrera estéril que separa
el intestino del resto del cuerpo y dan lugar a las infecciones extraintestinales al colonizar nuevos
lugares del organismo (Riley, 2020).

La presencia de factores de virulencia en las cepas EXPEC les confiere la capacidad de
establecerse y sobrevivir en los epitelios extraintestinasles y por tanto causar infecciones. Estos
factores estan implicados en: la adhesion, evasion del sistema inmune, produccion de toxinas,
captacion de hierro y formacion de la capsula bacteriana (Denamur et al., 2021; Li et al., 2023;
Pitout, 2012; Shin & Ko, 2015; Wang et al., 2022).

Las cepas EXPEC incluyen diferentes clones, asignados a distintas secuencias tipo (ST), entre los
cuales solo unos cuantos son la causa global de muchas de las infecciones extraintestinales,
destacando el clon ST131 (Li et al., 2023).
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-ST131

El clon de E. coli ST131 es el de mayor riesgo en lo referente a la propagacion de multirresistencia
a los antibidticos (Pitout et al., 2022), destacando la resistencia a las fluoroquinolonas y a los -
lactdmicos por produccion de BLEES (Cave et al., 2023). Fue el principal responsable del aumento
global de la resistencia a las fluoroquinolonas y las cefalosporinas en E. coli durante los afios
2000 (Pitout et al., 2022) y es el mayor causante de infecciones del tracto urinario a nivel mundial
(Cave et al., 2023). Los tres clados, A, B 'y C, explican su evolucion:

El clado inicial es el A, al que pertenecen las cepas ST131 con el alelo fimH41 (Pitout et al., 2022)
del gen de adhesina fimbrial tipo 1 fimH (Weissman et al., 2006).

Alrededor de 1950, un proceso de recombinacion en el gen fimH dio lugar a la aparicion del clado
B, el cual se caracteriza por la presencia del alelo fimH22 (Cave et al., 2023; Denamur et al., 2021;
Pitout et al., 2022).

Y sobre el afio 1987 aparecié el clado C (Denamur et al., 2021; Pitout et al., 2022), que es el
linaje més prevalente (Mathers et al., 2015) y se caracteriza por la presencia del alelo fimH30 y
la resistencia a la fluoroguinolona, resultado de mutaciones en parC y gyrA. Este a su vez se
dividié en tres subclados: C0, también conocido como H30, en el cual aun estan incluidas cepas
sensibles a la flouroquinolona; C1, también conocido como H30R, que se caracteriza por portar
el gen blaCTX-M-14 (Cave et al., 2023; Denamur et al., 2021; Pitout et al., 2022), aunque ahora
estan aumentando dentro de este subclado las cepas portadoras de blaCTX-M-27, lo que dio lugar
al grupo C1-M-27 (Pitout & DeVinney, 2017); y C2, también conocido como H30RX, que se
caracteriza por codificar el gen blaCTX-M-15 (Cave et al., 2023; Denamur et al., 2021; Pitout et
al., 2022).

El transporte de el gen blaCTX-M tipico de las cepas ST131 del clado C estd generalmente
asociado con los plasmidos pertenecientes al grupo de incompatibilidad F (IncF) (Cave et al.,
2023). Otros plasmidos tipicos de la ST131 son los Incl1, IncN e IncA/C, siendo los Incl1 también
comunes en el transporte de genes BLEE en cepas EXPEC (Decano et al., 2021).
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2. Hipotesis y objetivos
2.1. Hipotesis

La hipétesis que sustenta este estudio propone que la adquisicién, mediante conjugacion
bacteriana, de plasmidos portadores de genes de resistencia a antibioticos y/o factores de
virulencia por parte de cepas comensales de E. coli puede inducir alteraciones significativas en
su fisiologia. Entre los efectos esperados se incluyen: un aumento en la resistencia a distintos
antimicrobianos, la capacidad de producir toxinas como la hemolisina y una posible modificacion
de su motilidad.

2.2. Objetivos

El objetivo principal de este estudio es profundizar en el conocimiento de los mecanismos de
transferencia horizontal de genes mediante conjugacién bacteriana, centrados en la adquisicion
de determinantes de resistencia antimicrobiana y virulencia. Para ello, se emplearan aislamientos
clinicos humanos de E. coli pertenecientes al clon multirresistente ST131 (MDR). Ademas, se
evaluara el impacto que la adquisicion de plasmidos especificos puede ejercer sobre la fisiologia
de cepas receptoras comensales (transconjugantes).

Obijetivos especificos:

1. Seleccionar cepas donadoras portadoras de plasmidos con determinantes de resistencia a
antibidticos y/o factores de virulencia, a partir de aislamientos clinicos humanos de E.
coli ST131.

2. Establecer las condiciones Optimas para la conjugacion bacteriana in vitro.

3. Caracterizar genotipicamente los plasmidos implicados en la transferencia, incluyendo la
deteccidn de genes de resistencia y virulencia en las cepas donadoras y transconjugantes.

4. Evaluar fenotipicamente el impacto fisioldgico de la adquisicién plasmidica en las cepas
transconjugantes, analizando la resistencia a antibi6ticos, la motilidad y la produccién de
hemolisina.
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3. Materiales y métodos
3.1. Coleccion de cepas

Se ha trabajado con:

-Ocho cepas de E. coli aisladas de infecciones extraintestinales en seres humanos—seis
procedentes de infecciones urinarias (LREC_264, LREC_274, LREC_275, LREC_278§,
LREC_287 y LREC_292), una procedente de una infeccion Gsea y otra de bacteriemia
(LREC_288 y LREC289, respectivamente) — de las cuales contdbamos con la secuenciacion del
genoma completo con tecnologia de segunda generacion y una reconstruccion presuntiva de su
plasmidoma (Flament Simon, 2021).

Se trata de una coleccidén de cepas EXPEC pertenecientes al clon de alto riesgo ST131
multirresistentes a antibidticos y productoras de BLEE. Proceden del Laboratorio de Referencia
de Escherichia coli (LREC) de la Universidad de Santiago de Compostela.

-Dos cepas que seran las receptoras en los estudios de conjugacién bacteriana:

e MG1655, que es una cepa comensal modelo de E. coli, también conocida como K-12
(Guyer et al., 1981).

o AAGL, que es un mutante de MG1655 con mutaciones en el operén lac (AlacZ) y un
truncamiento del gen fliC interrumpido por un cassette de cloranfenicol (fliC:cat) (Aberg
et al., 2008).

Ambas cepas fueron cedidas para este trabajo por el grupo de investigacion de Biologia molecular
de bacterias patdgenas y estrategias antimicrobianas de la Universidad de Barcelona.

3.2. Medios de cultivo

Los distintos estudios desarrollados en este trabajo se llevaron a cabo utilizando varios medios de
cultivo:

-Agar triptona de soja (TSA) (AppliChem-Panreac).

-Agar MacConkey lactosa (ML) (Oxoid).

-Agar Mueller-Hinton (distribuir 20 mL por placa) (MH) (Oxoid).

-Caldo triptona de soja (TSB) (repartir en tubos de ensayo, 5 mL por tubo) (AppliChem-Panreac).
-Solucién Ringer isotdnica (Scharlau).

-Luria-Bertani broth (LB caldo). Para su preparacion se necesita NaCL (10g/L) (Labkem),
triptona (10g/L) (Condalab) y extracto de levadura (5¢/L) (Condalab).

-LB agar. Para su preparacion se necesita NaCL (10g/L) (Labkem), triptona (10g/L) (Condalab),
extracto de levadura (5g/L) (Condalab) y agar (15g/L) (Condalab).

-Medio Agar Sangre (comercial preparado).

-Medio MIL (Motility Indole Lysine Medium) (Difco™).
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-Medio Minimo con Sales M9 y glucosa (MM9). Esta compuesto por las soluciones base de sales
M9 5X, CaCl, 1M y MgSOs 1M esterilizadas mediante autoclave, y las soluciones de glucosa al
20% y tiamina al 0,5% filtradas, afiadidas todas ellas a una solucién autoclavada de agar en agua
destilada (en el caso de preparar medio liquido omitir el agar).

-Medio de conservacion (distribuido en tubos Vacutainer™, 5 mL por tubo). Se obtiene
disolviendo en agua destilada agar nutritivo (11,5 g/L) (AppliChem-Panreac) y caldo nutritivo (4
g/L) (AppliChem-Panreac). En estas condiciones las cepas de E. coli pueden mantenerse viables
durante 10 afios a temperatura ambiente.

Algunos medios de cultivo se suplementaron con antibidticos, en concreto empleamos:
Ampicilina y cloranfenicol, se han usado para introducirlos en los medios de cultivo cuando era
necesario, a concentraciones de 100 y 20 pg/mL respectivamente.

3.3. Caracterizacion de las cepas
3.3.1. Fenotipo lac

Con el objetivo de conseguir colonias aisladas y observar su capacidad de metabolizar lactosa
(fenotipo lac, relacionado con la funcionalidad del operén lac), se sembraron las 8 posibles cepas
donadoras en agar MacConkey lactosa por agotamiento de estrias y se dejaron crecer a 37°C
overnight (O/N). Ademas, se hizo una copia de trabajo en medio de conservacion para cada una
de estas 8 cepas.

3.3.2. Antibiogramas

Con el objetivo de determinar el perfil de resistencia a los antibiéticos. Se llevaron a cabo
antibiogramas mediante la técnica de difusién de discos en agar, siguiendo el protocolo propuesto
por 1980 Barry et al. (1980) con ligeras adaptaciones:

Con ayuda de un asa de siembra estéril y partir de un cultivo puro, se recupera una pequefia
cantidad de bacteria y se inocula en 5 mL de TSB. Posteriormente ajustamos la concentracién en
base al tubo con 0,5 de turbidez en la Escala de McFarland (lo que equivale aproximadamente a
1,5 x 108 UFC/mL). Seguidamente, se humedece un hisopo estéril en el cultivo ajustado, se realiza
una siembra en césped sobre placas Petri con agar Mueller-Hinton y se deja que el medio absorba
el indculo durante un tiempo minimo de 5 minutos y méaximo de 15. Trascurrido este tiempo, se
colocan los discos con los antibidticos pertenecientes a distintas familias que se muestra en la
Tabla 1. Se reparten 6 discos por placa y a una distancia de minimo 2,5 cm. Se espera a que
difunda el antibidtico a temperatura ambiente entre 5y 15 minutos y después se deja la placa en
la incubadora a 37°C durante 18 horas.
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Tabla 1. Antibidticos empleados en los antibiogramas. Puntos de corte segin CLSI y EUCAST, y
clasificacion por familia.

CLSI-2025 EUCAST-2025
Antimicrobiano| Disco | (didmetro halo mm) |(didmetro halo mm) Familia
R | S S R
Amoxicilina- |[AMC30| <13 |14-17 | >I8 >19 <19 Penicilina
Clavulanico
Ampicilina AM10 | <13 | 14-16 | =17 >14 <14 Penicilina
Cefazolina CZ30 | <19 |20-22 | >23 - - Cefalosporina 18
parenteral <14 - >15 generacion
y oral
Cefuroxima- [CXM30| <14 |15-17 | >I18 >18 <18 Cefalosporina 22
parenteral generacién
Cefuroxima-oral <14 |15-22 | >23
Cefoxitina |FOX30| <14 |15-17| >18 >19 <19 Cefalosporina 22
generacion
Ceftazidima |[CAZ30| <17 |18-20 | >21 >22 <19 Cefalosporina 32
generacién
Ceftriaxona |CRO30| <19 |20-22 | >23 >23 <20 Cefalosporina 32
generacion
Imipenem IMP10 | <19 |20-22 | >23 >22 <19 Carbapenémicos
(betalactamico)
Aztreonam  |ATM30| <17 |[18-20 | >21 >26 <21 Monobactamico
Ac. Nalidixico [NAL30| <13 |14-18 | >19 NA NA Fluoroquinolas
Ciprofloxacina | CIP5 | <21 |[22-25 | >26 >25 <22 Fluoroquinolas
Amikacina AN30 | <16 [17-19 | >20 >18 <18 Aminoglucdésidos
Gentamicina |GM10 | <14 |[15-17 | >18 >17 <17 Aminoglucésidos
Cotrimoxazol |SXT25| <10 |11-15| >16 >14 <11 Agente miscelaneo
Doxiciclina D30 | <10 |11-13 | >14 - - Tetraciclinas
Tetraciclina TE30 | <11 |12-14 | >15 >19 - Tetraciclinas
Cloranfenicol C30 <12 |13-17 | >18 >17 <17 Fenicoles

La tabla muestra los antibidticos utilizados en las pruebas de sensibilidad, con sus correspondientes denominaciones
en los discos de difusion, los diametros de halo (en mm) interpretados como sensibilidad (S) o resistencia (R) segun
los criterios del CLSI (del inglés, Clinical & Laboratory Standards Institute) y EUCAST (del inglés, European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) vigentes, y la familia farmacoldgica a la que pertenece cada
antimicrobiano.

-Prueba de sinergia de doble disco

La prueba de sinergia de doble disco (Double Disc Synergy Test, DDST) descrita por Jarlier et al.
(1988), fue el primer método propuesto para la deteccion de cepas productoras de BLEE en
Enterobacteriaceae. Se basa en la capacidad del acido clavulanico de inhibir las BLEE, por lo
que se emplea para la deteccion de cepas productoras de BLEE y ademéas también puede servir
para las que producen B-lactamasas AmpC.

Esta prueba repite el mismo procedimiento de técnica de difusion en agar explicado
anteriormente, pero en este caso, se coloca en el centro de la placa un disco de amoxicilina con
acido clavulanico (AMC, antibiético combinado con un inhibidor de betalactamasas) y a su
alrededor, separados 3 cm medidos desde los centros, se distribuyen cuatro discos: De cefotaxima
(CTX, cefalosporina de tercera generacion), ceftazidima (CAZ, cefalosporina de tercera
generacion), aztreonam (ATM, monobactamico) y cefepima (FEP, cefalospsorina de cuarta
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generacion), que son antibioticos que las BLEE son capaces de hidrolizar. Un resultado positivo
para BLEE se manifiesta por la aparicion de halos de inhibicidn en forma de “corcho de botella”
U “ojo de cerradura”, lo que indica un efecto de sinergia entre el acido clavulanico (inhibidor en
el disco central) y los antibioticos B-lactdmicos adyacentes, que carecen de inhibidor.

-Prueba de discos combinados con inhibidor

Este método se basa en el estudio de la sensibilidad frente a la cefotaxima y la ceftazidima en
presencia o ausencia del &cido clavulanico (CLA, inhibidor de betalactamasas), en funcion de ello
se determina si son cepas productoras de BLEE o incluso también puede sugerir si son productoras
de B-lactamasas AmpC.

En este caso, al igual que en la prueba de sinergia de doble disco, se repite el procedimiento de
técnica de difusion en agar pero variando los discos y su distribucién: En el centro un disco de
cefoxitina (FOX, grupo de las cefamicinas y marcador diferencial entre BLEE y AmpC) y en
torno a este, un disco de cefotaxima sola (CTX) y otro con cefotaxima mas acido clavulanico
(CTX+CLA), y un disco de ceftazidima sola (CAZ) y otro con ceftazidima mas &cido clavulanico
(CAZ+CLA). Un resultado positivo para BLEE se interpreta cuando se observa un aumento > 5
mm en el halo de inhibicion de los discos combinados (CTX+CLA o CAZ+CLA) en comparacion
con los discos que contienen los antibiéticos sin inhibidor (CTX o CAZ). Esto indica sinergia y,
por tanto, presencia de BLEE sensibles a CLA.

3.4. Estudios de conjugacion
3.4.1. Conjugacion bacteriana

Se realizaron dos conjugaciones:
-Primera conjugacion:

e Cepas donadoras: De las 8 cepas donadoras iniciales, en funcion de los resultados del
antibiograma se seleccionaron como cepas donadoras aquellas que eran sensibles al
cloranfenicol y resistentes a la ampicilina.

e Cepa receptora: La cepa AAGL, que es lactosa negativa, carente de plasmidos y con
resistencia cromosémica al cloranfenicol.

Procedimiento:

Las cepas donadoras y receptora se inoculan en diferentes tubos Falcon estériles (uno por cepa,
exceptuando la receptora que se prepararan dos tubos porque se va a usar mas cantidad) con 3 mL
de LB caldo y el antibidtico necesario que, en el caso de las donadoras sera ampicilina a
100pg/mL (AMP100) y en el caso de la receptora, cloranfenicol a 20 pg/mL (CM20). Después,
se dejan crecer estos cultivos en la incubadora a 37°C O/N.

Al dia siguiente, se centrifugan a 3000 rpm (revoluciones por minuto) durante 10 minutos, se
desecha el sobrenadante, se hace un lavado con 3 mL de LB caldo sin antibiotico y se resuspende
el pellet en este medio. A continuacion, se describen las distintas suspensiones bacterianas,
preparadas en microtubos con un volumen final de 500 pL, para estudiar la conjugacion
bacteriana transcurridas 4 horas de incubacion a 37°C:

e Microtubos de conjugacion: Se mezclan 350 pL de la cepa receptora con 150 pL de una
cepa donadora. A partir de este (cumplidas 4 horas de incubacion) se haran dos diluciones
seriadas en Solucion Ringer (1:10 y 1:100) y se sembraran, con ayuda de las perlas de
vidrio autoclavadas, 100 pL de cada solucién obtenida, incluyendo la solucién madre
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(siembra directa), en una placa con LB agar AMP100 + CM20, las cuales se pondran a
incubar a 37°C O/N. Es en estas placas donde se observard si hay crecimiento de
transconjugantes, cepas receptoras que adquirieron uno o varios plasmidos de las
donadoras mediante conjugacion.

e Microtubo para control negativo de la receptora: Se mezclan 350 L de la cepa receptora
y 150 pL de LB caldo sin antibi6tico. Pasadas las 4 horas de incubacidn se sembraran,
con ayuda de las perlas de vidrio autoclavadas, 100 L de la solucion del microtubo en
una placa con LB agar AMP100 y se pondréa a incubar a 37°C O/N, si todo esta en orden
no deberia crecer nada.

e Microtubos para controles negativos de las donadoras: Se mezclan 350 pL de LB caldo
sin antibidtico con 150 pL de la cepa donadora. Tras las 4 horas de incubacion se
sembrarén, con ayuda de las perlas de vidrio autocalvadas, 100 pL de la solucidon de los
microtubos en placas con LB agar CM20 y se incubaran a 37°C O/N, si todo esta en orden
no deberia haber crecimiento en ninguna de las placas.

Finalmente, es necesario confirmar que las cepas obtenidas como resultado del proceso de
conjugacion son realmente transconjugantes. Para ello se sembraron 3 colonias de cada posible
transconojugante en LB agar AMP100 + CM20 y en agar MacConkey lactosa. Confirmamos que
se cumplian las siguientes condiciones: crecimiento en medio LB AMP100 + CM20 y en medio
agar MacConkey lactosa mostraban ser lactosa negativas. Con ello confirmamaos que conservaban
las caracteristicas de la cepa receptora al ser resistentes al cloranfenicol y lactosa negativas, pero
también constatamos resistencia a la ampicilina, lo cual es un marcador de la presencia de posibles
plasmidos adquiridos por conjugacion.

-Segunda conjugacion:

Con el objetivo de poder realizar estudios de fisiologia bacteriana y ver como influye la presencia
de plasmidos adquiridos por conjugacion en diferentes procesos celulares, se debe hacer una
segunda conjugacion donde la cepa receptora sea una cepa comensal de E. coli sin mutaciones, la
MG1655.

e Cepas donadoras: Las transconjugantes obtenidas de la conjugacion anterior.

e Cepa receptora: La cepa MG1655, que es una cepa modelo de E. coli comensal, lactosa
positiva, que no presenta ningun tipo de resistencia adquirida a los antibiéticos.

El procedimiento es muy similar al de la conjugacion anterior, pero hay que tener en cuenta las
caracteristicas de la nueva receptora, por tanto:

e Lanueva cepa receptora se inoculara en 3 mL de LB sin antibidticos.

e Lo0s 100 pL de todas las soluciones y diluciones seriadas se sembraran en placas con agar
MacConkey lactosa AMP100. De esta forma los transconjugantes deberan crecer (signo
de que se transfirio el plasmido con la resistencia a la ampicilina) y mostrar un fenotipo
lactosa positivo, caracteristico de la receptora; la receptora no crecerd al no ser resistente
a la ampicilina y las donadoras crecerdn pero mostraran un fenotipo lactosa negativo,
caracteristico de estas al ser las transconjugantes de la conjugacion anterior.

Una vez obtenidos, los transconjugantes de ambas conjugaciones se siembran por picadura en
medio de conservacion AMP100 + CM20, en el caso de los transconjugantes de la primera
conjugacion, o en medio de conservacion AMP100, en el caso de los de la segunda. También se
les har una copia para su conservacion a -20°C (500 pL del cultivo en LB caldo + 500 pL de
glicerol al 20%).
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3.4.2. Curvas de multiplicacién bacteriana

También son conocidas como curvas de crecimiento bacteriano, refiriéndonos con el término de
crecimiento bacteriano al incremento en el nUmero de células.

Se realizé la curva de multiplicacién bacteriana a partir de la bacteria donadora que conjugo con
la receptora AAGL en la primera conjugacion, para ello se llevaron a cabo los siguientes pasos:

Primero se inoculan las bacterias en un tubo Falcon con 3 mL de LB caldo AMP100 y se dejan
incubando a 37°C O/N.

Al dia siguiente, se resuspenden 100 pL del cultivo O/N en 20 mL de LB caldo contenidos dentro
de un Erlenmeyer estéril y se ponen a incubar a 37°C en agitacion. Cada hora, durante 8 horas, se
toma 1 mL de dicho cultivo del que se reparten 900 pL a una cubeta de espectrofotémetro para
medir la densidad Optica a 600 nm y con los 100 pL restantes se hacen diluciones seriadas en
Solucién Ringer hasta llegar a la dilucion 10. Partiendo de las diluciones seriadas sembramos
100pL con ayuda de perlas de vidrio autoclavadas en placas de LB AMP100. Cumplida la
incubacion a 37°C O/N, determinamos el nimero de unidades formadoras de colonia por mililitro
(UFC/mL) mediante el recuento de colonias crecidas y aplicando la siguiente formula:

namero de colonias x factor de diluciéon

UFC/mL =
/m volumen de muestra sembrada (mL)

Finalmente, representando el logaritmo en base 10 de las UFC/mL frente al tiempo en horas se

obtiene la curva de multiplicacion bacteriana.

3.4.3. Ensayo de conjugacion en diferentes condiciones

En este caso se repite el protocolo de conjugacion en dos fases del crecimiento bacteriano
(exponencial y estacionaria) y en dos medios diferentes (LB y medio minimo), para estudiar cémo
es la conjugacion en funcion del momento del crecimiento en el que se encuentren las bacterias y
de la disponibilidad de nutrientes en el medio, ya que el medio minimo solo contiene los nutrientes
minimos indispensables para el crecimiento bacteriano, a diferencia del LB agar que es mas rico
en nutrientes.

Lo primero que se hace, al igual que en el procedimiento anterior, es inocular las bacterias en un
tubo Falcon con 3 mL de LB caldo AMP100 y se dejan incubando a 37°C O/N. Al dia siguiente,
resuspender 100 pL del cultivo en 20 mL de LB caldo en un matraz Erlenmeyer estéril y ponerlo
a incubar a 37°C en agitacion. Pero en este caso también se va a hacer lo mismo con la cepa
receptora AAGL1 solo que sin la ampicilina en el LB caldo para cultivar O/N.

En la curva de multiplicacion bacteriana obtenida se mira cuéntas horas necesita la cepa donadora
para alcanzar la fase exponencial y cuantas para la fase estacionaria.

Transcurrido el tiempo que requieren las bacterias para alcanzar la fase exponencial desde que se
pusieron a incubar en agitacion, se pasan 3 mL del cultivo a un tubo Falcon y se inicia el protocolo
de conjugacion desde la centrifugacion, se deber realizar por duplicado ya que ademas de usar
LB, también hay que hacerlo con medio minimo. A su vez, esto todo se repite cuando llega la
cepa a su fase de crecimiento estacionaria.

El protocolo se realizé por triplicado para garantizar la reproducibilidad de los resultados.
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3.5. Estudios genotipicos
3.5.1. PCR

Nuestro protocolo de PCR incluye los siguientes pasos:
e Preparacion de los primers

En primer lugar, los primers fueron hidratados a concentracion de almacenamiento (100 uM).
Con este fin, se considerardn los nmoles indicados por la casa comercial en el certificado de
andlisis o en la etiqueta del tubo de cada primer recibido, para calcular el volumen del tampén de
reconstitucion 1 mM Tris-HCI1/0°’01 mM EDTA (pHS8) que se debera afiadir para hidratarlos a la
concentracion de 100 uM. A partir de la solucion anterior, se prepararan alicuotas de trabajo de
500 pL a concentracion 10 uM, diluyendo también en tampon de reconstitucion. En ambos casos
es importante homogeneizar bien las soluciones al inicio y final del proceso.

e Extraccion del ADN

Con un asa de siembra calibrada de 1 pl estéril se recupera una pequefia cantidad del cultivo de
bacterias en placa y se resuspenden en un microtubo con 600 pL de agua Milli-Q previamente
esterilizada en el autoclave. Se calentara durante 5 minutos a 100°C y posteriormente se
centrifugara a 11.000 rpm durante 2 minutos. De esta forma el ADN de las bacterias quedara en
el sobrenadante.

e Preparacion de la mezcla de PCR

En cada mezcla de PCR hay que afiadir agua Milli-Q, el reactivo NZYtechTaq 2x Green Master
Mix (solucién que incluye los dNTPs y la Taqg polimerasa), los primers correspondientes al gen
0 genes que se quieren amplificar y en Gltimo lugar el ADN molde.

Antes de ponerse a preparar las mezclas es importante hacer todos los calculos de las cantidades
gue hay que afiadir de cada componente. Para este protocolo utilizaremos volimenes constantes
de Mix (12,5 uL) y ADN (5 pL), por lo que teniendo en cuenta que en cada tubo de PCR debe
haber un volumen final de 25 uL, sera necesario ajustar la cantidad de agua Milli-Q y de primers
a utilizar. La concentracion empleada y temperatura de anillamiento especifica de cada primer se
encuentran en Anexos.

Se afladieron controles positivos y negativos de forma sistematica. Las cepas control utilizadas
en este trabajo fueron cedidas por el LREC.

e Amplificacién en el termociclador (reaccién de PCR)
Para este proceso los tubos con sus correspondientes mezclas y ADN se introducen en el

termociclador, donde serdn sometidas a distintos ciclos de temperaturas para que tenga lugar la
reaccion de PCR como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Ciclos que conforman el proceso de PCR con las temperaturas y duracion correspondientes.

Un ciclo inicial de desnaturalizacion a 94°C durante 3 minutos; 35 ciclos de en los que tiene lugar primero una
fase de desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto, luego de hibridacion de los primers con el ADN a la temperatura
especifica (temperatura de anillamiento) durante 1 minuto y finalmente de extensién a 72°C durante 1 minuto y 30
segundo; y por ultimo, un ciclo final de extension a 72°C durante 3 minutos. Una vez terminado el proceso de
amplificacion, los amplicones (fragmentos de ADN amplificados por PCR) se mantienen a 20°C de manera
indefinida.

e Lectura de resultados

Para ello es necesario hacer una electroforesis en gel de agarosa al 1,5% en tampon TAE 1x (Tris
1,6M, acetato sddico 0,8M y EDTA 0,025M), afiadiendo al final 3 uL de Green Safe Premium
(Nzytech) por cada 100 mL preparados y dejando solidificar el gel en un molde.

Luego, se coloca este gel en la cubeta de electroforesis, se cargan 7 uLL de amplificado por pocillo,
se conecta durante un tiempo determinado a una corriente de amperaje y voltaje adecuados
(400mA/120V), y finalmente se leen los resultados.

3.5.2. Puestas a punto

Para utilizar los primers de manera eficiente en las reacciones de PCR con el ADN de las cepas
en estudio, es fundamental determinar las condiciones Gptimas de temperatura y concentracion a
las que estos anillan correctamente. Por este motivo, se realizaron puestas a punto, que consisten
en llevar a cabo el protocolo de PCR previamente descrito, pero variando la temperatura de
anillamiento (45 °C, 50 °C, 55°C, 60°C, 65°C y 70 °C) y la concentracion del primer en la
reaccion con el objetivo de identificar las condiciones que generan bandas mas nitidas y aparicion
de menos inespecificidades en el gel de agarosa.

3.5.3. Caracterizacion y seleccion de cepas donadoras

Tras realizar varios reaislamientos, fue necesario caracterizar en detalle las cepas clinicas
seleccionadas para este estudio. Ademas, se Ilevo a cabo una caracterizacién molecular de toda la
coleccion de cepas potencialmente donadoras. Las cepas incluidas en este trabajo, como se
menciond previamente, provienen de infecciones humanas extraintestinales y, por tanto,
pertenecen al patotipo EXPEC (E. coli patdgeno extraintestinal).

Este patotipo se asocia con la presencia de determinados factores de virulencia (FV), y por ello
se emplean genes especificos como marcadores para la identificacion presuntiva del estatus
EXPEC, incluso en cepas aisladas de fuentes no clinicas (como alimentos o muestras fecales).
Esta identificacion, basada en marcadores genéticos, permite predecir el potencial patogénico
extraintestinal de cualquier cepa de E. coli.

Los genes de virulencia analizados en este estudio incluyen:
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-Genes que codifican adhesinas:

o papC y papEF, integrantes del operon pap, que codifica las fimbrias P, responsables de
la adhesion a receptores del tracto urinario superior y asociadas a nefritis (J. R. Johnson
etal., 2015; Li et al., 2023; Yamamoto et al., 1995).

o sfa/focDE, relacionados con la fimbria S (operon sfa) y la fimbria F1C (genes foc)
(Mulvey, 2002).

o afa/draBC, forman parte de los operones afa y dra, que junto con el operdn daa, codifican
fimbrias de la familia Dr/Afa (Servin, 2005, 2014).

-Genes implicados en la captacion de hierro del medio como iutA, gen que codifica para un
receptor de aerobactina férrica (J. R. Johnson et al., 2003; Wang et al., 2022).

-El gen kpsM 11, implicado en la biosintesis de la capsula bacteriana (Dahbi et al., 2014; Shin &
Ko, 2015).

Actualmente, se considera que una cepa posee estatus EXPEC si presenta al menos dos de los
siguientes cinco marcadores: papAH y/o papC, sfa/foc, afa/dra, iutA y kpsM Il (J. R. Johnson et
al., 2015).

Por otra parte, para ser clasificada como UPEC (uropat6geno), debe contener al menos tres de los
siguientes cuatro genes: chuA, fyuA, vat y yfcV (Spurbeck et al., 2012).

En el caso de cepas APEC (patdgeno aviar), se requiere la presencia de cuatro de cinco
marcadores: hlyF, iutA, iroN, iss y ompT (T. J. Johnson et al., 2008).

Adicionalmente, se realizd la deteccion por PCR de genes de resistencia [-lactamica,
especificamente aquellos asociados al fenotipo BLEE, ya que esta es una de las caracteristicas
clave de las cepas seleccionadas. Esta verificacién molecular permitié confirmar la presencia de
los genes de interés, asegurando que no se hayan perdido durante los reaislamientos o el
almacenamiento en medios no selectivos, en los cuales los plasmidos podrian haberse eliminado
por falta de presién selectiva.

Se seleccionaron tres genes marcadores representativos de dos de las principales familias de
BLEE descritas en la introduccion:

e blaCTX-M-grupo 9y blaCTX-M-grupo 1, codificantes de BLEEs del grupo CTX-M.
e blaSHV, codificante de una BLEE perteneciente a la familia SHV.

Los primers empleados y las condiciones especificas de trabajo se muestran en Anexos.

3.5.4. Deteccion de plasmidos

La deteccion de los plasmidos se hizo para las cepas donadoras, receptoras y las transconjugantes
obtenidas en los dos procesos de conjugacion.

Para ello se seleccionaron primers que amplificasen genes codificantes de replicones y relaxasas,
los cuales son caracteristicos de los plasmidos que se pueden transmitir por conjugacion y estan
implicados en las clasificaciones Inc y MOB. En concreto se eligieron los enumerados a
continuacion:

-InFI1, IncFIA e IncFIB, replicones caracteristicos de plasmidos pertenecientes a la familia IncF,
que son muy tipicos de clones concretos de distintas especies pertenecientes a la familia
Enterobacteriaceae (Carattoli, 2009; Rozwandowicz et al., 2018).
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-MOBps, MOBgps1, MOBE12, MOBg12, MOBH11 Y MOBg13, pertenecientes a diferentes familias y
subfamilias MOB al codificar para determinados tipos de relaxasas (Alvarado et al., 2012).

Las condiciones éptimas de trabajo con los diferentes primers seleccionados para estos genes
aparecen en la Tabla S4 de Anexos.

3.5.5. Deteccion de genes de resistencia a antibioticos

Se hicieron PCRs con el ADN de las cepas donadora, receptoras y las transconjugantes obtenidas
en los dos procesos de conjugacién, seleccionando 3 genes de resistencia, blaCTX, blaTEM vy
blaSHV, que codifican para enzimas pertenecientes a las 3 familias principales de BLEEs (CTX-
M, TEM y SHV). Los primers empleados y sus condiciones 0ptimas de trabajo estan recogidos
en la Tabla S3 de Anexos.

Ademas, también se hizo una PCR para amplificar el gen de resistencia al cloranfenicol cat, con
el que se provocé el truncamiento de fliC en la cepa receptora AAGL. En este caso, los primers
elaborados para este trabajo y los resultados de su puesta a punto se encuentran en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones dptimas de los primers para el cassette de resistencia al cloranfenicol cat tras la puesta
a punto.

Diana [Primer [Secuencia nucleotidica (5°-3) Volumen [Producto [T2(°C) Cita
(uL) para |PCR (pb) |Anillamiento
[10uM]
cat catAl-F1 [TTCTTGCCCGCCTGATGAAT 1 200 60 Este trabajo
catAl-R1 [ACCGTAACACGCCACATCTT

3.5.6. Deteccion de genes de virulencia

Como se comento en la introduccion las cepas E. coli patdgenas poseen genes que codifican para
una serie de FV implicados en diversos procesos Y, a su vez, estos pueden ser vehiculados por
plasmidos.

-Genes implicados en la captacién de hierro: chuA, que da lugar a la formacion de un receptor de
hemoglobina en la membrana externa; iucD e iutA, que codifican para receptores férricos de
aerobactina; iroN, que codifica para un receptor sider6foro; fyuA, que codifica para el receptor de
yersiniabactina (Spurbeck et al., 2012; Wang et al., 2022).

-Genes que dan lugar a toxinas: hlyF; hlyA, implicado en la sintesis de la a-hemolisina, vat, que
codifica para la toxina autotransportadora vacuolizante; y tsh, que codifica para la hemaglutinina
sensible a la temperatura (Dozois et al., 2000; Wiles et al., 2008).

-El gen yfcV, que codifica para una adhesina (Spurbeck et al., 2012).

Los primers elegidos para cada uno de estos genes y sus condiciones ptimas aparecen recogidos
en la Tabla S1y Tabla S2 de Anexos.

3.6. Estudios fenotipicos

Estos estudios se realizaron para las cepas receptoras, la donante y las transconjugantes obtenidas
durante los dos procesos de conjugacion.
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3.6.1. Expresion de la a-hemolisina

Para este ensayo con ayuda de un asa de siembra estéril se realizan estrias de las cepas a estudiar
sobre el medio de cultivo agar sangre y se deja incubar a 37°C O/N. Al dia siguiente se observa
si se formaron halos indicadores de hemdlisis alrededor de las colonias bacterianas.

3.6.2. Ensayo de movilidad

Para este ensayo se necesitan tubos en forma de U y que contengan el medio de cultivo MIL.

Primero, se siembra por picadura la cepa de interés y se deja incubar a 37°C O/N. Pasado el tiempo
de incubacidn, se mira la turbidez del medio, si esta turbio es indicativo de que la bacteria se ha
movido y si no lo est, quiere decir que la bacteria no es movil (crecimiento localizado Unicamente
en el punto de inoculacidn). Esto mismo se repite dos veces mas, es decir, se hacen dos pases mas,
teniendo en cuenta que las bacterias que no se han movido hay que picarlas del lado del tubo
donde se sembrd el dia anterior y las que son moéviles del otro lado para favorecer la expresion de
flagelos. Se hacen varios pases porque hay bacterias a las que les cuesta expresar su fenotipo de
movilidad y en el primero no lo hacen.

3.6.3. Antibiogramas

Ademas, también se les hicieron los antibiogramas a los transconjugantes obtenidos en las dos
conjugaciones con los mismos antibidticos representados en la Tabla 1 y mediante la técnica de
difusion en agar explicada en el punto 3.3.2.
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4. Resultados y Discusion

4.1. Caracterizacion de las cepas
4.1.1. Caracterizacion fenotipica

El agar MacConkey lactosa es un medio selectivo en el que solo crecen las bacterias que son
Gram negativas, y ademas es un medio diferencial ya que permite distinguir si son lactosa
positivas o lactosa negativas (fenotipo lac). Esto es posible porque contiene un indicador de pH
gue hara que las colonias adquieran o no un color rojizo/rosa dependiendo de si las bacterias
consumen la lactosa: Las bacterias lactosa positivas son las que consumen la lactosa del medio,
la fermentan y producen é&cidos que hacen que el pH se acidifique y las colonias adquieran un
color rojo/rosa; mientras que las bacterias lactosa negativas no consumen lactosa, consumen
peptonas, liberando amoniaco que elevara el pH del medio y las colonias seran incoloras.

El aislamiento de las cepas en agar MacConkey lactosa ha permitido observar su fenotipo lac vy,
ademas, la morfologia de las colonias crecidas, pudiendo ser lisas (mas circulares, con un borde
suave y sin irregularidades) o rugosas (morfologia mas estrellada con un borde mas irregular).

Todas las cepas crecieron por lo que se confirma, como era de esperar al tratarse de cepas E. coli,
gue son bacterias Gram negativas. En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos.

Tabla 3. Resultados del fenotipo lac y la morfologia de las distintas cepas clinicas.

Cepa Fenotipo lac Morfologia
LREC 264 Lactosa positivo Rugosa
LREC 274 Lactosa positivo Rugosa
LREC 275 Lactosa positivo Rugosa
LREC 278 Lactosa positivo Rugosa
LREC 287 Lactosa positivo Rugosa
LREC 288 Lactosa positivo Rugosa
LREC 289 Lactosa negativo Rugosa
LREC 292 Lactosa negativo Rugosa

4.1.2. Antibiogramas y fenotipos BLEE y AmpC

-Resistencia y sensibilidad a diferentes antibidticos

El perfil de resistencia de las 8 cepas se llevo a cabo empleando antibi6ticos de distintas familias
y bajo los criterios del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorio (CLSI) y del Comité
Europeo de Pruebas de Susceptibilidad a los Antimicrobianos (EUCAST). Los resultados
aparecen representados en la Tabla 4.

Los perfiles de resistencia a antibioticos confirman que todas las cepas son multirresistentes al
mostrar resistencia frente a un minimo de 3 antibi6ticos de distintas familias (Magiorakos et al.,
2012):

e LREC_264 presenta resistencia frente a 8 de los antibidticos empleados: 1 penicilina
(ampicilina), 3 cefalosporinas (cefazolina, cefuroxima, ceftriaxona), 2 fluoroquinolonas
(acido nalidixico, ciprofloxacina), 1 agente miscelaneo (cotrimoxazol) y 1 tetraciclina
(tetraciclina).
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LREC_274 presenta resistencia frente a 10 de los antibidticos empleados: 2 penicilinas
(amoxicilina con é&cido clavulanico, ampicilina), 4 cefalosporinas (ceftazidima,
cefazolina, cefuroxima, ceftriaxona), 1 monobactamico (aztreonam), 2 fluoroguinolonas
(&cido nalidixico, ciprofloxacina) y 1 tetraciclina (tetraciclina).

LREC 275 presenta resistencia frente a 11 de los antibi6ticos empleados: 2 penicilinas
(amoxicilina con é&cido clavulanico, ampicilina), 4 cefalosporinas (ceftazidima,
cefazolina, cefuroxima, ceftriaxona), 1 monobactamico (aztreonam), 2 fluoroquinolonas
(&cido nalidixico, ciprofloxacina), 1 agente miscelaneo (cotrimoxazol) y 1 tetraciclina
(doxiciclina, tetraciclina).

LREC 278 presenta resistencia frente a 11 de los antibioticos empleados: 2 penicilinas
(amoxicilina con é&cido clavulanico, ampicilina), 4 cefalosporinas (ceftazidima,
cefazolina, cefuroxima, ceftriaxona), 1 monobactdmico (aztreonam), 1 fluoroquinolona
(&cido nalidixico), 1 aminoglucdésido (gentamicina), 1 agente miscelaneo (cotrimoxazol)
y 1 tetraciclina (tetraciclina).

LREC_287 presenta resistencia frente a 7 de los antibiéticos empleados: 1 penicilina
(ampicilina), 3 cefalosporinas (cefazolina, cefuroxima, ceftriaxona), 2 fluoroquinolonas
(acido nalidixico, ciprofloxacina) y 1 agente miscelaneo (cotrimoxazol).

LREC 288 presenta resistencia frente a 8 de los antibiéticos empleados: 1 penicilina
(ampicilina), 3 de la familia de las cefalosporinas (cefazolina, cefuroxima, ceftriaxona),
1 monobactdmico (aztreonam), 1 agente misceldneo (cotrimoxazol), 1 tetraciclina
(tetraciclina) y 1 fenicol (cloranfenicol).

LREC_289 presenta resistencia frente a 5 de los antibidticos empleados: 1 penicilina
(ampicilina), 3 cefalosporinas (cefazolina, cefuroxima, ceftriaxona) y 1 fluoroquinolona
(acido nalidixico).

LREC_292 presenta resistencia frente a 8 de los antibiéticos empleados: 2 penicilinas
(amoxicilina con 4&cido clavulanico, ampicilina), 3 cefalosporinas (cefazolina,
cefuroxima, ceftriaxona), 1 fluoroquinolona (acido nalidixico), 1 agente miscelaneo
(cotrimoxazol) y 1 tetraciclina (tetraciclina).
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Tabla 4. Resultados de los antibiogramas de las 8 cepas clinicas.

AMC30 | AM10 | CZ30 | CXM30 | FOX30 | CAZ30 | CRO30 | IMP10 | ATM30 | NAL30 | CIPS | AN30 | GM10 | SXT25 | D30 | TE30 | C30
LREC_264 5 R R R S S R S SH R R S S R S R S
LREC_274 R R R R S R R S I* R R S S S S R S
LREC_275 I* R R R S R R S R R R S S R R R S
LREC_278 I* R R R S R R S R R S S R R | R S
LREC_287 S R R R S S R S | R R S S R S S S
LREC_288 S* R R R S I* R S R S S S S R | R R
LREC_289 S* R R R S S R S S R I* S S S S S S
LREC_292 I* R R R S S R S SH R I* S S R S R S

Se presentan en esta tabla los resultados analizados segun el criterio de CLSI (del inglés, Clinical & Laboratory Standards Institute), en caso de discordancia con el criterio de EUCAST (del
inglés, European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) se marcaran con un asterisco (*) y se especificara. R y el color verde indican resistencia; | y el color amarillo, intermedio; y
Sy el color rojo, sensibilidad. En las filas estan las 8 cepas y en las columnas los antibidticos, AMC30: Amoxicilina-clavulanico, AM10: Ampicilina, CZ30: Cefazolina, CXM30: Cefuroxima:
FOX30: Cefoxitina, CAZ30: Ceftazidima, CRO30: Ceftriaxona, IMP10: Imipenem, ATM30: Aztreonam, NAL30: Acido nalidixico, CIP5: Ciprofloxacina, AN30: Amikacina, GM10: Gentamicina,
STX25: Cotrimoxazol, D30: Doxiciclina, TE30: Tetraciclina, y C30: Cloranfenicol.

*LREC_264: ATM 30 S (CLSI) e | (EUCAST).

*LREC_274: ATM30 | (CLSI) y R (EUCAST).

*LREC_275: AMC30 | (CLSI) y R (EUCAST).

*LREC_278: AMC30 | (CLSI) y R (EUCAST).

*LREC_288: AMC30 S (CLSI) y R (EUCAST); y CAZ30 | (CLSI) y S (EUCAST).

*LREC_289: AMC30 S (CLSI) y I (EUCAST); y CIP5 I (CLSI) y S (EUCAST).

*LREC_292: AMC30 | (CLSI) y R (EUCAST); ATM30 S (CLSI) y I (EUCAST); y CIP5 | (CLSI) y S (EUCAST).

33



-Fenotipos BLEE y AmpC

Tanto la prueba de sinergia de doble disco como la prueba de discos combinados con inhibidor
confirmaron que todas las cepas clinicas ensayadas eran productoras de BLEEs (Figura 3y Tabla
5).

N\ ASE 7y

V5

~—k

Figura 3. Sinergia en la cepa LREC_292.

En el caso de la prueba de sinergia de doble disco todas las cepas mostraron sinergia entre el disco central de
acido clavulanico y varios de los discos de alrededor, esta se reconoce porque tiene forma de “cerradura’ o
“corcho de champagne”, dando asi como resultado que las 8 son productoras de BLEEs.

Tabla 5. Resultados de la prueba de discos combinados para 8 cepas de E. coli ST131 procedentes de
infecciones extraintestinales humanas.

Diametro halo (mm)

Antibidtico [LREC_264 [LREC_274 |LREC_275 [LREC_278 |LREC_287 |LREC_288 |LREC_289 |LREC_292
CTX 8 0 0 0 0 0 11 10
CTX-CLA 31 38 29 32 34 32 30 29
CAZ 22 21 16 12 20 19 25 22
CAZ-CLA 32 44 30 35 37 33 28 27

Diametros de los halos que se formaban alrededor del disco de antibi6tico con y sin acido clavulanico. CLA (&cido
clavulanico), CTX (cefotaxima), CTX-CLA (cefotaxima con acido clavulanico), CAZ (ceftazidima) y CAZ-CLA
(ceftazidima con &cido clavulanico).

Ademas, ambas pruebas permitian determinar si eran cepas productoras de -lactamasas AmpC,
si se observaba algun indicio de resistencia en torno al inhibidor (el &cido clavulanico) y/o de
sensibilidad frente a la cefepima (cefalosporina de 42 generacion) en la prueba de sinergia de doble
disco, o si habia resistencia frente al disco de cefoxitina (antibiético que pueden hidrolizara las
AmpC pero no las BLEES), en la prueba de discos combinados con inhibidor. No obstante, no se
ha dado ninguno de estos casos en ninguna de las cepas. Por consiguiente, todas las cepas
producen BLEES pero no B-lactamasas AmpC.

4.1.3. Caracterizacion genotipica del perfil BLEE y EXPEC

Con el fin de completar la caracterizacion molecular de las 8 cepas clinicas se realiz6 la deteccion
de genes asociados a los perfiles de resistencia y de genes de virulencia que sirven como
marcadores para la determinacion presuntiva de los distintos patotipos en E. coli causantes de
infecciones extraintestinales.

Buscamos por PCR los genes relacionados con la produccion de B-lactamasas asociadas al
fenotipo BLEE (TEM, SHV y CTX-M). En todos los casos pudieron ser detectados al menos uno
de estos genes, a excepcion de la cepa LREC_275, que no presentaba ninguno de los tres genes
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seleccionados. Es probable que, esta cepa posea algun otro gen implicado en el fenotipo BLEE,
0 bien que presente una variante genética que no sea detectada por los primers empleados en este
trabajo.

En cuanto al patotipo EXPEC, una cepa se considera perteneciente a este grupo si presenta al
menos dos de los seis genes de virulencia seleccionados como marcadores (J. R. Johnson et al.,
2015). Esta condicién se cumple en todas las cepas clinicas analizadas, excepto en LREC 274y
LREC_278. Sin embargo, los resultados previos obtenidos mediante secuenciacion del genoma
completo (WGS) permitieron la clasificacion de estas cepas como EXPEC y UPEC. Cabe destacar
que los genes marcadores utilizados en dichas designaciones suelen estar vehiculizados por
plasmidos u otros elementos mdviles (Sarowska et al., 2019). Por tanto, es posible que, al no
haberse utilizado en este analisis la misma colonia enviada para secuenciacion, sino descendientes
cultivados sin presidn selectiva por antibioticos, se haya producido la pérdida de uno o varios de
estos plasmidos. En un futuro, convendria confirmar estos resultados partiendo de la copia
realizada de la colonia secuenciada, que esta conservada a -80°C en el LREC.

4.2. Estudios de conjugacion
4.2.1. Conjugacion

De entre las 8 cepas de trabajo iniciales se seleccionaron las 7 que eran resistentes a la ampicilina
y sensibles al cloranfenicol (LREC 264, LREC 274, LREC 275, LREC 278, LREC 287,
LREC 289 y LREC 292). La cepa LREC 288 aunque si era resistente a la ampicilina también
lo era al cloranfenicol por lo que se descartd por ser incompatible con los marcadores de seleccién
de la receptora AAGL.

Con esas 7 cepas se hizo la primera conjugacién con la cepa AAG1 como receptora y solo con
una de ellas se obtuvieron transconjugantes, la LREC_292. En estas condiciones, la frecuencia de
conjugacion fue muy baja ya que solo crecieron 6 colonias de transonjugantes en la siembra
directa y observamos ausencia de crecimiento en las siembras realizadas a partir de las diluciones.
Para confirmar que se habia producido la conjugacion se repiti6 el proceso pero aumentando de
4 a 24 las horas de incubacién del microtubo de conjugacion a 37°C. Con este cambio crecieron
mas de 300 colonias en los tres cultivos (siembra directa, dilucion 1y dilucién 2). Estos resultados
se confirmaron realizando 3 resiembras de estas colonias transconjugantes y ver que crecian en
LB agar AMP100 + CM20 y mostraban un fenotipo lactosa negativo en el medio agar MacConkey
lactosa. Estos resultados se presentan en la Figura 4.

Figura 4. Resultados de la primera conjugacion.

Se puede ver como con 4 horas de incubacién (A) se obtienen muy pocos transconjugantes y solo en la siembra
directa (“1MD”, la primera placa de las dos de arriba), y con 25 horas (B) ya hay mucho crecimiento incluso en
el cultivo que se hizo a partir de la dilucién 2 (“1MD2”, la segunda placa de las dos de abajo).
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Con los transconjugates obtenidos se hizo la segunda conjugacion con la cepa comensal MG1655
como receptora y también se obtuvieron transconjugantes con el fenotipo adecuado, lactosa
positivos y que crecian en presencia de ampicilina como se ve en la Figura 5.

Figura 5. Fenotipo de los transconjugantes tras la segunda conjugacion en agar MacConkey lactosa.

Siembra en agar MacConkey lactosa AMP100 a partir de tres colonias (a, b y ¢) de la cepa transconjugante obtenida
tras la segunda conjugacion. En los tres casos se ve como la cepa transconjugante tiene el fenotipo adecuado: Es
lacotasa positiva y crece en presencia de ampicilina.

Algunas investigaciones han reportado bajas frecuencias de conjugacion in vitro en cepas de
origen clinico, lo cual coincide con los resultados obtenidos en este estudio (Mahérault et al.,
2019). No obstante, estudios previos de secuenciacion del genoma completo (WGS) han
demostrado la presencia de al menos un plasmido del tipo IncF en el plasmidoma de todas las
cepas donadoras utilizadas en este trabajo (Flament Simon, 2021). A pesar de ello, la frecuencia
de conjugacion observada in vitro ha sido muy baja, lo que podria atribuirse a la pérdida o
inactivacion de los genes del operdn tra, responsables de la formacion del pilus conjugativo en
los plasmidos. Ademas, es posible que las condiciones experimentales empleadas no sean 6ptimas
para la expresion de los genes relacionados con la conjugacion en estas cepas. En futuras
investigaciones, seria recomendable evaluar la conjugacion en medio sélido e incluso durante la
formacion de biopeliculas, donde podrian reproducirse mejor las condiciones naturales que
favorecen este proceso.
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4.2.2. Curva de multiplicacion y conjugacion en diferentes
condiciones

Curva de multiplicacion bacteriana
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Figura 6. Curva de multiplicacion bacteriana resultante de la cepa LREC_292.

Se representan las unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/mL), frente al tiempo en horas.

Como se puede ver en la gréfica de la Figura 6, la fase exponencial tiene lugar aproximadamente
entre las 2 y las 5 horas, por lo que se escogié como punto representativo de esta fase el de las 4
horas de incubacion, que es uno de los que muestra mayor pendiente en la curva y por lo tanto,
mayor tasa de crecimiento. La fase de estacionaria es aquella en la que el nimero de bacterias
nuevas que se producen es igual al nimero de bacterias que mueren, por lo que no hay crecimiento
neto. Esta etapa se alcanza entre las 5y las 6 horas, luego la curva aumenta su descenso lo que es
indicativo de muerte bacteriana.

Al comparar la curva de crecimiento bacteriano de la cepa donadora LREC 292, una E. coli
patogena, con la de la cepa comensal K-12 MG1655, se observa que esta Ultima presenta una
mayor velocidad de multiplicacion, tal como se muestra en la Figura 7. La presencia de uno o
varios plasmidos en la cepa LREC_292 puede ser una posible explicacion de esta ralentizacion
de la multiplicacion bacteriana por parte de la cepa patdgena, ya que las bacterias comensales
tienden a tener genomas mas pequefios con el fin de alcanzar una replicacion mas rapida (mayor
fitness) y los plasmidos suponen una mayor cantidad de ADN a replicar, que conlleva una mayor
carga energética (tiene un coste sobre el fitness).
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Figura 7. Curva de multiplicacién bacteriana cepa K-12 MG1655.

Curva de multiplicacion de un cultivo overnight de la cepa K-12 MG1655 sembrado en LB caldo (diluyéndolo 5000
veces), a 37°C y con aireacion vigorosa. Se representa el tiempo en minutos en el eje de abscisas frente a la densidad
optica a 600 nm (triangulos) y la densidad celular en células por mL (cruces). Como se puede observar,
aproximadamente a las 2 horas y media (150 minutos) es cuando se alcanza mayor pendiente en la curvay por lo
tanto mayor tasa de crecimiento, en la fase exponencial, y a la fase estacionaria se llega un poco antes de las 5
horas (300 minutos). Adaptado de “Growth of E. coli MG1655 in Luria-Bertani broth” (Guennadi et al., 2007).

Teniendo en cuenta la curva de multiplicacion obtenida y representada en la Figura 6, se realizé
el protocolo de conjugacién a las 4 (fase exponencial) y a las 6 horas (fase estacionaria) de iniciar
el crecimiento de la bacteria donadora LREC 292 y en los dos medios de cultivo descritos
previamente en el apartado de materiales y métodos (LB y medio minimo).

Como resultado de esta conjugacion en diferentes situaciones, se observd que habia un mayor
naimero de colonias transconjugantes en el medio LB agar AMP100+CM20, un medio con mayor
cantidad de nutrientes que en el medio minimo agar AMP100+CM20, el cual contiene los
nutrientes minimos indispensables para el crecimiento bacteriano y donde no fue capaz de crecer
ninguna colonia en ninguna de las dos fases de multiplicacion bacteriana. En lo referente a las
fases de crecimiento, se vio un mayor nimero de colonias de transconjugantes en la fase
estacionaria. Con todo esto se deduce que las mejores condiciones de conjugacion de la cepa
LREC 292 con la AAGL es en presencia de una mayor cantidad de nutrientes, es decir en el
medio LB agar AMP100+CM20, y cuando alcanza la fase estacionaria de crecimiento (Figura
8).
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Figura 8. Resultados de la conjugacion en diferentes condiciones.

En este grafico de barras se representa el nimero de colonias de transconjugantes obtenidas en distintas fases de
la curva de multiplicacion bacteriana (fase exponenxial, que se corresponde con las 4 horas, y fase estacionaia,
que corresponde con las 8 horas, diluidas hasta 2 veces (dilucion 1y 2) a partir de la solucién madre (directa) y
en presencia de una mayor (medio Luria-Bertani, LB) o menor (medio minimo, MM) cantidad de nutrientes.

Al realizar el estudio de las caracteristicas de la conjugacion, se pudo comparar cdmo se da esta
en diferentes fases de la curva de multiplicacion bacteriana (exponencial y estacionaria) y con
distinta disponibilidad de nutrientes, y se observé que este proceso se ve incrementado en
condiciones favorables, definidas por una mayor carga bacteriana y una cantidad superior de
nutrientes proporcionados. Esto puede justificarse por el mayor nimero de bacterias que hay en
la fase estacionaria y que hace que aumente con ello la cantidad de donadoras que conjugan con
las receptoras, pero también puede estar relacionado con la carga energética que conlleva la
adquisicion de plasmidos a través de la conjugacion (San Millan & MacLean, 2017).

A mayor concentracion de nutrientes mayor aporte de energia, favoreciendo que se pueda dar este
proceso. Ademas, el coste energético que implica la conjugacion conlleva una disminucion del
crecimiento bacteriano. Muchas veces para hacer frente a esta limitacién, los genes del plasmido
involucrados en dicho proceso se autorregulan (San Millan & MaclLean, 2017). Esto también
podria justificar por qué en la fase exponencial, que se caracteriza por ser la etapa donde hay una
mayor proliferacion bacteriana, la conjugacion es menor que en la fase estacionaria, donde la
multiplicacion disminuye al equilibrarse con la muerte de las bacterias.

4.3. Estudios genotipicos

Mediante los ensayos de PCR se vio que la cepa donadora LREC_292, poseia los genes de los
replicones IncFll e IncFIB y de la relaxasa MOBF12, el gen de resistencia blaTEM vy los genes
de virulencia chuA, fyuA y yfcV. En la Tabla 6 se muestra cuales de estos se pudieron transferir
por conjugacion.

39



Tabla 6. Resultados de las PCRs de las cepas donadora, receptoras y sus transconjugantes.

Genes LREC 292 | AAGl | AAGL-TC MG1655 | MG1655-TC
IncFIl1 + - + - -
IncFIB
MOBF12
blaTEM
chuA
fyuA
yfcV
cat - A + - -

|+ [+ |+ |+
+ |+ [+ + ]+

La tabla recoge en las columnas la cepa donadora (LREC_292), las cepas receptoras (AAG1l y MG1655) y sus
transconjugantes (AAG1-TC y MG1655-TC), y en las filas los genes que por PCR se detectaron en algunas de ellas.
Se usa un codigo de signos y colores para indicar la presencia (signo +, color verde) o ausencia (signo -, color rojo),
del gen en cuestidn. (Solo se presentan los genes que se detectaron en alguna de las cepas).

El tipado de los pldsmidos se realizé mediante la deteccion por PCR de los replicones (Inc) y la
relaxasa (MOB). Ademas, realizamos la deteccidn de los genes de resistencia y virulencia que se
transmitieron.

La Tabla 6 resume los resultados obtenidos mediante PCR. El analisis comparativo de los perfiles
genéticos revela que los genes IncFll, IncFIB, MOBF12, chuA, fyuA y yfcV estaban presentes
tanto en la cepa donadora LREC 292 como en la transconjugante de AAG1 (AAGL-TC). En
cambio, en la cepa receptora de la segunda conjugacion (MG1655), estos genes no se detectaron,
observandose Unicamente la transferencia del gen blaTEM. Estos resultados sugieren que los
genes mencionados fueron transferidos durante la primera conjugacion, pero no en la segunda, lo
que indica que podrian estar asociados a distintos elementos genéticos moviles con capacidades
de transferencia distintas.

Como se comento en la introduccion, las clasificaciones plasmidicas basadas en los grupos de
incompatibilidad (Inc) y el tipo de relaxasa (MOB) suelen ser complementarias y, en muchos
casos, estan interrelacionadas. En general, los plasmidos de la familia IncF codifican una relaxasa
perteneciente a la subfamilia MOBr1; (Alvarado et al., 2012; Rozwandowicz et al., 2018).
Asimismo, el IncF es el plasmido multirreplicon mas ampliamente caracterizado, habitualmente
asociado a los replicones Fll, FIA y/o FIB (Rozwandowicz et al., 2018). Estos plasmidos son
caracteristicos de diversas especies de Enterobacteriaceae, incluida E. coli, y estan
frecuentemente implicados en la diseminacion de genes de resistencia a antibi6ticos y virulencia
(Alvarado et al., 2012; Mathers et al., 2015; Rozwandowicz et al., 2018; Villa et al., 2010).

A partir de estas observaciones, puede deducirse que los genes detectados en el analisis anterior
(IncFl1l, IncFIB, MOBF12, chuA, fyuA y yfcV) estan asociados a un mismo plasmido IncF.

En este caso particular, el plasmido IncF identificado en la cepa donadora LREC_292 porta tres
genes de virulencia relacionados con la captacion del hierro y adhesion: chuA, fyuA y yfcV. La
presencia simultanea de estos tres genes permite clasificar a esta cepa como perteneciente al
patotipo uropatégeno (UPEC) (Spurbeck et al., 2012).

Por otro lado, el gen de resistencia a betalactdmicos blaTEM, responsable de la produccion de
BLEE, fue detectado tanto en la cepa donadora LREC_292 como en las transconjugantes AAG1-
TC y MG1655-TC. Esto indica que este gen se transfirid en ambas conjugaciones, lo que sugiere
que forma parte de un plasmido distinto al previamente descrito. Este segundo plasmido no ha
podido ser clasificado con los primers utilizados para los grupos Inc y MOB en este estudio, por
lo que seria recomendable ampliar el anlisis. Por ejemplo, podria optarse por la extraccion y
secuenciacion del plasmido para su caracterizacion completa.
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El gen de BLEE blaTEM confiere una fuerte resistencia frente a las penicilinas, entre las que se
encuentra la ampiciliana (Rodriguez-Beltran et al., 2021), un antibidtico cuyo uso estd
ampliamente extendido y que lleva ya mucho tiempo aplicAndose parar tratar infecciones
bacterianas. Por ello, la transmision de su resistencia puede ser mas comun y sencilla, como
observamos en los resultados de este trabajo, ya que la presién selectiva del uso de dicho
antibiotico lleva actuando méas tiempo que en el caso de otros.

Los resultados previos obtenidos mediante el analisis del genoma completo y la reconstruccion
del plasmidoma de la cepa LREC 292 indican que esta cepa porta un Unico plasmido
perteneciente al grupo de incompatibilidad IncF, el cual seria responsable de la transferencia del
gen blaTEM, lo que concuerda parcialmente con los resultados observados en este estudio.
Ademas, dicho analisis revel6 la presencia de un elemento genético integrativo y conjugativo
(ICE) en el cromosoma de la cepa, asociado a una relaxasa de tipo MOB4H (Flament Simon, 2021).

4.4. Estudios fenotipicos

Finalmente, se realizaron estudios fenotipicos para ver como influia la adquisicion de plasmidos
por conjugacion en la fisiologia de las bacterias receptoras. Se hicieron con las cepas receptoras,
la donante y las transconjugantes obtenidas durante los dos procesos de conjugacion. Pero los
resultados que realmente interesan son los de cémo varia la fisiologia de la receptora MG1655 al
adquirir el plasmido, ya que esta es una E. coli comensal modelo que representa lo que le ocurriria
a una E. coli comensal del intestino, a diferencia de la AAG1 gue es un mutante y se aleja mas de
la realidad.

4.4.1. Ensayos de expresion de la a-hemolisina y de movilidad

En el ensayo de la expresion de la a-hemolisina, ninguna de las cepas implicadas mostré hemdlisis
al no observarse ningun tipo de halo alrededor de las colonias crecidas en agar sangre. Estos
resultados son coherentes con los obtenidos en las PCRs ya que muestran que ninguna de las
cepas poseia el gen hlyA, el cual codifica para la sintesis de esta toxina implicada en la hemadlisis,
la a-hemolisina (Wiles et al., 2008).

En cuanto a la prueba de movilidad, solo se observé movilidad en la cepa MG1655 y su
transconjugante, lo que indica que la cepa donadora LREC_292 no es movil. Por lo tanto, esta
caracteristica no se transfiere a la cepa receptora tras la conjugacion. Asimismo, en el caso de
AAGL1 y su transconjugante, los resultados obtenidos fueron los esperados. Tal como se confirma
mediante PCR, Unicamente estas dos cepas poseen el cassette de resistencia al cloranfenicol cat,
el cual se empled para interrumpir al gen fliC de la MG1655, implicado en la movilidad,
generando asi la cepa mutante AAG1, no movil pero resistente al cloranfenicol.

4.4.2. Antibiogramas

Tras hacer los antibiogramas, siguiendo la técnica de difusion en agar y empleando los discos de
los antibidticos que aparecen en la Tabla 1, se obtuvieron los siguientes resultados:
e Lacepa AAG1 solamente presentd resistencia frente al cloranfenicol.

e La cepa transconjugante de AAG1 presentd resistencia frente a 9 antibioticos: 2
penicilinas (amoxicilina con &cido clavulanico, ampicilina), 3 cefalosporinas (cefazolina,
cefuroxima, ceftriaxona), 1 fluoroquinolona (&cido nalidixico), 1 agente miscelaneo
(cotrimoxazol), 1 tetraciclina (tetraciclina) y 1 fenicol (cloranfenicol).

e Lacepa MG1655 fue sensible a todos los antibi6ticos.

e Lacepatransconjugante de MG1655 solamente presentd resistencia frente a 2 penicilinas
la amoxicilina-clavulénico y la ampicilina.
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Tabla 7. Resultados de los antibiogramas de las cepas A82, AAG1, MG1655 y sus transconjugantes.

AMC30 | AM10 | CZ30 | CXM30 | FOX30 | CAZ30 | CRO30 | IMP10 | ATM30 | NAL30 | CIPS | AN30 | GM10 | SXT25 | D30 | TE30 | C30
LREC_292 I* R R R S S R S & R I* S S R S R S
AAG1 S 5 S S S S S S S S S I* S S S S R
AAGL-TC R R R R S S R S S* R S S S R | R R
MG1655 S S S S S S S S S S S S S S S S S
MG1655-TC R R S S S S S S S S S S S S S S S

Se presentan en esta tabla los resultados analizados segun el criterio de CLSI (del inglés, Clinical & Laboratory Standards Institute), en caso de discordancia con el criterio de EUCAST (del
inglés, European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) se marcaran con un asterisco (*) y se especificara. Ry el color verde indican resistencia; | y el color amarillo, intermedio; y
Sy el color rojo, sensibilidad. En las filas estan las cepas y en las columnas los antibiéticos, AMC30: Amoxicilina-clavulanico, AM10: Ampicilina, CZ30: Cefazolina, CXM30: Cefuroxima:
FOX30: Cefoxitina, CAZ30: Ceftazidima, CRO30: Ceftriaxona, IMP10: Imipenem, ATM30: Aztreonam, NAL30: Acido nalidixico, CIP5: Ciprofloxacina, AN30: Amikacina, GM10: Gentamicina,

STX25: Cotrimoxazol, D30: Doxiciclina, TE30: Tetraciclina, y C30: Cloranfenicol.

*LREC_292: ATM 30 S (CLSI) e | (EUCAST); AMC30 | (CLSI) y R (EUCAST); y CIP5 | (CLSI) y S (EUCAST).

*AAG1: AN30 | (CLSI)y S (EUCAST).

*AAG1-TC: ATM 30 S (CLSI) e | (EUCAST).
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Haciendo una comparacion entre los antibiogramas de la cepa donadora, las receptoras y sus
transconjugantes, como se muestra en la Tabla 7, se observa que se transmiten muchas mas
resistencias a antibidticos en el caso de AAGL que en el caso de la MG1655, a la cual solo se
transmite resistencia frente a dos de los antibidticos empleados. Estos resultados se exponen a
continuacion:

e La AAGL adquiere mediante la conjugacion resistencia a la amoxicilina combinada con
el acido clavulanico, ampicilina, cefazolina, cefuroxima, ceftriaxona, acido nalidixico,
cotrimoxazol y tetraciclina.

e La MG1655 adquiere mediante la conjugacion resistencia a la amoxicilina combinada
con el &cido clavulanico y a la amplicilina.

Relacionando esto con el analisis de las PCRs, es probable que la mayoria de los genes de
resistencia que la cepa transconjugante de AAGL expresa nuevos, estén codificados también por
el plasmido IncF MOBE12 encargado de transmitir los tres genes de virulencia chuA, fyuA y yfcV,
ya que solo se transfirieron a la receptora en la primera conjugacion, como ocurre con algunos de
estos genes de resistencia. Ademas, se realizé un andlisis in silico del plasmido pLREC292_1
obtenido de la reconstruccion del plasmidoma de LREC_ 292 y se detectaron los siguientes genes
de resistencia: aadA5, aph(3")-1Ib, aph(6)-1d, blaTEM-1B, mph(A), sull, tet(A), dfrA17 (Flament
Simon, 2021), lo cual corrobora esta hipétesis. La resistencia al cloranfenicol esta codificada por
el cromosoma de la AAGL, y la resistencia a ampicilina y amoxicilina combinada con acido
clavulanico, al tratarse de penicilinas, se transmite por el elemento genético movil que posee el
gen blaTEM. En el caso de la amoxicilina combinada con el &cido clavulénico, la resistencia al
inhibidor de B-lactamasas debe estar asociado a otro mecanismo complementario, algunas
investigaciones lo asocian a una sobre expresion de blaTEM (Stapleton et al., 1995).

Este trabajo estudia el impacto de la adquisicién de plasmidos mediante conjugacion en bacterias,
analizando sus caracteristicas genéticas (genes codificados y clasificacion Inc/MOB). Como
receptoras, se emplearon cepas modelo de genoma conocido, y como donantes, cepas E. coli
ExXPEC multirresistentes del clon ST131, de las cuales se habia realizado la secuenciacion de su
genoma completo con técnicas de segunda generacion, aisladas de infecciones humanas y
asociadas a la diseminacion global de resistencia antibi6tica (Cave et al., 2023; Pitout et al., 2022).

La transferencia de plasmidos con genes de resistencia y virulencia es clave en la emergencia de
patdégenos multirresistentes, complicando el tratamiento de infecciones. Entender los mecanismos
de conjugacién podria revelar dianas para inhibir este proceso o mejorar técnicas de curado
plasmidico (eliminacién de plasmidos en poblaciones bacterianas), una estrategia prometedora
pero poco explorada in vivo (Buckner et al., 2018).

Perspectivas futuras:

-Optimizar los ensayos de conjugacion. Los resultados obtenidos de los estudios de conjugacion
muestran que las cepas EXPEC humanas conjugan en baja proporcién, al observarse por ejemplo
en el caso del primer ensayo que de las 7 cepas iniciales solo una de ellas conjugé con la receptora
y ademas se obtuvo un nimero muy bajo de colonias transconjugantes. Esto no es concordante
con el gran problema del aumento de la propagacion de cepas multirresistentes que se describe en
la introduccion. Es por ello que probablemente las condiciones de trabajo empleadas durante los
ensayos no sean las més adecuadas y ralenticen el proceso de conjugacion, con lo cual seria
necesario probar en otras condiciones que, aunque sean in vitro y no vayan a reproducir
exactamente lo que se da en la naturaleza, se parezcan mas a lo que pasa en el organismo. Por
ejemplo, se podria emplear la orina como medio de cultivo, trabajar con biofilms o incluso intentar
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simular las condiciones intestinales y extraintestinales con modelos celulares, como el que emplea
una monocapa de células intestinales simulando la permeabilidad del epitelio intestinal (Cruz et
al., 1994) o el organ-on-a-chip, dispositivo de microfluidica que simula las condiciones del
organo de interés. Ademas, es necesario repetir mas veces estos ensayos para asegurar la
reproducibilidad. También se propone ampliar el nimero de cepas de trabajo para asi tener valores
suficientes y poder hacer estadisticas.

-Caracterizacion funcional detallada de los plasmidos transferidos. Para ello se propone la
extraccion y secuenciacién de los plasmidos transferidos en el proceso de conjugacién. Para ello
es de interés tratar de combinar las tecnologias de secuenciacidn de segunda generacién (lecturas
cortas con baja tasa de error) con las de tercera generacion (lecturas largas con mayor tasa de
error), que facilitaran el ensamblaje completo del plasmido.

Ademas, se plantea la implementacion de estrategias de mutagénesis dirigida, para estudiar la
funcidn de genes especificos y su papel en la regulacion de mecanismos funcionales y adaptativos
gue permiten a los plasmidos mantener su estabilidad, replicacion, transferencia e interaccion con
el hospedador bacteriano.
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5. Conclusiones

Este trabajo ha permitido estudiar la transferencia horizontal de genes de resistencia y virulencia
mediante conjugacion bacteriana, asi como evaluar el impacto fisiolégico de la adquisicion de
plasmidos en cepas receptoras. Los principales hallazgos son los siguientes:

1. De las ocho cepas clinicas de E. coli ST131 analizadas inicialmente, solo siete cumplieron
los requisitos para actuar como donantes (sensibles a cloranfenicol y resistentes a
ampicilina). En las condiciones experimentales empleadas, Gnicamente una de estas siete
cepas fue capaz de transferir plasmidos a la bacteria receptora, lo que sugiere que o bien
la eficiencia de conjugacion es baja en estas cepas, 0 que las condiciones de ensayo no
son las Gptimas para este proceso.

2. Losresultados indican que la conjugacion ocurre preferentemente en fases avanzadas del
crecimiento bacteriano (fase estacionaria), cuando la densidad celular es mayor y los
nutrientes mas abundantes. Sin embargo, el hecho de que todas las cepas analizadas
posean plasmidos conjugativos (confirmado por secuenciacion) pero solo una haya
transferido material genético, apunta a que los sistemas de conjugacion podrian estar
sometidos a una regulacion compleja o que las condiciones in vitro no reproducen
adecuadamente el entorno natural donde ocurre este proceso.

3. Sedemostro la transferencia de tres genes de virulencia caracteristicos del patotipo UPEC
(chuA, fyuA y yfcV), asi como de varios genes de resistencia, incluyendo blaTEM y
presuntos determinantes de resistencia a acido nalidixico, cotrimoxazol y tetraciclina.
Estos hallazgos confirman el papel crucial de los plasmidos IncF en la diseminacion
simultanea de factores de virulencia y resistencia, contribuyendo al éxito del clon ST131
y a la emergencia de cepas patdgenas multirresistentes.

4. Latransferencia de plasmidos IncF demuestra un impacto significativo en la fisiologia de
las cepas receptoras, particularmente en la adquisicion de resistencia a antibidticos. Sin
embargo, este proceso no afectd otras caracteristicas analizadas, como la motilidad o la
capacidad de producir hemolisina.

Los resultados de este trabajo subrayan la complejidad de los procesos de conjugacion y la
necesidad de optimizar los modelos experimentales para comprender mejor los mecanismos que
gobiernan la transferencia horizontal de genes en condiciones naturales. Futuros estudios deberan
explorar estrategias para bloquear esta via de diseminacion de resistencias, asi como caracterizar
los factores que limitan o favorecen la adquisicion de plasmidos en diferentes contextos
bacterianos.
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ANexos

Tabla S1. Primers usados y condiciones de trabajo escogidas para la deteccién de genes
codificantes de factores de virulencia (FV).

Diana Primer [Secuencia nucleotidica (5°-3) 'Volumen [Producto[T? (°C) Referencia
(UL) para [PCR lAnillamiento
[20 uM] _|(pb)
kpsM Il [KpsII f |GCGCATTTGCTGATACTGTTG 0,5 272 64 (J. R. Johnson
Kpsll r [CATCCAGACGATAAGCATGAGCA & Stell, 2000)
iucD Aer f TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT [0,5 602 64 ('Yamamoto et
Aerr  JAATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG al., 1995)
iutA IAer- GGCTGGACATCATGGGAACTGG 0,5 301 (J. R. Johnson
851f et al., 1997)
IAer- CGTCGGGAACGGGTAGAATCG
1152r
iroN Ironec-f [AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 0,3 665 66 (J. R. Johnson
Ironec-r [GACGCCGACATTAAGACGCAG et al., 2000)
hlyA hly f IAACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT (0,3 1177 64 ('Yamamoto et
hly r IACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA al., 1995)
hlyF Forward TCGTTTAGGGTGCTTACCTTCAA 0,5 444 60 (Morales et
Reverse TTTGGCGGTTTAGGCATTCC al., 2004)
tsh tsh03  [GGTGGTGCACTGGAGTGG 0,5 640 62 (Dozois et al.,
tshl5 [AGTCCAGCGTGATAGTGG 2000)
chuA ChuA.1blATGGTACCGGACGAACCAAC 1 288 58 (Clermont et
al., 2013)
ChuA.2blTGCCGCCAGTACCAAAGACA
PapC Forward (GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA [0,5 205 60 (J. R. Johnson
Reverse A\TATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA etal., 2015)
PapEF PapEF FIATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA [0,5 336 62 ('Yamamoto et
PapEF RIAGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA al., 1995)
Sfa/focDE [Sfal CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC [0,5 410 64 (Le
Sfa2  [(CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 50“1‘3;‘;’2")“ et
IAfa/draBClafal GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 0,5 750
afa2 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG
Tabla S2. Condiciones PCR multiplex para los genes vat, fyuA y yfcV.
Diana|Primers [Secuencia nucleotidica (5°-3") 'Volumen [Tamafio T2 (°C) Referencia
(uL) para |(pb) IAnillamiento
[20 pM]
vat [Forward [TCAGGACACGTTCAGGCATTCAGT (0,5 1100 66 (Vigil et al., 2011)
Reverse (GGCCAGAACATTTGCTCCCTTGTT
fyuA [Forward [GTTAAACAATCTTCCCGCTCGGCAT 0,5 850 66 (Vigil et al., 2011)
Reverse [TGACGATTAACGAACCGGAAGGGA
yfcV  |[Forward ]ACATGGAGACCACGTTCACC 0,5 292 66 (Spurbeck et al.,
Reverse (GTAATCTGGAATGTGGTCAGG 2012)
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Tabla S3. Primers usados y condiciones de trabajo escogidas para la deteccion de las
betalactamasas TEM, SHV y CTX-M.

Diana [Primer [Secuencia nucleotidica (5°-3) Volumen  |Producto [T2(°C) Referencia
(uL) para |PCR (pb) |Anillamiento
[10uM]
blaCTX- |ICTX- [GTGACAAAGAGAGTGCAACGG 0,5 856 64 (Simarro et
M-grupo [M9-F al., 2000)
9 CTX- |ATGATTCTCGCCGCTGAAGCC
M9-R
blaCTX- M13U |GGTTAAAAAATCACTGCGTC 1 863 60 (Saladin et
g"'gr”po M13L [TTGGTGACGATTTTAGCCGC al., 2002)
blaCTX |CTX-C3 [ATGTGCAGCACCAGTAAAGTGATG |1 542 55 (Moraetal.,
CTX-C4 |JACCGCGATATCGTTGGTGGTGCC 2013)
blaTEM [TEM-1F IATGAGTATTCAACATTTCCG 1 868 58 (Rasheed et
TEM-1R |CTGACAGTTACCAATGCTTA el., 1997)
bISHV  |SHV-F2 [TTGTCGCTTCTTTACTCGCC 0,5 879 64 (Moraetal.,
SHV-R2 [CCCGGCGATTTGCTGATTTCGC P013)

Tabla S4. Condiciones Optimas de los primers para identificar los plasmidos tras la puesta a
punto.

Diana Primer [Secuencia nucleotidica (5°-3°) \Volumen [Producto [T2(°C)
(uL) para [PCR (pb) |Anillamiento
[10uM]
MOBF12 [F12-f |agcgacggcaattattacaccgacaaggayaaytayta |1 234 55
F1-r acttttgggcgceggaraabtgsagrtc
MOBP13 [P131-f |aacccacgctgcaargaycevgt 1 180 58
P1-r lagcgatgtggatgtgaaggttrtcngtrtc
MOBP3 [P3-f ccgtgagccaaatcacacagaatatkrtbtt 1 177 55
P3-r cgaaagccaacatgaacatghggatkhtc
P51-f  [taccacgccctatgcgaaraartayac 1 167 55
MOBPS1 P5-r cccttgtcctggtgytsnaccea
Q12-f [ctggaatatactgaacacggnaayatgc 1 341 55
MOBQ12 Q12-r [atccttggtgttagcacgtttraarwaytg
H11-f |ccggegtcggagaaycaycayca 1 207 60
MOBH11 H11l-r [aaggtcgtataccttycckgcertcrtg
FIA FW [ccatgctggttctagagaaggtg 1 462
INCFIA - IETA RV [otatatccttactggeticogeag
FIB FW ([tctgtttattcttttactgtccac 1 682 60
IncFlB FIB RV [ctcccgtcgettcagggcatt
FIl FW [ctgatcgtttaaggaatttt 1 258-262 |65
IncFII

FIl RV [cacaccatcctgcactta

La referencia bibliogréafica de todos estos primers es (Villa & Carattoli, 2020).
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