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RESUM

Stenotrophomonas maltophilia és un patogen oportunista de rellevancia creixent a causa de la
seva ascendent prevalenca com a nosocomial. Tot i que es tracta d'un microorganisme
ambiental amb una viruléncia limitada, S. maltophilia presenta resisténcia intrinseca a multiples
antibiotics i pot produir multiples infeccions, especialment en pacients immunocompromesos o
amb fibrosi quistica. Aquest treball de tesi s'engloba dins d’un projecte enfocat a la recerca i
estudi de determinants de viruléncia i resistéencia a S. maltophilia, i el seu objectiu general és
I'estudi de fenotips de resisténcia, en particular front colistina. La colistina és un antibiotic
polipeptidic que s'esta utilitzant cada vegada més com a opcid alternativa o "d'Ultim recurs" per
tractar infeccions causades per organismes gramnegatius multiresistents.

La primera part del treball confirma I'heterogeneitat fenotipica i genotipica de S. maltophilia en
una col-leccio de 78 aillats clinics europeus. Els genotips s'han determinat mitjangant I'estudi del
perfil MLST i el gen rpfF. També s’ha avaluat la susceptibilitat antimicrobiana, la formacié de
biofilms i la viruléencia. De manera general, no existeix associacio entre les variables
genotipiques i els fenotips de resisténcia i viruléncia avaluats, tot i que hi ha un grup genomic,
ampliament distribuit geograficament, que destaca per la seva capacitat de formar biofilm i la
seva viruléncia. A més a més, s’ha demostrat que les soques amb variant rpfF-2 sén més
formadores de biofilm que les de la variant rpff-1. S’ha confirmat que els antibiotics més
eficagos contra S. maltophilia son el trimetroprim-sulfamethoxazol i la minociclina, malgrat hi
hagi un 68,8% de soques multiresistents (MDR) i detectar-se una gran heterogeneitat en la
resisténcia a la colistina dins de cada soca.

A la segona part, s’han estudiat les possibles causes de la resisténcia heterogeénia a la colistina.
Per tal d'avaluar la resisténcia adaptativa i I'heteroresistencia, els aillats van ser sotmesos a
assajos Etest consecutius, a analisis de taxes de creixement i a assajos PAP (Perfil d'analisi
poblacional). Els resultats han revelat que la majoria (78,7%) dels aillats de S. maltophilia
presenten una varietat de mecanismes de resisténcia poblacional diferents, incloent resisténcia
adaptativa i heteroresisténcia. Curiosament, el desenvolupament de la subpoblacid resistent ha
estat reversible. Aquest fenotip complex de resisténcia a colistina, que hem anomenat
“heteroresisténcia adaptativa”, es presenta de manera diferent entre els aillats i afecta
significativament les proves recomanades de susceptibilitat a la colistina.

Finalment, a |'Ultim apartat d'aquest treball, s’han descrit els possibles determinants genétics
que participen en els fenotips de resisténcia a la colistina. Especificament, s'han validat
experimentalment els homolegs cromosomics dels gens mcr d’E. coli (smlt2804 i smlt3571), i els
que codifiquen per a la bomba d’expulsié SmeGH (smlt3170-3171) i un component del sistema
regulador ParRS. Mitjangant mutants de la soca K279a, s'ha demostrat que smlt3571 esta
directament implicat en la resisténcia a la colistina ja que la soca deficient per aquest gen és
més susceptible. D'altra banda, smlt2804 probablement té un paper important en la resisténcia
adaptativa a colistina també mitjancant modificacié del lipopolisacarid (LPS). Aixi mateix, s’ha
demostrat que ParRS contribueix a la resisténcia adaptativa a colistina perd depenent de la
concentracio de Mg**La bomba d’expulsié SmeGH no s’ha associat a la resisténcia a la colistina,
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pero s’ha determinat que I'eliminacié de SmeGH redueix la formacié de biofilms induida per
antibiotics.

Tenint present tot el que s’ha exposat en aquest treball, S. maltophilia té la capacitat d’adaptar-
se i esdevenir més resistent a la colistina mitjancant una combinacié de mecanismes reguladors
que podrien provocar, en Ultima instancia, la modificacié del LPS. Aquests mecanismes, a més a
més, varien tant a nivell poblacional dins d'una mateixa soca com entre les diferents soques
circulants. Per aquests motius, doncs, la colistina no hauria de ser considerada com una opcid
terapeéutica rutinaria contra aquest bacteri. Malgrat aix0, no s'ha de descartar com farmac
d'Ultim recurs i, consegientment, son necessaris més estudis sobre els mecanismes de
resisténcia a aquest farmac, aixi com també, estudis per al disseny de noves estratégies
antimicrobianes.
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Abstract

ABSTRACT

Stenotrophomonas maltophilia is an opportunistic pathogen of growing relevance due to its
increasing prevalence in the nosocomial settings. Albeit an enviromental microorganism with
limited virulence, S. maltophilia shows intrinsic resistance to multiple antibiotics and can
produce a broad spectrum of clinical infections, especially in immunocompromised patients or
people with cystic fibrosis. This thesis is a part of a project dealing with the search and study of
virulence and resistance determinants in S. maltophilia, and its main objective is to study
resistance phenotypes, particularly to colistin. Colistin is a polypeptide antibiotic that is being
used increasingly as alternative or “last-resort” option to treat infections by multiresistant
Gram-negative bacteria.

In the first part of this work, the phenotypic and genotypic heterogeneity of S. maltophilia is
confirmed in a collection of 78 european clinical isolates. Genotypes were determined by
analyzing MLST profiles and sequences of the rpfF gene. Antimicrobial susceptibility, biofilm
formation and virulence were also determined in all isolates. In general, no associations
between genotypic and phenotypic variables were found, although there was a genomic group,
widely distributed geographically, which stood out due to the ability to form biofilm and the
virulence of its members. In addition, rpfF-2 strains were more biofilm producer than rpfF-1.It
was confirmed that the most effective antibiotics against S. maltophilia are trimethroprim-
sulfamethoxazole and minocycline, despite most of isolates (68.8%) were considered MDR and
to identify heterogeneous resistance phenotypes to colistin.

In the second part, we investigated that heterogeneous resistance to colistin. To evaluate
adaptive resistance and heteroresistance, the isolates were subjected to serial Etest assays,
growth rate analyses, and the population analysis profile test. Our studies revealed that most of
our S. maltophilia isolates (78.7%) display different populational resistance mechanisms
including adaptative resistance and heteroresistance. Interestingly, the development of the
resistant subpopulation was reversible. This complex colistin-resistance phenotype, we have
termed adaptive hetero-resistance, was displayed differently by the isolates and significantly
affected to recommended colistin susceptibility testing.

Finally, in the last part of this work, possible genetic determinants for colistin resistance were
described. Among them we validated two chromosomal homologs of the E. coli mcr genes
(smlt2804 and smlt3571), and those encoding for the SmeGH efflux pump (smlt3170-3171) and a
component of the ParRS regulatory system. By site-specific mutagenesis in the K279a strain,
we have shown that smlt3571 is directly involved in colistin resistance since a strain defective in
this enzyme is more susceptible to this antibiotic. On the other hand, smlt2804 probably plays
an important role in adaptive resistance to colistin also by modification of lipopolysaccharide
(LPS). Moreover, we demonstrated that ParRS contributed to adaptive resistance to colistin,
but in this case in response to the extracellular concentration of Mg>*. The SmeGH efflux pump
was not associated to colistin resistance, but we demonstrated that deletion of the smeGH
operon reduce antibiotic-induced biofilm formation.
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Taking all together, we have shown that S. maltophilia has the ability to adapt and to become
more resistant to colistin by a combination of requlatory mechanisms that could cause,
ultimately, modifications in the LPS. Moreover, these mechanisms vary both at a population
level within the same strain and between different circulating strains. For these reasons, colistin
should not be considered as a routine therapeutic option against this bacterium. However, it
should not be ruled out as a last-resort drug and, consequently, further studies about the
mechanisms of colistin resistance are needed, as well as for the design of novel antimicrobial
strategies.
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ABREVIATURES | ACRONIMS

ABC
AK
ATCC
ATP
BGN
BMD
BSA
CAMHB
CAZ
CGC
CLsSI
Cm
(@]
CPS
Cpx
(&)
cv
DNA
DO
DSF
EUCAST
FQ
GC

h
ISCR
L-ArazN
LB
LEV
LOS
LPS
LTso
MCR

Familia de bombes d’expulsio del tipus ATP-binding cassette
Amikacina

Col-leccié americana de cultius tipus (American type culture collection)
Trifosfat d’adenosina

Bacil gramnegatiu

Metode per microdilucio (Broth microdilution method )
AlbUmina de sérum bovi (Bovine Serum Albumin)

Medi Muller-Hinton amb cations ajustats (Cation-Ajusted Mueller-Hinton Broth)
Ceftazidima

Centre Genetic Caenorhabditis (Caenorhabditis Genetics Center)
Clinical and Laboratory Standards Institute

Cloramfenicol

Concentracio minima inhibitoria

Polisacarid capsular

Expressio del pilus conjugatiu (conjugative pilus expression)
Colistina

Cristall violeta

Acid desoxiribonucleic (Deoxyribonucleic acid)

Densitat Optica

Molecula senyal (Diffusible signal factor)

European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
Fibrosi quistica

Guanina i Citosina

Hora

Sequeéncies d'insercid CR (Insertion sequence common region)
4-amino-4-desoxi-L-arabinosa

Medi Luria-Bertani

Levofloxacina

Lipooligosacarid

Lipopolisacarid

Temps letal 5o o mitja (Letal time 50)

Resisténcia a colistina mobil (Mobile colistin resistance)
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MCS Lloc de clonatge multiple (Multiple cloning site)

MDR Resistent a multiples farmacs (Multidrug Resistant)

MFS Familia de bombes d’expulsio del tipus MFS (Major facilitator superfamily)
MHA Medi Mueller-Hinton Agar

MHB Medi de caldo Mueller-Hinton (Mueller-Hinton Broth)

Min Minuts

MLST SeqUenciacio multilocular MLST (MultiLocus Sequence Typing)

MN Minociclina

NCBI National Center for Biotechnology Information

ND No determinat

NGM Medi per al creixement de nematodes (Nematode Growth Medium)

pb Parell de bases

PCR Reaccio en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)

pEtN Fosfoetanolamina

PAP Perfil d'analisi poblacional (population analysis profile)

Rcs Regulador de la sintesi de capsula (regulator of capsule synthesis)

RND Familia de bombes d'expulsio del tipus RND (Resistance nodulation cell division)
rpf Regulacio de factors de patogenicitat (Regulation of pathogenicity factors)
rpm Revolucions per minut

rRNA Acid ribonucleic ribosdémic (Ribosomal ribonucleic acid)

SMR Familia de bombes d’expulsio del tipus SMR (Small multidrug resistance)
SOB Medi sUper optimitzat (Super Optimised Broth)

sRNA RNA no codificant petit

THG Transferéncia horitzontal de gens

TMP [SMX  Trimetoprim-sulfametoxazol
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Investigar és veure alld que tothom ha vist i és pensar en alld que ningy més ha pensat.
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1. INTRODUCCIO

1.1. Stenotrophomonas maltophilia: caracteristiques generals

1.1.1. Taxonomia

Stenotrophomonas maltophilia és un bacteri gramnegatiu classificat, filogenéticament, dins de
la classe dels gammaproteobacteris [1]. El génere Stenotrophomonas és heterogeni tant
geneticament com fenotipicament i, fins a la data, s'han descrit catorze espécies: S. maltophilia,
S. nitritireducens, S. rhizophila, S. acidaminiphila, S. koreensis, S. chelatiphaga, S. terrae, S. humi,
S. ginsengisoli, S. panacihumi, S. daejeonensis, S. pavanii, S. tumulicola i S. bentonitica [2].

El genere Stenotrophomonas prové etimologicament del grec: stenos que significa estret, escas;
trophus, que significa qui menja; i monas, que significa unitat. Se li va atorgar aquest nom fent
referéncia a la poca varietat de compostos que els bacteris d’aquest genere son capagos de
metabolitzar en la naturalesa. El primer bacteri classificat dins d’aquest genere va ser S.
maltophilia (malt, de I'anglés antic: maltosa; i philia, del grec, que vol dir amistat).

La primera S. maltophilia aillada va ser a I'any 1943 sota el nom de Bacterium bookeri. No
obstant aixo, I'any 1958, Hugh i Ryschenkow [3] van aillar una soca procedent d’un pacient amb
un carcinoma oral, la qual es va considerar com una soca tipus (ATCC 13637) i la van anomenar
Pseudomonas maltophilia. Anys més tard, analisis del rRNA van determinar que era més
apropiat anomenar-la Xanthomonas maltophilia [4], [5]. Finalment, la insatisfaccié amb la
classificacio d'aquest organisme, després de diferents estudis fenotipics i genotipics, va donar
lloc a la proposta de crear un genere nou, Stenotrophomonas, i el bacteri va passar a anomenar-
se amb el nom actual de Stenotrophomonas maltophilia [4], [6].

1.1.2. Microbiologia i habitat

S. maltophilia és un bacteri gramnegatiu no fermentador, aerobi obligat, allargat i amb dos
flagels polars, capa¢ de sobreviure en ambients pobres en nutrients [7]. Es tracta d'un
microorganisme mesofil capag de créixer entre 5 i 40°C, essent 35°C la seva temperatura optima
de creixement. Es catalasa positiu, oxidasa negatiu, tot i que s’han descrit algunes soques
oxidasa positiu [8], i requereix metionina per al seu creixement [6], [7]. Posseeix una gran
versatilitat metabolica [1] i, malgrat ser un aerobi obligat, algunes soques poden créixer sense
oxigen, amb nitrogen com a acceptor terminal de la cadena d’electrons [9].

S. maltophilia es troba en una amplia varietat d'ambients i regions geografiques, fins i tot a
I’Antartida [10], i ocupa ninxols ecologics, tant dins com fora dels hospitals. Ha estat aillat en un
gran nombre de fonts d'aigua incloent rius, pous, llacs, aigies minerals i aigUes residuals.
També s’ha recuperat a partir d'una gran varietat de sols i en la rizosfera de diverses plantes,
com ara blat, blat de moro, civada, cogombre, patata, remolatxa, canya de sucre, entre
altres.[6], [7], [12]. El principal ninxol ecologic de S. maltophilia és la rizosfera i, durant els
darrers anys, aquesta regi¢ estreta del sol s’ha considerat com a un important reservori de
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patogens humans oportunistes [12]. Gracies a la seva diversitat metabolica i rapida adaptacio,
aquest microorganisme també s’ha aillat en animals (peixos, serps, cabres, cocodrils) i
invertebrats [11]. A més a més, com a consequéncia de la seva capacitat de formacio de biofilms
en superficies abiotiques, cada vegada més aquest bacteri sailla en material médic, com ara
cateters, tubs de succio, endoscopis, tubs d’aspiracio dentals i nebulitzadors [13], [14].

Habitualment, S. maltophilia és un microorganisme dominant en la comunitat [1], fet que
permet que desenvolupi diferents rols en I'ecosistema. S'ha utilizat en bioremediacio,
fitoremediacid [15], biocotrol en plantes [16] i també juga un paper imporant en els cicles del
nitrogen i del sofre [1]. No obstant aix0, I'interés creixent d’aquest microorganisme és el seu
paper com a patogen nosocomial extremadament resistent als antibiotics, aillat en diverses
malaties i que, malgrat no ser altament virulent, és capag de causar infeccions humanes severes

(7], [27].

1.1.3. Genoma

La primera soca de S. maltophilia en tenir tot el genoma seqienciat va ser l'aillat clinic
anomenat k2793, aillada d'una infeccid del torrent sanguini d'un pacient amb fibrosi quistica
que va ser sotmeés a quimioterapia [9]. L'estudi del contingut genomic d'aquesta soca va posar
en manifest 'amplia gamma de gens de resisténcia a antibiotics, incloent, les bombes
d’expulsid. Mesos després, es va obtenir el genoma complet de la soca endofit R551-3, aillada de
Populus trichocarpa amb |'objectiu de comparar seqiéencies genomiques d'altres endofits per tal
d'iniciar el desxiframent de mecanismes subjacents al creixement de les plantes [18].

Des de la seqUenciacio completa d'aquests dos genomes, en la data en la qual s’ha escrit
aquesta tesi hi ha un total de 355 genomes ensamblats dipositats al NCBI (National Center of
Biotechnology Information, USA).

A grans trets, el genoma de S. maltophilia consta d'un gran cromosoma de doble cadena de
DNA circular que conté entre 4500000 i 5000000 parells de bases. Generalment, els seus
genomes presenten un contingut de GC del 66,7% [9].

Gracies a l'analisi de genomica funcional, s’han descrit factors de viruléncia potencials
relacionats amb la patogenicitat d'aquest bacteri [7] i s’ha arribat a la conclusio que S.
maltophilia té una alta heterogeneitat genética com a consequéncia de la transferencia
horitzontal de gens (THG) entre bacteris presents en el seu ninxol natural o patdgens
nosocomials similars [19].

1.2. Importancia clinica de Stenotrophomonas maltophilia

Totique S. maltophilia és un agent poc comu en malalties bacterianes d’humans, recentment és
considerat com un patogen oportunista important a tenir en compte com a conseqiencia de la
seva incidéncia creixent i la seva dificultat en el tractament. S. maltophilia té un fenotip
multiresistent que complica I'eradicacié de la infeccio i el converteix en un organisme anomenat
MDRO (de I'anglés, multiple-drug-resistant organism) [7]. L'Organitzacié Mundial de la Salut
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(OMS) enumera S. maltophilia com un dels principals patogens resistents als antibiotics en
hospitals d’arreu del mon [20].

1.2.1. Incidéncia

Hi ha poques dades abans de 1970 pel que fa a la prevalenca o caracteristiques cliniques de S.
maltophilia a causa de la seva raresa i relativa insignificanca clinica. No va ser fins a la década de
1980 que S. maltophilia es va comencar a reportar com a patogen nosocomial emergent i fins a
finals de 1990 no van sorgir els primers estudis sobre la seva patogenicitat [21].

Mitjancant la comparacié de les dades recollides en diferents estudis, es pot estimar que la
prevalenca en general de S. maltophilia va incrementant al llarg del temps. Esta reportat que la
prevalenca d'infeccions d'aquest bacteri en la poblacié general s'ha incrementat de 0,8-1,4%
durant els anys 1997-2003 a 1,3-1,68% durant els anys 2007 i 2012 [21].

Si ens centrem en els aillats clinics, S. maltophilia és el tercer bacil gramnegatiu no fermentador
més comu responsable d'infeccions que afecten a la salut, per darrera de Pseudomonas
aeruginosa i Acinetobacter spp. [22] i és un dels nou organismes més comuns trobat en mostres
de teixits respiratoris extretes de les unitats de cures intensives (UCI) de pacients europeus [23,
24]. La incidencia actual d’aquest microorganisme en pacients hospitalaris és de 1-4%o [24],
depenent del grau i severitat d'immunodepressio i de les condicions mediques subjacents de la
poblacid estudiada. En els darrers 10 anys, en general, aquestes xifres han augmentat, reportant
un increment del 30% [11]. Aixi doncs, per exemple, el centre de cancer MD Anderson (Houston,
EEUU) va reportar un increment considerable d'aquest bacteri entre 1986 i 2002, fet que va
comportar que passés del nove al cinqué lloc en el ranquing de microorganismes gramnegatius
aillats al centre [25].

Els possibles factors que contribueixen a lIincrement de la incidéncia de S. maltophilia son:
I'expansié de les poblacions en riscs, I'Us generalitzat de la quimioterapia intensiva, I'Us
prolongat de catéters venosos centrals i la pressio de seleccid que ofereix I'Us d'antibiotics
d'ampli espectre [26].

1.2.2. Manifestacions cliniques i factors de risc de mortalitat

S. maltophilia s'associa en una gran varietat de sindromes clinics. Es presenta més
freqientment en infeccions de les vies respiratories, sequit de les infeccions de la sang i, en
rares ocasions, en infeccions de la pell i teixits tous i en infeccions urinaries [21].

El 40% dels aillats clinics provenen d’infeccions respiratories, probablement perqué el seu
habitat natural esta associat a ambients aquosos [7]. La prevalenca d'infeccions del sistema
respiratori per S. maltophilia és, generalment, més alta que la d'altres infeccions causades per
aquest patogen, pero varia ampliament entre paisos i continents, reportant valors entre el 1,6 i
el 6,3% durant el periode 1997-2002 [21]. Durant els darrers 15 anys, S. maltophilia ha passat de
ser la vuitena a la sisena causa més comuna de les infeccions respiratories, fet que suggereix
una frequéncia creixent de I'aparicio d’aquest patogen en infeccions de les vies respiratories
[27]. Les infeccions del tracte respiratori solen cursar amb pneumonia, febres, dispnees i tos.
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Aproximadament I'2% de totes les bacteriemies nosocomials sdn causades per S. maltophilia
[1]. La bacteriémia causada per aquest patogen sovint s'associa per la preséncia de cateters
intravenosos, millorant el pronostic amb la retirada d'aquests dispositius [28]-[30].

S. maltophilia s'ailla en menys freqiéencia en pacients amb infeccions del tracte urinari,
infeccions de I'aparell reproductor i en infeccions de la pell, reportant les majors taxes
d'aillament en paisos de I'Africa i Asia [21].

Aixi doncs, els pacients de risc a ser colonitzats i infectats per un microorganisme nosocomial
oportunista com S. maltophilia podrien ser els pacients de la UCI que requereixen amb
frequéncia intubacio i ventilacid mecanica [31], pacients amb cancer hematologic, com ara,
leucemia o limfoma [32], pacients en etapa terminal de malalties renals que reben dialisis
peritoneal i hemodialisis de manteniment [33], pacients amb cremades importants [34], pero,
principalment, pacients que tenen problemes d’infeccions en el tracte respiratori, com ara, la
fibrosi quistica.

Aproximadament el 10-15% dels pacients amb fibrosi quistica (FQ) sén colonitzats amb S.
maltophilia [35], [36]. Lafibrosi quistica és una malaltia hereditaria freqlent que causa la
formacio i acumulacié d'un moc espés que afecta, fonamentalment, pulmons, intestins,
pancrees i fetge, provocant discapacitat progressiva i mort prematura. Aquest defecte
predisposa al pacient amb FQ a la colonitzacié microbiana i a desenvolupar infeccions que
tendeixen a convertir-se en croniques [37]. Estudis retrospectius recents han mostrat que hi ha
una reduccio en la prevalenga de P. aeruginosa i Burkholderia cepacia, perd, en canvi, hi ha un
augment de patogens emergents, com ara S. maltophilia [38]. No obstant aixo, les infeccions
polimicrobianes sén comunes, especialment amb P. aeruginosa com a co-patogen. Cal tenir en
compte que s’han aillat formes variants de colonies petites de S. maltophilia provinents dels
esputs dels pacients amb FQ. Aquests colonies tenen un creixement més lent i una major
resistencia als antibiotics permetent persisténcia en les vies respiratories [39].

Tot i que és, predominantment, un patogen que causa infeccions en pacients hospitalitzats i
immunodeprimits, cada vegada hi ha més estudis que reporten infeccions de S. maltophilia
adquirides en la comunitat, és a dir, infeccions adquirides per un pacient que no ha estat
recentment en una institucié d'atencié de la salut o en contacte amb persones que hi hagin
estat [26], [40], [41].

La mortalitat atribuible a la infeccid per S. maltophilia s'ha estimat entre el 26,7 i el 37,5% [11],
elevant a 69% en pacients amb bacteriemia i a 77% en pacients amb cancer i bacteriémia
concomitant [17]. Cal tenir en compte que el risc de mortalitat és més alt entre els pacients que,
inicialment, han rebut un tractament antimicrobia inadequat [42].
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Les recomanacions actuals per tractar les infeccions causades per S. maltophilia estan basades

en |'evidéncia historica, els informes de casos clinics i els estudis de la susceptibilitat in vitro als

agents antimicrobians. A la Taula 1 s'exposa un resum de les opcions de tractament.

Taula 1. Opcions per al tractament d‘infeccions causades per S. maltophilia.

Bacteriostatic. Es recomanen dosis altes. La
terapia pot ser limitada per efectes secundaris

TMP/SMX 344 ->90 (reaccions cutanies, etc.). Poden apareixer [12], [431-{46]
resisténcies durant el tractament.
Bacteriostatic. S'ha registrat aparicid de
resistents. L'azetronam-acid clavulanic (2:1 0 1:1)
Ticarcil-lina- també demostra activitat in vitro. Altres [12], [22],
clavulanic 5->70 combinacions com ara ticarcil-lina-sulbactam, [45]-[48]
piperacil-lina-tazobactam i ampicil-lina-
sulbactam no tenen bona activitat.
Mostra alguna activitat in vitro, pero les taxes de
resisténcia son altes a causa de la induccid de la
produccié de B-lactamasa i la baixa activitat B-
Cefalosporines de lactama. Amb combinacié amb inhibidors de B-
quarta generacio <53 lactamasa no presenta activitat in vitro. EUCAST®  [11], [45], [46]
(ceftazidima) informa que S. maltophilia pot ser intrinsecament
resistent a ceftazidima. L'éxit clinic s’ha reportat
quan la ceftazidima s'utilitza amb combinacio
amb altres antibiotics.
Fluo.roqumollones Bactericida. Més actives in vitro que les
(clinafloxacina, - . L .
. . tradicionals. Rapida emergencia de resistents
gatifloxacina, . : [11], [46],
moxifloxacina, 45 - 95 d’uran’F . el tractament,‘ .espec:|alment Si Lso], [50]
. . s'administren com monoterapia.
sitafloxacina,
trovafloxacina)
L'experiéncia clinica és molt limitada com a
consequéncia de la seva potencial mielotoxicitat.
Cloramfenicol 11,5 - 81,4 Mostra alguna activitat in vitro contra S. [11], [46], [47]
maltophilia, tot i que hi ha diferéncies
considerables en els perfils de sensibilitat.
Derivats de la Limitada experiéncia clinica. La tigeciclina pot
tetraciclina 66,7 - 100 superar els mecanismes de resisténcia a [11], [44],
(minocicling, ! tetraciclines habituals i s'ha torbat que és actiu  [46], [48], [50]
tigeciclina) enfront de les soques TMP/SMX resistents.
Activitat variable segons el metode utilitzat.
Colistina, S'aplica com a Ultima opcié de tractament, [11], [46], [47],
polimixina B 37:5°79 sobretot, en aerosol ifo amb combinacié amb [511-[55]

altres farmacs.

3Percentatge estimat de soques capaces de ser tractades amb éxit a les dosis d’antibiotic habituals.
PEuropean Committee on Antimicrobrial Susceptibility Testing.
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El trimetoprim/sulfametoxazol (TMP/SMX) es considera I'agent antimicrobia més eficag contra
S. maltophilia, amb una taxa de susceptibilitat global superior al 9o% [24], [56]. Sader i Jones
[22], estudiant 2.076 soques com a part del programa de Vigilancia Antimicrobiana mundial
SENTRY, reporten que S. maltophilia presenta una taxa de resisténcia del 4,7%. No obstant
aix0, aquesta taxa de resisténcia de la combinacié de farmacs TMP/SMX va augmentant [24].

En general, els antibiotic B-lactamics mostren baixa activitat contra S. maltophilia com a
conseqUencia dels mecanismes de resisténcia desenvolupats front a aquest tipus d'antibiotics.
Tot i aixi, els inhibidors de pB-lactamasa, com l'acid clavulanic, poden augmentar la
susceptibilitat de S. maltophilia a aquests agents [57]. Aixi doncs, la combinacié ticarcil-lina-acid
clavulanic és la segona opcid terapéutica, principalment en pacients que experimenten efectes
adversos al tractament amb TMP/SMX [6], [24]. Diversos estudis indiquen que aquesta
combinacio presenta una eficacia superior al 70% in vitro [45], [48], [58]-[60], malgrat que Sader
i Jones [22] mostren que S. maltophilia presenta una taxa de resisténcia del 54,7%. Valors
similars han estat reportats per diversos estudis [47], [61].

Les fluoroquinoles s'utilitzen freqientment per a tractar infeccions causades per S. maltophilia
[24]. No obstant aix0, el seu Us excessiu ha comportat I'increment de les taxes de resisténcia
[40], [62]. Les fluoroquinolones com clinafloxacina, levofloxacina, gatifloxacina, moxifloxacina i
sitafloxacina mostren una activitat in vitro superior respecte a les quinolones anteriors [24],
reportant valors de susceptibilitat superior al 95% [50]. Com a conseqiéncia de I'increment de
les taxes de resisténcia, recentment s’han desenvolupat diverses noves quinolones i algunes
d'elles, com ara la nemonoxacina i la delafloxacina, s'ha provat la seva aplicacio clinica [63],
[64]. Tanmateix, més estudis in vivo son necessaris per a comprendre millor |'eficacia d'aquestes
noves quinolones en el tractament de les infeccions causades per S. maltophilia [21].

Les tetraciclines com ara la tigeciclina, minociclina i doxiciclina sén alguns dels agents
antimicrobians més actius contra S. maltophilia [65], [66]. En una gran col-leccid recent
d’organismes resistents aillats a partir del programa SENTRY durant 2007-2011, on hi havia 1706
S. maltophilia, la minociclina demostra ser significativament més activa que les altres
tetraciclines contra S. maltophilia [21], on la taxa de susceptibilitat és superior al 97% en totes
les regions geografiques i dues vegades més potent que doxiciclina [67]. No obstant aixo,
I'experiéncia clinica amb aquest farmac encara és escassa [68].

Com a consequéncia de la impressionant gamma de mecanismes de resisténcia als
antimicrobians desenvolupats per S. maltophilia, s'han estudiat diverses combinacions de
farmacs amb la finalitat de superar aquestes resisténcies o per assolir sinergismes.

Combinacions de dos o tres agents amb bons resultats de susceptibilitat, com ara, TMP/SMX,
ceftazidima, ticarcil-lina/clavulanat i/o aminoglicosids, han demostrat efectes sinérgics a
diferents graus en estudis previs [21]. En estudis més recents, combinacions de TMP/SMX o
inhibidors de B-lactamics / B-lactamics amb antibiotics nous o antics com ara tigecicling,
fluoroquinolones, televancina [69], rifampicina [70] i la colistina en aerosols han mostrat
diversos graus de sinergisme i la capacitat de mantenir I'efectivitat en biofilms [21].
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1.3. Elresistoma en S. maltophilia

La definicié clinica de la resisténcia als antibiotics es basa principalment en la resposta
bacteriana al tractament. D’aquesta manera, doncs, un microorganisme es considera resistent
si hi ha una alta probabilitat de fracas terapéutic en el tractament antibiotic [71]. Tots els
bacteris tenen un conjunt d'elements que contribueixen directa o indirectament a la resisténcia
als antibiotics, sorgint el concepte de resistoma. Alguns d’aquests elements del resistoma son
elements de resistencia classics, com ara la modificacié de la permeabilitat de la membrana, la
modificacio del lloc diana o la inactivacié de I'antibiotic per accié d’enzims, pero el resistoma
també inclou tots aquells gens implicats en rutes metaboliques o de manteniment i requladors
(Figura 1).

L" adquisicio d'un fenotip que provoqui un augment en la resisténcia a antibiotics implica un
canvi genetic, ja sigui per mutacié o com a consequéncia de la transferencia horitzontal de gens,
esdevenint, doncs, una resistencia adquirida (Figura 1). Es parla de resisténcia adquirida quan un
microorganismes determinat adquireix la capacitat de resistir a l'activitat d'un agent
antimicrobia concret del qual anteriorment n’era sensible.

Un tipus de resistencia adquirida de gran rellevancia en la clinica i també en aquest treball és el
desenvolupament d’heteroresistencia. L'heteroresisténcia es defineix com I'existéncia d'una
subpoblacid de microorganismes resistents dins d'una poblacié bacteriana sensible a un
determinat antimicrobia. No existeix un metode estandarditzat per a la deteccio
d’heteroresisténcia en el laboratori i hi ha molt poca informacio sobre les variables tecniques
que influeixen en la seva deteccid. S’han utilitzat tant métodes complexes i laboriosos (com
I'analisi del perfil de la poblacio, population analysis profile, PAP) com meétodes de facil
realitzacio com I'observacio de colonies en els halus d’inhibicié en discs o en les tires Etest [72].

Cal tenir present que, a part del genotip innat dels bacteris, la insensibilitat intrinseca als
antibiotics també pot ser a través de canvis en la fisiologia del bacteri com a resposta a canvis
ambientals (Figura 1). Aquest tipus de resisténcia no heretable, coneguda amb el nom de
resistencia fenotipica, engloba diferents processos com ara la formacié de biofilm, la inactivitat
metabolica o el desenvolupament de diferents motilitats els quals es detallaran més endavant

[731.

L’estudi del resistoma és de gran rellevancia per tal de preveure I'evolucié de la resisténcia, per
comprendre la relacio entre la resisténcia i la viruléncia, la relacid entre bacteris o el
metabolisme i, per definir noves dianes per al tractament [71].
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Figura 1. Resistoma intrinsec. El resistoma és un conjunt complex de gens les funcions dels quals actuen directa o
indirectament per bloquejar I'activitat dels antibiotics. Figura adaptada de Olivares et al.[71].

1.3.1. Resistoma intrinsec: Resisténcia intrinseca

El resistoma intrinsec és el conjunt d'elements que contribueixen directament o indirectament a
la resistencia als antibiotics, i, la presencia és independent de I'exposicid prévia als antibiotics i
no és com a conseqiencia de la THG recent.

L’estudi del resistoma intrinsec podria proporcionar noves dianes a antibiotics i ajudar a predir
esdeveniments durant el tractament. Fins a la data, s'ha estudiat exhaustivament el resistoma
intrinsec de P. aeruginosa i Escherichia coli [71], [74], fet que ha comportat la identificacié de
diversos gens que afecten a la susceptibilitat a antibiotics en bacils gramnegatius (BGN).

En general, les tres causes més rellevants que confereixen resistencia intrinseca en BGN son la
péerdua de la diana, la modificacio de la permeabilitat de la membrana i I'activitat de les bombes
d’expulsio [71].

Alguns dels mecanismes especifics de resisténcia en S. maltophilia seran presentats més
endavant; no obstant aix0, a continuacid ens centrarem en el lipopolisacarid (LPS) com a
conseqieéncia de la seva importancia en aquest treball.

10



1.Introduccio

1.3.1.1. Lipopolisacarid

El LPS és una molecula glucolipidica que sovint es relaciona amb I'adhesié dels bacteris, la
viruléncia i la resisténcia a antibiotics [71]. El LPS és indispensable per a la supervivencia dels
bacteris gramnegatius ja que juga un paper fonamental en el manteniment i organitzacié de la
membrana externa. La membrana externa dels bacteris gramnegatius és una bicapa lipidica
asimetrica, la cara interna de la qual esta formada pels fosfolipids i, en canvi, la cara externa
esta constituida principalment per LPS [75] (Figura 2).

S. maltophilia presenta una estructura tipica del LPS, la qual consta d’una porcio polisacaridica
(polar) unida covalentment a una porcid lipidica (apolar), denominada lipid A. La part
polisacaridica consta de dues regions: una fraccid més interna i conservada coneguda com el
nucli del LPS o core (un oligosacarid) i fraccid més externa i variable denominada cadena lateral
O o antigen O per les seves propietats immunogéniques (un polimer d’oligosacarids).

El lipid A és el responsable de les propietats endotoxiques del LPS, fet que provoca que també
sigui conegut com a endotoxina. Es la part més interna de la molécula, funciona com a ancora
del LPS ala membrana externa i correspon a un disacarid de glucosamina unit per un enllag B-1'-
6, esterificat en quatre posicions amb acids grassos saturats i fosforilat en els extrems 1'i 4' [76],
[771 (Figura 2).

La biosintesi del LPS és altament complexa i requereix d'una série de passos individuals
coordinats entre si que inclou: la sintesi en el citoplasma dels diversos precursors activats (la
formacio de les unitats polisacaridiques basiques, la polimeritzacio de les unitats de repeticidi la
formacié de cada un dels dominis que componen el LPS), la translocacié a través de la
membrana citoplasmatica, el transport i integracid en la membrana externa de les molécules
sintetitzades i la regulacio de tots els passos individuals i del procés complet [75].
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Figura 2. Estructura de la membrana externa. El LPS constitueix la cara externa, conformat per I'antigen O, el nucli
core i el lipid A; la cara interna és de naturalesa fosfolipidica. El lipid A és un disacarid de glucosamina unit per un
enllag B-1'-6, esterificat en quatre posicions amb acids grassos i fosforilat en els extrems 1’ i 4'. En relacid als
fosfoesters del lipid A, els cations divalents Ca2* i Mg?* uneixen i estabilitzen les molécules de LPS. LPS:
lipopolisacarid, G: glucosamina; P: fosfat; Ca*: i calci; Mg2*: i6 magnesi.
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Quan el LPS esta sense carrega o carregat positivament influeix augmentant I'adhesio cel-lular.
A més a més, les alteracions en I'estructura del LPS solen ser responsables de 'augment en la
susceptibilitat a antibiotics, protegint la cel-lula d'antibiotics hidrofobics i de compostos
policationics, com ara les polimixines, gentamicina, acid nalidixic i vancomicina [78]. La
temperatura pot alterar el contingut en fosfat o la mida del O-polisacarid, generant que els
bacteris siguin més resistents als antibiotics a 30 que a 37°C [16], [57]. També s’ha demostrat
que alteracions en |'estructura del LPS redueix la formacio de biofilm en S. maltophilia [80].

1.3.2. Resistoma intrinsec: Resisténcia fenotipica

Un tipus de resisténcia intrinseca de gran rellevancia és la resisténcia fenotipica o altrament
anomenada, persisténcia [81]. La resisténcia fenotipica es defineix com una situacio transitoria
en la qual una poblacié bacteriana, generalment susceptible a antibiotics, esdevé resistent de
forma eventual [71], [73], tractant-se, doncs, d’una situacio no heretable de la resistencia als
antibiotics [82]. Per tant, aquest fenotip de resisténcia es manifesta sense cap canvi genétic.

Els elements que contribueixen a aquest fenotip, com ara la formacio de biofilms, la motilitat
swarming, el desenvolupament d’inactivitat de les cél-lules o la resisténcia adaptativa, formen
part del resistoma intrinsec i es veuen influenciats pels canvis ambientals [71], [74]. Aquests
factors responsables de la resistencia fenotipica poden ser bons objectius per a nous
tractaments. No obstant aix0, el coneixement dels gens responsables d’aquest tipus de
resistencia segueix sent limitat.

1.3.2.1. Formacio de biofilms

La capacitat de sobreviure en biofilms i respondre als factors d'estrées ambiental fa que S.
maltophilia sigui un patogen persistent i adaptable. Els biofilms estan formats per una
comunitat de cél-lules adherida a una superficie i protegida per una matriu extracel-lular
composta de polisacarids i proteines [83]. S. maltophilia és capag de colonitzar i formar biofilms
en cél-lules epitelials del pulmod [37], o en diferents tipus de superficies abiotiques aixi com
implants medics, cateters i instrumental medic [80], [84], [85]. La produccié de biofilms
s'associa amb la resisténcia a factors ambientals, la resistencia a I'activitat fagocitica i altres
factors immunes de I'hoste, al blindatge de I'activitat antimicrobiana i a una major difusio al
llarg de superficies a través de la motilitat bacteriana [37], [86], [87]. La formacio de biofilms no
és un mecanisme especific de resistencia, pero si incrementa la resisténcia en general als
antimicrobians, que no aconsegueixen eradicar els biofilms [88]. La reduccid en la susceptibilitat
als antibiotics que ofereix els biofilms es deu, en primer lloc, a la dificultat de I'antibiotic per
entrar en contacte amb els bacteris i, a més a més, pels bacteris que tenen un estat metabolic
diferent entre les diferents capes que formen el biofilm i respecte a la dels seus homolegs que
no formen biofilm (com a conseqiéncia de les diferéncies en la disponibilitat de nutrients i
oxigen, etc.)[74].

La produccié de biofilms és causada per la interaccié de multiples factors de viruléncia com ara
els flagels [89], [90], fimbries, pili, adhesina afimbrial [9], [88] i el lipopolisacarid de la
membrana externa [1], [9], [91]. Més concretament, en primer lloc, es produeix la unid de les
cel-lules a una superficie solida gracies a I'accio dels flagels altament immunogenics i pilis.
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Després de I'adhesid, les cel-lules formen una monocapa a la superficie amb I'ajuda de les
fimbries i els pilis, sobretot del tipus 1V, relacionats amb I'autoagregacio i la motilitat del tipus
twitching [92]. Posteriorment, es formen petits grups de cél-lules anomenades microcolonies.
La diferenciacié d’aquestes microcolonies donara lloc a la complexa arquitectura del biofilm
madur i a la produccié de la matriu d’exopolisacarid que cimentara tot el conjunt [83], [93]
(Figura 3).

Deasenvolupament
final de la colonia amb

#\” &\_m dispersio de cal-lules
A}

colonitzadores

") ® L
0 0.. ’ ®
Adsorcio /_ﬁ ’i
reversible /7l N o ® & . ® e ® @ ‘ >
del bacteria F %— = @ ® & ® .9
lasuperficie. :;r:;zs;?r::};ucdé da .. S o . . »
' ® @O
2® [ )
Se o ®
) @ @
® o e o ®e o
Fase demadurac?é @ ® a5 B =) & @
amb creixementi leid & ..
divisié @ e © ®

Unigirrevarsible entre
cal-lules, formantuna
monocapasaguitdala
formacio de microcolonies.

Figura 3. Diagrama de la formacio de biofilm especificant les diferents fases. Les fases son: 1. Adsorcié reversible
del bacteri a la superficie, 2. Unid irreversible entre cél-lules, formant una monocapa seguit de la formacié de
microcolonies, 3. Fase de maduracié amb creixement i divisio, 4. Fase de produccio de I'exopolimer i, finalment, 5.
Desenvolupament final de la colonia amb dispersid de cél-lules colonitzadores.

En S. maltophilia s'han estudiat diferents factors que intervenen en la formacio de biofilms. Per
exemple, s'ha vist que la supressio dels diferents gens relacionats amb la regulacio i I'estructura
dels flagels i relacionats amb la sintesi d’exopolisacarids afecta a la formacié de biofilm [80],
[94]. No obstant aix0, altres components relacionats amb la formacié de biofilms, com ara el
DNA extracel-lular, s'han analitzat en microorganismes com P. aeruginosa i Salmonella enterica
[95], [96], pero la literatura no conté cap informacid per a S. maltophilia.

1.3.2.2. Quorum sensing

El quorum sensing (QS) és un mecanisme de comunicacié que, mitjancant senyals
extracel-lulars, regula I'expressié dels gens en funcio de la densitat cel-lular. Aquest mecanisme
té lloc gracies a I'alliberacié de molécules senyal anomenades autoinductores (Al), denominades
aixi perqué poden actuar sobre la mateixa cel-lula que les allibera, capaces de desencadenar
I'expressio genetica en tota la poblacio, provocant una resposta global. La concentracid de la Al
sera determinant per a l'inici del QS, ja que com major sigui la densitat poblacional, major sera
la concentracio de Al en el medi extern estimulant I'expressio de gens [97].

El QS controla la resisténcia a antibiotics, I'agregacio i formacié de biofilm, la viruléncia en
models de nematodes i la motilitat com el twitching, el swimming i el swarming [9]. Existeixen
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diversos sistemes de QS ja que cada sistema s'ha adaptat i optimitzat en funcié del ninxol
ecologic on viu cada espécie bacteriana, de manera que, els tipus de senyals extracel-lulars,
receptors, mecanismes de transduccié de senyals i la regulacié dels gens diana son
caracteristics i especifics de cada espécie [98].

Fins a la data, I'Unic sistema QS descrit en S. maltophilia és el sistema mediat per la molécula
DSF (Diffusible signal factor), el qual presenta el cluster rpfBFCG genéticament molt relacionat
al descrit a Xanthomonas campestris pv. campestris [99], [100]. El gen rpfF forma part del rpf
(regulation of pathogenicity factors) i els seus mutants tenen menor mobilitat del tipus
swimming, menor produccié de proteasa extracel-lular, tenen alterada I'estructura del LPS i
tenen menor tolerancia als antibiotics i metalls pesants [99]. Recentment, s'ha descrit
I'existéncia de dues variants del gen rpfF: la variant rpfF-1 i la variant rpfF-2 [101].

1.3.2.3. Dormeéncia o inactivitat

Els bacteris que mostren una baixa susceptibilitat als antibiotics, perd que sén genéticament
identics a la soca susceptible, poden arribar a ser persistents o adquirir un estat d'inactivitat o
dormencia. Les cél-lules persistents son una subpoblacio de bacteris metabolicament inactiva,
per la qual cosa, son altament tolerants als antibiotics tradicionals que son eficagos contra
ceél-lules amb un creixement actiu. El percentatge de cel-lules persistents en un cultiu pot arribar
a ser un 1% de les cel-lules en fase estacionaria per diversos microorganismes [102] i
I'establiment d'una subpoblacio persistent no requereix I'exposicio prévia a I'antibiotic.

S’han identificat diferents gens implicats en la persistencia en E. coli, com el cas dels gens que
codifiquen per als sistemes de toxina / antitoxina i el reqgulador phoU [71]. No obstant aixo, tot i
que hi ha fendmens de persisténcia descrits en S. maltophilia [7], els mecanismes responsables
d'aquest fenotip segueixen essent desconeguts.

1.3.2.4. Resisténcia adaptativa

La resisténcia adaptativa és una classe especifica de resisténcia no mutacional que es
caracteritza per la seva naturalesa transitoria [103]. Hi ha molts senyals ambientals que poden
contribuir a I'adquisicié temporal de resisténcia a un antibiotic, com ara la concentracié d'ions,
la temperatura o I'exposicio a dosis no letals de I'antibiotic. Aixi doncs, la resistencia adaptativa
es podria definir com un fenomen pel qual I'exposicié d'un organisme a nivells subinhibitoris
d’un antibiotic li confereix resisténcia transitoria a les dosis letals d’exposicid [104].

Aquest tipus de resisténcia té una gran rellevancia clinica ja que es pot desenvolupar durant els
tractaments d’exposicio repetida i prolongada d’antimicrobians, i que podria explicar com
soques, aparentment sensibles, no es poden eradicar facilment en la clinica amb terapia
antimicrobiana.

La resisténcia adaptativa s’ha estudiat en una gran varietat de bacteris, tant gramnegatius com
grampositius, com P. aeruginosa, Staphylococcus aureus i E. coli [105]-[107].
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1.3.2.5. Regulacié o modificacid post-transcripcional i post-traduccional

La regulacid o modificacié post-transcripcional i post-traduccional també poden alterar la
resisténcia a antibiotics. En S. maltophilia, perod, poc se sap sobre aquest tipus de regulacio. En
S. maltophilia, s"han identificat 60 candidats de RNA petit no codificant (SRNA) i un gen hfg i un
mutant Ahfq s'ha associat amb canvis en la susceptibilitat als antibiotics, la produccié de
biofilm, la motilitat i I'expressid de diversos sSRNAs [108]. No obstant aix0, es necessiten més
estudis per determinar el paper de sSRNAs en la susceptibilitat als antibiotics.

1.3.2.6. Altres factors descrits en S. maltophilia

El creixement en format de colonies petites és un altre factor de viruléncia desenvolupat per S.
maltophilia. La disminucio en la mida i el desenvolupament més lent de les colonies esta
relacionat amb I'adquisicio de resisténcia a antibiotics i solen estar present en infeccions latents
o recurrents [39].

1.3.3. Mecanismes especifics de resisténcia a antibiotics en S. maltophilia

S. maltophilia té diversos mecanismes moleculars que contribueixen a la seva amplia resistencia
als antimicrobians. Aquests mecanismes poden ser intrinsecs o adquirits. Els patrons de
resisténcia son, en gran part, com a conseqiéncia de les B-lactamases, bombes d’expulsio,
enzims de modificacid d'antibiotics, canvis de la membrana externa i modificacio del lloc diana
[12]. Els mecanismes es resumeixen a la Taula 2. No obstant, a continuacio, s'exposen les
descripcions detallades dels principals mecanismes de resisténcia.

1.3.3.1. B-lactamases

La resisténcia a B-lactamics és a través de dues B-lactamases cromosomiques, L1 i L2, que
s'hidrolitzen i desactiven aquests antibiotics [109], [110]. La L1 és una metalo-B-lactamasa
depenent de zinc que utilitza el sistema d’exportacio Sec, aportant resisténcia als carbapenemes,
pero no a altres B-lactamics. Per al contrari, la B-lactamasa L2 utilitza el sistema d’exportacio
Tat amb translocacié al periplasma i, a diferéncia de la L1, no aporta resisténcia als
carbapenems o penicil-lines, perd si a cefalosporines i monobactams [111]. L’expressio
d’'aquests dos enzims és reqgulada per ampR i induida per la presencia d’'antibiotics B-lactamics
[1120], [122], [123]. Per altra banda, l'expressio d'aquests enzims a S. maltophilia també esta
subjecte a una xarxa complexa de regulacio. La supressio de I'operé ampN-ampG impedeix la
induccié de B-lactamases [114], mentre que la inactivacié de mcrA, que codifica una proteina
d’'unio a penicil-lines (PBP1A), o de ampD1, que codifica una amidasa citoplasmatica N-acetil-
muramil-I-alanina, provoca la hiperproduccio de les B-lactamases L1 i L2 [74]. L'acid clavulanic
és un potent inhibidor de B-lactamases efica¢ contra L2 pero no de L1 [115]. Addicionalment,
s'han observat sinergies entre ceftacidima, cefotaxime o cefepime i acid clavulanic, fet que
evidencia que S. maltophilia té B-lactamases d’ampli espectre (ESBL): TEM-2 i CTX-M [116].

1.3.3.2. Bombes d’expulsio

L’extraordinaria resisténcia de S. maltophilia a la majoria d’antibiotics d’ampli espectre es deu a
la seva baixa permeabilitat de la membrana i, principalment, a la preséncia de bombes
d’expulsié [117]. Les bombes d'expulsio consten d'una proteina de fusid de membrana, un
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transportador depenent d’energia i una proteina de membrana externa [7] i, globalment, s’han
descrit cinc families: RND (resistance nodulation cell division), MFS (major facilitator superfamily),
SMR (small multidrug resistance), MATE (multidrug and toxic compound extrusion) i ABC (ATP-
binding cassette) [118]. En S. maltophilia s'han descrit dues bombes tipus ABC (SmrA,
MacABCsm), una bomba de tipus MFS (EmrCABsm), una bomba d’extrusiéo d’acid fusaric
(FuaABQ) i sis dels vuit sistemes de RND: SmeABC, SmeEF, SmellK, SmeOP, SmeVWX i SmeYZ
(incloent SmeGH i SmeMN) [21].

1.3.3.3. Mecanismes de resisténcia a TMP/SMX

El gen sulz, provinent de I'integrd de classe 1, i el gen sul2, vinculat als elements de seqiéncies
d'insercié comuna (ISCR), son coneguts per ser els responsables de la resisténcia a TMP/SMX en
S. maltophilia [43], [129], [120]. El gen dfrA, que esta localitzat en integrons de classe 1 i que
codifica per I'enzim dihidrofolat reductasa, també confereix alts nivells de resisténcia a
TMP/SMX [121]. D'altra banda, recentment s’ha reportat que les bombes d'expulsié SmeDEF,
TolCsm i SmeYZ estan associades a la resisténcia de TMP/SMX [158], [173] .

1.3.3.4. Mecanismes de resisténcia a quinolones

Dos dispositius s'associen amb la resistencia de S. maltophilia a les quinolones: les bombes
d’expulsid i un gen gnr (Smqnr) codificat cromosomicament que protegeix tant la girasa com la
topoisomerasa IV de les quinolones [109]. A diferéncia d'altres bacteris, els aillats clinics de S.
maltophilia resistents a les quinolones no presenten mutacions en les topoisomerases [124].
Fins a la data, els determinants genétics caracteritzats per la resisténcia a quinolones son
smeDEF, smelJK, smeABC, smeVWX, i els gens Smgnr [21]. Smgnr confereix nivells baixos de
resisténcia intrinseca a les quinolones [125], mentre que les bombes d’expulsio, com ara la
SmeDEF, comporten alts nivells de resisténcia adquirida a les quinolones [126].

1.3.3.5. Mecanismes de resisténcia a aminoglicosids

Els mecanismes de resisténcia a aminoglicosids desenvolupats per S. maltophilia principalment
involucren enzims modificadors d’aminoglicosids i bombes d’expulsio. Els enzims reportats fins
a la data inclouen AAC(6 ')-lz [127], APH(3")-llc [128] i un nou enzim, la AAC(6 ')-lak, que
recentment va ser identificat en una soca multiresistent (en angles, multidrug resistant -MDR)
del Nepal [129]. Les bombes d’expulsio, que inclou les bombes SmeABC, SmeYZ, SmeOP-
TolCsm, i MacABCsm també s’associen amb la resisténcia a aminoglicosids [21].
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Taula 2. Mecanismes moleculars de resistencia a antibiotics en S. maltophilia.
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L1 ampR depenent (que implica Si S [112], [114],
B-Lactamases L2 ampR, operé ampN-ampG, B-lactamics S Si [130]-[232]
TEM-2 ampDiimrcA) ND ND
SmeABC Aminoglicosids, B-lactamics i quinolones NO S [133]
Cloramfenicol, macrdlids, tetraciclines, Si Si [134], [135]
SmeDEF macrolids, TMP/SMX
SmeGH ND ND ND [9]
Aminoglicosids, tetraciclines, Si Sl [136]
Familia RND SmelJK ciprofloxacina
Bomb SmeMN ND ND ND [9]
, om e?’ Aminoglicosids, macrolids, TMP/SMX, Si NO [123]
d’expulsio SmeOP LT L .
doxiciclina, acid nalidixic, cloramfenicol
SmeVWX Cloramfenicol, quinolones, tetraciclines NO Si [137]
SmeYZ Aminoglicosids, TMP/SMX Si Si [136]
e SmrA Fluoroquinolones i tetraciclines ND Si [138]
Familia ABC MacABCsm Aminoglicosids, macrolids, polimixines Si ND [139]
Familia MFS EmrCABsm Acid nalidixic i eritromicina NO Si [140]
Acid Fusaric FuaABC Acid fusaric ND ND [141]
Integrons Classe 1 i elements suls, sulz, dfrA TMP/SMX ND ND [43], [129]-
ISCR [121]
Qnr Smgnr Quinolones i tetraciclines Sl >l [225], [226],
[142]
Enzims modificadors AAC(6')-1z, APH(3")-lIc, . L Si Sl [127]-[129]
dantibiotics AAC(6")-lak Aminoglicosids
Lipopolisacarid (LPS) Aminoglicosids, polimixina B, ND ND [78]
SpgM ticarcil-lina/acid clavulanici

piperacilinaftazobactam
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1.4. La colistina

La introduccié de les polimixines (polimixina B i colistina) com a terapia d'Ultima linia per al
tractament d'infeccions per BGN multi o extensament resistents a farmacs (MDR- multidrug
resistant o XDR — Extensively drug resistant) és un dels fets més importants de I'era post-
antimicrobiana.

La colistina (també coneguda amb el nom de polimixina E) és un antibiotic polipeptidic que
originalment es va aillar I'any 1947 del bacteri Paenibacillus polymyxa subsp. colistinus [143]. Va
ser introduida en la practica clinica a la década dels 50, pero va ser reemplagada per altres
agents actius sobre BGN els quals se’ls associava menors fendmens de toxicitat [144]. No
obstant aixo, I'increment sostingut de la resistencia antimicrobiana, particularment en BGN, i
I'absencia del desenvolupament de nous farmacs actius sobre aquest tipus de microorganismes
en els darrers 30 anys, ha motivat la reintroduccio sistematica de la colistina [144]. Aixi doncs,
actualment, el seu Us s'ha incrementat de forma notable i, com a consequeéncia, I'aparicio de
resisténcies.

1.4.1. Estructura quimica

Les polimixines son lipopéptids ciclics caracteritzats per una cadena peptidica (decapéptid) que
es troba unida a un acid gras. Aquest decapéptid conté un loop ciclic de set aminoacids entre el
grup amino de la cadena lateral de I'acid di-amino-butiric en posicié 4 i el grup carboxil del
carboni terminal del residu 10 de treonina. Aquest loop s'uneix a través d’'una cadena de tres
aminoacids a I'acid gras amino terminal (Figura 4). A més a més, inclou residus d’acid a-y-di-
amino-butiric, el qual fa que aquesta molécula a pH 7,4 sigui policationica. Al mateix temps, la
presencia de la cadena lateral d'acids grassos i els substituents en posicions 6 i 7 expliquen la
hidrofobicitat de la molécula [145], [146]. Aquesta barreja de grups hidro i lipofilics fa que les
polimixines siguin molécules amfipatiques, una propietat fisico-quimica que és essencial per al
mecanisme d’accié d'aquest antimicrobia.

S’han caracteritzat diferents tipus de polimixines i cada grup és definit per una lletra (des d'A a
T), d'acord amb els residus d’aminoacids presents a la seva seqiéncia, especialment en base a la
diferéncia dels aminoacids en posicid 6 i 7 [146]. Al mateix temps, cada un d’aquests ha estat
subclassificat segons I'acid gras present en el grup amino terminal.

Dels diferents grups de polimixines identificats fins al moment, només les polimixines B i E
tenen Us clinic.
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Figura 4. Estructura basica de les polimixines. L: Levogir; D: dextrogir, Dab: acid diaminobutiric; Thr: treonina; Phe:
fenilalanina; Leu: leucina; lle: isoleucing; Val: valina; Nva: norvalina. S'aprecia el loop ciclic de set aminoacids (posicio
4-10) units a través d'una cadena de tres aminoacids (posicio 1-3) a un acid gras. A més a més, els diferents residus en
posicio 6 i 7 determinen les diferents polimixines. Finalment, I'acid grans determina el subtipus. Figura adaptada de
Poirel et al. [147].

1.4.2. Mode d’accio

Els bacteris gramnegatius tenen una estructura especial, la membrana externa, que actua com a
barrera de pas per moltes substancies, entre elles els antimicrobians. Aquesta membrana
posseeix una capa interna, de naturalesa fosfolipidica i una externa, formada majoritariament
de LPS.

Per entendre el mecanisme d'accio de la colistina cal saber que hi ha dos cations bivalents, Mg**
i Ca**, associats als fosfoesters del lipid A, els quals tenen un paper estructural molt rellevant en
tenir la funcidé d'unir i estabilitzar les molécules de LPS adjacents. D'aquesta manera, la
membrana externa del bacteri gramnegatiu es configura com una barrera no només mecanica,
sind també electrostatica, amb una elevada carrega anionica repulsiva, conferida per les
fraccions fosfoester del lipid A, aixi com també pels fosfats i carboxilats dels sucres de les altres
dues estructures del LPS (core i antigen O).

El punt d'unié primari de les polimixines és el lipid A del LPS i per la seva accid és crucial la
naturalesa amfipatica d’aquests antimicrobians. Les polimixines a pH fisiologic (7,4) configuren
una molécula policationica que genera, inicialment, una atraccid electrostatica entre la
molecula de polimixina i els fosfats del lipid A carregats negativament. Després d'aquesta
interaccio inicial, es produeix un desplacament dels cations bivalents, Ca** i Mg**, els quals
tenen com a funcid estabilitzar el LPS bacteria (Figura 5A). Un cop desestructurat el LPS,
s'insereix la molécula antimicrobiana a la membrana externa a través dels seus segments
hidrofobs, és a dir, mitjangant la cua d'acid gras de la posicido amino-terminal i a través dels
residus hidrofobs de la posicid 6 i 7 de I'antimicrobia (Figura 5A). Després de ser insertada la
molécula de polimixina, es condiciona un deteriorament de I'acoblament dels acids grassos de
la molécula del lipid A, provocant una expansio estructural de la membrana externa.
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Posteriorment, es genera una fusié de la capa interna de la membrana externa (la qual es troba
orientada cap a I'espai periplasmatic) amb la cara externa de la membrana citoplasmatica. Es
creu que aixod genera canvis en la seva estructura fosfolipidica, augmentant la permeabilitat de
la membrana bacteriana que finalment determina que es perdi la resisténcia osmotica del
bacteri. Aquest fet dona lloc a fuites del contingut citoplasmatic i, en Ultima instancia, la mort
cel-lular, comportant I'efecte bactericida d'aquest antimicrobia [145], [146] (Figura 5B).

Desplacament
@ dels cations
NH3*
MH3* NH P p
(I s

Membrana externa

A

Membrana externa

Yoan Membranainterna

Figura 5. Mode d’accié proposat de les polimixines. A) Inicialment, es genera una atraccié electrostatica entre la
polimixina, de carrega neta positiva, i el lipid A, de carrega negativa, fet que genera el desplagament repulsiu dels
cations divalents que estabilitzen el LPS. Seguidament, té lloc la insercié de I'antimicrobia a través dels seus residus
hidrofobics en la membrana externa. B) Una vegada insertada la polimixina, es genera una alteracio estructural de la
membrana citoplasmatica que produira la lisi bacteriana. En groc estan representats els LPS i en verd els fosfolipids.
Figura adaptada de Bialvaei i Samadi [148].
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La interrupcid i/o permeabilitzacid de la membrana citoplasmatica dels bacteris gramnegatius
s’ha suggerit com el principal mecanisme d’accié de les polimixines. No obstant aixo, en els
darrers anys, com a conseqiencia de l'increment en el seu Us, s'ha intensificat la investigacio
sobre els seus mecanismes d'accid ja que el dubte pel que fa a la singularitat del mecanisme
principal proposat és elevada.

Aixi doncs, un altre mecanisme antibacteria exposat és I'efecte endotoxina. L’endotoxina de
patogens gramnegatius correspon a la part de lipid A del LPS. Les polimixines tenen la capacitat
d'unir-se al lipid A i neutralitzar aquesta molécula LPS alliberat durant la lisi cel-lular [147]. Una
altra manera d'accio de les polimixines és la inhibicié dels enzims respiratoris vitals (inhibicio
oxidoreductases NADH-quinona de tipus Il [NDH-2] ) a la membrana interna bacteriana [147].
Finalment, hi ha grups que han explorat la capacitat de les polimixines per unir-se a ribosomes

[149].

1.4.3. Espectre d'accid

En general, I'espectre clinic de totes les polimixines és similar i només existeixen algunes petites
diferéncies quantitatives de la seva activitat in vitro. L'espectre antimicrobia de la colistina és
estret, principalment, contra bacteris gramnegatius. Es activa enfront de la majoria dels
membres de la familia Enterobacteriaceae, incloent E. coli, Enterobacter spp., Klebsiella spp.,
Citrobacter spp., Salmonella spp. i Shigella spp. Per contra, algunes espécies son naturalment
resistents a les polimixines, com ara Proteus spp., Morganella morganii, Providencia spp.,
Serratia marcescens, Pseudomonas mallei, B. cepacia, Chromobacterium spp., Edwardsiella spp.,
Brucella spp., Legionella spp., Campylobacter spp., i Vibrio cholerae. Tampoc tenen activitat
contra cocs gramnegatius (Neisseria spp.), els bacteris grampositius i els bacteris anaerobis

[147].

La importancia de I'Us de colistina radica en la seva accié contra a patogens gramnegatius MDR,
com ara P. aeruginosa, Acinetobacter baumanni, Klebsiella pneumoniae i S. maltophilia [144].

Tant pel Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) com per la European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), els punts de tall (en anglés, clinical breakpoints),
per a P.aeruginosa i A. baumannii estan definits per una concentracié minima inhibitoria (CMI) <

2 ug/mL [150], [151].

1.4.4. Toxicitat

Anys enrere, es va reportar que I'Us de polimixines estava associat amb una alta incidéncia de
toxicitat, com nefrotoxicitat, neurotoxicitat i bloqueig neuromuscular, a vegades amb
conseqieéncies fatals. Per aquest motiu, I'Us de la colistina va ser limitat a finals dels anys
setanta, llevat per al tractament de pacients amb FQ. No obstant aix0, estudis recents han
demostrat que la incidéncia de la nefrotoxicitat és menys comuU i amb menor gravetat en
comparacio amb els estudis antics i els efectes neurotoxics de les polimixines sén, generalment,
lleus i es resolen immediatament després de la interrupcio de I'antibiotic [148].
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La nefrotoxicitat és la principal i més preocupant reaccié adversa descrita per colistina ja que
s'acumula en les cel-lules tubulars renals comportant citotoxicitat [152]. La dosi utilitzada s'ha
relacionat de forma directament proporcional amb la incidéncia d'aquest esdeveniment advers
on, recentment, s’han descrit taxes de nefrotoxicitat fins al 85% quan s'utilitzen dosis superiors
a 2,2 ug / mL [153]. La informacio sobre I'impacte de la nefrotoxicitat durant el tractament amb
colistina és escassa i amb dades contradictories ja que alguns estudis han reportat taxes de
mortalitat més altes en pacients amb nefrotocixitat i d'altres no han trobat aquesta associacio

[154].

1.4.5. Terapia combinada

La colistina s'utilitza amb freqUencia com a terapia combinada per tal de millorar la seva
activitat antibacteriana, ja que s'ha descrit que I'Us de la monoterapia afavoreix I'aparicio
d’heteroresistencia en BGN MDR [148]. Per tal reduir els fenomens de resistencia, un augment
de la dosi de colistina no seria aconsellable com a conseqiéncia de la seva toxicitat i, per la qual
cosa, a la practica clinica sutilitza sovint la terapia combinada. A més a més, en diversos estudis
s'ha reportat un notable efecte sinergic entre la colistina i altres antibiotics [155].

Hi ha informes contradictoris sobre l'eficacia de la terapia combinada enfront de la
monoterapia. No obstant aix0, en termes generals, la taxa de curacid clinica i la taxa
d'eradicacié microbiologica son majors en el grup de la terapia combinada que en el grup de la
monoterapia amb colistina (48,6% vs. el 42,5% i 66,7% vs.59,4%, respectivament), tot i que les
diferencies no sén estadisticament significatives [148].

En general, I'experiéncia in vitro a I'assajar colistina associat a carbapenems contra diferents
BGN ha demostrat resultats favorables disminuint el desenvolupament de resisténcia [156].
Aquests resultats han motivat la utilitzacid clinica d'aquest tipus de combinacions. No obstant
aixo, els resultats en I'area clinica han estat menys motivadors i de vegades contradictoris [157].

Recentment, la combinacid de colistina amb una bacteriocina (Nisina) ha mostrat un efecte
sinergic contra BGN i ofereix la possibilitat d'eliminar la toxicitat d’aquest medicament. No
obstant, en un estudi sobre activitats in vitro de terapia combinada de colistina contra P.
aeruginosa, |'activitat sinérgica de les combinacions de colistina-azitromicina, colistina-
doxiciclina i colistina-rifampicina va ser menor del que s'esperava i es va reportar un elevat
percentatge de resultats amb diferéncies no significatives [148].

En combinacid, la sinergia s'ha observat amb rifampicina, imipenem, arbekacina, aztreonam,
piperacil-lina, i ciprofloxacina, i d'acord amb les dades d'aquesta combinacio, la maxima sinergia
esdevé amb colistina més rifampicina (sinergia, 80,0%; additiu, 17,5%). Aquesta combinacid pot
tenir un paper important en el tractament de K. pneumoniae multiresistent i, possiblement, pot
retardar la seleccio de subpoblacions heteroresistents durant la terapia amb colistina [148].

La terapia de combinacio amb colistina es pot requerir per a tractar infeccions associades amb
biofilm. En un estudi, la combinacio colistina-doripenem contra biofilm i cél-lules planctoniques
de soques de P. aeruginosa MRD, va donar resultats satisfactoris i van minimitzar I'aparicio de
resisténcies [158].
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1.4.6. Resisténcia ala colistina

La resisténcia a colistina en BGN és fenomen emergent. Aixo es relaciona, molt probablement,
amb el poc Us que se li ha donat durant molts anys com a conseqiéncia de la seva retirada per
motius de toxicitat. No obstant aixo, la reincorporacié d’aquest farmac en els darrers anys ha
comportat un augment del seu Us, fet que ha causat I'increment considerable de la taxa de
resisténcia i la descripcio de diferents mecanismes de resisténcia.

Alguns bacteris gramnegatius son resistents naturals a la colistina, pero el que genera una gran
preocupacio és l'existéncia de resisténcia adquirida a polimixines en diversos géneres de la
familia de les Enterobacteriaceae, com ara Klebsiella, Escherichia, Enterobacter, i Salmonella; i
també en bacils no fermentadors com ara A. baumannii i P. aeruginosa.

Els mecanismes de resisténcia a colistina segueixen sent desconeguts per algunes espécies
bacterianes, perd s'han identificat diferents determinants genétics implicats en algunes
especies de BGN. Aquests mecanismes poden estar relacionats amb la modificacio del LPS, la
produccié de polisacarids capsulars i el rol de les bombes d’expulsio, tots ells mecanismes
cromosomics. Recentment, I'any 2015, Liu et al. [159] van descriure el primer mecanisme
plasmidic de resisténcia en Enterobacteriaceae, denominat MCR-1, el qual s'exposara més
endavant. En particular, els mecanismes de resisténcia a colistina en S. maltophilia estan pocs
estudiats. Es per aquest motiu, doncs, que descriurem alguns mecanismes en altres espécies on
si que es coneixen els determinants d'aquesta resisténcia.

1.4.6.1. Resisténcia intrinseca o natural

Hi ha una serie de bacteris gramnegatius que son resistents naturals a les polimixines, com ara
Proteus spp., Providencia spp., Morganella morganii, Serratia spp., Edwardsiella tarda i B.
cepacia. La majoria d'aquests bacteris tenen el LPS modificat amb 4-amino-4-desoxi-L-
arabinosa (L-Ara4N), fet que podria explicar la seva resisténcia intrinseca [160].

En Proteus mirabilis i S. marcescens |'origen natural de resisténcia a polimixines esta vinculat a
I'expressio constitutiva de 'operd arnBCADTEF ifo del gen eptB, causant de I'addicié de grups
cationics al LPS com ara la fosfoetanolamina (pEtN) i/o L-ArazN. Aquesta modificacio
augmenta la carrega del LPS, que és la diana inicial de les polimixines i, per tant, disminueix la
unio, donant lloc a la resisténcia intrinseca d’aquestes especies a les polimixines [147].

1.4.6.2. Modificacio del LPS

La resisténcia més comuna és la relacionada amb la modificacié del LPS per mitja de substitucid
cationica (addiccio dels grups cationics L-AragN i pEtN), similar a I'observada en bacteris amb
resisténcia intrinseca a polimixines. En la majoria dels bacteris gramnegatius, els sistemes de
dos components PhoP/Q i PmrA/B son els responsables de la modificacio del LPS i, per tant, de
la resisténcia a polimixines. Aquests sistemes regulen la resistencia als antimicrobians cationics
en resposta al baix contingut ambiental en Mg** i Ca**, aixi com péptids antimicrobians cationics
(CAMPs) i altres inductors, com ara el baix pH, I'excés de ferro, I'excés d'alumini, macrofags i
fagosomes.
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Aixi doncs, el mecanisme global més important de resisténcia esta intervingut per mutacions en
els gens del sistema regulador de PhoPQ-PmrAB, tant en MgrB (requlador negatiu de phoQ)
com en la quinasa PmrB, que finalment produeixen un augment en la transcripcié de
complexos-arn, permetent la biosintesi de molécules catidniques que canvien la carrega neta
del LPS i, per tant, disminueixen la unid de les polimixines. Aixi, Adams et al. [161] van descriure
el sistema PmrAB (polimyxin resistance), descrivint que la mutacio o l'increment d'expressid dels
gens pmrA i pmrB és sequit d'un augment en la quantitat de pEtN i/o LArazN al lipid A. L'addicio
covalent d'aquestes molecules, que son de carrega positiva, fan que la carrega neta del lipid A
sigui menys negativa, el que altera el primer mecanisme d'unié de la polimixina amb la seva
diana, que és l'atraccio electrostatica. Tots aquests fets es tradueixen en la disminucié de
I'afinitat de I'antimicrobia pel LPS.

Un altre mecanisme associat a I'augment de resisténcia a polimixines és I'addicié de cadenes
addicionals d'acids grassos a I'estructura del lipid A, el que faria a la membrana externa menys
penetrable per a les polimixines [162].

La capacitat adaptativa d'un bacteri per aconsequir avantatges evolutius, li permet deixar
d'expressar estructures determinants. Es aixi com s'ha descrit a A. baumannii la pérdua
completa de la produccié de LPS [163].

Diferents esdeveniments moleculars, com ara delecions, insercions o mutacions puntuals poden
inactivar qualsevol dels tres principals gens de la via sintética del lipid A: [pxA, [pxC, i l[pxD.
L'abséncia del lloc diana fa inviable I'accid de les polimixines. El bacteri compensa la perdua del
LPS augmentant la sintesi d'altres estructures, com ara fosfolipids, lipoproteines i poli-p-1,6-N-
acetilglucosamina [147], [149], [160], [164].

A continuacio, s'exposa una taula adaptada de Trimble et al. [149] (Taula 3) on hi ha un resum
dels diferents mecanismes relacionats amb la modificacié del LPS.

Taula 3. Modificacions del LPS que condueixen a la resisténcia a polimixines a una alta susceptibilitat.

E. coli

phoP/phoQ Salmonella typhimurium

P. aeruginosa

E. coli

S. typhimurium
Sistemes de dos YP

pmrA/pmrB P. aeruginosa
L, components —
Modificacio del L- _ A. baumannii
(Quinasa/Regulador
Ara4N o PEtn del K. pneumoniae
L resposta)
lipid A parR/parS P. aeruginosa
cprR/cprS P. aeruginosa
colR/ColS P. aeruginosa
Sistema Rcs S. typhimurium
cbrAB P. aeruginosa
Regulador resposta rppA P.mirabilis
Activador pmrAB pmrD S. typhimurium
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P.mirabilis

pmrE (pagA o uge) S. typhimurium
E. coli
UDP-glucosa S. typhim.urium
dehidrogenasa arnBCADTEF P. aer'ug/n.c?sa
(pmrHFIJKLMpgbP) P.mirabilis
K. pneumoniae
Yersinia pseudotuberculosis
ugdBCAL2946 Burkholderia cenocepacia
arnT E. coli
L-ArasN transferasa (pmrK) S. typhimurium
(pgaB) Salmonella typhi
Manosiltransferasa pbgEi Photorhabdus luminescens
Fosforilacio Ugd etk E. coli

Oxidoreductasa

DsbA1, DsbA2, DsbA3

Neisseria meningitidis

Sistemes de dos

components ) . L
] misS/misR N. meningitidis
(quinasa/ regulador
resposta)
E.coli
eptB —
Modificacio del PEtn Transferasa S. typhimurium
del LOS/LPS eptC Campylobacter jejuni
E.coli
Transferasa PEtn pmrC (eptA i [ptA) S. typhimurium
A. baumannii
sRNA mgrR E.coli
Fosfotransferasa cptA S. typhimurium
naxD Francisella tularensis
o . Deacetilasa pagl S. enterica
Deacilaci¢ del lipid A .
yfoH (pmrJ) E. coli
sRNA IpxR S. typhimurium
Regulador ]
mgrB (yobG) K. pneumoniae
L transmembrana
Expressid del : .
repressor phoPQ Regulador MerR-like brlR P.aeruginosa
sRNA micA E.coli
, S. aureus
Modificacio del L- ) -
Transferasa mprF (IpiA) Enterococcus faecalis
Lys de la membrana = —
Rhizobium tropici
cel-lular — - -
Lisinilacio lysX Mycobacterium tuberculosis
S. typhimurium
lpxT -
E. coli
S. typhimurium
Fosforilacio del Fosfotransferasa E. coli
lipid A waaP (rfaP)

P. aeruginosa
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Continuaci6 Taula 3.

Helicobacter pylori
Fosfatasa IpxE i [pxF Francisella novicida
o Rhizobium etli
Desfosforilacio del - —
.. ] PF1587iPG1773 Porphyromonas gingivalis
lipid A Activador - =
o Dickeya dadantii
transcripcional de slyA < rvohimon
. murium
fosfatasa P I Y I.U
ugtL S. typhimurium
Sistemes de dos vprA/vprB V.cholerae
t .
Glicilacié del lipid A Fomponen s carR/carS V.cholerae
(quinasa/ regulador
almEFG V.cholerae
resposta)
Addicio de cadenes Dehidrogenasa i ) o
. . . . gnnAignnB C. jejuni
acil amides al lipid A transaminasa
lgmABC Bordetella pertussis
Modificacio glucosamina E.coli
pgaABCD =
A. baumannii

1.4.6.3. RamA

El regulador intrinsec RamA de K. pneumoniae se sap que juga un paper significatiu en la
resposta general als antimicrobians. RamA regula els gens que estan relacionats amb la
permeabilitat de la membrana i, per tant, poden estar implicats en I'increment de la resisténcia
als antibiotics [147]. Recentment, s’ha demostrat que I'augment dels nivells d’aquest regulador
poden causar alteracions en el LPS i, per tant, una disminucié en la susceptibilitat a les
polimixines [165].

1.4.6.4. Polisacarids capsulars

Hi ha indicis que la capsula juga un paper en la resisténcia a polimixines, ja que ja s'ha descrit
aquest mecanisme en alguns bacteris que son resistents intrinsecs a les polimixines, com ara N.
meningitidis i C. jejuni. Per exemple, en N. meningitidis, la perdua de la capsula Unica o de la
capsula i el LPS contribueix a un augment de 10 vegades en la susceptibilitat a la polimixina B
[166].

Per altra banda, un estudi va demostrar que el polisacarid capsular (CPS) actua com una barrera
protectora contra polimixines en K. pneumoniae. K. pneumoniae és capag d'alliberar polisacarids
capsulars anionics de la seva superficie. Aquest alliberament condueix a la captura de peptids
antimicrobians cationics, com ara polimixines, disminuint aixi la quantitat d'antibiotic que arriba
a la superficie bacteriana. El CPS esta connectat a la superficie bacteriana a través d'una
interaccio ionica amb els LPS, i aquesta interaccio s'estabilitza per cations divalents. Aixi doncs,
I'alliberament de CPS en preséncia de polimixines esdevé com a conseqiiéncia de la pertorbacio
dels ponts dependents de cations entre les molécules de LPS [147].

Finalment, també s’ha descrit que alguns reguladors que regulen la formacid de la capsula, com
ara Cpx (expressio del pilus conjugatiu, conjugative pilus expression) i Rcs (requlador de la sintesi
de capsula, regulator of capsule synthesis), semblen estar implicats en la resistencia a la colistina
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mitjancant I'activacio de la bomba d’expulsio KpnEF per Cpx o mitjangant la requlacié de phoPQ
TCS pel reguld Res [164], [167].

1.4.6.5. Bombes d’expulsio

El paper de les bombes d'expulsido no s’'acaba d’entendre molt bé, pero diversos estudis
suggereixen la implicacié de les bombes d’expulsié en la resisténcia a colistina. Diverses bombes
d’expulsié o reguladors de bombes d’expulsid s'han reportat en moltes especies, com ara les
proteines Sap (sensitive antimicrobial peptides), BrIR, KpnEF o el complex AcrAB-TolC.
Generalment, I'activacioé d'aquestes bombes condueix a un augment de la resisténcia a diversos
antibiotics al mateix temps, incloent la colistina [168], [169].

En P. aeruginosa, s'ha descrit resisténcia a colistina per la sobreexpressié del sistema de bombes
d’expulsié MexAB-OprM [170]. En K. pneumoniae, la bomba d’expulsié KpnEF és un membre del
regulo Cpx que regula la sintesi de la capsula i confereix resisténcia a diversos antibiotics com
ceftriaxona, eritromicina, rifampicin i colistina [167]. Aquesta bomba pertany a la familia SMR,
com EbrAB en Bacillus subtilis o AbeS en A. baumannii. Al mateix temps, en K. pneumoniae i E.
coli s’ha associat la resisténcia a polimixines a la bomba d’expulsio AcrAB-TolC i en Burkholderia
vietnamiensis la bommba NorM [164].

1.4.6.6. Gens mcr (mobile colistin resistance)

Molt recentment, al novembre de 2015, Liu et al. [159] descriuen a Xina el primer mecanisme
plasmidic de resisténcia a colistina, denominat MCR-1, detectat en soques d’E. coli aillades
d’animals, aliments i humans. També detecten el gen mcr-1 en soques cliniques de K.
pneumoniae.

La THG representa un canvi en el paradigma de la resistencia a colistina comportant un
augment constant de les descripcions de resisténcies a aquest farmac, ja siguin només per
mutacions cromosomiques com fins a I'any 2015 o per la transferencia plasmidica. Aixi doncs,
recentment, I'Us de polimixines esta qlestionat, principalment, per I'aparicio d’aquest plasmidi
mobil de resisténcia a colistina anomenat MCR-1.

La proteina codificada Mcr-1 és un membre de la familia de l'enzim fosfoetanolamina
transferasa, que addiciona fosfoetanolamina al lipid A, fet que provoca que el LPS esdevingui
més cationic i, com a conseqiéncia, disminueixi I'afinitat de la colistina pel lipid A (Figura 6)
[171].
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Figura 6. Model proposat per la reaccio catalitzada per Mcr-1 en E. coli. Figura adaptada de Gao et al. [171].

La genetica de l'adquisicid del gen mcr-1 ha estat investigada ampliament. Aquest gen s’ha
trobat en plasmidis que posseeixen diverses cadenes principals (Incl2, IncHI2, IncP, IncX4, IncFl,
i IncFIB) i de diverses mides (58 a 251 KB). Aigles amunt del gen mcr-1, |'element d'insercio
ISApl1 s’ha identificat de manera inconstant [159].

Recentment, el gen mcr-1 s’ha identificat en el cromosoma d’una soca d’E. coli a Alemanya, fet
que suggereix que aquest gen de resisténcia es pot integrar i estabilitzar-se en el genoma
d’alguns aillats [172]. Calen més investigacions per entendre millor el procés d'adquisicié del gen
mcr-1; no obstant aixo, fa poc temps que s'ha demostrat que es troba dins d'una estructura
genetica de 2600pb, definit com el "mcr-1 casset", que podria haver estat mobilitzat per
transposicié [173]. Aquest casset porta les seves propies seqiéncies promotores que
determinen I'expressio de mcr-1.

A part del gen mcr-1 ja s’han reportat diverses variants funcionals. Per una banda, per exemple,
s’ha detectat a Italia una variant de mcr-1 (Q3L) que codifica MCR-1.2 en K. pneumoniae [174],
probablement, compartint la mateixa activitat que Mcr-1. Per altra banda, recentment, Mcr-2,
una altra fosfoetanolamina transferasa que comparteix un 76,7% d‘identitat amb la seqiéncia
de Mcr-1, s'ha identificat en soques d’E. coli aillades de porcins a Belgica [175]. En definitiva, fins
a la data, s’han descrit diferents variants dels gens mcr en enterobacteries, des de mcr-1 fins a
mcr-5 [176], [177], perd mcr-1 va ser el primer en descriure’s [159]. Tot i aixi, cal tenir present que
les fosfoetanolamina transferases no només son plasmidiques si no que moltes espécies
bacterianes contenen copies cromosomiques d’aquest enzim com, per exemple, en E. coli els
gens eptA(pmrC), eptBieptC[178].

Finalment, cal tenir en consideracio que s’ha reportat que alguns dels plasmidis que porten el
gen mcr-1 també tenen altres gens de resisténcia antimicrobiana que codifiquen resisténcia a
antibiotics clinicament rellevants per a la medicina humana, com ara B-lactams, aminoglicosids,
quinolones, fosfomicina, sulfonamides i tetraciclines. La ubicacio del gen mcr-1 en plasmidis de
resisténcia a multiples farmacs és preocupant perqué I'Us d'antimicrobians diferents de
polimixines pot participar en la co-seleccio dels aillats que porten mcr-1 i en la seva propagacio.
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1.4.6.7. Heteroresisténcia a la colistina

La resistencia a la colistina en aillaments clinics pot passar desapercebuda quan s'utilitzen
proves de susceptibilitat als antibiotics in vitro tradicionals com a conseqiéncia de
I'heteroresisténcia [179]. El fenomen de I'heteroresisténcia per a la colistina ha estat descrit,
principalment, en gramnegatius MDR. Essencialment, es tracta de la preséncia de
subpoblacions resistents a un determinat antibiotic, fins i tot en soques sensibles [180], referint-
se com un fenomen de subpoblacions genéticament diferents que coexisteixen en un sol aillat i
que son heretades per diverses generacions [181], [182].

L’heteroresisténcia pot ser intrinseca o adquirida. L'heteroresisténcia intrinseca es produeix
sense preexposicio a l'antibiotic, pero aquest fenomen també pot ser adquirit o induit després
de l'exposicio inicial als antibiotics [180]. L’heteroresistencia pot tenir un impacte en el resultat
de la infeccid clinica, sobretot perque la seva deteccid pot ser dificil mitjangcant les proves
rutinaries de sensibilitat als antibiotics.

El primer cas d’heteroresisténcia en colistina reportat va ser l'any 2006 en soques d'A.
baumannii [183]. Des d'aleshores, hi ha hagut un nUmero creixent de publicacions informant de
I'heteroresisténcia de colistina en aillaments clinics de diferents gramnegatius [184].

L'heteroresisténcia de colistina s’ha identificat en K.penumoniae, A. baumannii, Enterobacter
cloacae, S. enterica i P. aeruginosa i es creu que pot contribuir a la rapida aparici6 de resisténcia a
la colistina observat en la monoterapia [179], [184]-[187].

Per a S. maltophilia, fins a la data, no hi ha estudis publicats on es mostri I'evidéncia de I'aparicid
d’aquest fenomen en la colistina, malgrat que si que apareixen casos en la medicina clinica on
s'exposa que seria adequat tenir present la possibilitat que pugui succeir aquest fenomen [188].

Des del punt de vista de la significanca clinica, alguns informes questionen la importancia de
I'heteroresisténcia, mentre que altres sostenen que té una gran rellevancia en infeccions
recurrents, infeccions croniques i en infeccions amb un augment de les taxes de mortalitat
[280].

1.4.6.8. Resisténcia adaptativa a la colistina

La resistencia adaptativa es pot definir com un fenomen d'auto-regulacié que es caracteritza
per la rapida induccio de resisténcia amb presencia del farmac i la posterior inversio en el
fenotip sensible en abséncia d'aquest. Aquest fenomen no és causat per la seleccié de soques
mutants resistents, pero si, pels canvis fenotipics dels microorganismes per sobreviure a I'efecte
letal dels antibiotics. A diferéncia de I'heteroresisténcia (resisténcia genética, que és estable per
I'aparicid6 de mutacid cromosomica o I'adquisicid d'un element genétic), la resisténcia
adaptativa demostra historicament ser inestable i reversible.

Entre els patogens importants de les infeccions nosocomials, esta reportat que P. aeruginosa és
un microorganisme capag de desenvolupar resisténcia a diversos antibiotics, ja sigui permanent
o temporal [189]. En estudis in vitro amb I'exposicio a concentracions creixents de colistina, es
va demostrar el desenvolupament de resisténcia adaptativa en aquest organisme, amb una
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reduccié gradual en l'efecte del farmac i la disminucié de la capacitat bactericida dels mateixos.
El fenomen reversible demostrat i el grau de susceptibilitat a la colistina van tornar als nivells de
linia de base quan es va dur a terme |'eliminacié de I'antimicrobia. En P. aeruginosa es proposa
que el sistema ParRS (Polymyxin adaptive resistance) esta involucrat en aquest tipus de
resisténcia [190].

El fenomen de resisténcia reversible induida per a I'exposicid a concentracions creixents de
polimixines també s'ha observat en aillats d’A. baumannii [185] i, recentment, s'ha reportat un
cas de resisténcia adaptativa in vivo a la colistina en dues soques cliniques no relacionades d’E.
coli[191].

1.4.7. Metodes per determinar la susceptibilitat a la colistina

Malgrat I'existencia d'un llarg periode d’Us clinic, encara no existeix un metode reproduible i
confiable disponible per a la prova de susceptibilitat a la colistina. Les dificultats per avaluar la
susceptibilitat a la colistina son diverses, com ara, I'escassa difusid en agar, les propietats
cationiques inherents del farmac, la variacio en la composicio entre marques comercialsii lots, la
presencia d’heteroresisténcia en moltes espécies i la falta d’'un métode de referéncia confiable
que permeti comparacions amb les proves comercials [147].

e Métode difusio amb disc

No és un métode aconsellable ja que com a conseqiéncia de I'escassa difusio de la colistina en
I'agar, s'obtenen zones d‘inhibicid molt petites i una alta variabilitat entre els assajos. Aixi
doncs, per la qual cosa, recentment les guies CLSI han tret aquest métode per determinar la
susceptibilitat a la colistina i la EUCAST no I'ha recomanat mai [192].

e Metodes de dilucio: en cultiu liquid i en agar

Existeixen dos métodes de dilucid en cultiu liquid: el métode de macrodilucid, realitzat en un
volum minim de 2 mL en tubs d’assaig estandards, i el méetode de la microdilucié (en angles,
Broth microdilution, BMD), realitzat en un volum maxim de 0,2 mL en plaques de
microtitulacio.

Actualment, tant la CLSI com la EUCAST recomanen el BMD com el métode més optim per a
determinar la susceptibilitat a la colistina, esdevenint-se, doncs, el métode de referencia [193],
[194]. No obstant aixo, BMD és una técnica bastant laboriosa i de preparacid manual de
solucions d’antibidtic que pot conduir a errors importants i, per tant, no és adaptable a la
majoria de laboratoris clinics de microbiologia. A més a més, s’han reportat resultats de CMI no
reproduibles ni interpretables com a conseqiéncia de salts en els pouets, és a dir, pouets que no
mostren creixement i, en canvi, s'observa creixement en pouets amb concentracions més altes
d'antibiotic. Aquest fenomen podria ser causat per poblacions heteroresistents [195].

L'avaluacio del métode de macrodilucié en comparaciéo amb el métode de referéncia BMD no

sembla mostrar falsos-susceptibles i seria el métode que mostraria més correlacio amb el
meétode de referéncia BMD [196].
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La dilucio en agar pot evitar tedricament I'adsorcio de la colistina a les plaques, pero cap estudi
ha analitzat les concentracions de colistina en les plaques de dilucié d'agar per confirmar
aquesta hipotesi. Una avantatge del metode de dilucid en agar és la capacitat d’analitzar
multiples soques en una mateixa placa i la possibilitat de semiautomatitzar el métode. No
obstant, aquest métode també presenta alguns desavantatges ja que és molt laborids si no és
automatitzat i les plaques (no disponibles comercialment) s’han d'utilitzar una setmana després
de la preparacio [147].

Nombrosos estudis han demostrat una forta correlacié entre la dilucié d’agar i la BMD [196]-
[198] llevat dels resultats obtinguts d'aillats de P. aeruginosa i S. maltophilia de pacients amb
fibrosi quistica [52], [199]. Aixi doncs, molts estudis han utilitzat el métode de dilucié en agar
com a estandard, tot i que en un document recent elaborat conjuntament per CLSI i EUCAST
s'afirma que aquest métode no es recomana per a les proves de susceptibilitat [147], fet que
provoca que BMD segueixi sent el metode de referéncia principal per a les proves de
susceptibilitat a polimixines.

e Metodes disponibles comercialment

Entre tots els metodes disponibles al mercat, les tires Etest seria el més aconsellable com
meétode de rutina als laboratoris d'analisis, pero la validesa de les CMIs no esta ben definida
[192]. Malgrat hi hagi estudis que mostri una bona concordanca entre Etest i BMD [197], [198],
[200], [201], estan reportades altes taxes d’error, fins a un 32%, quan s'utilitza Etest [52], [195],
[196], [202]. Cal tenir present que les tires Etest poden subestimar la CMI en una o més
dilucions, especialment per a concentracions =2 pg / mL, resultant CMIs susceptibles falses [197]
i és possible que mitjancant Etest no es detecti la resisténcia a la colistina fins i tot quan els
aillats han mostrat altes CMIs mitjangant el metode de referéncia [196], [202]. Un estudi va
avaluar TREK Sensititre (TREK Diagnostic Systems, Inc., Cleveland, OH) amb BMD i es va
reportar una correlacié del 9g6% entre aquests dos metodes sense reportar falsos susceptibles
[196]. Recentment, s’ha avaluat el rendiment del sistema VITEK®2 automatitzat, reportant una
correlacid de fins al 78,6% amb el métode de referéncia [202], fet que indica que no es tracta
d'una metodologia fiable. El sistema MicroScan presenta baixa sensibilitat i tampoc es
recomana per a la deteccio de resisténcies a polimixines [203].

Aixi doncs, en forma de resum, en l'actualitat, després d'una reunié conjunta, la CLSI i la
EUCAST [194] només recomanen el métode de BMD com a valid per a determinar la
susceptibilitat a la colistina i, els métodes Etest i TREK Sensititre només s’indiquen per a
tasques d'investigacio perod no per al seu Us en diagnostic de rutina [192].

Tal i com s’'acaba d'exposar en la present introduccid, S. maltophilia és un patogen nosocomial
de consideracio important intrinsecament resistent a diferents antibiotics i, recentment, la
colistina s’esta considerant com una opcio terapéutica en el cas de soques MDR. Com a
conseqUencia de la problematica en la determinacio a la susceptibilitat a aquest antibiotic, el
desconeixement dels seus determinants genetics de resisténcia, i a la possible preséencia de
diferents fenotips de resisténcia associats, en el seglent apartat s’exposaran els objectius
d'aquesta tesi.
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2. Objectius

2. OBJECTIUS

L'objectiu general d'aquest treball és I'estudi dels mecanismes de resisténcia a antibiotics a
Stenotrophomonas maltophilia. Aquest objectiu s'aborda amb un analisi tant fenotipic com genotipic
de diferents aillats clinics i s'aprofundeix amb I'estudi de la resisténcia a colistina i els possibles
determinants genétics implicats.

Els objectius especifics i tasques experimentals per a complir-los son:

1. Identificacio de fenotips de resisténcia d'aillats clinics

1.1.Definir un panel de soques cliniques que incloguin dades genotipiques.
1.2. Caracteritzar fenotipicament els diferents aillats clinics:

1.2.1. Determinar el perfil de resistencia a antibiotics, formacié de biofilm i viruléncia
in vivo amb Caenorhabditis elegans com a model.

1.3. Determinar la correlacio entre dades fenotipiques i genotipiques.
1.4. Seleccionar soques representatives amb fenotips de resistencia a colistina.

2. Estudis fenotipics associats a la resisténcia heterogeénia a la colistina en soques representatives

2.1. Estudiar la problematica en la interpretacid de la susceptibilitat a la colistina pels
meétodes recomanats.

2.2. Estudiar els fenomens d’heteroresisténcia i resisténcia adaptativa enfront a colistina.

3. Estudide determinants genetics associats a la resisténcia a colistina

3.1. Identificar el resistoma predit a colistina basat en mecanismes ja descrits en altres
especies.

3.2. Identificar I'hnomoleg dels gens mcr en S. maltophilia. Obtencid i analisi fenotipic de
mutants per aquest gen.

3.3. Estudiar el sistema de dos components ParR/ParS. Obtencio i analisi fenotipic de
mutants deficients.

3.4. Estudiar el sistema de la bomba d’expulsid6 SmeGH (familia RND). Obtencio i analisi
fenotipic de mutants deficients.
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3. Materials i métodes

3. MATERIALS | METODES

3.1. Soques bacterianes, condicions de creixement i solucions estoc

3.1.1. Soques bacterianes

3.1.1.1. Stenotrophomonas maltophilia

La caracteritzacid fenotipica i genotipica d’aquest treball s'ha basat inicialment en 78 soques
cliniques de S. maltophilia aillades de diferents hospitals europeus. Les identitats d'aquestes
soques han estat confirmades per MALDI-TOF (desorcid/ionitzacié mitjancant laser assistida
per matriu- MALDI, acoblada a un analitzador TOF — temps de vol-) i, llevat que s’indiqui el
contrari, procedeixen del projecte SATURN (Impact of Specific Antibiotic Therapies on the
prevalence of hUman host resistaNt bacteria) i van ser facilitades gentilment per Jordi Vila i
Ignasi Roca de I'Hospital Clinic de Barcelona i IDIBAPS.

Juntament, les soques K279a, D457 i ATCC 13637 s’han inclos en aquest estudi com a referencia.
Les soques K279a i D457 han estat cedides pel Dr. J. Maxwell Dow i Dr. José L. Martinez,
respectivament, i la soca ATCC 13637 ha estat comprada a la ATCC. Les procedéncies de totes
les soques utilitzades en aquest treball s'exposen a la Taula 4.

Taula 4. Llistat de les soques de S. maltophilia utilitzades en aquest treball.

ATCC13637 1958 EUA Col-leccié ATCC Exsudat faringi
M3o 2009 Espanya Hospital Municipal Badalona UIcerla (,je
decubit
Regne ) ) ) Infeccid ala
K279 a 1998 . Unitat d'Oncologia de Bristol
Unit sang
UV74 2009 Espanya Hospital Municipal de Badalona Ulcera vascular
E77 2009 Espanya Hospital Municipal de Badalona Esput
Eso 2009 Espanya Hospital Municipal de Badalona Esput
Lg-5R5 1999 Espanya Hospital Clinic de Barcelona [204]

Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, )
B285-CT11 2011 Espanya Broncoaspirat

Barcelona

Hospital Universitari Germans Trias i Pujol,
S5289-CT11 2011 Espanya Esput

Barcelona

Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, o
P626-CT1a 2004 Espanya Exsudat faringi

Barcelona
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol,

P815-CT11 2005 Espanya Exsudat faringi
Barcelona
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Exsudat ferida
S3149-CT11 2007 Espanya ..
Barcelona operatoria
4834-R 1999 Espanya Hospital Clinic de Barcelona [205]
EV5520-CT1a 2011 Espanya Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, Control
Barcelona ambiental
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Continuacio Taula 4.

Hospital Universitari Germans Trias i Pujol,

B5565-CT11 2011 Espanya Broncoaspirat
2503 pany Barcelona P
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol,
S5720-CT11 2011 Espanya Esput
Barcelona
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, ]
H5726-CT11 2011 Espanya Broncoaspirat
Barcelona
Hospital Universitari Germans Trias i Pujol, ]
B5742-CT11 2011 Espanya Broncoaspirat
Barcelona
OL11-Sl13 2011 Eslovénia Centre Médic Universitari de Ljubljana Exsudat faringi
PL12-Sl13 2011 Eslovénia Centre Médic Universitari de Ljubljana Perineu
OL13-Sl13 2011 Eslovénia Centre Médic Universitari de Ljubljana Exsudat faringi
OL16-Sl13 2011 Eslovénia Centre Médic Universitari de Ljubljana Exsudat faringi
PL20-SI13 2011 Eslovénia Centre Médic Universitari de Ljubljana Perineu
Hospital Universitari Raymond Poincare, o
OR41-FR13 2012 Franca Exsudat faringi
Garches
Hospital Universitari Raymond Poincare, )
PR45-FR13 2012 Franga Perineu
Garches
Hospital Universitari Raymond Poincare, )
PR59-FR13 2012 Franga Perineu
Garches
Hospital Universitari Raymond Poincare, o
OR79-FR13 2012 Franca Exsudat faringi
Garches
0OS87FR13 2012 Franca Hospital St Joseph, Paris Exsudat faringi
0Sg1FR13 2012 Franca Hospital St Joseph, Paris Exsudat faringi
PU100-BE13 2012 Bélgica Universitat d'Anvers Perineu
PU101-BE13 2012 Beélgica Universitat d'Anvers Perineu
PU102-BE13 2012 Bélgica Universitat d'Anvers Exsudat faringi
PU109-BE13 2012 Bélgica Universitat d'Anvers Perineu
OU110-BE13 2012 Bélgica Universitat d'Anvers Exsudat faringi
OU111-BEa3 2012 Beélgica Universitat d'Anvers Exsudat faringi
PU126-BE13 2012 Bélgica Universitat d'Anvers Perineu
PU140-BE13 2012 Bélgica Universitat d'Anvers Perineu
OU141-BE13 2012 Beélgica Universitat d'Anvers Exsudat faringi
OU148-BE13 2012 Bélgica Universitat d'Anvers Exsudat faringi
OU152-BE13 2012 Bélgica Universitat d'Anvers Exsudat faringi
PU153-BE13 2012 Bélgica Universitat d'Anvers Perineu
L Clinica Universitaria de malalties respiratories i o
0G156-Sl13 2012 Eslovénia Lo ) Exsudat faringi
al-léergiques, Golnik
L Clinica Universitaria de malalties respiratories i )
PGi157-Sl13 2012 Eslovénia . ) Perineu
al-lergiques, Golnik
PCa84-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC185-DEa3 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PCa86-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PCa87-DEx13 2012  Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
0Ca94-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Exsudat faringi
OCa95-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Exsudat faringi
0Ca196-DEa3 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Exsudat faringi
OCag7-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Exsudat faringi
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PC226-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC227-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC228-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC229-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC230-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC231-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC232-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC237-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC238-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC239-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC240-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC245-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC246-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC254-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC255-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC256-DEa3 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC257-DEa3 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC271-DE13 2012  Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC272-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC273-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC274-DEa13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC312-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC313-DEa13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC314-DEa3 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
PC315-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Perineu
0C322-DE13 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Exsudat faringi
0C323-DEa3 2012 Alemanya Charite Clinic, Berlin Exsudat faringi
OU343-BE13 2012 Bélgica Universitat d'Anvers Exsudat faringi
OU353-BE13 2012 Bélgica Universitat d'Anvers Exsudat faringi
D457 1992 Espanya Hospital de Mostoles, Madrid Broncoaspirat

3.1.1.2. Pseudomonas aeruginosa

Per tal de dur a terme una seleccio inicial de les possibles dianes involucrades en la resisténcia a

colistina, es van adquirir mutants de P. aeruginosa MPAO1 procedents de la llibreria de mutants

de la Universitat de Washington [206]. Els mutants seleccionats per aquest estudi es detallen a

la Taula A1 de I'annex.

3.1.1.3. Escherichia coli

Les soques d'E. coli d'aquest treball han estat, principalment, utilitzades per a la construccio

dels mutants en S. maltophilia o bé per als assajos de virulencia amb C. elegans. Aquestes

soques i caracteristiques moleculars de les mateixes es detallen a la Taula 5.
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Taula 5. Soques d'E. coli utilitzades en aquest treball.

SfhuAz lac(del)U169 phoA glnV44 @80’ lacZ(del)M15 gyrAg96 recA1 relA1 Col-leccio
DH5« endA1 thi-1 hsdRiy Clonatge laboratori
SY327 F~araD A(lac-proAB) argE(Am) rif nalA recAs6 Clonatge [207]
Ura,, per tant, la seva auxotrofia (uracil) limita el creixement de Fontd'aliment
Opso C.elegans en plaques NGM. estandard de cae

C.elegans

aCaenorhabditis Genetics Center

3.1.2. Condicions de creixement

Els cultius de les diferents soques de S. maltophilia, P.aeruginosa i E. coli s'han realitzat de
manera general en medi LB i han estat incubats a 30°C o 37°C, amb agitacio (200 rpm) en el cas
dels medis liquids.

Per a determinar la susceptibilitat als antibiotics, les soques han estat sembrades en medi
Mueller-Hinton amb o sense la concentracio de cations ajustada (Apartat 3.3.1.1). En general, es
parteix d'un cultiu overnight, el qual s'ajusta a una Dos5o de 0,1 mitjangant un espectrometre.

3.1.3. Condicions de conservacio i manteniment

Les soques de S. maltophilia, P. aeruginosa i E. coli, de manera rutinaria, han estat conservades
mitjangant la técnica de la crioconservacio.

Per una banda, en el cas de les soques de S. maltophilia i E. coli s'han realitzat glicerinats
barrejant 1125 pL del cultiu de nit saturat amb 750 L de glicerol esteéril al 50%, obtenint una
concentracio final del 20% v/v de glicerol. Sequidament, s’han congelat a 80-°C de forma
esglaonada (30 min a temperatura ambient, dues hores a 4°C i dues hores a -20°C). En el cas de
les P. aeruginosa, s"han preparat criovials amb el 5% de dimetil sulfoxid (DMSO) conservant-se a
-80°C o0 bé, aquesta espécie també pot ser conservada en aigua a 4°C.

Per altra banda, una altra metodologia emprada per a la crioconservacio de les soques ha estat
la utilitzacio de llet descremada. S'aliquoten 1,5 mL de llet descremada al 20% a cada criovial,

s'afegeix el raspat del cultiu procedent d’'una placa de LB i s'agita vigorosament. Sequidament,
es congelen a -80C de manera esglaonada.

3.1.4. Maedis de cultiu

e Medi LB (Luria Bertani) agar

Per a la preparacié d'un litre de medi, es pesen 10 g de triptona, 5 g d’extracte de llevat, 10 g de
NaCl i 17 g d’agar. Seguidament, s'afegeix 1 L d'aigua destil-lada i s'esterilitza a I'autoclau
durant 15 minuts a 121°C. Un cop acabat el cicle d'autoclau, es deixa refredar i si cal, s'afegeix
I'antibiotic corresponent en funcidé de cada soca i assaig. A continuacio, es dispensa el medi en
plaques de petri i un cop solidificades s’emmagatzemen a 4°C. En el cas de preparar medi liquid
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no s'addiciona agar. Quan era necessari, s’ha suplementat el medi amb els antibiotics llistats a la
Taula 6 0 amb 5% de sacarosa.

e Medi MHA (Mueller-Hinton Agar)

Al llarg d'aquest treball s’ha utilitzat el medi Mueller-Hinton agar deshidratat de la casa
comercial OXOID® (medi amb referéncia CMo337).

Segons les instruccions del fabricant, per 1 L d'aigua destil-lada s’han de pesar 38 g del medi
deshidratat preparat comercialment i portar-los a ebullicio fins a tenir una dissolucié completa.
A continuacid, s'ha de procedir a I'esterilitzacié mitjangant un cicle d’autoclau de 15 minuts a
121°C |, finalment, es plaqueja en condicions esteérils.

e Medi MHB (Mueller-Hinton Broth)

El caldo de cultiu Mueller-Hinton utilitzat en aquest treball és un preparat deshidratat de la casa
comercial OXOID® (medi amb referéncia CMo4o05). Segons les instruccions del fabricant, s’han
de pesar 21g del medi deshidratat i dissoldre’ls completament en 1 L daigua destil-lada.
Seguidament, el medi s'autoclava durant 15 minuts a 121°C.

e Medi CAMHB (Cation-Ajusted Mueller-Hinton Broth)

Per tal de dur a terme estudis de susceptibilitat d'antibiotics, determinar la CMI i assegurar la
seva reproductibilitat, és necessari ajustar la concentracié dels cations divalents Ca** i Mg**
després de I'esterilitzacié. La CLSI recomana que els nivells de cations siguin entre 20 i 25 mg/L
de Ca**i entre 10 i 12,5 mg/L de Mg**. El medi MHB OXOID® (referéncia CMo405) conté 3,402
mg/L de Ca**i 3,791 mg/L de Mg**; per la qual cosa, un cop acabat el cicle d’esterilitzacid s’han
d'afegir 2,26 mL de |'estoc de Ca**i 0,87 mL de I'estoc de Mg** per cada litre de medi preparat.

La preparacid dels estocs de Ca**i Mg** es detalla en I'apartat 3.1.6.

e Medi SOB (Super Optimised Broth)

El medi SOB (Super Optimised Broth) és un medi ric que s’utilitza durant les transformacions
per ajudar a les cel-lules competents a recuperar-se i, en conseqiéncia, afavorir les condicions
de creixement per tal de millorar I'eficacia de la transformacio.

Per a la preparacio d'un litre de medi, es pesen 20 g de triptona, 5 g d’extracte de llevat, 0,5 g de
NaCli17 g d’agaries amb ggo mL d'aigua destil-lada. A continuacid, s'addicionen 2,5 mL de KCl
1M i s'ajusta el pH a 7 amb NaOH 10M. Finalment, després de I'esterilitzacio amb |'autoclau (15
min, 121°C), s'addicionen 10 mL de MgCl, esteril.

e Medi NGM (Nematode Growth Media)

El medi de creixement i manteniment dels nematodes Caenorhabditis elegans utilitzat en aquest
treball ha estat el NGM. Per a la preparacié d'un litre d’aquest medi, s'autoclaven 3 g de NaCl,
2,5 g de peptona i 17 g d'agar dissolts en 972 mL d'aigua destil-lada. Una vegada la solucio s'ha
refredat fins a una temperatura de 55°C, mantenint les condicions d’esterilitat, s'afegeixen 25
mL de tampd de fosfat de potassi (1M, pH 6), 1 mL de MgSO, (1M), 1 mL de CaCl, (M) i1 mL de
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colesterol (Sigma-Aldrich) (smg/mL en etanol al 100%). Sequidament, s'agita la solucid i es
plaqueja en condicions esteérils.

El tampd de fosfat de potassi que s'utilitza en la preparacié d’aquest medi, s'obté pesant 108,3 g
de KH.PO, i 35,6 g de K;HPO, i es dissolen en 1 litre d'aigua desionitzada. Posteriorment,
s'esterilitza mitjangant la filtracio.

3.1.5. Antibiotics

A la Taula 6 s’exposa la concentracio dels antibiotics utilitzats durant la generacié de soques
mutants o transformades amb plasmidis. Es aconsellable preparar solucions estoc 1000X, és a
dir, 1000 vegades concentrat, les quals s'esterilitzen mitjangant filtracié amb filtres de 0,22pm i
es conserven a -20°C fins a la seva utilitzacid. A partir de les solucions estoc, es preparen les
solucions de treball a 100X, les quals es conserven a 4°C.

Taula 6. Concentracions dels antibiotics utilitzats.

Cloramfenicol Etanol 95% 30 60
Tetraciclina Etanol 70% 20 60
Kanamicina Aigua 40 -
Gentamicina Aigua 50 -

) Aigua més un minim volum de
Norfloxacina . - 5
NaOH 1M per a dissoldre’s

Rifampicina Metanol - 250

3.1.6. Altres solucions

e Solucions estoc de cations

En primer lloc, s’han de preparar les dues solucions:

- Solucio estoc de calci: es dissolen 3,68g de CaCl, -2H,0 en 100 mL d'aigua desionitzada.
Aquesta solucio conté 10 mg de Ca**/mL.

- Solucio estoc de magnesi: es dissolen 8,36g de MgCl, -6H,0 en 100 mL d'aigua desionitzada.
Aquesta soluci6 conté 10 mg de Mg**/mL.

Seguidament, les dues solucions s'esterilitzen mitjancant la filtracid i es guarden a una
temperatura entre 2 i 8°C fins a la seva utilitzacio.
e Resazurina

La resazurina és un indicador redox que canvia de color blau (estat oxidat) a color rosa quan esta
en un ambient reductor. En aquest treball s'ha utilitzat la resazurina en el revelat de les plaques
de 96 pouets per a determinar la CMI de les soques analitzades (veure apartat 3.3.1.1).
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La soluciod estoc de resazurina preparada en aquest treball és al 0.1%, la qual s'obté pensant 0,01
g de sal de sodi de resazurina (Sigma-aldrich) i dissolent-los en 10 mL d'aigua desionitzada.
Seguidament, s'esterilitza mitjancant la filtracié amb filtres de 0,22 pm de diametre i s'aliquota
en eppendorf de 1,5 mL. Aquestes aliquotes es poden conservar a -20°C fins al seu Us. La solucié
de treball utilitzada és al 0,01%.

3.2. Caracteritzacio genotipica dels aillats de S. maltophilia

La técnica molecular utilitzada per diferenciar genotipicament entre les 81 soques de S.
maltophilia analitzades al llarg d’aquest treball ha estat la técnica de sequenciaci6 MLST
(MultiLocus Sequence Typing) [208]. Els gens housekeeping utilitzats per S. maltophilia sén
atpD, gapA, guaA, mutA, nuoD, ppsA i recA. La seqiéncia de cada al-lel i el “perfil al-lélic”
("Sequence type” o ST) de cada aillat s’han obtingut de la base de dades MLST de S. maltophilia
(http://[pubmlst.org/smaltophilia/). Les sequéncies obtingudes de cada soca han estat
dipositades en la base de dades anteriorment esmentada per part del nostre grup de recerca,
formant part del treball d'un estudiant de grau.

A més d'obtenir el perfil MLST, la caracteritzacio genotipica en aquest treball també s’ha basat
en la sequéncia del gen rpfF per tal de classificar els nostres aillats en les dues variants d’aquest
gen, la variant rpfF-1 i la variant rpfF-2 [101].

3.3. Proves fenotipiques per a S. maltophilia
3.3.1. Susceptibilitat a antibiotics

S’ha avaluat la susceptibilitat dels diferents aillats clinics contra set antibiotics amb activitat in
vitro demostrada per aquesta especie [21], [56], [209] i/o d'Us clinic terapéutic. Els antibiotics
utilitzats i els seus punts de tall clinics segons EUCAST s’exposen a la Taula 7. Val a dir que per S.
maltophilia 1a EUCAST només aporta els valors per TMP/SMX i, és per aquest motiu, que la
classificacio de susceptibilitat de les soques enfront als altres antibiotics s'ha dut a terme
seguint els criteris proposats per Pseudomonas spp., llevat del cas de la minocicling, la qual s'han
seguit els criteris descrits per la CLSI [150], [151].

Per determinar la CMI de cada soca enfront als sets antibiotics, s’ha utilitzat inicialment el
metode de les tires comercials E-test (Biomerieux, Madrid, Espanya).

Etest® és un gradient predefinit i estable de 15 concentracions antimicrobianes sobre una tira
de plastic. Seguint les instruccions del fabricant, la metodologia consisteix en dipositar una tira
sobre una placa de Mueller-Hinton (MH) de gomm inoculada amb una suspensio McFarland de
0,5 de la soca a avaluar. Seguidament, s'incuba a 37°C durant 18 hores. Després de la incubacio,
apareix una el-lipse que tallara I'escala de lectura CMI (en pg/mL) on la concentracié de
I'antibiotic provat inhibeix el creixement del microorganisme. Aquesta lectura de la CMI s’ha de
dur a terme amb molta cura tot sequint la guia de lectura facilitada per la casa comercial
Biomerieux. Aixi doncs, per exemple, es recomana que si la interfase cau entre dos punts,
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s'esculli la concentracié més alta. També és molt important observar si hi ha preséncia de
petites colonies en la zona de baix creixement, fet que pot indicar I'existencia de diferents tipus
de resisténcia.

Un cop determinat el valor de la CMI, els resultats de les proves de susceptibilitat s’han
interpretat seguint els valors de susceptibilitat i resisténcia descrits en la Taula 7.

Taula 7. Punts de tall dels antibiotics avaluats en la susceptibilitat antibiotica en S. maltophilia.

L Cefalosporines de
Ceftazidima L, 8 8
quarta generacio
L Derivats de la
Minociclina o 4 16
tetraciclina
Levofloxacina Fluoroquinolones 1 1
TMP/SMX Sulfonamides 4 4
Amikacina Aminoglicosids 8 16
Ticarcil-lina- T
L. Penicil-lines 16 16
clavulanic
Colistina Polimixines 2 2

S: Susceptible; R: Resistent.

Els aillats que presenten un antibiograma amb un fenotip intermedi es consideren resistents (no
susceptibles) i aquells aillats que sdn resistents en almenys un agent en tres o més categories
antimicrobianes es classifiquen com a MDR [210].

3.3.1.1. Estudis de susceptibilitat i fenotips de resisténcia a la colistina

Al llarg d’aquest treball s'ha aprofundit en I'estudi de la resisténcia a la colistina. Aixi doncs, a
més a més del métode Etest, la CMI de la colistina també s’ha determinat mitjancant el métode
de la microdilucid. Altrament, també s’han estudiat fenomens de resisténcia adaptativa i
heteroresisténcia.

e BMD (Broth microdilution method)

El BMD es basa en la determinacié del creixement del microorganisme en preséncia de
concentracions creixents de |'antimicrobia que es troba dissolt en el medi de cultiu. Aixi doncs,
de manera resumida, aquest métode es basa en la preparacié d’'una placa amb caldo de cultiu
en el qual s'hi afegeix I'antibiotic a diferents concentracions. En la majoria de casos, es preparen
dilucions de I'antimicrobia en progressio geomeétrica en base dos. Posteriorment, s'inocula la
placa amb una suspensid estandarditzada del microorganisme en estudi i, un cop transcorregut
el temps d'incubacidé pertinent (normalment overnight a 35 + 2°C), es realitza la lectura per
determinar la CMI de I'antimicrobia enfront al microorganisme assajat.

El procediment dut a terme al llarg d'aquest treball s’ha basat en les metodologies i les
recomanacions conjuntes de CLSI i EUCAST per a la colistina [193], [194].
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1. Preparacio de I'antimicrobia

Es recomanable preparar els antibiotics a una concentracié 10 vegades més concentrada que la
concentracio més alta que es vulgui avaluar o bé superiors als 1000 pg/mL. En el nostre cas, com
que la concentraciéo més alta avaluada és de 256 pg/mL, es pesa la quantitat necessaria de
I'antibiotic per fer un estoc de 4X i es dissolt en el dissolvent corresponent segons cada
antibiotic. Sequidament, es guarda a 4°C fins a la seva utilitzacio. No és necessari esterilitzar la
solucid d’antimicrobia perque la seva contaminacio és molt infreqient; no obstant, si es desitja,
la solucid pot ser esterilitzada per filtracio a través de membranes. El sulfat de colistina utilitzat
en aquest treball és de la casa comercial Apollo Scientific Ltd i el nUmero de lot el AS405305.

2. Muntatge de la placa

El caldo Mueller-Hinton és el medi recomanat per a les proves de sensibilitat de patogens
aerobics o facultatius de creixement rapid. El medi ha de tenir un pH de 7,2 a 7,4 i ha d'estar
ajustat amb Ca** i Mg**, esdevenint-se el medi CAMHB. En el métode de microdilucid s'utilitzen
plaques de microtitulacio esterils, amb tapa i de 96 pouets.

El primer pas per a procedir al muntatge d'una CMI és col-locar 100 pL de medi de cultiu en cada
un dels pous de la placa. Seguidament, s'afegeixen 100 pL de la solucié mare de I'antibiotic als
pouets de la primera columna i es duen a terme les dilucions dobles seriades mitjancant una
pipeta multicanal. La columna 1 sera el control negatiu, la qual contindra medi de cultiu i
antibiotic i la columna 12 sera el control positiu que contindra el medi de cultiv més I'inocul
bacteria. A continuacio, a partir d'un cultiu overnight en CAMHB, es prepara I'inocul de la soca a
avaluar a una concentracio DOss, de 0,05 en CAMHB i s’addicionen 100 pL d'aquest inocul a tots
els pouets de la placa llevat dels de la columna 1, la qual sera el control negatiu. Finalment, la
placa es tapa per evitar I'evaporacio del medi de cultiu i s'incuba a 37°C durant 16 a 20 hores.

3. Revelatilectura dels resultats

La CMI es defineix com la menor concentracié d’antimicrobia que a simple vista inhibeix
completament el creixement del microorganisme estudiat. La interpretacio dels resultats, que a
vegades resulta complexa, es facilita agafant com a referéencia el creixement observat en els
pouets utilitzats com a control positiu (columna 12) o bé fent el revelat amb resazurina [211]. La
resazurina és un indicador redox que esdevé de color rosa quan hi ha metabolisme cel-lular actiu
i, com a conseqiéncia, viabilitat de la soca.

Aixi doncs, s'addicionen 30 pL de resazurina al 0,01% a tots els pouets de la placa i s'incuba uns
15 minuts a 372C fins que el control positiu esdevé de color rosa. Sequidament, es dur a terme la
interpretacid dels resultats, on la CMI queda determinada per I'Ultim pouet que no hi ha
creixement i per tant, no hi ha hagut canvi de color (es manté de color blau), considerant-se
positius aquells pouets que han virat a rosa-morat. La CMI, doncs, sera la concentracio de I'0ltim
pouet en el qual no hi ha creixement.
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A més a més de la determinacio visual de la CMI amb el revelat de resazurina, préviament al
revelat, es mesura la densitat optica (DO) de cada pouet, considerant-se com a CMI la
concentracié més baixa capag d'inhibir el 80% del creixement comparat amb el control [210].
L'aparell utilitzat per la quantificacié de |'absorbancia ha estat el VictorV3i420 multilabel
counter Wallac amb programari wallac 1420 workstation.

A més a més de la terminacié de la DO, també es dur a terme el recompte de la viabilitat
bacteriana de cada pouet mitjancant el recompte de viables per banc de dilucio.

e Corbes de creixement

Durant la realitzacié d'aquest treball, s'han realitzat diferents corbes de creixement per tal de
determinar el fenomen de la resisténcia adaptativa, analitzant les corbes de creixement dels
aillats seleccionats després d'una preincubacio amb colistina.

El dia 1 de I'experiment, s'inoculen les soques a avaluar en dues ampolles que contenen 10 mL
de CAMHB. En una de les ampolles s’afegeix una concentracioé subinhibitoria de colistina
(aquesta concentraciéd dependra de la CMI de cada soca) i I'altra es manté sense antibiotic.
Aquests cultius s'incuben a 37°C en agitacid. El dia seguent, a partir dels cultius de nit, s'inicien
nous cultius amb una DOgg de 0,01 i a cada un d'ells se’ls hi afegeix una concentracio inhibitoria
de colistina. També hi haura cultius que seran els controls positius de creixement on no s'hi
afegeix |'antibiotic. Un cop tenim els diferents cultius preparats, s'incuben a 37°C amb agitacio i
aleso, 2, 4, 6, 8i24 hores s'extreu una aliquota d'a mL per tal d’avaluar el creixement bacteria
mitjancant la determinacié de la densitat Optica a una absorbancia de 550 nm. Aquest assaig
s’ha realitzat en dos experiments independents i amb un minim de dues répliques.
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Figura 7. Esquema del disseny experimental per a I'estudi de la resisténcia adaptativa.
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e Heteroresisténcia

L’estudi de I'heteroresisténcia s’ha dut a terme mitjancant el perfil d'analisi poblacional. L'assaig
PAP s'ha realitzat sequint el protocol descrit anteriorment per Li i col-laboradors [212] amb
algunes modificacions. Breument, I'assaig consisteix en preparar, en primer lloc, plaques de
Mueller-Hinton amb diferents concentracions de colistina (o, 4, 8, 16, 32, 64, 96, 128 i 256
ug/mL). Seguidament, a partir d'un cultiv en CAMHB d’una concentracié aproximada de 10®
UFC/mL de la soca a avaluar, es realitza un banc de dilucions i 10 pL de cada dilucid s'inoculen a
les plaques amb diferents concentracions d’antibiotic. Després de 24 hores a 37°C, es dur a
terme el recompte de colonies. Per tal de determinar I'heteroresisténcia es sequeix el criteri
suggerit per El-Halfawy i Valvano [180], els quals consideren que una soca és heteroresistent si
la concentraci6 de I'antibiotic en I'assaig PAP on no creix cap colonia és almenys vuit vegades
superior a la concentracio més alta d’antibiotic que no inhibeix el creixement.

Finalment, les colonies que han crescut a les plaques amb la maxima concentracié d'antibiotic,
es piquen i es cultiven en un LB sense antibiotic fent passos successius durant tres dies i, un cop
transcorreguts aquests subcultius, es realitza una CMI per microdilucié en CAMHB tal i com s’ha
descrit anteriorment per determinar si la resisténcia s’ha mantingut o es tracta d'una resisténcia
transitoria.

@ f\\ m /\\ m //\ m | Recompte de colonies

Socaaavaluar il - b i i
107 UFC/mL |

I
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I
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l Sembra de totes les dilucions a les diferents plagues i N

! Heterosisténcia segons
N ' El-Halfawy i Valvano
256 228 36 s 32 26 8 S o

Plagues de MH amb diferents concentracions {pg/mL)de colistina

Indcul de les coldnies
resistentsen medi lliure
d'antibidtic

Figura 8. Esquema del disseny experimental per a I'estudi de I'heteroresisténcia.
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3.3.2. Formacio de biofilms

S'han realitzat els assajos de formacid de biofilms utilitzant plaques comercials de
microtitulacio de poliestire de 96 pouets de fons pla i no tractades (BrandTech 781662) fent el
revelat amb cristall violeta (CV), seguint el métode descrit préviament per Huedo et al. [101].
L'aparell utilitzat per a la quantificacié de I'absorbancia de la placa de 96 pouets ha estat el
VictorV31420 multilabel counter Wallac amb programari wallac 1420 workstation.

Per tal d'iniciar I'assaig, es fan créixer les soques a avaluar en medi LB a 30°C en cultius de nit i
en agitacio. El dia seglent, 200 pL de I'inocul ajustat a una ODss, de 0,1 de la soca a testar es
dipositen en cadascun dels pouets i s'incuba durant 24 hores a 30°C. Transcorregut el periode
d’incubacio, en primer lloc, és necessari mesurar a 620 nm la densitat optica de cadascun dels
pouets per tal de quantificar la biomassa cel-lular i, d'aquesta manera, normalitzar el creixement
de cada soca respecte |'absorbancia obtinguda de la tincié amb CV. Un cop dut a terme aquesta
mesura, es retira el medi i s'eliminen les cel-lules no adherides amb una série de tres rentats
amb aigua destil-lada. Posteriorment, mitjancant una incubacié aproximada d’una hora a 60°C
es fixa i s'asseca el biofilm i, a continuacio, es tenyeix cada pou durant 15 min amb 200 pL CV 0,1
% [wt/vol] (Sigma-Aldrich) a temperatura ambient. Sequidament, per tal de quantificar el
biofilm format, en primer lloc s'ha d’eliminar I'excedent de CV rentant la placa amb aigua
destil-lada i es deixa assecar la placa durant 30 minuts a 37°C. Finalment, per a dissoldre el CV
unit al biofilm format s'afegeixen a cada pou 200 pL d’etanol al 95% i es quantifica I'absorbancia
a 5go nm. Tal i com s’ha comentat anteriorment, els nivells de tincido de CV s’expressen en
relaciéo amb la densitat cel-lular (ratio de creixement ODsg CV / ODs0), expressant-se, doncs, el
biofilm relatiu. S’han realitzat vuit répliques per a cada soca en tres experiments independents
per a cada condicio de cultiu estudiada.

Els aillats clinics seran classificats en tres categories segons la seva capacitat de formar biofilm
basat en la ratio (ODs;, del CV)/(ODs,o del creixement cel-lular): debil (o a 0,85), moderat (0,85 a
1,5) o fort (>1,5).

3.3.3. Determinacio de la virulencia en el model de Caenorhabditis elegans

Els protocols de creixement estandard de C. elegans utilitzats en aquest treball, aixi com els
protocols de congelacid i neteja, estan descrits al capitol "Manteniment de C. elegans” en el
WormBook (http://www.wormbook.org/).

3.3.3.1. Soques de C. elegans utilitzades

En funcid de la naturalesa de |'assaig, al llarg d’aquest treball s’han utilitzat dues soques de C.
elegans detallades a la Taula 8.

Taula 8. Soques de C.elegans utilitzades.

N2 Soca salvatge Soca salvatge de Bristol

CF512 rrf-3(b26) Il; fem-1(hc1y) IV Creix a 16°C i és estéril a 25°C.

5o
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No obstant aixo, de manera rutinaria, s’ha utilitzat la soca CF512 ja que és incapag de produir
descendéncia a 25°C, és a dir, a la temperatura utilitzada durant els experiments d'infeccio.

Aquestes dues soques han estat cedides pel CGC. Aquest centre manté i distribueix la col-leccio
de soques de C. elegans en la qual estan representats, almenys, un al-lel mutant de cada gen
publicat i tots els reordenaments cromosomics (deficiéncies, duplicacions, translocacions i
inversions). També estan disponibles diferents aillats de la soca salvatge i espécies properes a C.
elegans.

3.3.3.2. Preparacio de plaques amb C. elegans i el seu manteniment

En aquest treball, per al creixement i manteniment de C. elegans s’ha utilitzat el protocol en
cultiu solid, el qual consisteix en sembrar els nematodes en plaques NGM tenint a la soca E. coli
Opso com a font d'aliment.

En primer lloc, s’han de preparar les plaques de manteniment inoculant uns 1200pL de Opso en
plaques de petri amb medi NGM, un medi per al creixement de nematodes. Aquestes plaques
inoculades amb Opso, s'incuben durant la nit a 37°C. A continuacid, aquestes plaques ja poden
ser utilitzades per a la sembra dels nematodes o bé, es poden emmagatzemar a 4°C durant un
maxim de tres setmanes.

A partir d'una placa vella amb cucs o bé a partir d'un estoc glicerinat, es transfereixen els cucs a
una placa nova de NGM amb Opso. Els estocs de C. elegans es poden mantenir entre 16°C i
25°C, tot i que en funcio de la temperatura, el temps del cicle de vida del nematode és diferent.

3.3.3.3. Conservacio i recuperacio de C. elegans

Els nematodes C.elegans es poden conservar indefinidament en nitrogen liquid o bé
emmagatzemar-se a -80°C en criovials. Per tal de dur a terme la conservacio a -80°C, es
necessiten plaques de NGM lliures de contaminaciéo amb molts cucs de diferents estadis. Una
placa optima per la conservacidé s'aconsegueix després d'una setmana que s’hagi fet la
transferéncia d'uns 20 nematodes adults joves en una placa nova de NGM i Opso mantinguda a
16°C. Aquesta placa tindra pocs cucs morts, gran quantitat de cucs en fase L1 i L2 (etapes
larvaries inicials), cucs en fase adulta i ous.

Al moment de procedir amb la conservacio, en primer lloc, s’han de rentar les plaques plenes de
nematodes amb tampo S esteril (129 mL 0,05 M K,HPO,, 872 mL 0,05 M KH,PO,, 5,85 g NaCl) i
es recullen dins de tubs d’assaig estérils. Seqguidament, s'afegeix un volum igual de tampéd S
esteril + 30% de glicerol i s’homogeneitza. Finalment, s'aliquota 1 mL de la barreja a cada
criovial etiquetat correctament i s'emmagatzemen a un congelador de -80°C.

Per tal de recuperar els nematodes, es retira el criovial del congelador de -80°C i es deixa
descongelar progressivament a temperatura ambient. Un cop el contingut esta en estat liquid,
es pipeteja sobre una placa fresca de NGM amb Opso i s'incuba a 16°C. Després d'uns 4 o 5 dies,
els nematodes ja estaran a punt per a reproduir noves generacions.
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3.3.3.4. Sincronitzacio de C. elegans

El cicle de vida de C. elegans esta format per I'etapa embrionaria, quatre etapes larvaries (L1-L4)
i I'edat adulta, que succeeix durant els primers 3 dies del cicle. En funcid de la temperatura de
creixement, en l|'estat adult, el nematode és capag de sobreviure uns 10-15 dies un cop
finalitzada la seva etapa reproductiva que dura, aproximadament, 65 hores.

Es possible sincronitzar els nematodes de C. elegans per tal que iniciin el seu desenvolupament
en un mateix estadi al mateix moment, de manera que es puguin obtenir poblacions
uniformement desenvolupades en els seus estadis larvaris.

Per tal de dur a terme la sincronitzacio, s'utilitza una solucioé hipoclorita alcalina que conté lleixiu
i hidroxid de sodi (2 mL lleixiu i 0,5 mL NaOH 4N) per tal de matar els hermafrodites adults amb
ous i dissoldre la seva cuticula. D'aquesta manera, els ous, que son resistents a la solucio
hipoclorita alcalina durant un temps determinat queden dispersos dins la solucio. Seguidament,
i no superant els dos minuts de contacte amb la solucié hipoclorita alcalina, es procedeix al
rentat dels ous amb aigua, medi Mg o medi NGM liquid. Un cop s’ha eliminat la solucid
hipoclorita alcalina, els ous es dipositen a una placa de NGM que conté Opso, s'incuba durant 3
dies a 16°C i, un cop transcorreguts aquests dies, els nematodes ja estan a punt per fer I'assaig
corresponent.

3.3.3.5. Infeccio de C.elegans

C.elegans s'utilitza com a model d'infeccid en estudis de patogénesis en bacteris gram negatius.

Existeixen diferents assajos per a determinar la viruléncia, basats en la mort lenta, la mort
rapida o la paralisis del nematode, pero al llarg d’aquest treball el protocol utilitzat consisteix,
principalment, en un assaig de mort lenta, descrit per Tan et al. [213]. La via de mort lenta
requereix la ingestid dels bacteris vius i la preséncia d’un conjunt de diferents gens de viruléncia.
Aixi doncs, les condicions de creixement del microorganisme a avaluar influenciaran en la
produccid de factors de virulencia bacteriana i, per la qual cosa, el mecanisme de mort en C.
elegans.

A continuacio, es detallara el protocol d‘infeccio de mort lenta emprat. El dia abans de la
infeccio, s'inoculen 10-50 pL de cultiu overnight de les soques a avaluar al centre de les plaques
d'infeccid, unes plaques de 55 mm de diametre i amb medi NGM. Es formara un cercle d'uns 10
mm de diametre i s'incuben les plaques a 37°C durant 24h.

El dia seguent, dia 0 de la infeccio, aquestes plaques es deixen refredar a temperatura ambient
fins al moment de la infeccio. Per tal de dur a terme la infeccio, es transfereixen, manualment,
nematodes sincronitzats (en fase L4) a les plaques d'infeccid. Per fer aquesta transferencia és
recomanable inocular una petita gota d'aigua amb gentamicina (50 mg/mL) fora del cercle
bacteria, de manera que, amb un punxo es piquen els cucs de la placa de sincronitzacio i es
deixen caure dins la gota d’aigua amb antibiotic. El liquid de la gota permetra que el cuc surti
facilment del punxo i la gentamicina mati les restes d’Opso que el cuc porta de la placa de
sincronitzacio. Es dipositen uns 15-20 cucs per placa, realitzant tres plaques (tres répliques) per
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a cada soca a avaluar. Aquestes plaques s'incuben a 25°C (temperatura en la qual la soca CF512
és esteril) durant tot |'assaig de viruléncia.

A partir d’'aquest punt, cada dia s'observa el nombre de cucs que moren mitjangant un
microscopi de disseccio, reportant el nUmero de nematodes vius i morts cada dia. Es considera
que el nematode esta mort quan no es mou si el toques. Cal tenir en compte que I'esperanca de
vida dels nematodes N2 i CF512 tenint a la soca Opso com a font d’aliment és entre 10 i 17 dies.

Un cop finalitzat I'assaig, mitjancant el software GraphPad Prism es determina la LT50 per a
cada soca, és a dir, el temps necessari per matar el 50% de la poblacid inicial de nematodes.

Preparacié de |'assaig Assaig de viruléncia

A

4 — = N
| IR
EREDED D XD D ADED TS )

Recompte de nematodes vius i morts

I>

Sembra de Opso Activacio de la

en plaques NGM soca a avaluar
Transferéncia de Sembra de la soca
cucs a plagues NGM a avaluar a la placa

NGM d'infeccid

Figura 9. Diagrama de flux del protocol d'infeccio en C. elegans.

3.4. Generacio de mutants en S. maltophilia

El métode per a la generacié de mutants en S. maltophilia s'ha basat en el protocol publicat per
Aubert et al. [207] per espécies gramnegatives multi-resistents. Es tracta d'una mutagénesi per
delecciéd amb el sistema pGPI-Sce/pDAIl-Scel-SacB basat en la endonucleasa I-Scel que genera
soques mutants sense incorporar un gen de resisténcia ni cap altre tipus de marcador.

A continuacio, s'exposa un esquema general (Figura 10) dels canvis genétics produits durant el
procés de conjugacid del plasmidi suicida de delecid pGPI-Scel-XcmBEBDSmIltxxxx (xxxx fa
referéncia al gen a mutar) i de la resoluci6 dels cointegrats mitjancant el plasmidi pDAI-Scel-
SacB. En I'esquema es representa la situacio de voler mutar un gen de S.maltophilia denominat
Smltxxxx mitjangant recombinacié homologa entre fragments de DNA idéntics a regions dels
dos costats del gen, denominats brag esquerra (BE') i brag dret (BD’). En primer lloc, el plasmidi
suicida pGPI-Scel-XcmBEBDSmltxxxx s'introdueix a la soca de S. maltophilia salvatge per mitja
d’una conjugacio triparental i es dur a terme una recombinacié homologa (primer encreuament)
mitjangant els fragments BE' 0 BD’ (en I'esquema de la Figura 10 només es mostra el resultat de
la integracio utilitzant el fragment BE’). Seguidament, s’introdueix el plasmidi pDAI-Scel-SacB,
que expressa l'endonucleasa I-Scel. |-Scel produeix un tall en la doble cadena del DNA
cromosomic en el lloc Unic I-Scel aportat pel plasmidi suicida, fet que afavoreix una segona
recombinacié homologa a I'estimular la maquinaria de reparacié del DNA de I'hoste. Un segon
encreuament BD i BD' eliminara la sequéncia intermédia entre aquests dos fragments, incloent
el gen d'interés a mutar i la cadena principal del plasmidi pGPI-Scel-XcmBEBDSmltxxxxamb el
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casset de resisténcia a cloramfenicol. Per al contrari, si té lloc un segon encreuament entre els
fragments BE i BE’, és a dir, entre els fragments involucrats en el primer encreuament, tindra
lloc la resolucid del plasmidi de deleccid i la reversio a la sequéncia salvatge inicial. Finalment,
un cop provat mitjancant PCR que els clons sén mutants correctes, té lloc I'eliminaci6 del segon
plasmidi replicatiu (pDAI-Scel-SacB) mitjancant pressio selectiva amb sacarosa.

EL&\
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W 39\\

/ XMCSZ
. m BD _ pPGPI-Scel-XCm-smitxooo

NP

tra)
Hyp

Rep Of/gmz §<ﬁ(_51
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( pPGPI-Scel-XCm-smitiooc

\-Seet

tral

Integracio del plasmidi per un
primer encrevament BE/BE’

MCS2 I-Scel

e P e e g T oo S

Resolucio ‘4—pDA-Sce-SaCB

Segon encreuament BE/BE’ o} Segon encreuament BD/BD’

Asmitxxxx

o oBE mao— — BE — 8D -

Figura 10 Esquema de I'estratégia d’obtencié de mutants per deleccié utilitzant el sistema pGPI-Scel-Xcm/pDAI-Scel.
A) Esquematitzacié general de I'entorn genétic del gen d'interés en la soca salvatge de K279a. En la Figura 12 es
detalla I'entorn genétic de cada un dels gens mutats en aquest treball. B) Plasmidi de deleccid construit per a
I'obtencio del mutant d'interés. C) Esquematitzacio dels canvis genétics durant el procés de conjugacio del plasmidi
de delecid pGPI-Scel-XcmBEBDsmltxxxx i de la resolucio dels cointegrats mitjangant el plasmidi pDAI-Scel-SacB.

54



3. Materials i métodes

3.4.1. Disseny de I'estratégia

En primer lloc, per cada una de les dianes a mutar, s’ha de dissenyar una serie d'oligonucleotids
que permetin la construccié de les eines de clonatge, la verificacid dels clons obtinguts i la
complementacio posterior. Aquests oligonucledtids, per als gens especifics a mutar en aquest
treball, es detallen a la posterior Taula 10 exposada, perd a continuacid, es mostra el disseny
general de I'estratégia emprada (Figura 11).

ExternUp_  EcoRI-BE Up Xbal-CompleUp _  Intern Up Nhel-BD Up,
BE BD
Nhel-BE Lo Intern Lo Hindlll-Comple Lo EBg“I-BD Lo EE><tern Lo

Figura 11. Esquematitzacio del gen diana i els seus corresponents bracos esquerre (BE) i dret (BD) especificant els
oligonucleotids (marcats amb una fletxa) utilitzats durant la mutagénesi i la comprovacio dels mutants. En el cas dels
oligonucleotids utilitzats per a la construccio dels bragos, en la figura surten representats els dissenyats per smlt3730,
smlt2804 i smlt3571 amb les seves corresponents dianes.

A continuacié (Figura 12), per als gens especifics a mutar en aquest treball, es presenta el
disseny especific de cada una de les dianes a clonar, en les quals es dissenyen dos pacs
d'oligonucleotids compatibles (Taula 10) que amplifiquin dos amplicons d'unes 300-700 pb
flanquejants al gen d‘interés que volem delecionar, anomenats brag esquerre (BE) i brag dret
(BD).

A)
— Smlt2802 — Smlt2803 Smlt2805 —— Smlt2806 ——
BE BD
679 pb 644 pb
B)
S s s DTN s
BE J BD
718 pb 570pb
Q)
Smlt_RS17765 Smltz73r Smit3732 —
BE BD
564 pb 652 pb
D)
|_BE J L BD |
598 pb 528pb

Figura 12. Esquematitzacio de I'entorn genétic de la regié a delecionar a la soca S. maltophilia K279a per generar
mutants pel gen smlt2804 (A), smlt3571 (B), smlt3730 (parS) (C) o smlt3170-3171 (bomba SmeGH) (D), on s'observen
les regions corresponents als bragos esquerre (BE) i dret (BD) que serveixen per a la doble recombinacié homéloga.
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3.4.2. Plasmidis, oligonucleotids i soques

Els plasmidis utilitzats en aquest treball es mostren a la Taula g9, on pGPI-Scel-Xcm s’ha utilitzat
per a la generacié de mutants mitjancant la técnica de la conjugacié i pBBR1-BAD per a la
complementacio dels mutants generats.

Taula 9. Plasmidis utilitzats en aquest treball.

Plasmidi suicida estable en E. coli SY327, que expressa la
proteina A pir requerida per a la clonacid i propagacié de

PGPI-Scel-Xem plasmidis amb |'origen de replicacié R6K. Es cultiva en LB [2247%
suplementat amb cloramfenicol (3opug/mL).
Plasmidi replicativ d'ampli espectre que expressa
pDAI-Scel-SacB  I'endonucleasa I-Scel i amb el marcador SacB. Es manté en [207]*
E. coliDHsa en LB suplementat amb tetraciclina (20pg/mL)
Plasmidi helper que proporciona els gens tra i mob
requerits per a la mobilitzacid dels plasmidis que contenen
pRK2013 un oriT, com els plasmidis pGPI-Scel-Xcm i pDAI-Scel- [207]*
SacB. Es manté en E. coli DHga en LB suplementat amb
kanamicina (4opg/mL).
Plasmidi replicatiu d'ampli espectre amb resisténcia a .
pBBR1-MCSg . Laboratori GMB, IBB
gentamicina.
pBBR1-M(CS1- I?Iasm}d| repllcatlu d ampll espectl"e,\arr?b el promotqr de Laboratori GMB, IBB
BAD I'operd arabinosa (pBAD) i amb resisténcia a cloramfenicol.
pBBR1-MCSs- Plasmidi replicatiu d'ampli espectre, amb el promotor de .
BAD I'operd arabinosa (pBAD) i amb resisténcia a gentamicina. Laboratori GMB, IBB
pGPI-Scel- Plasmidi suicida per a [I'obtencio del mutant
XcmBEBD- K279alAsmlt2804. En aquest treball
smlt2804
pGPI-Scel- Plasmidi suicida per a [l'obtencio del mutant
XcmBEBD- K279alAsmlt3571. En aquest treball
smlt3571
pGPI-Scel- Plasmidi suicida per a [l'obtencid6 del mutant
XcmBEBD- K279aAsmlt3730. En aquest treball
smlt3730
pGPI-Scel- Plasmidi suicida per a [l'obtencio del mutant
XcmBEBD- K279alAsmlt3170-3171. En aquest treball

smlt3170-3171

pBBR1-MCS5-
BAD-smlt2804

Plasmidi replicatiu amb promotor de l'operd arabinosa
(pBAD) per a la complementaci6 del mutant
K279aAsmlt2804.

En aquest treball

pBBR1-MCS5-  Plasmidi replicatiu per a la complementacié del mutant En aquest treball
smlt2804 K279aAsmlt2804
pBBR1-MCSs5- Plasmidi replicatiuv amb promotor de l'operd arabinosa

BAD-smlt3571

(pBAD) per a la
K279alAsmlt3571.

complementacié del mutant

En aquest treball

pBBR1-MCS5- Plasmidi replicatiu amb el pBAD per a la complementacio

BAD-smlt3571-  del doble mutant K279aAsmlt3571Asmlt2804. En aquest treball
smlt2804

PBBR1-MCS1- Plasmidi replicatiuv amb promotor de l'operd arabinosa

BAD-smlt3730

(pBAD) per a la
K279aAsmlt3730.

complementacié del mutant

En aquest treball

*Aquests plasmidis han estat gentilment cedits per Uwe Mamat (Research Center Borstel, Alemania) amb permis
dels autors.
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Per altra banda, els oligonucleotids s’han dissenyat sequint unes pautes estandards de disseny

mitjangant el programa Oligo 6 (http://www.oligo.net). Tots els oligonucleotids utilitzats al llarg

d’aquest treball han estat sintetitzats i comprats a Sigma-Aldrich i es detallen a la Taula 10.

Taula 10. Oligonucleotids utilitzats en aquest treball.

Gen homoleg a gens mcr (smlt2804,)

ECORIBE- | TqaattcAGCGTTCGTACTGGACATCAG | Ecorl | AMPlificar Brag Esquerre
Smlt2804-Up del gen Smlt2804 .
Nhel-BE- Amplificar Brag Esquerre Construcci6 del
AGTgctagcGACAGATAGGCGTTCAGTTC Nhel plasmidi suicida
Smlt2804-Lo del gen Smlt2804 5GPI-Scel-XCm
Nhel-BD- GGTgctagcGCCCGATCTGGATGTCTTC Nhel | Amplificar Brag Dret del per mutar
Smlt2804-Up gen Smlt2804 <mlt280
Bglll-BD- CGTagatctTCGACCCCAACCGCAGCTTC | ggni | AmPlificar Brag Dret del ¢
Smlt2804-Lo 9 g gen Smlt2804
Intern- CGCGTCCGAAGCTGGTGGTC | —emeeeees
Smlt2804-Up
Sm'lg‘;:)”'_m GGACTGAATGCCCGCGACTG | =ememeees
Exter:- Comprovacio del mutant
GCCGCATCTTCCACACCCTC | ~meeee
Smlt2804-Up
Extern- GGCTGAACCTGATCGTGGCA | -eeeeeee
Smlt2804-Lo
)ékr:fllt_zcg)omﬁlf_ ACCTtctagaTGTTGATGGTGGGTGCTGTG | Xbal
Hi dlll;- P Construccio del plasmidi replicatiu pBBR1-
n . BAD per complementar ASmlt2804
Comple- TCTaagcttTCGCGCCAGTCACCCATATC HindIll
Smlt2804-Lo
Gen homoleg a gens mer (smlt3571)
ECORIBE: | 1 1 aattcGGCGTGATCTCCCTGCTGAAG | Ecorl | AMPlificar Brag Esquerre
Smlt3571-Up del gen Smit3s571 .,
Nhel-BE- Amplificar Brag Esquerre Construcci6 del
TGGgctagcCTCATGTAGTGCGCAGCGAAC | Nhel plasmidi suicida
Smlt3g571-Lo del gen Smlt3571 5GPI-Scel-XCm
Nhel-BD- GCAgctagcACCGACCACGACAACCTGTTC | Nhel Amplificar Brag Dret del per mutar
Smlt3571-Up gen Smlt3s71
smlt3571
Bglll-BD- Amplificar Brag Dret del
CCCagatctGCTCTCGACACCTACGCTGAC Bglll
Smlt3s71-Lo gen Smit3s571
Intern- CGTCATGGGCGAGACCGTGC [ <oemeeee
Smlt3571-Up
e CCTGCAGGGTGCCGATGGTC | —emeeeeee
Ex?cgzn- Comprovacio del mutant
CGCTGGTCGTGATCCTGCTG | =oeeres
Smlt3571-Up
Extern- CCCGCTTGCCCAGTCTTATCG | -weeeeee
Smlt3571-Lo
)ét::f“:ﬂe' CCAtctagaAGGAGGCAAACGCATGAGTG | Xbal
Hii?lll- P Construccio del plasmidi replicatiu pBBR1-
Comple- CATTaagcttTGCTGTTACTGTCGAGGCTG | Hindlll BAD per complementar ASmlt3571
Smlt3s71-Lo
Gen ortoleg a ParS (smlt3730)
EcoRI-BE- ACTgaattcGAGATCCTGTGGCTGCTG Ecorl | AmPplificar Brac Esquerre
Smlt3730-Up del gen Smlt3730 ,,
Nhel-BE- Amplificar Brag Esquerre Construcci6 del
CGAgctagcGCAGGACCTGTTGGTATTG Nhel plasmidi suicida
Smlt3730-Lo del gen Smit3730 5GPI-Scel-XCm
Nhel-BD- CACgctagcGACCCTGCAGGACTC Nhel Amplificar Brag Dret del per mutar
Smlt3730-Up gen Smlt3730
Bglll-BD Amplificar Brag Dret del smit2804
gr-eu CGAGagatctCCGTACCAGGTCTGCATGTA | Bglll mpirticar Brag Dret de
Smlt3730-Lo gen Smlt3730
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Continuacio Taula 10.

Intern- CAGATGACGACGTACATGACC | ~oememeee
Smlt3730-Up
Intern- GTCATCGCTGTCCTGCATCAG | -weneer
Smlt3730-Lo L
Extern- Comprovacio del mutant
CCGATGACTATGTGCACAAAC | —--------
Smlt3730-Up
Extern- ACTCAGAAGCGGTGCGTATAG | ---eeee
Smilt3730-Lo
Xbal-Comple- | r i tagaTGGCTACCAGT TCAATCCGTC | Xbal
Smlt3730-Up Ly - o
HindIIl- Construccio del plasmidi replicatiu pBBR1-
Comple- | GAAaagcttAGCTGGGACATGGAAACTCTC | Hindill BAD per complementar ASmit3730
Smilt3730-Lo
Gens bomba SmeGH (smlt3170-3171)
Notl-BE- CTGgeggecgcAATAAGTAGATTC Notl Amplificar Brag Esquerre
Smlt3170-Up del gen Smlt3170 .,
Kpnl-BE- Amplificar Brag Esquerre Construccio del
P CCAggtaccAAGATGAAGCGTCAGTG Kpnl plasmidi suicida
Smilt3170-Lo del gen Smlt3170
Kpnl-BD- Amplificar Brag Dret del PGPI-Scel-XCm
P TCCggtaccTTTGTTGTTGACGCT T Kpnl P s per mutar
Smlt3171-Up gen Smlt3171
Xbal-BD- Amplificar Brag Dret del smit3170-3171
TGGtctagaCTTTTCAGTACAGGCCGTATG Xbal
Smlt3171-Lo gen Smlt3171
Intern- GTCTACCAGGAAGGCTCGCAG | --weeeer
Smlt3170-71-Up
Intern-
CTTCCTTGACCTTCTGCACGC | --------
Smlt3170-71-Lo .,
Extern- Comprovacio del mutant
TCACTGCGACCTCCGACTCTG | =-------
Smlt3170-71-Up
Extern-

Smlt3170-71-Lo

GCCTTATGCGAAACCGGTAGA

Oligonucleotids generals utilitzats per a |

a construccio dels quatre mutants

MCS1-Up

CACAGGAACACTTAACG

MCSa-Lo

GAGCCGATGATTAATTG

Comprovacid de la construccid del plasmidi
de delecci6 suicida pGPI-Scel-XCm

* En miniscula estan les sequéncies dels enzims de restriccio.

Finalment, les soques utilitzades per als estudis fenotipics de diferents possibles determinants

de resisténcia a antibiotics s'exposen a la Taula 11.

Taula 11. Soques mutants creades en S. maltophilia k279a i els seus complementats.

K279alAsmlt2804

K279a mutant pel gen smlt2804 (eptA), implicat en la

modificacio del lipid A.

En aquest treball

K279aAsmlt3571

K279a mutant pel gen smlt3571 (eptA), implicat en la

modificacio del lipid A.

En aquest treball

K279aAsmlt2804Asmlt3571

K279a mutant pels gens smlt2804 (eptA) i smlt3571
(eptA), implicats en la modificacio del lipid A.

En aquest treball

K279aAsmlt3730

K279a mutant pel gen smlt3730 (rstB), un regulador

general.

En aquest treball

K279alAsmlt3170-3171

K279a mutant pel gen smlt3170-3171 de la bomba

En aquest treball

SmeGH.
K279a amb el plasmidi replicativ pBBR1-MCSg
K279a/pBBR5 utilitzada com a control en el procés de Enaquesttreball

complementacio del fenotip mutat.
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Continuacio Taula 11.

K279a amb el plasmidi replicatiu pBBR1-MCS5-BAD
K279a/pBBR5-BAD utilitzada com a control en el procés de Enaquesttreball
complementacid del fenotip mutat.

K279aAsmlt2804 amb el plasmidi replicatiu pBBR1-
K279aAsmlt2804/pBBR; ~ MCSs utilitzada com a control en el procés de Enaquesttreball
complementacid del fenotip mutat.

K279aAsmlt3571 amb el plasmidi replicativ pBBR1-

K279aASmBItA3|g71/pBBR5- MCS5-BAD utilitzada com a control en el procés de En aquest treball
complementacio del fenotip mutat.
K279aASmit2804- K279aAsmlt2804-Asmlt3s71  amb el plasmidi

replicatiu pBBR1-MCS5-BAD utilitzada com a control  En aquest treball

ASmit3571/pBBR5-BAD en el procés de complementacio del fenotip mutat

K279aAsmlt3730 amb el plasmidi replicativ pBBR1-

K279aASmBI‘f,égo/pBBR1- MCS1-BAD utilitzada com a control en el procés de En aquest treball
complementacio del fenotip mutat.
K279aASmIt2804/pBERs- Complementacid de la soca K279aAAsmlt2804 En aquest treball
smlt2804
K279aASmlt3571/pBBR5- .
BAD-smlt3571 Complementacié de la soca K279aAAsmlt3571 En aquest treball
K279aASmlt2804-

Complementacié6 de la soca K279alAsmlt2804-

ASmlt3571/pBBR5-BAD- En aquest treball

smlt3572-smit2804 Asmlt3571.
K279aASmlt2804-
ASmit3571/pBBR1-BAD- Complementacioé de la soca K279aAAsmlt3530 En aquest treball
smlt3730

3.4.3. Tecniques generals de biologia molecular per obtenir els plasmidis per
mutar i complementar

A continuacio, s'exposen els principals métodes desenvolupats per a I'obtencié de mutants, els
quals estan basats, principalment, en el manual Molecular Cloning: a laboratory manual [215] i en
les indicacions dels kits utilitzats.

1. Purificacio plasmidica

El kit utilitzat per a I'extraccio del plasmidi és el GenElute Plasmid Miniprep Kit (Sigma), el qual
es recomana utilitzar en soques que contenen el gen endA (Endonucleases), com el cas de la
soca SY327. Se segueixen les instruccions del fabricant i un cop purificat el plasmidi, la mida i la
qualitat del DNA s’avaluen amb un gel d’electroforesi (gel d’agarosa al 0,8%) i la seva
concentracio es determina amb I'espectrometre NanoDrop, la qual ha d’estar entre 30-50 ng/pL
(A260/280~1,7-1,8).

2. Amplificacié de DNA mitjancant PCR

Un cop dissenyats els oligonucleotids que continguin les dianes de restriccio pertinents, a partir
del DNA genomic de la soca S. maltophilia K279a s'amplifiquen els fragments desitjats
mitjancant una reaccio de PCR. Les extraccions de DNA genomic es duen a terme mitjancant el
Kit GenElute Bacterial Genomic DNA (Sigma) i 'amplificacio de fragments de DNA mitjancant
PCR es realitza amb el Kit de la polimerasa FastStart™ Taq DNA polimerasa (Roche) que conté
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el tampo adient per a I'amplificacio de fragments de DNA amb alta concentracié de GC com és
el cas de S. maltophilia.

Un cop finalitzat el programa de PCR, mitjangant un gel d’agarosa al 0,8%, es comprova que la
qualitat i la mida de banda és I'adequada, utilitzant el marcador de pes molecular GeneRuler 1
kb Plus DNA ladder (ThermoScientific) amb fragments entre 0,075 i 20 kb. Finalment, un cop
comprovat que la mida de banda obtinguda és I'adequada, els productes de PCR (BE i BD) es
purifiquen mitjancant el kit de purificaci6 de DNA GenelET PCR Purificaction Kit
(Thermofischer).

3. Clonacié

El procés de clonaciod realitzat en aquest treball consta de les segients etapes basiques:
digestio, lligacio, transferéncia de material geneétic i seleccié dels clons correctes.

e Digestio

En primer lloc, s’ha de dur a terme, per una banda, la digestio del producte de PCR i, per altra
banda, la digestid del plasmidi pGPI-Scel-Xcm o algun plasmidi de la serie pBBR1-MCS.
Aquestes digestions s’han de realitzar amb els enzims de restriccié adequats (veure la Taula 10)
utilitzant els tampons especifics per a cada enzim, tot sequint les especificacions del fabricant.
En alguns casos sera requerit I'Us de BSA (Albumina de sérum bovi) per tal d’evitar I'adhesio de
I'enzim als tubs de reaccid i a les superficies de la pipeta i també per estabilitzar la reaccio de
digestié durant la incubacid. Tant els enzims de restriccié com els tampons utilitzats son de la
casa comercial Roche.

Transcorregut el temps d’incubacid de les diferents digestions, amb un gel d’agarosa al 1% se
separen les bandes i, un cop comprovada la qualitat de les mateixes, s'extreuen i es purifiquen
mitjancant el kit GeneJet Gel Extraction Kit (ThermoScientific). Finalment, el producte de PCR i
el plasmidi digerits es quantifica mitjangant I'espectrometre Nanodrop o bé, mitjancant una
inspeccid visual en un gel d’electroforesi.

e Lligacio

Després de la digestio, té lloc la lligacio entre el plasmidi doblement digerit amb el fragment de
PCR digerit amb els mateixos enzims de restriccio.

Per dur a terme la lligacid, s'utilitza la T4 DNA lligasa (ThermoScientific), seguint les
instruccions del fabricant. Cal tenir present que la ratio plasmidi:insert ha de ser entre 1:1 i 1:10.
Un cop finalitzada la lligacio, per tal d'optimitzar el segient pas de transformacio i evitar
possibles recirculacions és aconsellable inactivar la T4 DNA lligasa per mitja d'un xoc térmic
(65°C durant 15 minuts o bé 70°C durant 5 minuts).

e Transferéncia de material genétic a E. coli

Al llarg d’aquest treball s’han utilitzat diferents técniques de transferéncia de material genétic:
la transformacio per xoc termic, I'electroporacid i la conjugacio.
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El métode de transformacioé induida utilitzat en aquest treball es basa en la preparacio de
cél-lules d' E. coli quimicament competents tractades amb CaCl, 200Mm seguit d’'un xoc térmic.
Un cop dut a terme la transformacio quimica, les cél-lules se sembren en plaques amb medi LB
agar selectiu segons convingui i de les colonies que s’obtinguin, es realitza una PCR de
comprovacio amb els oligonucleotids adequats. Els plasmidis finals han estat comprovats per
seqUenciacio.

L’electroporacio i la conjugacié en S. maltophilia s'explicaran a continuacio.

3.4.4. Obtencié de mutants en S. maltophilia K279a

Per a I'obtencié de mutants sense marcador en S. maltophilia mitjangant el sistema pGPI-
Sce/pDAI-Scel-SacB s'utilitza una conjugacié triparental on, a part de la soca donadora (que
conté el plasmidi mobilitzable) i la soca receptora, també intervé una soca helper que conté un
plasmidi conjugatiu suicida que subministra els gens tra i mob requerits per a la mobilitzaci6 dels
plasmidis d'interes.

El protocol de conjugacio dut a terme en aquest treball consta de tres passos: conjugacio del
plasmidi de delecié pGPI-Scel-XcmBEBDSmltxxxx, resolucié dels cointegrats mitjangant el
plasmidi pDAI-Scel-SacB i eliminacio del plasmidi replicatiu. Aquestes tres passos es detallen a
continuacio.

1. Conjugacio del plasmidi de deleccié p pGPI-Scel-XcmBEBDSmltxxxx

Les soques utilitzades en aquesta conjugacio son:

- Socareceptora : S. maltophilia k279a
- Soca donadora: E. coli SY327/pGPI-Scel-XcmBEBD Smltxxxx
- Soca helper: E. coli DH5a/pRK2013

En primer lloc, es posen a créixer les tres soques en cultiu liquid amb els antibiotics
corresponents i s'incuben a 37°C durant la nit. El dia segient, després dels rentats amb PBS, es
diposita una gota confluent de les tres soques en una placa de medi SOB i s'incuba a 37°C durant
24 hores. També és important realitzar controls, de tal manera, que a part de la gota confluent
amb les tres soques és necessari sembrar-ne d'altres amb totes les combinacions de barreja de
dues soques. El dia segient, es rasca la gota, es resuspen en PBS, es plaqueja en plaques de LB
que continguin 60 ug/mL de cloramfenicol (per tal de seleccionar els S. maltophilia k279a co-
integrats) i 5 pg/mL de norfloxacina (per tal d’eliminar les E.coli helper i donadora) i s'incuben a
37°C durant 24-48 hores fins que apareixin colonies. Aquestes colonies, que seran cloramfenicol
resistents, es ruixen amb pirocatecol 0.45M per tal de comprovar que s’ha integrat el plasmidi
de deleccio en el genoma de la soca de S. maltophilia. Com a conseqiéncia de I'activitat
pirocatecol 2,3-dioxigenasa codificada pel gen XylE del plasmidi integrat, el color groc brillant
que apareix en la biomassa de la colonia indica la preséncia del plasmidi pGPI-Scel-XCm-
Smltxxxx dins del genoma de la soca receptora.
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2. Resolucié dels cointegrats mitjancant el plasmidi replicatiu pDAI-Scel-SacB.

Un cop seleccionades les colonies cloramfenicol resistents i pirocatecol positives, es dur a terme
una segona conjugacio amb el plasmidi replicatiu pDAI-Scel-SacB.

En aquesta segona conjugacio hi intervenen les segients soques:

- Socareceptora: S. maltophilia k279a cointegrats
- Socadonadora: E. coli DHsa/pDAI-Scel-SacB
- Soca helper: E. coli DHga/pRK2013

El procediment que se sequeix és el mateix que s’ha explicat en la primera conjugacid, perd amb
una combinacié d’antibiotics i amb un criteri de seleccid per pirocatecol diferents. Aixi doncs, en
primer lloc, cada una de les tres soques es cultiven amb els seus antibiotics corresponents, es
procedeix a la conjugacio i després dels rentats amb PBS, es plaqueja en plaques de LB que
continguin 60 pg/mL de tetraciclina (per tal de seleccionar S. maltophilia que continguin el
plasmidi pDAI-Scel-SacB) i 5 pg/mL de norfloxacina (per tal d’eliminar les E.coli helper i
donadora) incubant-se a 37°C durant 24-48 hores fins que apareixin colonies. Aquestes colonies,
que seran tetraciclina resistents, es piquen i es plaquegen en tres plaques fresques de LB, dues
que continguin 60 pg/mL de tetraciclina i una amb 30 pg/mL de cloramfenicol, i s'incuben a 37°C
durant 24h. Aquest pas es dur a terme per tal d’assegurar-nos I'excisié del plasmidi pGPI-Scel-
XCm-Smltxxxx.

Després de la incubacio, en una de les plaques que conté tetraciclina, es ruixa amb pirocatecol
0,45M. En aquest cas, pero, se seleccionen les colonies que siguin pirocatecol negatives i, a la
vegada, siguin cloramfenicol sensibles i tetraciclina resistents, fet que ens indicara que la soca
receptora ha perdut el plasmidi pGPI-Scel-XCm-Smltxxxx i que ha tingut lloc la deleccid.

Un cop seleccionades les colonies pirocatecol negatives, cloramfenicol sensibles i tetraciclina
resistents és aconsellable realitzar PCRs per tal de comprovar que aquests colonies son mutants
correctes.

3. Eliminacié del plasmidi replicatiu pDAI-Scel-SacB

Després de comprovar que els clons sén mutants correctes, es pot eliminar el plasmidi replicatiu
mitjancant un tractament amb sacarosa, ja que aquest plasmidi pDAI-Scel-SacB conté el gen
SacB, el qual confereix sensibilitat a la sacarosa. Aixi doncs, els clons seleccionats es posen a
créixer en LB sense antibiotics. Un cop el cultiu esta crescut, es plaqueja en plaques de LB amb
un 5% de sacarosa. Aquestes plaques s'incuben a 37°C durant 24 hores i les colonies obtingudes
se sembren en dues plaques, una lliure d'antibiotics i I'altra amb tetraciclina 6o pg/mL. Els clons
seleccionats seran aquells que siguin sensibles a la tetraciclina, fet que ens indicara que han
perdut el plasmidi pDAI-Scel-SacB. Arribats en aquest punt, ja tenim els mutants construits i ja
es poden conservar per a futurs estudis.

e (al destacar que en aquest treball s’ha procedit a I'obtencié d’'un mutant doble
(K279alAsmlt2804Asmlt3571), el qual, en primer lloc, s’han obtingut els dos mutants
simples (K279aAsmlt2804 i K279alAsmlt3571) per la metodologia anteriorment
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explicada. Posteriorment, s'ha iniciat altrament el procés de conjugacio triparental
partint com a soca receptora inicial la K279aAsmlt3571 i com a soca donadora I’ E.
coli SY327/pGPI-Scel-XcmBEBDSmIt2804

3.4.5. Complementacio de mutants

Sempre que s’obtenen mutants és imprescindible crear els seus complementats, és a dir,
corregir el defecte fenotipic causat per la generacié del mutant. Aixi doncs, a continuacio,
s'exposa la metodologia emprada per a la generacié dels complementats dels mutants
obtinguts en aquest treball.

La complementaciéo de les mutacions dels gens obtinguts anteriorment es dur a terme
mitjancant la clonacié de cada un dels gens en els plasmidis de la série pBBR1-MCS, els quals
son replicatius en S. maltophilia. En aquest cas també hem emprat una modificacié d'aquests
vectors que compta amb el promotor BAD. Aixi doncs, per exemple, en el plasmidi pBBR1-
MCS5-BAD-smlt3571-smlt2804, el gen smlt3571 esta sota el promotor BAD, pero smlt2804 esta
sota el seu propi promotor. De la mateixa manera, pels complementats simples s’han utilitzant
tant el plasmidi pPBBR1-MCS1 com el plasmidi pBBR1-MCSg segons I'estrategia emprada en
cada cas.

Un cop obtinguts els plasmidis de complementacio, aquests es transfereixen a la soca K279a
mutada mitjangant electroporacid. Per a l'electroporacié en S. maltophilia, el tractament
utilitzat en aquest treball han estat els rentats successius amb sucrosa 300Mm [216] per tal
d’obtenir cél-lules electrocompetents. Seguidament, té lloc I'electroporacié. L'impuls eléctric el
genera un electroporador i, en aquest treball, s’ha utilitzat el GenePulser XCell™ de BioRad amb
les segUent condicions: 2,5kV de potencial eléctric, 200Q de resisténcia i 25uF de capacitancia.
Seguidament, es resuspenen les cél-lules electroporades amb 1 mL de LB i s'incuben durant
dues hores a 37°C. Passat el temps d’incubacid, se sembren en plaques de medi solid selectiu i,
després de 24 hores d'incubacio, se seleccionen aquelles colonies que siguin resistents, fet que
indicara que han introduit el plasmidi replicatiu.

3.5. Analisi de seqiiéncies

L’eina bioinformatica més emprada en aquest treball ha estat el programa BLAST que ofereix el
NCBI, a través de la pagina web d'Internet (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). De les
bases de dades del mateix NCBI s'han extret les sequéncies, els genomes
(https://[www.ncbi.nIm.nih.gov/genome) i la informacié dels gens d'interés i, paral-lelament,
també s’ha usat la web de Microbesoline (http://www.microbesonline.org) per a la mateixa
cerca i caracteritzacio dels gens i prediccio d’ operons. Per aquest treball s'ha utilitzat també el
genoma de la soca PGis57-Sl13 (GenBank NZ_LNIWo00000000.1). La seqUenciacié de la soca
esmentada, el seu ensamblatge i la comparativa entre els genomes s’ha dut a terme a través
d’'un servei extern de genomica (UAB) i el grup de biologia computacional de I'BB,
respectivament.
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Per fer la prediccio dels determinants a la resisténcia a la colistina, en primer lloc, s'ha elaborat
un llistat de mecanismes de resisténcia descrits en altres bacteris per mitja de la recerca
bibliografica. Posteriorment, s’han obtingut les seqiéncies ortolegs de les soques de S.
maltophilia K279a, M30, D457, PG157-S113 i R551-3 mitjancant una estratégia de RBH (Reciprocal
Best Hits) emprant BLAST o UCSC blat [217].

Les sequéncies concatenades dels set gens del perfil MLST de cada soca s’han alineat i s'ha
construit un arbre filogenetic basat en I'algoritme d'unié de veins. Per fer alineaments multiples
de seqUencies i per a la creacio dels arbres filogenetics s'ha utilitzat el programa MEGA V7.0.21
(Molecular Evolutionary Genetics Analysis, versio 7.0.21) [218]. Finalment, el programa Oligo 6
(www.oligo.net) s'ha utilitzat pel disseny dels oligonucleodtids i el programa Vector NT1®
(Thermo Fisher Scientific Inc.) per al disseny de les estratégies de clonacio i per a la
representacio esquematica dels plasmidis.

3.6. Analisi estadistic

Els programes utilitzats per fer |'analisi estadistic han estat el SPSS (versié 15.0, SPAA Inc.,
Chicago, lllinois, USA) i el GraphPad Prism versio 5 (Software GraphPad, San Diego, CA). S'ha
realitzat una estadistica descriptiva (mitjana, variancia i desviacio estandard) amb freqiencies i
percentatges dels valors obtinguts en les diferents dades fenotipiques. L'associacié entre
variables s'ha comparat mitjangant 'Us de la Prova Z (Test d’'Hipotesis: diferéncies entre
mitjanes de poblacions amb distribucio arbitraria i varianga desconeguda) o la Prova Exacte de
Fischer segons correspongui. S'ha calculat I'Oportunitat Relativa (OR) amb un interval de
confianga (IC) del 95% per cada variable. El nivell de significanga estadistica s’ha fixat en P
<0,05, en una freqiéncia minima de 14 per realitzar el test d’hipotesis i totes les proves son de
dues cues. L'estadistica descriptiva utilitzada per estudiar la viruléncia s’ha dut a terme
mitjancant el programa GraphPad Prism, utilitzant el test estadistic log(agonist) vs. Response
Variable slope per determinar la LT5o per a cada soca, és a dir, el temps necessari per matar el
50% de la poblacio inicial de nematodes.
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4. RESULTATS I DISCUSSIO

4.1. Caracteritzacio fenotipica i genotipica de les 81 soques cliniques

La col-leccio de soques utilitzada en aquest treball consisteix en un total de 78 aillats clinics de S.
maltophilia recol-lectats entre els anys 1998 i 2012 a partir d’estudis de prevalenca en les unitats
de cures intensives de diferents hospitals europeus. Els aillats clinics provenen de I'Hospital
Municipal de Badalona (Espanya), de |'Hospital Clinic de Barcelona (Espanya), de I'Hospital
Universitari Germans Trias i Pujol (Espanya), del Centre Médic Universitari de Ljubljana
(Eslovenia), de la Clinica Universitaria de malalties respiratories i al-lergiques (Eslovéenia), de
I'Hospital Universitari Raymond Poincare (Franga), de |'Hospital St. Joseph (Franca), de la
Universitat d’Anvers (Belgica) i del Charite Clinic de Berlin (Alemanya); i es tracta d‘aillats
d’esput, d'infeccions de sang, de ferides quirurgiques, d'exsudats d'orofaringe, del perineu,
d'Ulcera vascular, d'Ulcera de decubit o de broncorespiracio (Figura 13 i Taula 4).

A més a més d’aquests 78 aillats clinics, la col-leccid d’aquest treball també inclou tres soques
com a referéncia, les quals també son aillats clinics: K279a, D457 ATCC13637.

4.1.1. Caracteritzacié moleculari classificacio de les soques de S. maltophilia
en grups genomics

Per tal d'avaluar la diversitat genética i la possible relacié entre els aillats de S. maltophilia
implicats en aquest estudi, s'han analitzat els perfils MLST que s’havien obtingut préviament en
el nostre grup.

S’han identificat 37 ST entre les 78 soques aillades de pacients de diferents paisos europeus
(Figura 13), de les quals, 30 no han estat préviament descrites. Aquestes noves STs identificades
se’ls ha designat el codi de ST-76 a ST-81 i de ST-120 a ST-143 i han estat dipositades a la base
MLST de S. maltophilia. 15 dels 78 aillats (19,2%) pertanyen a 7 STs descrites anteriorment,
mentre que els 63 aillats restants (80,8%) pertanyen a les 30 STs noves identificades en aquest
treball, fet que confirma I'existéncia d'una gran heterogeneitat genotipica en S. maltophilia.

Aquesta alta diversitat també s’ha reportat en altres estudis. Per exemple, estudis a Espanya,
Corea i Turquia mostren una gran diversitat genetica dels aillats de S. maltophilia malgrat que
I'origen sigui d’un sol hospital, fet que suggereix I'existéncia d’'una amplia distribucié ambiental
d'aquest bacteri [219]-[221]. De la mateixa manera, un estudi de les soques cliniques
obtingudes en diferents hospitals de Brasil també presenta aquesta diversitat genetica
esmentada [222]. No obstant aix0, altrament s’han descrit casos de brots dins d’entorns
hospitalaris, on s’han identificat clons amb genotip idéntic entre pacients [223]-[225].

Dins de la nostra col-leccié de soques, els tres genotips MLST més frequents sén ST-77 (8
aillats), ST-132 (8 aillats) i ST-133 (7 aillats). Les STs restants apareixen amb una freqiUéncia
inferior al 5,0%. Cal destacar que la nostra ST-77 es compon de soques procedents de diversos
paisos europeus.
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Entre les 78 soques, hi ha cinc parelles epidemiologicament vinculades ja que es tracta de
soques aillades d'un mateix pacient. En quatre d’elles (OL11-Sl13 i PL12-Sl13; PU101-BEa3 i
PU102-BE13; PU109-BE13 i OU110-BE13; PU140-BE13 i OU141-BE13) es tracta d'aillats
obtinguts de dues fonts diferents del mateix pacient el mateix dia i, en el cas de la parella OS87-
FR13 i OS91-FR13, son mostres consecutives preses del mateix pacient en dates diferents,
tractant-se, doncs, de possibles soques recurrents. En tots els casos, les dues soques aillades
d’un sol pacient comparteixen la mateixa ST, excepte en la parella PU101-BE13 i PU102-BE13,
que son geneticament diferents amb tan sols tres al-lels en comd.

Per altra banda, a partir dels resultats de la tipificacio MLST i les dades d'aillament, entre les 35
soques recollides de I'hospital Charite Clinic de Berlin (Alemanya) (Taula A2-Annex) sembla que
hi hagi grups relacionats epidemiologicament. Aixi doncs, per tal d’evitar soques duplicades que
puguin interferir en les proves de correlacid, s'han eliminat aquells aillats que presenten el
mateix perfil MLST i les mateixes dades d'aillament (mateixa font, mateix pacient, mateixes
dates), conservant-ne un com a representatiu per a les futures investigacions. No obstant aixo,
aquelles soques que malgrat tenir el mateix perfil MLST i les mateixes dades d‘aillament
presenten diferents perfils de susceptibilitat a antibiotics s’han mantingut en I'analisi.

Finalment, doncs, s'ha utilitzat un total de 58 aillaments per establir estudis de correlacions
entre els parametres genotipics i fenotipics estudiats al llarg d'aquest treball. Al mateix temps,
s'’han inclos també les soques de referéncia K279a, D457 i ATCC13637, fent un total de 61 soques
“Uniques” per als estudis superiors de correlacié amb els fenotips (Figura 13).

Per tal de classificar els 61 aillats de S. maltophilia en grups gendomics, s'ha dut a terme un analisi
filogenetic a partir de la concatenacio dels gens MLST (Figura 13). A partir de la creacié d'aquest
arbre filogenétic s’han establert un total de 10 grups genomics d'acord amb els genogrups
establerts anteriorment per Kaiser et al.[208] i Hauben et al. [226]. 19 (31%) dels 61 aillats
provinents de pacients de sis paisos diferents s'agrupen en el grup genomic #6, grup en el qual
també pertany la soca de referéncia K279a i el complex clonal ST-8. Els altres genogrups amb
un nombre significant d'aillats son #2 (23%), #3 (213%) i C (15%).

A part de la tipificacio MLST, la caracteritzacioé genotipica també s’ha basat en I'analisi del gen
rpfF [101]. 38 soques (62,3%) presenten la variant rfpF-1 mentre que les 23 restants (37,7%) la
variant rpfF-2 (Figura 13).
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Detalls dalasoca Caracteritzacio molecular®
Font Origen® ST GG rpfF

PU100-BE13 Perineu BE Eo 6 "
OU353-DE13 Exsudatfaringi BE 31 26 1
B5565-CT11 Broncoaspirat ES 3 #6 1
B285-CT11 Brencoaspirat ES 3 e 1
] OL11-5I113 Exsudatfaringi Sl 4 #6 1
PL20-SIM13 Perinau sl 4 #6 1
PL12-SI13 Perinau sl . 26 "
ATCC 13637 Exsudat EEUU 14 #6 1
5$3149-CT11 Ferida quirurgica ES 139 #6 1
E50 Esput ES 78 #6 1
B5742-CT11 Broncoaspirat ES 96 #5 "
PC245-DE13 Perineu DE 8 #6 1
OL13-SI113 Exsudat faringi sl 120 #6 1
OR79-FR13 Exsudatfaringi FR 8z #6 1
P626-CT11 Exsudat ES 140 #6 1
OU343-DE13 Exsudat faringi BE 138 #6 1
K279a Infaccidalasang GB 7L #6 1
OC323-DE13 Exsudat faringi DE 137 #6 2
b— PG157-S113 Perinau sl 131 6 1
0G156-S113 Exsudat faringi sl 130 #7 2
PC312-DE13 Parinau DE 136 #7 5
IPC314-D E13 Perinau DE 136 #7 N
IPCS1 3-DE13 Perineu DE 136 #7 N
L9-5R5 [228] ES 79 D T
OU148-BE13 Exsudatfaringi BE 7 #a 1
4I_I PU102-BE13 Exsudatfaringi BE 7 H#y 1
PU101-BE13 Perinau BE 125 #e 1
QC197-DE13 Exsudatfaringi DE 132 Ha 1
QOC194-DE13 Exsudatfaringi DE 132 o "
PC187-DE13 Perineu DE 132 #2 1
PC186-DE13 Perinau DE 132 #2 1
E77 Esput ES 81 #2 1
PU126-BE13 Perinau BE 128 &2 1
H5726-CT11 Perinau ES A, #2 "
P815-CT11 Exsudat ES 141 H2 1
PU109-BE13 Perinau BE 126 &2 1
_I_I QOU110-BE13 Exsudatfaringi BE 126 #2 1
EV5520-CT11 Control ambiantal ES 10 #2 2
L 4834-R [220] ES 8o #2 5
jPC226-DE13 Perineu DE 133 #2 1
1PC232-DE13 Perinau DE 133 #2 N
PR59-FR13 Perinau FR 124 B 5
PR45-FR13 Periney FR 123 C 2
_F457 Brencoaspirat ES HD C 2
M30 Ulcera de decibit ES 76 C 2
PC240-DE13 Perineu DE 77 C 2
PU153-BE13 Perinau BE 77 C 2
OU141-BE13| Exsudatfaringi BE 77 C 2
PU140-BE13 Perineu BE 7 C >
uvrz4 Ulceravascular ES 77 C 2
5289-CT11 Esput ES 143 #3 5
S5720-CT11 Esput ES 142 #3 1
PC274-DE13 Perineu DE 135 #3 1
0S91-FR13 Exsudatfaringi FR 122 #3 2
QS87-FR13 Exsudat faringi FR 122 #3 2
ORA41-FR13 Exsudatfaringi FR 122 #3 2
OL16-SI113 Exsudatfaringi sl 121 #3 2
PC257-DE13 Perineu DE 134 #3 2
PC255-DE13 Perinau DE 134 #3 2
QU152-BE13 Exsudat faringi BE 129 #o 1
OU111-BE13 |_Exsudatfaringi BE 127 A 1

Figura 13. Arbre filogenétic dels 61 aillats de S. maltophilia “Unics” juntament amb les caracteristiques d'aillament de la
soca i la caracteritzacio genotipica. Les soques que pertanyen a un mateix grup genomic (GG) estan separades per linies
horitzontals. 2Origen: BE (Bélgica), ES (Espanya), Sl (Eslovénia), FR (Franga), EEUU (Estats Units), DE (Alemanya), (GB)
Regne Unit. PCaracteritzaci6 genotipica determinada mitjangant I'amplificacié i seqUenciacié dels set gens del perfil
MLST per S. maltophilia amb els quals es defineix la sequéncia tipus (ST) i el gen rpfF. NA (No assignat).
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4.1.2. Susceptibilitat antimicrobiana

S’ha avaluat la susceptibilitat de les diferents soques de S. maltophilia enfront a antibiotics -
lactamics (ceftzidima i ticarcil-lina-clavulanic) i a antibidtics no P-lactamics (amikacina,
trimetroprim-sulfametoxazol, levofloxacina, minociclina i colistina). Els valors de la CMI de les
61 soques “Uniques” de S. maltophilia en estudi es mostren a la Taula 12, tenint en compte, que
per classificar les soques en categories antimicrobianes, les soques intermeédies i resistents s’han
agrupat en la categoria de no susceptible. Totes les soques, llevat d'una amb un valor de CMI
intermedi, son susceptibles a minociclina i un 93,5% i 70,5% ho son a trimetroprim-
sulfametoxazol i levofloxacina, respectivament. Per al contrari, s’han detectat taxes altes de
resisténcia contra els antibiotics amikacina (67,2%), ticarcil-lina-clavulanic (62,2%), ceftazidima
(62,2%) i colistina (68,9%), tots amb rangs de CMI fins a >256 pg/mL (Taula 12, Taula 13).

Taula 12. Perfil de resisténcia antimicrobiana de les 61 soques de S. maltophilia.

PU100-BE13 64 0,06 0,38 0,25 6 24 2 16 MDR
OU353-BE13 >256 0,06 0,38 0,19 48 64 8 1 MDR
B5565-CT11 1 0,25 0,13 0,13 48 8 1,5 32 no MDR
B285-CT11 12 0,09 0,75 0,38 >256 6 0,38 8 MDR
OL11-Sl13 >256 0,38 >32 >32 192 >256 1,5 16 MDR
PL20-SlI13 48 0,19 0,5 0,38 192 64 4 32 MDR
PL12-Sl13 >256 0,38 16 >32 128 >256 1,5 0,5 MDR
ATCC13637 0,75 0,13 0,38 0,19 2 0,5 0,5 4 no MDR
53149-CT11 4 0,25 12 0,25 96 6 8 64 MDR
Eso 128 0,13 0,5 0,19 256 64 0,75 16 MDR
B5742-CT11 12 0,06 0,38 0,5 4 8 0,125 4 no MDR
PC245-DEa3 128 0,13 0,5 0,25 16 256 2 2 MDR
OLa13-Sl13 >256 0,75 0,75 >32 8 16 3 8 MDR
OR79-FR13 8 0,09 0,5 0,25 256 12 4 32 no MDR
P626-CT11 12 0,09 0,5 0,19 32 12 2 32 MDR
OU343-BE13 3 0,09 0,5 0,19 16 3 6 0,5 no MDR
K279 a 3 0,75 1,5 0,38 16 4 0,38 16 MDR
0C323-DE13 2 0,25 3 0,25 3 4 8 0,5 no MDR
PGa157-Sl13 >256 0,09 0,38 0,75 8 256 6 16 MDR
0G156-Sl13 >256 0,13 0,38 0,25 >256 >256 2 2 MDR
PC312-DE13 12 0,50 >32 0,25 16 64 2 8 MDR
PC314-DEa3 16 1,50 >32 0,38 8 256 3 16 MDR
PC313-DEa3 12 0,75 >32 0,38 8 64 4 8 MDR
Lg9-5Rg 256 0,13 0,19 0,5 256 256 0,5 0,25 MDR
OU148-BEa3 >256 0,50 4 0,19 24 >256 4 8 MDR
PU102-BE13 >256 0,19 32 0,5 24 >256 0,5 4 MDR
PU101-BE13 >256 0,25 16 0,38 16 >256 2 8 MDR
0OCa97-DE13 32 0,09 0,38 0,13 4 32 24 1 no MDR
0OCa94-DEa3 256 0,19 0,38 0,19 4 256 1,5 8 MDR
PC187-DE13 256 0,19 0,38 0,19 4 256 1,5 256 MDR
PC186-DE13 256 0,19 0,25 0,19 6 256 1,5 8 MDR
E7z7 >256 0,09 0,19 0,19 >256 >256 0,125 0,25 MDR
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Continuacio Taula 12.

PU126-BE13 256 0,19 0,38 0,19 3 48 0,5 2 no MDR
H5726-CT11 1,5 0,13 0,25 0,13 256 3 0,125 0,25 no MDR
P815-CT11 12 0,19 0,25 0,19 12 48 0,38 4 MDR
PU109-BE13 24 0,75 8 0,25 4 32 1,5 1 MDR
OU110-BE13 96 1,00 6 0,19 4 24 1 0,5 MDR
EV5520-CT11 256 0,19 0,25 0,13 64 96 1 64 MDR
4834-R 12 0,13 0,38 0,19 32 48 0,5 1 MDR
PC226-DE13 24 0,19 0,75 0,19 8 8 4 1 no MDR
PC232-DE13 256 0,13 1 0,13 48 48 0,75 32 MDR
PR59-FR13 256 0,09 0,19 >32 48 96 8 32 MDR
PR45-FRa3 2 0,09 0,5 0,19 256 6 2 128 no MDR
D457 1,5 0,19 0,75 0,13 128 4 0,094 32 no MDR
M3o 1,5 0,03 0,19 0,13 256 12 1,5 32 no MDR
PC240-DE13 1 0,25 2 0,25 8 2 0,125 4 no MDR
PU153-BEa13 3 0,13 1,5 0,38 24 64 1,5 0,5 MDR
OU141-BEa13 0,75 0,19 0,75 0,25 16 24 1,5 >256 MDR
PU140-BEa13 0,75 0,13 1 0,25 48 2 0,5 >256 no MDR
UV74 1,5 0,38 1,5 0,13 32 3 0,094 8 MDR
S$289-CT11 1,5 0,50 12 0,38 48 8 0,047 8 MDR
S5720-CT11 16 0,09 0,38 0,25 256 24 0,125 8 MDR
PC274-DE13 32 0,05 0,5 0,19 6 32 0,5 8 MDR
0Sg1FR13 3 0,09 0,5 0,13 256 128 1,5 4 MDR
0S87FR13 3 0,09 0,38 0,19 128 >256 2 8 MDR
OR41-FR13 2 0,09 0,5 0,19 16 >256 2 2 no MDR
OL16-SI13 4 0,25 2 0,38 8 16 1,5 1 no MDR
PC257-DEa3 48 0,19 0,75 0,19 >256 256 16 64 MDR
PC255-DE13 96 0,19 1 0,19 >256 256 1,5 64 MDR
OU152-BE13 0,75 0,06 0,13 0,19 2 8 1,5 0,25 no MDR
OU111-BE13 6 0,06 0,25 0,38 24 16 1 0,25 no MDR

La CMI (pug/mL) ha estat determinada mitjancant el metode Etest, excepte en el cas de la colistina, que
els resultats exposat son les CMIs determinades mitjancant el métode °Etest i el métode recomanat de
BMD®. Antibidtics: CAZ (Ceftazidima), MN (Minociclina), LEV (Levofloxacina), TMP/SXT (Trimetoprim-
sulfametoxazol, AK (Amikacina), TTC (Ticarcil-lina-clavulanic), CS (Colistina). Els valors de CMI que
determinen la no susceptibilitat estan marcats en gris. Patrd de resisténcia: MDR (multidrug-resistance) i
no-MDR (non multidrug-resistance).

Per tal de determinar els patrons de resisténcia, s'han sequit els criteris suggerits per
Magiorakos et al [210]. Aixi doncs, entre els 61 aillats, 42 (68,8%) son soques multiresistents
(MDR), mentre que les 19 restants (31,2%) son considerades no MDR (Taula 12). Per altra banda,
s'han observat 24 perfils de resisténcia diferents entre les 61 soques analitzades. El perfil de
resistencia més freqient, amb resisténcia combinada a ceftazidima, amikacina, ticarcil-lina-
clavulanic i colistina, s’ha detectat en set soques de tres grups genomics diferents. En general,
com es presenta més endavant, no s’ha observat correlacid entre els genotips de les soquesi els
seus patrons de resistencia als antibiotics avaluats.
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Cal destacar, també, que en la nostra col-leccié de soques, la CMIso correspon a un valor
susceptible si es determina mitjangant Etest i a un valor de resistent si s'utilitza el métode de
BMD (Taula 13). Per altra banda, el valor de CMIgo determinat pels dos metodes consisteix en
un fenotip resistent, sent 8 vegades menor en Etest que en BMD. En efecte, en termes generals,
el numero de soques susceptibles a la colistina és gairebé dues vegades superior si es determina
per Etest enlloc que per BMD (Taula 13).

Taula 13. Activitat in vitro (ug/mL) de sets antimicrobians contra les soques de S. maltophilia®.

Ceftazidima Cefalosporines 16 >256 1->256 37,7
Minociclina Tetraciclines 0,25 0,5 0,032-2 98,3
Levofloxacina Fluoroquinolones 0,5 16 0,125->32 70,5
Etest TMP/SMX Sulfonamides 0,25 0,5 0,125->32 93,5
Amikacina Aminoglicosids 32 256 2->256 32,8
Ticarcil-lina- .
.. Penicil-lines 64 >256 0,5->256 37,7
clavulanic
Colistina Polimixines 2 8 0,064-32 75,4
BMD Colistina Polimixines 8 64 <0,25->256 32,7

2Dades extretes dels valors exposats en la Taula 12.

PEls punts de susceptibilitat han sequit els criteris marcats per EUCAST [151]. En el cas de S. maltophilia,
només estan disponibles els valors per Trimetoprim-sulfamethoxazol i, és per aquest motiu, que la
classificacio de susceptibilitat de les soques enfront als altres antibiotics s'ha dut a terme seguint els
criteris proposats per P. aeruginosa i, en el cas de la minociclina, s’han utilitzat els valors marcats pels
membres bacils gramnegatiu que no pertanyen a la familia Enterobacteriaceae (<1 pug/mL susceptibilitat i
>2 pg/mL per resisténcia).

El tractament de S. maltophilia pot ser problematic com a conseqiéncia dels alts nivells de
resisténcia intrinseca que aquest bacteri pot presentar enfront a diversos agents
antimicrobians. Aquesta alta resisténcia pot ser deguda a diversos factors com ara la baixa
permeabilitat de la membrana externa, la produccié de B-lactamases, la preséncia de bombes
d’expulsid, enzims modificadors d’aminoglicosids i el gen de la resisténcia a la quinolona Smqgnr
[21].

D’acord amb les dades internacionals, els nostres resultats han indicat que el TMP/SMX és un
agent antimicrobia eficag, de manera que sovint és la primera opcid per a la terapia [7], [11],
[21]. Encara que les taxes de resisténcia augmenten, només quatre aillats del nostre estudi no
son susceptibles a TMP/SMX (6,52%), uns resultats que sdn comparables a altres estudis
europeus, on la resisténcia a TMP/SMX generalment és inferior al 10% [11], [44]. No obstant
aixo, també esta reportat que aillats de pacients de cancer o fibrosi quistica de diversos paisos
del mén han mostrat taxes de resisténcia alta a aquest antibiotic (16-78,8%) [21].

Davant la creixent resisténcia a TMP/SMX, cal tenir en compte que hi ha altres opcions
terapéeutiques per a S. maltophilia disponibles. Per exemple, cap aillat del nostre estudi ha estat
resistent a la minociclina. Aquesta informacio és similar a estudis reportats a Corea [117], [227],
Brasil [228], Espanya [50], Taiwan [229], Xina [230], Italia [231] i Escocia [66], fet que suggereix

72



4. Resultats i discussio

que la minociclina pot considerar-se una terapia de primera linia especialment en regions d'alta
resistencia a TMP/SMX.

Per altra banda, els nostres aillats han presentat una taxa de susceptibilitat baixa (37,7%) a
ceftazidima i ticarcil-lina-clavulanic. Aquest resultat és coherent amb diversos estudis anteriors
[44], [227], [229], [232] i demostra que, malgrat la ceftazidima i la ticarcil-lina-clavulanic solien
ser els antibiotics més efectius entre els farmacs B-lactamics contra S. maltophilia, hi ha una
tendencia clara en la disminucid de la susceptibilitat.

Les fluoroquinolones son uns altres farmacs que s'utilitzen habitualment per tractar infeccions
per S. maltophilia. La taxa de resisténcia a levoflocina presentada en aquest estudi ha estat del
29,5%, similar al reportat per estudis recents [232], [233] i superior a altres estudis més antics
[44], [50]. Aixi doncs, aquests resultats suggereixen que I'augment en I'Us de fluoroquinolones
ha estat associat a una disminucio de la susceptibilitat d’aquest farmac.

En aquest estudi, la major taxa de resisténcia s’ha observat en I'amikacina (67,2%). Aquest
resultat no és sorprenent ja que els aminoglicosids mostren una activitat deficient contra S.
maltophilia a causa de l'elevada resisténcia intrinseca, com ara enzims modificadors
d’aminoglicosids especifics i bombes d’expulsio [21].

Finalment, la colistina presenta una bona activitat contra S. maltophilia [144], [234], pero en
aquest estudi, aquest antibiotic ha mostrat una baixa activitat (32,7%). No obstant aixo, a la
literatura estan reportats diferents resultats en quant a la susceptibilitat in vitro a la colistina
com a conseqiencia de la discordanca entre diferents metodes emprats [21], [235]. Per
exemple, en aquest estudi com es veura més endavant, per una banda, s‘obté una
susceptibilitat del 75,4% quan s'utilitza el metode Etest i, per altra banda, una susceptibilitat del
32,7% quan s'utilitza el métode de la microdiluciéo BMD seguint les recomanacions de la CLSI. A
més a més, sequint el métode recomanat per determinar la susceptibilitat a colistina ha estat
dificil definir amb exactitud un valor de CMI per a moltes soques de S. maltophilia, uns resultats
que estan exposats més detalladament en I'apartat 4.2.

4.1.3. Formacio de biofilm

A totes les soques seleccionades com a “Uniques” s'ha determinat la seva capacitat de formar
biofilm in vitro mesurant la quantitat relativa de CV unida al biofilm.

Malgrat que totes les soques han produit biofilm in vitro, la quantitat de biofilm ha variat molt
entre els diferents aillats de la col-leccié d’aquest treball. Aixi doncs, la soca S289-CT11 és la que
ha presentat menor capacitat de produir biofilm, mentre que la soca OU110-BE13 és |a que n’ha
produit més (Figura 14).

La majoria dels aillats (44,3%, 27/61) han format biofilm considerat moderat, amb un valor
relatiu de I'absorbancia del CV de 1,14 +0,17. S’ha observat una formacié abundant de biofilm
(1,95 £0,43) en un 24,6% (15/61) dels aillats i el 31,2% restant (19/61) han mostrat una formacio
débil (0,38+ 0,24).
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Un cop obtingut els valors anteriorment esmentats, s’han realitzat estudis de correlacié entre la
capacitat de formar biofilm i les diferents variables relacionades amb les soques “Uniques”, on
s’ha observat que la capacitat de formacié de biofilm per part de les soques del tipus rpfF-2
(mitjana: 1,30) és significativament superior que la capacitat de les soques del tipus rpfF-1
(mitjana 0,09; p<o,05, prova Z) (Figura 14, Taula 14).

La formacid de biofilm també s’ha comparat amb el patré de susceptibilitat antimicrobiana i
s'ha descobert que les soques susceptibles a ceftazidima son més productores de biofilm que les
soques no susceptibles (p<o,05, Prova Z); en canvi, no s’han trobat diferéncies significatives en
els nivells de biofilm per als altres antibiotics (Taula 14). Pel que fa a les associacions entre
diferents grups de paisos, s'ha observat que les soques aillades a Bélgica son més formadores de
biofilm que les aillades a Espanya o Alemanya i, si ens fixem en la font d'aillament, no
s'observen diferéncies significatives entre els diferents grups (Taula 14).
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Figura 14. Capacitat de formacio relativa de biofilm de les 61 soques de S. maltophilia agrupades segons el tipus rpfF.
Les linies horitzontals representen la mitjana de la formacié de biofilm de cada subgrup. Per cada soca, es representa
la mitjana de la formacio de biofilm amb la seva desviacio estandard. En asterisc (*) estan marcades les tres soques
de referéncia utilitzades en aquest treball.
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Taula 14. Analisis d'associacions (Prova Z) entre la formacio de biofilm i altres parametres.

RpfF1w-RpfFe) -1,82 Ha: pa<pa
Espanyaw-Alemanyag) -0,63 Ho: pa=p
Bélgicaw-Alemanya) 1,99 Ha: pa>pa
Espanyaw-Beélgica) -2,98 Ha: pa<pz
Exsudat faringiw)-Perineue) 0,33 Ho: M=
MDR@)-Non-MDR(z) -1,63 Ho: pa=p2
Susceptible CAZx)-No susceptible CAZ(,) 2,80 Ha: pa>pa
Susceptible LEV)- No susceptible LEV(z) 0,52 Ho: pa=p2
Susceptible AK@)- No susceptible AK(2) 0,41 Ho: pa=2
Susceptible TTC()- No susceptible TTC() 0,34 Ho: pa=p2
Susceptible CSw)-No susceptible CS(z) 0,66 Ho: pa=p2

La capacitat de formacio de biofilm és considerada un dels factors de viruléncia bacteria i
diferents estudis han demostrat la participacido de molécules de tipus DSF en la regulaci6 del
biofilm [236]. Com ja és conegut, la produccid i deteccié de DSF es regeix pel clUster rpf. En
estudis previs, s’ha reportat que hi ha dues variants de rpfF [101] i, en aquest estudi, s'ha
demostrat que el tipus rpfF-2 té una capacitat de formacioé de biofilm superior que la del tipus
rpfF-1. Aquest resultat suggereix que el component genetic dels nostres aillats també pot influir
en la capacitat de formacio de biofilm, malgrat que aquesta capacitat és molt variable entre les
61 soques de S. maltophilia analitzades (rang ODs550/OD620 entre 0,007 i 3,0). Aquesta
variabilitat en la formacio de biofilm també ha estat reportada per altres autors [237], [238].

Per altra banda, no s’han trobat correlacions estadisticament significatives entre la formacio de
biofilm i la resisténcia a antibiotics, llevat del cas de la ceftazidima, en el qual, les soques
resistents son més formadores de biofilm que les sensibles. D’aquesta manera, els resultats
exposats en aquest treball son similars als reportats per Pompilio et al. [231] i difereixen dels
reportats en un altre estudi [237] en el qual conclouen que els aillats MDR son més formadors de
biofilm que les soques que no sén MDR.

4.1.4. Determinacio de la viruléncia en C. elegans

C. elegans és un nematode que ofereix grans avantatges: mida petita, temps de generacio rapid,
alta fecunditat, manteniment econdomic i capacitat de realitzar proves de deteccid i
susceptibilitat a patdgens humans. A més a més, C. elegans comparteix vies immunologiques
innates amb humans [239]. Aixi doncs, per aquestes raons exposades, en el present estudi, la
viruléncia s’ha avaluat mitjangant el model d'infeccié en C. elegans en condicions de mort lenta,
calculant per cada soca bacteriana el temps (en dies) necessari per matar el 50% (LT50) dels
nematodes.

Els valors de LT5o del grup de nematodes alimentats amb E.coli Opso utilitzat com a control
negatiu ha estat de 14+2 dies i per a les soques de S. maltophilia d’aquest estudi aquest valor ha
estat molt variable (rang: 3,78-10,51 dies) (Figura 15). Hem considerat que una soca té menor
capacitat per matar nematodes quan la seva LT50 és superior o igual a set dies (mitjana de tots
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els valors de LT50) i que una soca més virulenta és aquella capa¢ de matar la meitat de la
poblacid de cucs en menys de 7 dies. Amb aquest valor de tall, el 50,8% de les soques en estudi
son considerades virulentes en aquest model. Cal destacar que I'Unica soca provinent d'un
control ambiental, la soca EV5520, és la que ha reportat els valors de viruléncia més elevats
(LTso: 3,78 dies).
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Figura 15. Viruléncia en el model C. elegans de les 61 soques de S. maltophilia en estudi basat en el valor de LTso. Es
representa la LT5o de cada soca i la linea horitzontal que separa les soques considerades virulentes (LT50 <7dies) de
les soques atenuades (LT5o >7dies).En barres negres estan representades els aillats que posseeixen posseeix la
variant rpfF-1 i en gris, la variant rpfF-2. En asterisc (*) estan marcades les tres soques de referéncia utilitzades en
aquest treball.

S’ha estudiat si la viruléncia de les soques en el model de C. elegans es correlaciona amb algunes
variables ja vistes i, una vegades més, no s’han observat, de manera general, diferéncies
significatives (Taula 15). Si ens fixem en la font d‘aillament, no s'observen diferéncies
significatives entre els diferents grups ni tampoc quan es compara la viruléncia entre grups amb
diferents patrons de susceptibilitat antimicrobiana ni segons la variant RpfF. No obstant aixo,
un cop realitzat el Test Z per estudiar les associacions entre diferents grups de paisos, s'ha
observat que la mitjana poblacional del valor de LT50 de les soques de Bélgica és inferior a les
d’Espanya i Alemanya, fet que podria indicar que les soques aillades en hospitals belgues sén
més virulentes que les d'altres paisos (Taula 15), tot i que aquest resultat s’ha de validar amb un
panell més gran de soques cliniques.

76



4. Resultats i discussio

Taula 15. Estadistica descriptiva i Test Z de la viruléncia presentada per les 61 soques de S. maltophilia en el model de
C. elegans.

Viruléncia forta 30 49,2 5,94

Viruléncia feble 31 50,8 8,02
Total 61 100
RpfF1w)-RpfF2) 1,35 Ho: pa={,
Espanyaw-Alemanya,) -1,31 Ho: pa=p
Bélgica w-Alemanya ) 2,11 Hi: pa>pa
Espanyaw-Beélgica) -11,30 Hai: pa<pa
Exsudat faringiw-Perineu(,) 1,42 Ho: pa=H
MDR@)-No-MDR2) 0,39 Ho: pa=Ha
Susceptible CAZ@)- No-susceptible CAZ(,) 0,16 Ho: pa=,
Susceptible LEV(y)- No-susceptible LEV(z) 0,63 Ho: pa=[2
Susceptible AKw)- No-susceptible AK(z) 1,06 Ho: pa=,
Susceptible TTC)- No-susceptible TCCz) -0,62 Ho: pa=p2
Susceptible CSw- No-susceptible CS ) 0,87 Ho: pa=,

Cal destacar que s’ha trobat una lleugera correlacié entre la formacié de biofilm in vitro i la
viruléncia (Person r=-0,18, p<o0,01) (Figura 16), fet que indica que com més virulenta és una soca,
més biofilm produeix.

Aquests resultats obtinguts son similars als exposats per Mittal et al.[240], els quals conclouen
que existeix una forta correlacid entre la formacié de biofilm i els factors de viruléncia
presentats per soques de P. aeruginosa aillades d’infeccions de tractes urinaris. Aixi mateix, en
bacteris grampositius, un estudi amb Streptococcus suis exposa que les soques virulentes
desenvolupen major capacitat de formar biofilm que les soques avirulentes [241]. No obstant
aixo, malgrat que la gran majoria d’estudis mostren una correlacio positiva entre la capacitat de
formar biofilm i la viruléncia, també hi ha estudis que mostren el contrari, com el cas de Siénko
et al. [242], on demostren que soques no formadores de biofilm d'Enterococcus faecium
posseeixen capacitats de viruléncia superiors a les soques formadores de biofilm. Finalment cal
destacar que en un estudi recent demostren la cooperacié entre soques patogenes durant la
infeccio d’'un pacient de quinze anys amb fibrosi quistica, on el desenvolupament conjunt de
biofilms entre S. maltophilia i P. aeruginosa incrementa la viruléncia en l'infeccié pulmonar

[243].
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Figura 16. Grafic de dispersio viruléncia vs. Biofilm per a les 61 soques estudiades.

L'0s d'invertebrats com a models d'infeccio bacteriana esta en plena expansid com a
conseqieéncia dels seus avantatges a nivell étic, logistic i financer [244] i, és per aquest motiu,
que en aquesta tesi s'ha avaluat la viruléncia mitjangant el nematode C. elegans. Tot i aixi
existeixen diferents sistemes models en invertebrats per avaluar la viruléncia de S. maltophilia i
els resultats obtinguts en aquest treball no es poden comparar amb altres estudis publicats
perqué han utilitzat altres invertebrats: Galleria mellonella (model nematodes) [231],
Dictyostelium discoideum i Acanthamoeba castelanii (model amobea) [245] i model de ratoli [91],

[238].

No obstant aix0, en termes generals, la majoria dels nostres aillats testats no han estat
particularment virulents i aquesta conclusid és similar a la reportada per altres autors [91], [245].
A més a més, si ens centrem en la soca K279a, per una banda, els nostres resultats difereixen
dels publicats per Fouhy et al. [99], que mostren que aquesta soca mata a C. elegans en 24
hores; i, per altra banda, White et al. [246] informen que K279a no és tan virulenta com s’havia
reportat anteriorment i aquests resultats son similars als reportats en aquest treball. A més a
més, els nostres resultats han mostrat una debil correlacio entre la formacio de biofilm in vitro i
la viruléncia, una correlacié també detectada per Pompilio et al. [231] tot i que utilitzen el model
d'infeccid en G. mellonella.

4.1.5. Associacio dels grups genomics amb totes les variables fenotipiques
estudiades

Per tal de tancar I'apartat de resultats referents a la caracteritzacio fenotipica i genotipica dels
61 aillats clinics, s’han realitzat estudis d'associacio entre les variables fenotipiques analitzades i
la component genetica dels aillats. Aixi doncs, a partir dels grups genomics definits en I'arbre
filogenetic basat en el MLST (Figura 13), s’ha estudiat I'associacié entre pertanyer o no en
aquests grups amb altres variables mitjancant un analisi univariant utilitzant la Prova Exacte de
Fisher (Taula 16). Els grups genomics #2 i #4 s’han agrupat junts com a conseqiéncia de les
seves similituds genotipiques i fenotipiques. El grup #7, malgrat tenir un grup reduit de soques i
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algunes d'elles estar relacionades epidemiologicament, s’ha tractat a part per tenir un patro
fenotipic molt particular.

Primerament, s’ha pogut observar que existeix una associacid significativa entre els principals
grups genomics basats en les dades MLST i les variants rpfF (Taula 16), de tal manera que en els
grups genomics #2, #4 i #6, la majoria de soques presenten la variant rpfF-1, mentre que la
variant rpfF-2 és predominant dins dels genogrups #3, #7i C.

Taula 16. Associacio dels grups genomics amb el tipus de rpfF i altres fenotips estudiats.

1 > | MDR | NoMDR | Fort | Moderat | o | Debil
o Feble
#6 (19) 18 1 12 7 2 17 8 11
OR (IC) valor P 19,8 (2,4-162,2) ns ns ns
P=0,0004
#2i#4 (17) 15 | 2 14 | 3 1 | 16 10 | 7
OR (IC) Va|0r P 618 (114-3316) ns 0113 (01017-1111) ns
P=0,017 P=0,047
#7 (4) o | 4 4 | o o | 4 2 | 2
OR (IC) valor P 0,056 (0,003-1,2) ns ns ns
P=0,017
c® o [ 8 3 | s 6 | > 5 | 3
OR (|C) valor P 0,023 (01001'0143) 0,04 (0104'0193) 12,0 (2112'6718) ns
P=0,0002 P=0,04 P=0,0035
#3(9) 2 | 7 8 | 1 4 | s 5 | &
OR (IC) valor P 0,13 (0,02-0,68) ns ns ns
P=0,02
Altres (4) 3 1 2 2 2 2 1 3
Total (61) 38 23 43 18 15 46 31 30

3Grups genomics agrupats segons la seva posicid en l'arbre filogenétic basat en el perfil MLST.
L'oportunitat relativa (OR) s’ha calculat mitjancant un analisi univariant utilitzant la Prova Exacte de
Fisher amb un interval de confianca (IC) del 95%. Es considera estadisticament significatiu amb un valor P
<0,05. Pervalors 0, la OR s’ha calculat sumant o,5 a cada valor. Ns: associacio no significant.

En general, no s’han trobat associacions significatives entre els patrons de resisténcia (MDR o
no MDR) i els genogrups basats en MLST, excepte les soques del grup genomic C que sén
majoritariament no-MDR. Per altra banda, tot i que el test estadistic no és capag de detectar
diferencies pel nombre reduit d'aillats, totes les soques del grup #7 son MDR. Tampoc s'ha
trobat associacio entre la capacitat d'infectar C.elegans i els grups genomics als quals pertanyen
les soques.

Si ens fixem en la relacié entre la formacid de biofilm i els genotips, s’han trobat associacions
estadisticament significatives entre pertanyer al grup genomic C i una alta capacitat de formar
biofilm (Taula 16). Per al contrari, la majoria de les soques dels grups genomics #2,#4,#6 i #7
son formadores moderades o baixes de biofilm, tot i que I'Unica associacid significativa ha estat
pels grups #2 i #4. Aquests resultats son d’esperar perqué esta relacionat directament amb el
tipus de rpfF que tenen les soques d'aquests grups genomics com s’ha discutit anteriorment.
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Referent a les associacions entre els principals grups genomics i la susceptibilitat a diferents
antibiotics, s’ha pogut observar que només existeixen associacions significatives amb els
antibiotics ceftazidima i ticarcil-lina-clavulanic (Taula 17). Més concretament, en els grups
genomics #2 i #4 la majoria de les soques son resistents a ceftazidima i ticarcil-lina-clavulanic i,
per al contrari, en el genogrup C, les soques sén majoritariament sensibles a aquests dos
antibiotics. A més a més, també és estadisticament significatiu que la majoria de les soques del
grup genomic #6 son susceptibles a ticarcil-lina-clavulanic. Per altra banda, cal destacar que
malgrat no s'hagi trobat una associacid significativa, tres de les quatre soques resistents a
TMP/SMX es troben al genogrup C.

Taula 17. Associacio dels grups genomics amb la susceptibilitat a antibiotics.

R S R S R S R S R S R
#6 (19) 7 12 14 5 16 3 6 13 11 8 5 14
3,438
OR (IC) valor P ns ns ns ns (12,2-10,65) ns
P=0,0452
#21#4 (17) 1 | 16 12 | 5 17 0 8 9 2 | 15 8 9
0,062 0,146 ns
OR (IC) valor P (0,007-0,51) ns ns ns (0,029-0,72)
P=0,0012 P=0,0167
#7(4) o [ 4 | 23] alof2]2] o | 4 | a1]s3
OR (IC) valor P ns ns ns ns ns ns
C(8) 8 | 0 5 | 3 8 | 0 1 | 7 6 | 2 1 | 7
42,23 6,353
OR (IC) valor P (0,007-0,51) ns ns ns (2,16-34,83) ns
P=0,0012 P=0,044
#3(9) 5 | 4 | 7 1 2]9 o] 213z 2 | 7 2 | 7
OR (IC) valor P ns ns ns ns ns ns
Altres (4) 2 2 4 0 3 1 1 3 2 2 3 1
Total (61) 23 38 43 18 57 4 20 | 41 23 38 20 41

2Grups genomics agrupats segons la seva posicio en l'arbre filogenétic basat en el perfil MLST.
L'oportunitat relativa (OR) s'ha calculat mitjangant un analisi univariant utilitzant la Prova Exacte de
Fisher amb un interval de confianca (IC) del 95%. Es considera estadisticament significatiu amb un valor P
<0,05. Per valors 0, la OR s’ha calculat sumant o,5 a cada valor. Ns: associacio no significant.

Finalment, els diferents parametres analitzats s’han indicat en |'arbre basat en el MLST amb la
finalitat de representar com alguns fenotips s‘associen als grups genomics i de detectar
visualment altres tipus d'associacions entre els perfils fenotipics i els genotipics (Figura 17). Aixi
doncs, per una banda, apareix reflectida tota la caracteritzacié genotipica mitjancant la
denominacié dels grups genomics i especificant si cada soca és del tipus rpfF 1 o 2. Per altra
banda, pel que fa a la caracteritzacié fenotipica, les variables referents a la formacié de biofilm i
viruléncia s’ha transformat en variables categoriques i la susceptibilitat antimicrobiana s'ha
exposat segons si sén MDR o no MDR (Figura 17).
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Algunes dades rellevants que se'n poden extreure de la Figura 17, podrien ser, per una banda,
que el grup genomic C, totes les soques del qual posseeixen la variant rpfF-2, esta format
majoritariament per soques molt formadores de biofilm i virulentes segons el model de C.
elegans, pero, a la vegada, son soques no-MDR. Per altra banda, podem destacar que el grup
genomic #7, tot i que sigui poc representatiu, esta format per soques MDR, rpfF-2 i poc
formadores de biofilm. Una data rellevant és que els genogrups #2,#4 i #3 contenen una
quantitat considerable de soques MDR. Finalment, el grup genomic amb més aillats, el #6, al
qual pertany la soca de referéncia K279a, mostra una gran diversitat fenotipica referent als
elements de resisténcia i viruléncia.

A manera de conclusid, tal i com s’ha pogut observar al llarg de tot aquest apartat, S.
maltophilia presenta una gran heterogeneitat genotipica i una gran diversitat fenotipica entre
les soques cliniques analitzades. A més a més, de manera general, no existeix associacio entre
les variables genotipiques i els fenotips de resisténcia i virulencia avaluats, llevat del cas de les
soques que presenten la variant rpfF-2 les quals son més formadores de biofilm. Tanmateix,
només existeixen associacions significatives entre alguns genogrups i els antibiotics ceftazidima
i ticarcil-lina-clavulanic. Paral-lelament, s’ha confirmat que els antibiotics més eficagos contra S.
maltophilia sén, amb ordre descendent, minociclina, trimetroprim-sulfamethoxazol i
levofloxacina, malgrat hi hagi un 68,8% de soques MDR, detectant-se altes taxes de resisténcia
a amikacina, ticarcil-lina-clavulanic, ceftazidima i colistina. Cal destacar que un 67,21% dels
aillats sén resistents a la colistina, un antibiotic considerat recentment com a Ultima opcio
terapeutica i que focalitza I'interés d’aquesta tesi.
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Figura 17. Arbre filogeneétic de les 61 soques de S. maltophilia amb informacio referent a la caracteritzacid genotipica

i fenotipica realitzada.
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4.2. Estudis fenotipics associats a la resisténcia heterogénia a la
colistina

La CMI dels diferents antibiotics analitzats al llarg d’aquest treball s’ha determinat mitjancant el
metode Etest, llevat del cas de la colistina, la susceptibilitat de la qual també s’ha avaluat amb el
metode de BMD seguint les recomanacions del CLSI i EUCAST. Com ja s’ha mencionat en
I'apartat 4.1.2, la interpretacié de la susceptibilitat a la colistina mitjancant el métode de la
microdilucio ha estat complicada com a consequéncia la manca de precisid i reproductibilitat en
el métode per a aquesta espécie. A més a més, i com era d’esperar, no hi ha hagut correlacio
entre els metodes Etest i BMD. Aixi doncs, I'objectiu d’aquest apartat consisteix en estudiar
quins son els fenomens que poden estar involucrats en aquesta problematica quan es determina
la susceptibilitat d’aquest antibiotic.

4.2.1. Problematica en la interpretacio de la susceptibilitat a la colistina
mitjancant el métode de referéncia BMD

La susceptibilitat a la colistina es va avaluar, primerament, utilitzant el métode BMD seguint les
recomanacions CLSI. Malgrat que la microdilucié BMD sigui considerat el métode de referencia
per a les proves de susceptibilitat a la colistina, la interpretacid precisa dels valors de CMI per
aquest antibiotic en S. maltophilia resulta complicat com a conseqieéencia de I'aparicid d'una
“zona de transicio” purpura/rosada quan es tenyeix amb resazurina. Aixi doncs, amb |'objectiu
d’establir un valor de CMI per a cada soca, sequint les directrius proposades per CLSI, s'han
mesurat les densitats optiques a 5sonm de cada pouet, determinant com a CMI de la colistina la
primera concentracié que presenta una inhibicio del creixement = al 80% en comparacié amb
I'absorbancia del pouet control sense antibiotic. Consegientment, aquest ha estat el criteri
definitiu utilitzat per determinar els valors de CMI de la colistina per tots els aillats clinics
analitzats (Taula 12 i Figures 18 i 19).

Amb l'objectiu d’investigar més a fons la resisténcia heterogenia a la colistina, s’han seleccionat
quatre soques (K279a, M30, D457 i PGg7-Sl13) resistents a colistina que mostren diferents
patrons de lectura per Etest, la zona de transicid purpura/rosa en el metode de BMD i/o
diferencies significatives entre els valors de CMI per als dos métodes.

Si ens centrem amb la soca clinica de referéncia K279a, la carrega bacteriana present en els
pouets de la placa de microdilucid confirma I|'existencia d’una inhibicid incompleta del
creixement bacteria en la zona de transicio purpura/rosa entre les concentracions de colistina de
32 i 8 pg/mL (Figura 18). A més a més, s'ha observat que es poden obtenir bacteris viables a
concentracions d'antibiotic fins i tot superiors a les corresponents a la zona de transicio
anteriorment esmentada, suggerint la preséncia de mecanismes involucrats en la resisténcia a
colistina a nivell de poblacié.
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Figura 18. Determinacié de la CMI mitjangant el métode de BMD en medi CAMHB en les soques cliniques colistina
resistents: K279a, M30, D457 i PG157-Sl13. S’ha mesurat la densitat optica a 550 nm (rombe blanc) i les UFC/mL
(triangle negre) de cada pouet de la placa de microtitulacio després de 24 hores d'incubacio a 37°C. Sota de cada
grafic, hi ha una fotografia d'una placa de microbdilucié amb la determinacié de la CMI pel métode BMD i revelat
utilitzant l'indicador colorimétric resazurina. La CMI correspon a la concentracio més baixa capag d'inhibir el 80% del
creixement comparat amb el control sense antibiotic (linia puntejada en el grafic).

Aquest mateix comportament també s’observa en les altres 3 soques seleccionades M30, D457 i
PGas7-Sl13 (Figura 18) i, de forma generalitzada es detecta en el 78,7% dels aillats considerats
com soques “Uniques” en aquest treball, independentment dels seus genotips, tal i com es
mostra en la Figura 19. Cal destacar que la majoria de les poques soques (8 de 11) amb resultats
clarament interpretables amb I'assaig de BMD pertanyen als grups genomics relacionats
filogeneticament #6, #7iD.

84



4. Resultats i discussio

Caolistina (pg/mL)
Soques =256 256 128 [ 16 8 4
PU140-BE13y
OU141-BE13
PC187-DE13y
PR45-FR13
EV5520-CT11
S53149-CT11
PCz257-DE1g
PC255-DE13
P626-CT11
M3o0
OR79-FR13
FL20-Sl13
D457
PG157-Sl1y
Beros5-CT11
PR5g-FR13
PC232-DE13y
Kz279a
Eso
OL11-Sl13y
PUi00-BE13y
PCa14-DE13
B285-CT11
UV74
PC312-DE13
OL13-Sl13y
PC274-DE13
5289-CT11
S5720-CT11
0587-FR13,
PU101-BE13
OU148-BE13
PC186-DE1y
0C194-DE13
PC313-DE13y
PC240-DE13
OS91FR13y
P815-CT11
Bgrg2-CT11
PU102-BE13y
ATCC13637
PC245-DE13y
OG156-5113
OR41-FR13
PU126-BE13
4834-R
0C197-DE13
OL16-Sl13
PUi0g9-BE13y
OUzs53-BE13y
P(226-DE13
OU110-BE13
PL12-Sl13
PU153-BE13,
0C323-DE13
OUz43-BE13,
OU111-BE13y
OU152-BE13
H5726-CT11 (]|
E77 (a1 ]]
Lg-5Rg cMi

Figura 19. Representacio grafica del resultat de la determinacié de la CMI de la colistina de les 61 soques “Uniques”
de S. maltophilia mitjancant el métode de BMD en placa de 96 pouets amb revelat de resazurina. Els canvis de colors
s'observen 30 minuts després de I'addici6 de resazurina i es representa la zona de transicié amb coloracid purpura. En
blau es representen els pouets on no hi ha hagut creixement i, en rosa, on si que hi ha hagut creixement bacteria. La
CMI s'interpreta com el primer pou de la placa de microdilucid que presenta una inhibicio del 80% de creixement en
comparacio amb l'absorbancia (OD550) del pou sense antibiotic.
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Davant la problematica en la determinacio de la CMI de la colistina en bacteris gramnegatius
[52], [196], des del mar¢ de 2016, en una reunid conjunta CLSI-EUCAST es va acordar que el
metode per determinar la susceptibilitat a la colistina havia de ser la microdilucio utilitzant medi
CAMHB [194]. No obstant aix0, aquest metode segueix portant discordances en la interpretacio
dels resultats [247] i, fins i tot, molt recentment hi ha autors que suggereixen altres medis per
substituir el CAMHB. D'aquesta manera, Gwozdzinski et al.[248], sostenen que el medi CE-MH
és més facil de preparar i implementar en laboratoris de diagnostic de rutina i supera els
problemes actuals associats a la BMD. Paral-lelament, com a conseqieéncia de la variabilitat
entre els valors 2—4 pg/mL, hi ha articles recents que recomanen a la EUCAST que incorpori una
categoria de susceptibilitat intermedia [247]. Cal tenir present que la EUCAST proposa com a
punt de tall per a la colistina en susceptible < 2 pg/mL i resistent, >2 pg/mL. Tot i aixi, cada
vegada hi ha més estudis que utilitzen i validen metodes comercials basats en la microdilucié
per tal d'avaluar la susceptibilitat a la colistina [249]-[251].

4.2.2. Resisteéncia heterogenia observada amb el métode Etest

La susceptibilitat a la colistina dels aillats clinics d’aquest treball també s’ha avaluat mitjangant
les tires Etest, malgrat que només el métode de BMD sigui el recomanat per la CLSI i EUCAST.
Com era d’esperar, s’han obtingut grans diferencies en la interpretacio dels resultats (Taules 13 i
18), tal i com ja s’ha reportat anteriorment [52]. Per exemple, per la soca PG157-S113, el metode
Etest determina que es tracta d'una soca susceptible (CMI de o,5 pg/mL) i, en canvi, per BMD, la
PGi57-Sl13 seria considerada resistent (CMI de 16 pg/mL) (Taula 18). Recordem aqui que el
valor de tall per a determinar si una soca és resistent a colistina s'ha agafat com a CMI >2pg/mL.

Taula 18. Susceptibilitat a la colistina de les quatre soques seleccionades de S. maltophilia determinada pel métode
BMD i Etest.

_ Colonies aillades
Zona de transicio dins la zona
b
M en BMD (RarTf:’ de Fenotip M d'inhibicio (Rang Fenotip
(ng/mL)? concentracio, (ng/mL)* L)
/mL) de concentracio,
9 ug/mL)

K279a 16 Si(8-32) Resistent 4 Si (0,125 - 4) Resistent
M3o0 32 Si (16 - 256) Resistent 48 Si (0,125 - 48) Resistent
D457 32 Si (26 - >256) Resistent 128 Si (1,5 - 128) Resistent

P§|11537- 16 Si(8-32) Resistent 0,5 Si(0,225-0,5) Susceptible

2 La CMI s’ha definit com la concentracié més baixa d’antibiotic capag d‘inhibir un 80% el creixement
bacteria respecte el control (basat en les mesures de la DO).

b Coloraci6 pUrpura/rosada dels pouets que presenten una inhibicié incompleta del creixement.

¢ Quan hi ha creixement de petites colonies dins la zona d'inhibicid, com a CMI es reporta la concentracio
més alta.

Per tal de complicar encara més la determinacié de la CMI de colistina en S. maltophilia, quan
s'utilitza el metode Etest, el patrd de lectura de diverses soques resistents a aquest antibiotic
resulta diferent, indicant |'existéncia d'un comportament bacteria heterogeni enfront a la
colistina. El creixement de colonies aillades resistents dins de la zona d‘inhibicio dels assajos
Etest, vist per exemple en les soques k279a i M30 (Figura 20), és el fenomen més vist entre els
aillats i podria ser un indicador d’heteroresistencia [180]. Com un exemple excepcional en la
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nostra col-leccio d'aillats, la soca D457 mostra un doble halus de creixement dins I'el-lipse
d'inhibicié (Figures 20 i 21). Aquest fenomen també suggereix I'existéncia d'una resisténcia
heterogenia a nivell de poblacié en aquesta soca. Finalment, com es mostra en la Figura 20, la
soca resistent a colistina PG157-S113 no produeix colonies resistents amb CMI >2pg/mL dins la
zona d'inhibicié malgrat les diferéncies significatives entre els métodes Etest i BMD. No obstant
aixo, per a la soca PG157-SI13 si que existeix un fenomen d’heterogeneitat en resposta a la
colistina.

K279a
BMD CMI, 16.0 pag/mL
BMD CMI, 32.0 pg/mL

D457
BMD CMI, 32.0 ug/mL
PGi157-Sl13
BMD CMI, 32.0 pag/mL

Figura 20. Patro de resisténcia a colistina amb les tires Etest de quatre soques cliniques de S. maltophilia resistents
pel métode BMD (BMD CMI>2ug/mL). En el dia 1, una colonia aillada dins de la zona d'inhibicié (indicat amb una
fletxa) ha estat seleccionada per fer un Etest successiu, mostrat en el dia 2. En la primera tira de Etest, la soca PG1s7-
Sl13 no presenta colonies visibles heteroresistents.

Per tal de demostrar si aquestes colonies aillades representen una poblacid heteroresistent es
va realitzar un segon Etest directament a algunes d'aquestes colonies amb I'objectiu d'observar
si aquest fenotip es mantenia. Aixi doncs, primerament, per tal d'analitzar que succeeix quan es
realitzen determinacions successives de Etest, s'han tornat a cultivar les colonies que apareixen
en la zona d'inhibicio de les plaques de Etest de les soques K279a, M30 i D457 en noves plaques
fresques de MHA, realitzant novament un analisi Etest d’aquestes colonies (Figura 20). Aquest
analisi s’ha dut a terme sembrant la colonia directament sobre la segona placa de Etest sense un
creixement previ en medi liquid.

En el primer Etest de la soca K279a, les colonies aillades resistents han crescut dins la zona
d'inhibicid a concentracions inferiors o igual a 4 pg/mL i només algunes colonies addicionals han
aparegut a concentracions superiors després de més de 24 hores d’incubacid. No obstant aixo,
quan una d’aquestes colonies a la zona de concentracié de 4 pg/mL és la seleccionada per
tornar-se a realitzar |'assaig Etest, no apareixen colonies heteroresistents, almenys fins a 24
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hores d'incubacio (Figura 20). Aquest comportament bacteria, doncs, podria ser indicatiu d’'un
mecanisme de resisténcia adaptativa i no a canvis estables en el genoma del bacteri.

Per altra banda, la soca M30 ha desenvolupat colonies resistents en la zona d'inhibicié d'alta
concentracio d’antibiotic en el primer analisi Etest. Per tal d'avaluar la heteroresistéencia
d’aquesta soca, s'ha picat una colonia resistent propera a la concentracio de 48 pg/mL per fer un
segon analisis Etest. En aquest segon analisis, la capacitat de resisténcia a la colistina s’ha
mantingut amb un valor de CMI per tota la poblacié similar a la colonia resistent original, uns
resultats esperats d’una soca heteroresistent (Figura 20).

Finalment, la soca D457 ha mostrat un halus d’inhibicid doble en el primer assaig Etest. Per tal
d’explorar aquest fenomen inusual, s'ha picat una colonia de la zona de creixement interior del
doble halus i també una colonia fora d’aquest halus i s'han realitzat Etest (Figures 20 i 21).
Curiosament, en els dos casos, el doble halus s’ha mantingut, fet que suggereix que la
subpoblacio resistent a la colistina no és un fenotip permanent.

B)

] JELY

e

Figura 21. Etest de colistina de la soca D457. A) Primer assaig Etest on s'observa I'aparicié d'un doble halus
d'inhibicié. A partir d'aquest assaig se selecciona una colonia de dins de la zona d'inhibié i una colonia de la periféria i
es realitza un segon Etest (B), on s'aprecia que el doble halus es manté.

Malgrat que les tires Etest, al ser un métode de difusio, no estiguin recomanades per a la
determinacid de la susceptibilitat a la colistina com a conseqiéncia de les seves taxes d’error
inacceptables [252]-[254], en aquest treball han permes observar la preséncia d'una resisténcia
heterogénia. Aquesta resistencia heterogenia a les polimixines observada a partir del métode
Etest també s’han reportat en altres bacteris gramnegatius, com ara, en B. cenocepacia [255], K.
pneumoniae [256] o E. cloacae [186]. En E. cloacae, curiosament, també s’ha evidenciat I'aparicio
d’una subpoblacid resistent a la colistina en forma de doble halus similar a I'observat en la
nostra soca D457 [181].

Aixi doncs, gracies a I'estudi de les determinacions successives d’Etest exposades en aquest
apartat, s’han pogut proposar diferents mecanismes de resisténcia a la colistina per als aillats de
S. maltophilia, posant de manifest que les soques K279a i D457 presenten una resisténcia
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adaptativa, que la soca M30 és heteroresistent i que la soca PG157-Sl13, que no ha mostrat
colonies resistents dins la zona d'inhibicio de la tira Etest, podria considerar-se una soca
resistent a la colistina sense fenomens clars de resistencia adaptativa ni heteroresisténcia
associats. Per aquests motius, s’ha decidit estudiar amb més profunditat els fenomens que
podrien estar relacionats amb la resisténcia a colistina que apareixen durant les proves de
susceptibilitat.

4.2.3. Fenomens implicats en la resisténcia a colistina en S. maltophilia

Les quatre soques K279a, M30, D457 i PG157-S113 han estat sotmeses a noves investigacions
amb l'objectiu d'avaluar la possible heteroresisténcia o mecanismes de resisténcia adaptativa a
la colistina en S. maltophilia, duent a terme analisis de taxes de creixement i assajos PAP (Perfil
d’analisi poblacional) (Figures 22 i 23) i, d'aquesta manera, confirmar els resultats obtinguts en
la determinacio d’Etest successius.

En primer lloc, per estudiar el creixement i |a resisténcia adaptativa, després d’'una preincubacio
amb concentracions subinhibitories de colistina (1pg/mL per les soques M30, D457 PG157-SI13 i
4 pg/mL per la K279a), les quatres soques han estat exposades a una concentracié d'antibiotic
equivalent a la seva CMI segons el metode BMD, llevat de la soca D457 que ha estat exposada a
una concentracio superior (Figura 22). Per una banda, referent a la soca PG157-SI13 no s'observa
cap evidéncia de resisténcia adaptativa pero, per altra banda, les corbes de creixement
obtingudes suggereixen el desenvolupament d'una resisténcia adaptativa en les soques K2793,
M3o0 i D457, malgrat que en els casos de les soques K279a i M30 hi ha hagut una reduccio del
creixement dels cultius preinduits sotmesos a concentracions inhibitories. Curiosament, la soca
D457, un cop en contacte amb qualsevol concentracié de colistina, ha estat capag de créixer;
fins i tot, tal i com s'observa en la Figura 22, una subpoblacié d'aquesta soca ha comencat a
resistir I'efecte de la colistina a 256 pg/mL després de 6 hores d’incubacié sense condicions
inductores.

Aixi doncs, aquests resultats indiquen que la preincubacié amb concentracions de colistina

subinhibitories adapta una subpoblacio a ser resistent a concentracions d'antibiotic superiors,
una conclusio observada en tres de les quatre soques seleccionades.
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Figura 22. Efecte de la preincubacio amb una concentracio subinhibitoria de colistina (Pre amb pg/mL) en les corbes
de creixement de les soques cliniques seleccionades en medi CAMHB suplementat amb una concentracio inhibitoria
de colistina (Col amb pg/mL).

Paral-lelament, mitjangant el perfil d’analisi poblacional (PAP) s’ha estudiat I'heteroresisténcia
de les soques seleccionades, confirmant-se que les soques K279a, M30 i D457 podrien presentar
aquest fenomen (Figura 23). Aquestes soques tenen valors de CMI de 16-32 pg/mL i tenen
subpoblacions resistents que han crescut fins a concentracions de 8 vegades superiors a la seva
MIC. No obstant aix0, si les subpoblacions capaces de créixer en plaques de PAP amb les
concentracions més altes, son cultivades en un medi lliure d’antibidtic, la resisténcia a colistina
es restaura als seus nivells originals (Figura 24). Es important destacar que aquest fet indica que
el suposat fenotip d’heteroresisténcia observat és reversible en aquestes soques de S.
maltophilia i no és resultat de mutacions hereditaries estables. Per tant, el fenomen que estem
observant en aquestes soques no es correspon amb el concepte descrit d’heteroresisténcia.
Aix0 ja s’ha observat en E. cloacae, on els seus autors descriven aquest fenomen de resisténcia
com a heteroresisténcia clonal [181].
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Figura 23. Perfil d'analisi poblacional (PAP) de colistina de les quatre soques resistents seleccionades.

La soca PGig7-Sl13 no conté subpoblacions capaces de créixer en presencia de colistina a
concentracions superiors a vuit vegades la seva CMI. Aquesta soca no ha presentat cap colonia
dins la zona d'inhibicié de I'assaig Etest, fet que es corrobora amb els assajos PAP i de corbes de
creixement, indicant que alguns aillats de S. maltophilia poden no presentar mecanismes de
resistencia a la colistina com heteroresisténcia i resisténcia adaptativa. Malgrat aixo, per
aquesta soca existeixen diferéncies entre el métode BMD i el Etest i presenta una “zona de
transicio” en la placa de microdilucid, un fet que s’ha de continuar estudiant en futurs treballs.
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Figura 24. Determinacio de la CMI d’una colonia heteroresistent provinent de I'analisi PAP (placa amb colistina 256
pg/mL) després de ser cultivada amb medi lliure d'antibiotic (H) i d'una colonia provinent de la placa PAP sense
antibiotic (C) per a les soques M30, D457 i K279a mitjancant el métode de microdilucié (BMD) amb el medi CAMHB.
S'’han mesurat la densitat optica (DO) a s5onm (rodones blanques i negres) i les UFC/mL (triangles blancs i negres).
Sota de cada grafic hi ha representada una fotografia de la determinacio de la CMI utilitzant I'indicador colorimetric
resazurina

Resumint els resultats obtinguts en aquest apartat, les dades demostren que els aillats de S.
maltophilia presenten una varietat de mecanismes de resisténcia poblacional a la colistina, uns
mecanismes combinats que no tots els aillats presenten, comportant, doncs, I'existéncia d'una
heterogeneitat fenotipica a la colistina en S. maltophilia.

La colistina és un antibiotic actiu contra bacteris gramnegatius multiresistents, pero la
resistencia adaptativa i la heteroresisténcia son uns fendomens de gran importancia clinica que ja
s'’han observat en diferents bacteris com ara K.penumoniae, A. Baumannii, E. Cloacae, S. enterica
i P. aeruginosa [184]. La importancia clinica de 'heteroresisténcia encara no esta clara, pero la
preocupacio continua sent que les subpoblacions més resistents poden ser seleccionades durant
la terapia [180]. L’heteroresisténcia, altrament anomenada, resisténcia heterogénia,
heterogeneitat en la resposta a antibiotics o variacié de la resisténcia en tota la poblacio
(population-wide variaton of resistance) [257], com s’ha comentat anteriorment, s'ha descrit en
diferents bacteris gramnegatius, tot i que la majoria de la literatura esta limitada pel fet
d’analitzar poques mostres, per la utilitzacié de diferents metodologies per a determinar
I'heteroreosistencia i per la gran variabilitat en les taxes d’heteroresisténcia detectades [257].

Per altra banda, el primer cas de resisténcia adaptativa a polimixines es va reportar en P.
aeruginosa [190]. Des d'aleshores, s’han detectat casos en E. coli [191], A. baumannii [258] i,
recentment, Zavascki et al. [259] suggereixen que els fenotips de resisténcia a polimixina B
observats durant el tractament de K. pneumoniae podrien ser com a conseqiencia d'una
resisténcia adaptativa a polimixina B.

Malgrat que cada vegada hi hagin més estudis que reporten resultats d’heterogénia fenotipica a
la colistina, actualment, hi ha una escassetat de dades sobre |'heteroresisténcia i resisténcia
adaptativa a colistina en S. maltophilia. Aixi doncs, tot i que hi ha casos que mostren que seria
convenient tenir en compte 'existéncia d'aquests fenomens [188], en el present treball hem
estudiat, per primera vegada, resisténcia heterogénia a colistina en soques cliniques de S.
maltophilia. Aquesta resisténcia heterogénia observada no esta relacionada amb I'exposicio

92



4. Resultats i discussio

prévia a la colistina, tot i que també s’ha demostrat que les soques de S. maltophilia tenen
capacitat d'adaptar-se a aquest antibiotic. Per tant, aquests dos fenomens observats poden
conviure en S. maltophilia malgrat que el predomini d’aquests sigui heterogeni.

4.3. Determinants genetics associats a la resisténcia a la colistina

L'objectiu principal d'aquest treball consisteix en estudiar els fenomens involucrats en la
resisténcia a la colistina en S. maltophilia i, al mateix temps, saber quins son els gens que hi
podrien estar implicats. En aquest apartat, doncs, es detallaran els resultats obtinguts en la
recerca de determinants genétics involucrats en la resisténcia a colistina, fent, en primer lloc,
una seleccié de gens candidats en S. maltophilia a partir de gens homolegs descrits en altres
espécies i a partir de I'estudi de part del resistoma a colistina en P. aeruginosa. Finalment,
s'exposaran els estudis fenotipics comparatius entre la soca salvatge K279a i els mutants de
quatre gens dianes seleccionats que participen en tres mecanismes diferents de resistencia:
smlt2804 i smlt3571 (homolegs dels gens mcr), parS (smlt3730) i smeGH (smlt3170-3171).

4.3.1. Prediccio per homologia dels determinants a la resisténcia a la colistina
(resistoma) en S. maltophilia

Per fer la prediccié dels determinants a la resisténcia a la colistina en S. maltophilia, en primer
lloc, es va elaborar un llistat de mecanismes de resistencia descrits en altres bacteris per mitja
de la recerca bibliografica. Posteriorment, es van obtenir les sequéncies de les soques de S.
maltophilia K279a, M30, D457 i Rs51-3 de la base de dades de genomes del NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/) i I'‘analisi de la conservacidé de les proteines
homologues relacionades amb la resisténcia a la colistina en altres bacteris va ser realitzada per
integrants del grup.

D’'aquesta manera, doncs, s’han trobat en les quatre soques resistents seleccionades de S.
maltophilia molts gens determinants que poden suggerir o demostrar la resisténcia a colistina
en altres especies, uns gens que s'han comparat amb la soca ambiental de referéncia R551-3
(Taula 19). Cal tenir present que la soca R551-3 és un aillat susceptible a la colistina amb una CMI
de =o,5 pg/mL [19], mentre que les altres quatre soques poden considerar-se aillats resistents a
la colistina amb diferents graus de resisténcia heterogeénia. Els mecanismes trobats inclouen, en
la majoria dels casos, modificacions del LPS i, en menor proporcio, bombes d’expulsié. A més a
més, S. maltophilia presenta tres mecanismes reguladors de dos components (PhoP/Q, ParR/S i
PmrA/B) que en altres espécies participen en la resisténcia a colistina.
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Taula 19. Preséncia i conservacio en S. maltophilia de proteines homologues a aquelles relacionades amb

resisténcia a la colistina ja estudiades i validades en altres bacteris.

a

K279a D457 M3o0 PGag7-Sl13 R551-3
Reguladors de dos components
SMD_0261 DF40_016020 AS591_02870 Smal_o229
PhoP smito277 (200%) (200%) (200%) (200%)
SMD_0262 DF40_o016015 AS591_02875 Smal_o230
PhoQ Smlto278
(99%) (99%) (100%) (99%)
ParR Smlt_RS17765" SI\/(IgDa_oisgz DF4((;5_6?>;:)L525 Ass(gclngg/?)%s 5”2;'[3%42
SMD_3333 DF40_o011520 AS591_03670 Smal_3143
ParS Smlt3730P
(97%) (97%) (99%) (93%)
SMD_3547 DF40_oo1000 AS591_04250 Smal_3358
PmrB Smlt3948
(97%) (97%) (99%) (98%)
SMD_3548 DF40_oo1005 AS591_04255 Smal_3359
PmrA Smlt3949
(99%) (99%) (99%) (97%)
Modificacio i sintesi del LPS
Phosphoethanolamine
transferase EptB (Mcr- Smlt3571° SI\/éD_Oi;z,G DF4(O_6%/T,)3100 A55(918_02§;745 Sm(al_oz)?gs
1/PmrC) homolog 97 S S 95
Phosphoethanolamine
transferase EptA (Mcr- Smlt2804b SN(ID&;;*W DF4(0_0(2;E)3460 A55(91‘0/1;5175 No
1/PmrC) homolog 907 9076 997
Putative undecaprenyl-
phosph-ate 4-deo>.<y-4- Smlto641 No No No No
formamido-l-arabinose
transferase (ArnC)
Undecaprenyl
phosphate-alpha-L- Smlt4175 SMD_3774 DF40_022365 AS591_00155 Smal_3582
Ara4N transferase (81%) (81%) (99%) (87%)
(ArnT)
Putative ArnT,
undecaprenyl Smit1022 SMD_o972 DF40_012320 AS591_07215 Smal_o865
phosphate-alpha-L- (95%) (95%) (99%) (96%)
Ara4N transferase
Putative ArnT, 4-
. SMD_3144 DF40_023110 AS591_09735 Smal_2993
amino-4-deoxy-L- Smlt3569 o o o o
arabinose transferase (95%) (95%) (99%) (96%)
Putative lipid A
biosynthesis lauroyl Smlt4167 SMD_03767 DF4O‘(222400 A5591‘00011S Smal_03574
seyltransferase (95%) (95%) (99%) (96%)
Putative lipid A
biosynthesis lauroyl Smlt3931 SN(IDS—;E;% DF[*?—%;?Z*OO ASS(E;E;?SO Srrzal8_033)46
acyltransferase 987 977 0 9%
Pu'.cat|ve hplc.l A SMD_4100 DF40_oo05775 AS591_19255 Smal_3918
biosynthesis Smlt4566 (98%) (98%) (99%) (99%)
acyltransferase 97 97 937 397
Putative LpxA
ortholog, UDP-N- Smlte SMD_1326 DF40_o00540 AS591_18235 Smal_1254
acetylglucosamine 495 (98%) (98%) (100%) (98%)
acyltransferase
Putative LpxC ortholog,
UDP-3-O-[3-
. SMD_o649 DF40_004315 AS591_11500 Smal_o608
hydroxymyristoyl] N- Smlto761 (98%) (99%) (200%) (99%)

acetylglucosamine
deacetylase
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K279a D457 M3o0 PGa57-Sl13 R551-3
Putative LpxD
or:]h(()jl:;gi, LrJnDI:i_s?f[_ooi][} Smita SMD_1328 DF40_000550 AS591_18245 Smal_1256
élucoZarrTine N)j 47 (98%) (98%) (99%) (99%)
acyltransferase
Putative LpxR
ortholog 3?_0_ Smit4osg SMD_3637 DF40_002665 AS591_04690 Smal_3445
dea cylla e (98%) (98%) (99%) (97%)
Putative LpxO
SMD_3953 DF40_002535 AS591_o5770 Smal_3770
ortholog, aspartyl beta- Smlt4366
hyroylase 3 (96%) (96%) (100%) (98%)
Putative LmtA
ortholog, lipid A Kdo2 Srmltas6 SMD_2153 DF40_o13105 AS591_01555 Smal_1952
1-phosphate O- 359 (91%) (92%) (98%) (90%)
methyltransferase
Bombes d’expulsio
SMD_3657 DF40_010340 AS591_04795 Smal_3467
AcrB ortholog (SmeE) Smlt4o71 (99%) (99%) (200%) (96%)
SMD_3658 DF40_010345 AS591_04800 Smal_3468
AcrA ortholog (SmeD) Smlt4072 (98%) (98%) (99%) (97%)
Small MDR efflux pump Smlt3363 SMD_2935 DF40_013890 AS591_17075 Smal_2787
KpnEF ortholog (EmrE) (94%6) (94%) (100%) (96%)

3ldentitats de sequéncies calculades respecte a K279a.
PDianes seleccionades per a la generacié de mutants en K279a.
*Aquest gen s’ha identificat després de la primera anotacio d'aquest genoma.

De la mateixa manera que altres bacteris gramnegatius [192], [257], S. maltophilia podria haver
desenvolupat diverses estratégies per protegir-se de les polimixines, incloent una varietat de
modificacions del LPS, com ara modificacions covalents del lipid A amb fosfoetanolamina (P-
EtN) i 4-amino-4-deoxi-L-arabinosa (L-Ara4N) o canvis d'acilacio o hidroxilacio. L'operd classic
arnBCADTEF que participa en I'addicié de L-AragN al LPS no sembla estar present en S.
maltophilia, almenys de la manera que esta en altres espécies. Curiosament també, tots els
aillats de S. maltophilia resistents a la colistina inclosos en aquest analisi comparatiu tenen dues
copies paralogues del gen que codifica per a una P-EtN transferasa (smlt2804 i smlt3571); en
canvi, la soca sensible a la colistina R551-3 només conté un d'aquests dos gens (Taula 19).
Precisament, aquests dos gens sén homolegs als gens mcr descrits recentment [159] i que han
causat un gran impacte en la comunitat cientifica com a conseqiéncia de ser el primer
mecanisme de resisténcia plasmidic a polimixines [260]. Aixi doncs, a causa de la importancia i
I'interés recent i al fet que algunes soques de S. maltophilia presenten dues copies paralogues a
mcr, aquests gens seran estudiats amb més profunditat al llarg d’aquesta tesi.

També és sorprenent que el gen putatiu arnC (smlto641) que participa en la modificacié del L-
Ara4N del lipid A sigui exclusiu de la soca K279a. Finalment, s’han detectat canvis d’aminoacids
en totes les alineacions de proteines ortologues implicades en la resisténcia a la colistina (Taula
19), excepte en PhoP que esta 100% conservada en les cinc soques. Per contra, PhoQ esta
conservat en les soques K279a i PG157-Sl13, pero, en canvi, s’han detectat mutacions en les
soques D457 M30 (A61S, D154G, A454T i S459A) i R551-3 (E229A, A454T i R469Q).
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En nombrosos estudis de diferents bacteris gramnegatius com ara, A. baumanii [261],
K.pneumoniae [262], [263], E. coli [264], S. enterica [264] o P. aeruginosa [265] esta reportat que
alteracions en els sistemes de dos components PmrA/B i PhoP/Q causades per mutacions
puntuals contribueixen a l'increment de la resisténcia a polimixines. A més a més, en P.
aeruginosa també s'han descrit altres sistemes de dos components involucrats en la resisténcia
a polimixines, com el sistema ParR/S [190], del qual també s'han identificat mutacions
especifiques [265]. Aixi doncs, tal i com és pales en la literatura [147], mutacions puntuals en
aquests sistemes globals de dos components tenen una gran importancia en el
desenvolupament de resisténcia a la colistina.

4.3.2. Seleccid de gens candidats mitjancant la validacio del sistema ortoleg en
P. aeruginosa

Aprofitant la disponibilitat de la biblioteca de mutants de. P. aeruginosa (llibreria de mutants per
transposicio de la Universitat de Washington) i a les similituds genetiques i fenotipiques entre
les dues espécies, es va decidir estudiar en aquesta especie alguns dels gens ortolegs a aquells
predits a S. maltophilia com determinants de la resisténcia a colistina. En total, es va avaluar la
susceptibilitat a colistina de 43 mutants de P. aeruginosa MPAO1 amb deficiéncies en els
sistemes reguladors de dos components o a les bombes d’expulsié de tipus RND. Es conegut
que les bombes de tipus RND participen en els mecanismes de resisténcia a multiples classes
d’antibiotics [266], perdo no s'ha vist que participin especificament en la resisténcia a
polimixines. No obstant aixo, si que s’ha observat que podrien participar d'una manera indirecta
o inespecifica en la tolerancia a la colistina[170]. Pels gens de S. maltophilia possiblement
involucrat en la modificacid del LPS no s’ha estudiat els ortolegs en P. aeruginosa perque, en cas
d’haver-ne, ja estaven validats per altres grups.

Un total de 19 mutants, és a dir, la meitat dels gens seleccionats, han donat valors diferents de
CMI respecte de la soca salvatge de MPAOz, el qual és de 4 ug/mL mitjancant el métode de la
microdilucio (Taula 20). Més concretament, s’han obtingut un total 4 gens reguladors de dos
components i, sorprenentment, 15 de la categoria de bombes d’expulsi6 RND. D’aquesta
manera, s'han validat els tres sistemes reguladors de dos components predits en I'apartat
anterior i, particularment, ParS amb una reduccio de 4 vegades el valor de CMI per a la colistina.

Taula 20. Valors de CMI de colistina mitjancant el métode de la microdilucio i el métode Etest d'una seleccid de
mutants de P. aeruginosa MPAOZ1 per als gens ortolegs a aquells predits en S. maltophilia com possibles determinants
de la resistencia a la colistina.

Reguladors de dos components

Smlto277 PA1179 phoP 2(2)
Smlto278 PA1180 phoQ 2(2)
Smlt3948 PA4777 pmrB 2(2)
Smit3730 PA1798 ParS 1(4)
Sistemes RND (Resistance-Nodulation-Cell Division)
Smlt4o71 PA0426 mexB 2(4)
Smlt4o70 PA4597 opr] 1(2)
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Continuacio Taula 20.

Sistemes RND (Resistance-Nodulation-Cell Division)
Smlt4o72 PA4599 mexC 2(2)
Smlt1830 PA2493 mexE 2(2)
Smlt1831 PA2494 mexF 2(2)
Smlt1833 PA2495 oprN 1(2)
Smit3171 PA2018 1(4)
Smlt3170 PA2019 2(2)
Smlt3g925 PA3677 2(2)
Smlt3788 PA4206 mexH 2(2)
Smlt3787 PA4207 mexl| 2(2)
Smlt1833 PA4208 opmD 2(2)
Smlta831 PA3522 2(2)
Smlt4281 PA2526 2(2)
Smlt4279 PA2528 2(2)

*En relacio a la CMI de la soca parental MPAO1 que és de 4 pg/mL mitjancant el
métode BMD.

4.3.3. Dianes seleccionades per a la generacio de mutants en S. maltophilia
K279a

A partir dels resultats obtinguts en I'estudi dels gens ortolegs en P. aeruginosa i segons la
importancia en la literatura descrita, s'ha seleccionat un gen de la categoria de mecanismes
descrits en altres espécies (PA1798 -parS) i un gen de la categoria de bombes d’expulsié de tipus
RND (PA2018-2019 —smeGH) per tal de generar mutants en S. maltophilia i estudiar quin paper
poden tenir aquests gens en la resisténcia a colistina.

Paral-lelament, com a conseqiéncia de la recent descripcio a la literatura del primer mecanisme
plasmidic de resisténcia a colistina [159], s’han realitzat també mutants dels gens homolegs als
gens mcr. MCR-1 és un membre de la familia d’enzims transfersa P-EtN i, a més de ser un gen
plasmidic, s’han observat gens P-EtN transferasa cromosomics en diversos patogens
gramnegatius [267]-[269] i, en el cas de S. maltophilia, hem observat que moltes soques en
tenen dues copies: smlt2804 i smlt3s571. Aixi doncs, per estudiar I'efecte del gen P-EtN
transferasa en la resisténcia a la colistina s’han realitzat els dos mutants simples i el doble
mutant d'aquest gen.

Tots aquests quatre gens candidats representen tres tipus de resistencia adquirida
possiblement implicats en la resisténcia a la colistina: reguladors globals, bombes de d’expulsio i
modificacio del LPS (Taula 21). Tots els mutants s’han realitzat en la soca clinica de referéncia
K279a i els fenotips obtinguts per cada un d'aquests mutants es presenten als apartats
segUents.
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Taula 21. Dianes seleccionades per a la generacié de mutants en K279a.

Phosphoethanolamine
o, smlt2804 EptA(PmrC)
Modificacio transferase EptA E coli
. coli
del LPS Phosphoethanolamine
smlt3571 EptA(PmrQC)
transferase EptB
Reguladors Sensor histidine PA1798
smlt3730 .
globals kinase RstB (parS) )
P. aeruginosa
Bomba MDR efflux pump
L, smlt3170-3171 PA2018-2019
d’expulsio SmeGH

4.3.4. Analisi fenotipic de mutants per als homolegs a S. maltophilia dels gens
mcr

Les soques de S. maltophilia seleccionades en aquest treball presenten dues copies
cromosomiques homologues al gen plasmidic d’E. coli de la familia de gens mcr. Aquests
paralegs fan referencia als gens smlt2804 i smlt3571 de S. maltophilia que codifiquen per dues
fosfoetanolamina transferases que, hipoteticament, addicionen fosfoetanolamina (pEtN) al
lipid A provocant que el LPS esdevingui més cationic.

Malgrat hi hagi una similitud amb la variant plasmidica de les fosfoetanolamia transfesases
(gens mcr), el veritable ortoleg per als gens smlt2804 i smlt3571 sembla ser el gen cromosomic
eptA d'E. coli també denominat pmrC en altres enterobacteris. Els dos paralegs en S.maltophilia
son 35,3% indéntics entre ells, i aquests, a la vegada son entre un 32% i un 43% indentics a les
proteines EptA(PmrC) i MCR d’E. coli. El producte d’expressio del gen smlt3571 sembla ser el
més divergent dels dos respecte als dos membres de la familia de les fosfoestanolamina
transfesases d'E. coli.

A continuacio, s'exposa l'alineament multiple realitzat amb el programa ClustalW2 de les
proteines EptA(PmrC) i MCR d’E. coli i Smlt2804 i Smlt3571 de la soca S. maltophilia K279a
(Figura 25). S'aprecien, clarament, regions i motius molt conservats, sobretot en la regi6 central
de les seqUéncies (entre les posicions 200 i 5oo de I'alineament), fet que valida les relacions
evolutives entre aquestes proteines.
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Figura 25. Alineament multiple entre les proteines Smit2804 i Smlt3s71 de S. maltophilia i dos
fosfoetanolamina transferases de E. coli: EptA(PmrC) i Mcr-3.1. Mcr-3.1 és una variant dels gens coneguts
com mcr (mobile colistin resistance). Les posicions idéntiques o similars entre les 4 sequiéncies s’ indiquen
amb “*”i“:” o"“.”, respectivament. Els aminoacids que es repteixen en cada posicio estan indicats en blau.
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Un cop identificats els gens homolegs a mcr en S. maltophilia, s’ha procedit a I'obtenci6 de
mutants simples per cada un dels gens identificats en la soca clinica K279a (K279aAsmlt2804 i
K279aAsmlt3571), a la vegada que un doble mutant per aquests dos gens
(K279alAsmlt2804Asmlt3571) i, a continuacio, s'han realitzat diferents proves fenotipiques
relacionades amb la susceptibilitat a la colistina. Aquests mutants van ser comprovats per PCR i
per sequenciacio de la regio deleccionada.

En primer lloc (Figura 26A), s'ha volgut obtenir la CMI de colistina per cada una de les soques
seqguint les recomanacions CLSI, on observem que només un dels dos mutants simples presenta
una susceptibilitat a la colistina superior a la soca salvatge. Més concretament, només el simple
mutant K279aAsmlt3571 presenta una CMI 3 vegades inferior, passant d'uns valors de 16 pg/mL
de la soca salvatge a uns valors de 2 pg/mL. En canvi, la K279aAsmlt2804 presenta la mateixa
CMI que la soca salvatge. Si ens fixéssim només en aquests resultats exposats, podriem arribar a
la conclusié que només el gen smlt3571 participa en la resistencia a la colistina; no obstant aixo,
el doble mutant K279aAsmlt2804Asmlt3571 presenta dues vegades menys resisténcia a la
colistina que el simple mutant K279aAsmlt3571, obtenint una CMI de o,5 pug/mL. Per tant,
I'efecte en la resisténcia a la colistina que provoquen els productes d’expressio d'aquests dos
gens sobre el LPS sembla ser additiu. Una altra dada interessant és que en el mutant simple
K279aAsmlt3571 encara s'observa una zona de creixement incomplet en la placa de microdilucié
(entre 0,5 i 1) que desapareix en el doble mutant.

Curiosament, la soca ambiental de referéncia R551-3, la qual és sensible a la colistina, presenta
nomeés la copia smlt3s71 (Taula 19) i és, precisament, aquest mutant simple que dona
diferencies en la susceptibilitat, suggerint que, probablement, és el gen principal en S.
maltophilia en addicionar fosfoetanolamina al lipid A, comportant un augment de carrega del
LPS i, per la qual cosa, participant en la resisténcia a la colistina. No obstant aixo, aquelles
soques que tenen les dues copies del gen fosfoetanolamina transferasa sén més resistents als
antibiotics policationics perqué, possiblement, I'accié del gen smlt2804 provoca I'addicié de
grups P-EtN a diferents llocs de la molecula LPS, com succeeix en E. coli, on almenys hi ha tres
enzims codificats cromosomicament de la familia de P-EtN transferasa (EptA, EptB i EptC) que
participen en les modificacions P-EtN del lipid A i del nucli del LPS [270].

No obstant aix0, aquesta conclusié exposada podria caure si ens fixem en els resultats exposats
en la Figura 26B, on s’ha dut a terme I'avaluacid de la susceptibilitat de les soques amb un
preinocul amb concentracions subinhibitories de colistina (1 pug/mL) per estudiar si hi ha algun
fenomen de resisténcia adaptativa associada amb aquests gens.
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Figura 26. Determinacio de la CMI mitjangant el métode de la microdilucio seguint les recomanacions CLSI (A) i
addicionant 1pg/mL de colistina al preinocul (B) de la soca clinica de referéncia K279a i els seus mutants
K279alAsmlt2804, K279alAsmlt3571 i K279aAsmlt2804Asmlt3571. A cada un dels pouets, abans del revelat amb
resazurina, s’ha mesurat la densitat optica del cultiu (DO a 550nm) la qual és representada en grafics a la part superior
de la imatge de les plaques revelades.
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Com es pot apreciar en la Figura 26B, de la mateixa manera que en |'apartat 26A, només
s'observen diferéncies respecte a la soca salvatge en el mutant K279aAsmlt3571 i en el doble
mutant K279aAsmlt2804Asmlt3571. Sorprenentment, perd, si comparem els resultats de
I'experiment amb preinocul sense colistina amb els del preindcul amb colistina, sembla ser que
només s'ha adaptat el simple mutant K279aAsmlt3571, podent arribar a la conclusio que el gen
smlt3571 no intervé en la resisténcia adaptativa a la colistina. La CMI d’aquest mutant ha
augmentat quatre vegades després de preinduir amb colistina 1 pg/mL amb motiu de la
presencia d’'una “zona de transicid” en la placa de microdilucio de creixement incomplet entre 1

i 4 pg/mL.

Per al contrari, el doble mutant K279aAsmlt2804Asmlt3571 no s'ha adaptat d'aquesta mateixa
manera a 'antibiotic en estudi i podriem pensar que el gen smlt2804 podria estar involucrat en
la resistéencia adaptativa, fet que també ens explica les no diferéncies observades en el primer
experiment entre la susceptibilitat a la colistina de K279a i K279aAsmlt2804. Per altra banda, si
ens fixem només en el simple mutant K279aAsmlt3571, podriem suggerir que en la resisténcia
adaptativa observada estan intervenint altres sistemes, perd aquesta adaptacio a I'antibiotic
també s'hauria d’observar en el doble mutant.

Per aquest motiu, i juntament amb tot el que s’ha exposat anteriorment, per primer cop en S.
maltophilia es presenta un sistema de resisténcia adaptativa a la colistina en el qual, a partir del
gen smlt2804, s'addiciona P-EtN al lipid A, quan aquest gen és activat per la preséncia de
colistina fins i tot a dosis molt baixes (1 pg/mL). Cal destacar que en aquests estudis fenotipics
no es va poder utilitzar la concentracio de 4 pg/mL utilitzada en el capitol anterior per adaptar la
soca K279a perque amb aquesta concentracio els mutants no eren viables.

A continuacio, s'exposen els resultats de la complementacio dels dos mutants simples aixi com
també del doble complementat amb els seus respectius controls (Taula 22). Si ens fixem amb el
simple mutant K279aAsmlt3571, com ja s’ha exposat anteriorment (Figura 26) el valor de CMI
obtingut en la determinacié de la susceptibilitat a la colistina mitjancant el metode de
microdilucio és tres/quatre vegades inferior al de la soca salvatge, un fenotip que s’ha revertit
amb la realitzaci6 del seu complementat (K279aAsmlt3571/pBBR5-BAD-smlt3571).
Curiosament, en la determinacio de la CMI d’aquest mutant simple s'observa clarament una
“zona de transicio” o de creixement incomplet que desapareix completament al doble mutant
(K279aAsmlt2804Asmlt3571), el qual presenta una CMI de o,5 pg/mL sense problemes
d'interpretacio. El doble complementat K279aAsmlt2804-Asmlt3571/pBBR5-BAD-smlt3571-
smlt2804 reporta el mateix valor que la soca salvatge. Aixi doncs, amb els resultats mostrats en
la Taula 22, s'ha pogut descartar que els fenotips observats en els mutants K279aAsmlt3571 i
K279aAsmlt2804Asmlt3571 son com a conseqiencia d'una mutacio espontania no detectada en
un altre gen o per efecte de la insercid o deleccid en gens corrent avall, ja que, mitjancant la
complementacio, s'ha restablert el funcionament dels gens en questio.
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Taula 22. Determinacio de la susceptibilitat a la colistina mitjangant el métode de la microdilucio de les tres soques
mutants K279aAsmlt2804, K279aAsmlt3571 i K279aAsmlt2804Asmlt3571, complementats i controls.

Colistina (ug/mL)

(26 [8 |4 |2 |1 [os5 |oa5 [0 [MIC
*"\Y _y Ny . . Y
K279alAsmlt2804/pBBR5 > i l ' 16
K279aAsmlt2804/pBBRs-
smlt2804 16
K279aAsmlt3571/pBBR5- 1-
BAD 0.5
K279aAsmlt3571/pBBR5- 16
BAD-smlt3571
K279alAsmlt2804-
Asmlt3571/pBBR5-BAD 0.5
K279alAsmlt2804- 16-
Asmlt3571/pBBR5-BAD-
8
smlt3571-smlt2804
K279a/pBBRs 16
K279a/pBBR5-BAD 16

4.3.5. Analisi feontipic d’'un mutant deficient en ParS en S.maltophilia

El sistema ParR-ParS juga un paper decisiu en I'adquisicié de resisténcia adaptativa en péptids
antimicrobians en P. aeruginosa [190] i, en aquest apartat, volem estudiar quin rol té ParS en S.
maltophilia.

A P. aeruginosa, el gen parS (PA1798), que codifica el sensor quinasa ParS, se suposa que esta en
cotranscripcio amb parR (PA1799). Esta reportat que el sistema ParR/S és necessari per
I'activacié de I'operd de modificacio del LPS arnBCADTEF-ugd en preséncia de concentracions
subinhibitories de diversos peptids policationics bacterians (polimixina B i colistina) i eucariotes
(indolicidina) i, en consequéncia, ser responsable de la resisténcia adaptativa a aquests peptids
[190]. L'operd arnBCADTEF-ugd codifica els enzims responsables de la biosintesi i la uni6 de L-
AragN al lipid A com a conseqiéncia de la preséencia de polimixines. Tal i com s’ha mencionat
anteriorment, S.maltophilia no posseeix aquest opero arn, pero si ortolegs al sistema regulador
de dos components ParR/S (Smlt_RS17765/Smlt3730).
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En aquest treball hem construit un mutant per al gen amb locus tag smlt7370 en la soca K2793,
el qual s’ha denominat K279aAparS. Aquest mutant ha estat comprovat per PCR i per
seqienciacio de la regid deleccionada.

En primer lloc, s'ha volgut estudiar la susceptibilitat a colistina d’aquest mutant sense
I'exposicid a altres agents externs. S’ha determinat la CMI mitjancant el métode Etest i el
metode de la microdilucid i, tal i com s’exposa en la Figura 27, no s'observen diferéncies entre la
soca K279a salvatge i el mutant parS. A més a més, se segueix observant la preséncia de
colonies aillades resistents dins I'halus d'inhibicié a concentracions menors o iguals a 8 pg/mL.

K279alAparS/
K279a K279alAparS pBBR1-BAD-pars
Etest
CMI(BMD) 16 pg/mL 16 ug/mL 16 pg/mL

Figura 27. Determinacio de la CMI de colistina de la soca K279a i el seu mutant parS mitjangant els
métodes Etest i microdilucié

Malgrat que els resultats obtinguts en I'avaluacid dels mutants de MPAO1 determinaven que el
mutant de parS en P. aeruginosa comportava una reduccio de la CMI respecte a la soca salvatge
(Taula 20), els resultats mostrats en S. maltophilia no sén sorprenents si tenim en compte que
aquest sistema participa en la regulacié de la resistencia a colistina quan el bacteri esta sota
condicions d’estrés (colistina, cations, etc.), de la mateixa manera que les dades recollides per
Fernandez et al. [190] conclouen que ParR/S contribueix exclusivament en la resisténcia
adaptativa als peptids i aminoglicosids, perd no en la resisténcia intrinseca.

Per estudiar el paper del sistema ParRS en la resisténcia adaptativa, a continuacid, s'han
realitzat corbes de creixement amb i sense exposicio prévia a colistina (Figura 28). Els precultius
de la soca salvatge K279a i la soca K279alAparS s'han cultivat en CAMHB sense colistina i amb
concentracions subinhibitories d’aquest antibiotic (4pg/mL) i, posteriorment, s'han dut a terme
corbes de creixement en placa de 96 pouets després de I'addicio al temps zero de 16 pg/mL de
colistina, concentracid equivalent a la CMI reportada per K279a.

Si ens fixem en la Figura 28, tant la soca salvatge com la soca K279aAparS amb exposicio prévia
a I'antibiotic son capaces de realitzar una cinética de creixement normal; en canvi, ambdues
soques, sense preincubacio amb una concentracid subihibitoria de I'antibiotic, fins a les 6-8
hores no comencen a créixer.
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Figura 28. Efecte de la preincubacié amb una concentracié subinhibitoria de colistina (4 pg/mL) en les corbes de
creixement de les soques K279a i K279alparS en medi Mueller-Hinton suplementat amb cations i amb una
concentracio inhibitoria de colistina (16 pg/mL).

Aquests resultats ens mostren, com ja s’ha demostrat en I'apartat 4.2.3 d’aquest treball, que la
soca K279a presenta resisténcia adaptativa a la colistina, una resisténcia adaptativa també
observada en el mutant parS i que, per tant, ens portarien a la conclusié que parS en S.
maltophilia no intervé en la resisténcia adaptativa o, probablement, si que hi participa (la taxa
de creixement del mutant adaptat és lleugerament més baixa que la de la soca salvatge
adaptada) pero hi ha vies alternatives o compensatories en el desenvolupament de la
resistencia adaptativa a la colistina. A P. aeruginosa estan descrits cinc sistemes de 2
components que estimulen la transcripcié de 'operé arnBCADTEF-ugd en resposta a |'exposicio
a péptids antimicrobians o a I'esgotament de cations divalents en el medi. Aquests sistemes sén
PmrAB, PhoPQ, ParRS, ColRS i CprRS i la resisténcia a colistina pot no dependre exclusivament
d’un dels cinc sistemes de dos components descrits [265].

Un altre motiu que ens podria explicar la manca de diferéncies observada entre K279a i
K279aAparS, podria ser el fet que no tots els peptids antimicrobians promouen la participacié de
ParRS per induir I'opero arn de modificacio de LPS, un fet descrit per McPhee et al. [271] en P.
aeruginosa, i que en S. maltophilia podria ser que la colistina emprada no provoqui I'activacié del
sistema ParRS.

Finalment, s’ha volgut estudiar quin paper juga el catié magnesi en la regulacié del sistema
ParR/S en S. maltophilia. Aixi doncs, s'ha avaluat la susceptibilitat de la soca salvatge i de la soca
parS mutant mitjancant el metode de la microdilucié en medi BM2 amb dues concentracions de
magnesi diferents (20uM i 2 mM). En aquest cas, com que es vol estudiar I'efecte del magnesi en
la susceptibilitat a la colistina, enlloc d'utilitzar-se el medi CAMHB, s’ha emprat el medi minim
BM2 que conté una baixa concentracié magnesi.

Per cada una de les soques i per cada concentracié de magnesi, la CMI s’ha avaluat a partir de
dos preinoculs diferents: un sense incubacié amb colistina i I'altre amb preincubacié amb
concentracions subinhibitories de I'antibiotic (Taula 23).
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Taula 23. Determinacio de la CM de colistina amb el métode de microdilucié amb medi BM2 suplementat amb 2mM
0 20uM de magnesi de la soca K279a i el mutant K279aAparS amb preincubacio sense antibiotic o bé amb
concentracions subinhibitories de colistina (2pg/mL).

BM2 + 2mM K2793 2599//2:: 11268
de magnesi K279aApars ZEgg//;ﬂnIL_ ;2
BM2 + 20pM K2792 ZES//nTIL_ 12
de magnesi Ka79alparS ZE;;//::IL_ 12

Els resultats exposats a la Taula 23 ens mostren que el sistema ParR/S només intervé en la
resistencia a la colistina quan a I'ambient hi ha presencia de magnesi (2mM) i només s’observen
les diferéncies en la CMI quan les soques K279a i K279aAparS han estan preincubades amb una
concentracio subinhibitoria (2 pg/mL) de colistina. En aquest cas, la soca salvatge amb exposicio
prévia a la colistina adquireix uns nivells més alts de resistencia, fet que suggereix que s'ha
adaptat a aquest antibiotic i, en canvi, amb deleccié del gen parS, aquesta adaptacio no és tan
notoria. Per contra, tant la soca salvatge com la soca mutant presenten la mateixa CMI si no han
estat préviament en contacte amb I'antibiotic. Curiosament, aquests resultats exposats només
s'observen quan al medi hi ha la concentracidé més alta de magnesi provada (2 mM) i és,
precisament, a la concentracio que es troba de magnesi en el cos huma (1 a 2 mM) i quatre
vegades més que en el medi CAMHB recomanat per mesurar la susceptibilitat a colistina. En
concentracions inferiors de magnesi no s'observen diferéncies entre la soca salvatge i la soca
mutant i és un dels altres motius que expliquen el perque en la figura anterior (Figura 28) en les
corbes de creixement no s’han observat gaires diferéncies entre K279a i K279aAparS, ja que en
aquell experiment no hi havia concentracid de magnesi notoria, sind que s’havia realitzat en
medi MHB amb ajustament de cations segons les recomanacions CLSI (12,5 mg/L final de Mg**).

Aixi doncs, amb els resultats exposats en aquest apartat podem concloure que, per primera
vegada, s'ha descrit el paper que té el sistema ParR/S en S. maltophilia el qual, de la mateixa
manera que P. aeruginosa [190], [272], només s'activa en preséncia de magnesi i péeptids
antimicrobians en dosis subinhibitories, tenint doncs, un paper clau en la resisténcia adaptativa
a la colistina. En P. aeruginosa, la resistencia adaptativa a polimixines esta més descrita i la
literatura exposa que els sistemes reguladors de dos components PmrA/B, PhoP/Q, ParR/S i
CprR/S estimulen la transcripcid de I'operé arnBCADTEF que modificara el LPS com a resposta a
I'exposicid a péptids antimicrobians o a I'esgotament del catio divalents [265], de la mateixa
manera que també intervenen la bomba d’expulsié MexXY i la porina OprD [272]. En aquest
treball només s’ha descrit el rol de parS en S. maltophilia i, per tant, son necessaris més estudis
per tal de comprendre la base molecular del complex sistema de resistencia adaptativa a la
colistina en S. maltophilia ja que, molt probablement, intervenen altres components com en el
cas de P. aeruginosa.
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4.3.6. Analisi fenotipic d'un mutant deficient en la bomba d’expulsié6 SmeGH en
S. maltophilia

Les bombes d'expulsio son proteines de transport implicades en I'expulsio de substancies
toxiques de la cél-lula que contribueixen en la resisténcia intrinseca a antibiotics. S. maltophilia
posseeix una gran resisténcia a la majoria d'antibiotics d’ampli espectre, en gran part, per la
presencia d’'aquestes bombes d’expulsié. La sequenciacio del genoma de la soca K279a ha
revelat la preséncia de 8 bombes de tipus RND [g], anomenades, SmeABC, SmeDEF, SmeGH,
SmelJK, SmeMN, SmeOP, SmeVWX, i SmeYZ, de les quals, 6 (SmeABC, SmeEF, SmellK,
SmeOP, SmeVWX i SmeYZ) ja ha estat caracteritzades anteriorment [21], [74].
ConseqUentment, en aquest treball, les bombes SmeGH i SmeNM eren les candidates inicals a
ser estudiades més a fons per tal de poder descriure quin paper tenen en la resisténcia als
antibiotics en S. maltophilia. No obstant aixo, després dels resultats obtinguts en I'estudi de
determinants de la resisténcia colistina en P. aeruginosa (Taula 20), els mutants de la bomba GH
(PA2018-PA2019) presenten uns valors més interessants respecte a la resisténcia a la colistina
que els mutants de la bomba MN (PA4206-PA4207) i, per la qual cosa, es procedeix a I'obtencio
del mutant smeGH en S. maltophilia K279a (K279aAsmeGH) per a la seva posterior avaluacio
fenotipica.

Un cop construit i comprovat per seqienciacio el mutant K279aAsmeGH sobre la soca de
referéncia K2793a, s’ha avaluat la seva susceptibilitat antimicrobiana mitjangant el métode de la
microdilucié a deu antibiotics diferents. Tal i com s’observa en la Taula 24, en 6 dels 10
antibiotics no s’observen diferencies en els valors de la CMI entre la soca salvatge i el mutant
smeGH, unes diferéncies si observades amb els antibidtics amikacina, gentamicina,
ciprofloxacina i levofloxacina. Per aquests quatre antibiotics, el mutant K279aAsmeGH presenta
una CMI inferior respecte la soca salvatge. Curiosament, la soca salvatge i la soca mutant
presenten la mateixa susceptibilitat a la colistina, uns resultats diferents als observats en aquest
treball i també descrits per Pamp et al. [170] en P. aeruginosa i que van comportar |'eleccid
d’'aquesta diana.

Taula 24. Susceptibilitats antimicrobianes de la soca K279a i el seu mutant de deleccio per als gens smeGH.

) L Amikacina 16
Aminoglicosids —
Gentamicina 8
, Ciprofloxacina 8
Fluoroquinolones -
Levofloxacina 32 16
o Minociclina 0,5 0,5
Tetraciclines —
Tetraciclina 64 64
Cloramfenicol Cloramfenicol 128 128
Polimixines Colistina 16 16
Inhibidors de la Trimetoprim- 8 8
ruta de l'acid folic | sulfametoxazol
Penicil-lines Piperaciclina >512 >512
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La bomba SmeGH és una bomba de tipus RND molt estudiada en altres gramnegatius. P.
aeruginosa posseeix 12 bombes de la familia RND, de les quals, 4 contribueixen de manera molt
significativa en la resisténcia als antibiotics: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN i MexXY-
OprM.[273]. MexB, homoleg de SmeH, té un ampli espectre de substrats que inclou grans (per
exemple, eritromicina —macrolid) i carregades (per exemple, colistina i aztreonam) molécules,
transportant  B-lactamics, aminoglicosids, fluoroquinolones, macrolids, penicil-lines,
tetraciclines, sulfonamides, desinfectants, solvents, detergents.... i diverses homoserin lactoses
implicades en el quorum sensing. En E. coli, la sobreproduccié de la bomba ArcAB-TolC,
homologa de la bomba MexAB-OprM en P. aeruginosa, provoca que la CMI de diversos agents
antimicrobians es vegi afectada [274].

Aixi doncs, els homolegs de la bomba SmeGH en altres bacteris gramnegatius son bombes
poliespecifiques, una poliespecificitat no observada en els nostres resultats, en els quals es
conclou que la bomba SmeGH de S. maltophilia només presenta una interaccioé notable amb
fluoroquinolones i aminoglicosids. La resisténcia a fluoroquinolones per mitja de I'accié de
bombes d’expulsié també s’ha descrit en altres bombes de tipus RND en S. maltophilia, més
concretament, en les bombes SmeABC, SmeDEF, SmelJK i SmeVWX [133], [136], [137], [275],
[276]; i la resisténcia a aminoglicosids s’ha descrit en les bombes d’expulsié SmeABC, SmeDEF,
SmelJK, SmeOP, SmeYZ i SmeVWX [123], [133], [137], [277]-[279]. A aquestes Ilistes de bombes
d’expulsiéd que confereixen resistencia a les quinolones i aminoglicosids, gracies als resultats
d’aquest treball, es pot afegir la bomba SmeGH. En efecte, tant les fluoroquinolones com els
aminoglicosids com a conseqiéncia de la seva afinitat a un gran nombre de bombes d’expulsid i
per la presencia de mecanismes especifics, no serien uns antibiotics recomanats per al
tractament de les infeccions causades per S. maltophilia.

A més a més dels rols coneguts en l'extrusié d'antibiotics, les bombes del tipus RND son cada
vegada més reconegudes com a components associats a la fisiologia bacteriana i a la viruléncia
[279]. Per exemple, la inhibicid de les bombes d’expulsié afecta la formacié de biofilm en
Salmonella enterica serovar Typhimurium [280].

Mitjancant l'assaig de la determinacié de la formacié de biofilm amb cristall violeta s'ha
quantificat el biofilm format de la soca salvatge i el mutant per als gens smeGH. El mutant
K279aAsmeGH ha presentat menor capacitat de produir biofilm (ODg5/ODe.0: 0,51+0,38) que la
soca salvatge (ODs50/ODs6s0: 1,45+0,26) (P<0,0001), comportant una reduccié del 64% (Figura
29). Aquests resultats son similars als reportats per a la bomba SmeYZ [279] i que indiquen que
les bombes d’expulsié tenen un paper central en la biologia dels bacteris, on no només tenen
funcions en la resisténcia a diferents antimicrobians, si no que també estan involucrades
indirectament en la supervivencia, colonitzacid i virulencia dels mateixos.
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Figura 29. Formacio relativa de biofilm de la soca K279a i el seu mutant
SmeGH en medi MHB a 37°C. Es representa la mitjana de deu assajos
independents. ***, P<o,0001.

Malgrat que alguns antibiotics sén capacos d’inhibir o desfer els biofilms formats per bacteris
gramnegatius [85], [281], hi ha nombrosos estudis que mostren que alguns antibidtics en baixes
concentracions poden induir significativament la formacido de biofilms [282]. Aixi doncs,
paral-lelament a la comparativa entre la soca K279a i el mutant K279aAsmeGH pel que fa a la
determinacid de la CMI i a la formacid de biofilm, en aquest treball s’ha volgut investigar quin és
I'efecte de la presencia de diferents antibiotics en la formacié de biofilm in vitro en S.
maltophilia. Per aquest motiu, en la propia placa de microdilucio on es va determinar la
susceptibilitat als antibiotics, es va retirar el medi de cultiu després d’estimar el valor de CMl i es
va calcular la quantitat de biofilm enganxat a les parets dels pouets. S'ha calculat la formacio de
bioflm relatiu a la quantitat de cél-lules present en el cultiu planctonic corresponent al pouet
determinat com a CMI ja que és en aquest pouet on la concentracié del valor de CMI provoca
una inhibicid del creixement bacteria.
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Figura 30. Formacio relativa de biofilm de la soca clinica K279a i el mutant K279aAsmeGH en plaques de 96 pouets
amb medi MHB i incubades a 37°C amb preséncia de diferents antibiotics a una concentracio corresponent al valor de
la CMI. Amb dues linies puntejades, una de gris fosc i I'altra de gris clar, es representa el valor de formacié de biofilm
de la soca salvatge i de la soca mutant, respectivament, sense preséncia d’antibiotics.
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Tal i com s’observa en la Figura 30, en preséncia de la majoria d’antibiotics testats, tant la soca
salvatge com la soca mutant, presenten una formacio relativa de biofilm superior a les mostres
avaluades sense antibiotic. Més concretament, si ens fixem en la soca K279a, només els assajos
avaluats amb gentamicina, tetraciclina, colistina i TMP/SMX presenten uns nivells de biofilm
similars al del control, mentre que en els assajos amb els antibiotics restants (amikacina,
ciprofloxacina, levofloxacina, minociclina, cloramfenicol i piperaciclina), la K279a produeix més
biofilm que sense antibiotic. En el cas de la soca K279aAsmeGH, en preséncia de tots els
antibiotics, la formacio relativa de biofilm és superior que en abséncia d'aquests. Curiosament,
la preséncia de gentamicina i TMP/SMX provoca que la soca salvatge produeixi menys biofilm
que la soca mutant, uns resultats oposats a la resta d'antibiotics i als exposats anteriorment en
la Figura 29 sense preséncia d'antibiotics.

Cal mencionar que els fenotips observats en el mutant K279aAsmeGH encara no s’han
complementat i que, actualment, en el nostre grup de treball, s’esta duent a terme el procés de
complementacio d'aquest mutant per efectuar els posteriors estudis fenotipics.

Resumint tot el que s’ha exposat en aquest apartat, en termes generals, en el present treball
s'exposa per primera vegada que la preséncia d'antibiotics fa incrementar la capacitat de formar
biofilm en S. maltophilia, un efecte demostrat en altres bacteris gramnegatius [283]-[285] i que
segurament és com a resposta d’una adaptacid evolutiva per tal de defensar-se dels antibiotics
produits per altres bacteris. Aixi mateix, hem demostrat com la bomba d’expulsié SmeGH, a
part d’estar implicada en la resisténcia als antibiotics, també participa en la formacié de biofilm.
Donant suport a aquests resultats obtinguts, cada vegada hi ha més estudis que suggereixen
que les bombes d’expulsié poden tenir almenys quatre rols diferents en la formacié de biofilms:
regulacid del QS, regulacié indirecta de gens implicats en la formacié de biofilms, expulsio de
molecules nocives com ara antibiotics i metabolits intermediaris i participacio en |'agregacio a
superficies o altres cel-lules [286]. En P aeruginosa, per exemple, el QS és necessari per a la
formacio de biofilm i les bombes d’expulsié podrien jugar un paper en el transport de
components necessaris per a la formacio de biofilm com les molécules AHLs [286]-[289]. No
obstant aix0, moltes de les funcions exactes de les bombes d’expulsié en la formacié de biofilm
no estan clares i sén necessaris més estudis d’investigacio.
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5. DISCUSSIO GENERAL

La investigacié en Stenotrophomonas maltophilia rep interés per molts motius: és un bacteri
multiresistent (MDR) oportunista capag¢ de viure en una amplia varietat de ninxols, forma
biofilms en diverses superficies bidtiques i abiotiques, inclosos els dispositius medics i, tot i que
no és un patogen molt virulent, es reconeix com un patogen nosocomial emergent [7].

L'objectiu general d'aquest treball s'ha basat en I'estudi de mecanismes de resisténcia a
antibiotics en S. maltophilia i, més concretament, en les implicacions en la resisténcia a
colistina. Es per aquest motiu que, en primer lloc, s’ha dut a terme una caracteritzacio fenotipica
i genotipica d'una col-leccié de soques cliniques aillades en diversos hospitals europeus i,
posteriorment, s'ha seleccionat un subconjunt d'aquestes soques per tal d'avaluar els diferents
metodes de susceptibilitat a la colistina i demostrar que S. maltophilia presenta diferents
mecanismes de resisténcia poblacional que poden aparéixer durant les proves de susceptibilitat.

Un factor de viruléncia rellevant en S. maltophilia és la resisténcia als antibiotics i el seu
tractament pot ser problematic. La problematica en el tractament rau en el fet que aquest
microorganisme presenta alts nivells de resisténcia intrinseca a molts agents antimicrobians
com a consequéncia de la preséncia de diversos factors com ara la baixa permeabilitat de la
membrana externa, la produccio de B-lactamases, la presencia de bombes d’expulsio, els
enzims modificadors d’aminoglicosids o la resisténcia a la quinolona mitjangant el gen Smgqnr
[21].

El 68,85% de les soques estudiades en aquest treball han estat resistents a tres o més
antibiotics, considerant-se, doncs, soques multiresistents (MDR). Malgrat I'elevat percentatge
de soques MDR, el trimetroprim-sulfametozaxol, juntament amb la minociclina, continuen sent
la primera opcid per al tractament ja que, en aquest treball, s’han reportat uns valors de
susceptibilitat molt satisfactoris, tot i que es comencin a reportar resisténcies a trimetroprim-
sulfametozaxol [50].

Les soques cliniques de S. maltophilia d'aquest treball han estat recol-lectades en diferents
paisos, presenten diferents perfils de resisténcia i, a partir del perfil MLST, es classifiquen en 37
STs (dels quals 30 han estat descrits per primera vegada) i es distribueixen en 10 grups
genomics. Cal destacar un grup genomic, el C, per la rellevancia dels seus fenotips de resisténcia
i virulencia. Aquest genogrup conté la soca D457, un aillat clinic que s’ha utilitzat com a
referencia per estudiar la preséncia d’elements que contribueixen a la resisténcia a S.
maltophilia i els requladors d’aquests elements [290]. Aixi mateix, també formen part d’aquest
genogrup les soques UV74 i M30, les quals, a part de les caracteristiques fenotipiques exposades
en aquest treball, presenten mortalitats del 84% i 55% , respectivament, en model de Zebrafish
després de 48h d'injeccio [291]. A més a més, d’aquestes soques se'n disposa del seu genoma
[290], [292], [293] amb l'objectiu d’entendre la seva evolucid i la seva patogenicitat.

Tractant-se doncs, d'un genogrup amb alta capacitat de formar biofilm, amb una forta
viruléncia i amb una resposta heterogénia a la resisténcia a la colistina és important tenir en
compte que aquests clons s’han aillat en diferents paisos europeus (Espanya, Franga, Alemanya
i Belgica) i que, per tant, el C és un grup genomic de gran importancia epidemiologica.
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Gracies a tot el conjunt de dades recollides durant aquest treball, s'observa I'existéncia d'una
heterogeneitat fenotipica ampliament estesa entre els aillats clinics, independentment dels
seus genotips i dels perfils de resisténcia. Més concretament, en el present estudi, s'ha
demostrat per primera vegada que S. maltophilia és capag de desenvolupar heterogeneitat
fenotipica pel que fa a la resisténcia a la colistina com a resultat de I'accid col-laborativa de
diferents fenotips de resisténcia a aquest antibiotic a nivell de poblacid.

La resisténcia heterogenia a la colistina esta esdevenint un problema clinic creixent entre els
patogens gramnegatius i es tracta d'un fenomen en el qual diferents subpoblacions dins d’un sol
aillat presenten diverses susceptibilitats a aquest antibiotic [179], [181], [184]-[187].

Malgrat que encara hi hagi controveérsies en la definicid d'aquests conceptes, la resisténcia
adaptativa i I'heteroresisténcia s’han diferenciat en funcio de la temporalitat i la reversibilitat
dels fenomens. Aixi doncs, tot i que ambdds fenotips representen subpoblacions amb
susceptibilitats heterogénies a un agent antimicrobia particular, I'heteroresistencia s’ha referit
com un fenomen de subpoblacions genéticament diferents que coexisteixen en un sol aillat i
que son heretades per diverses generacions [181], [182]. D'altra banda, la resisténcia adaptativa
té una naturalesa transitoria i implica un augment de la capacitat de resisténcia a un farmac per
I"alteracio en |'expressio génica com a conseqiéncia de I'exposicio a nivells subinhibitoris de
I'antibiotic o d'altres estressos [294].

Els resultats suggereixen que ambdds fenomens poblacionals poden conviure en S. maltophilia,
tal i com s'observa en les soques resistents K279a, M30 i D457. No obstant aixo, el predomini i
I'impacte de cadascun d’aquests mecanismes en la resisténcia global a la colistina poden variar
entre els aillats. Per exemple, fins i tot en M30 i D457, dues soques genéticament molt properes
(grup clonal ST-77), el fenotip de resistencia ha resultat ser clarament diferent. Per contra,
encara que la soca PG157-SI13 es pot classificar com heteroresistent intermedi [180] i pertany al
mateix grup genomic que la soca K279a, sembla ser que aquesta soca no és capag de
desenvolupar heteroresisténcia o resistencia adaptativa, fet que suggereix que alguns aillats de
S. maltophilia poden no tenir aquests mecanismes de “resisténcia col-lectiva” per colistina.
Finalment, i basant-nos en els resultats inconsistents obtinguts amb els métodes Etest i BMD
per a les soques restants d'aquest treball, es pot concloure que I'heterogeneitat fenotipica
podria estar present tant en els aillats resistents com els susceptibles a la colistina; tot i que cal
destacar que, curiosament, per a les dues soques aillades filogenéticament OU152-BE13
(genogrup #5) i OU111-BE13 (genoprup A) aquests fenomens semblen no existir.

L'heteroresisténcia s’ha identificat en les soques resistents seleccionades per mitja de la prova
Etest i, posteriorment, mitjancant el perfil d’analisi poblacional (PAP). Aquesta
heteroresisténcia no ha estat relacionada amb I'exposicio prévia a la colistina, tot i que s'ha
demostrat, de manera paral-lela, que aquestes soques tenen capacitat d'adaptar-se a la
colistina. No obstant aixo, el concepte d’heteroresistencia definit anteriorment no es pot
explicar estrictament a les soques estudiades perqué la subpoblacio heteroresistent de S.
maltophilia perd la resisténcia a colistina quan es torna a cultivar en un medi sense antibiotic.
Per aquesta rao, doncs, ates que el principi de resistencia adaptativa es pot aplicar al subconjunt
de cél-lules que poden sobreviure a I'estrés per antibiotic, aqui es pot definir un nou concepte
mixt denominat “Heteroresisténcia adaptativa”. En aillats clinics de P. aeruginosa [295] i
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E. cloacae [181] també s’ha descrit un fenotip similar i, en el cas del E. cloacae, els autors van
referir aquest fenomen de resistencia com a “heteroresisténcia clonal”, atribuint-lo a una
subpoblacid menor resistent a I'antibiotic capa¢ de replicar-se en presencia de colistina i
suportar alts nivells de resisténcia a I'antibiotic. Aquesta subpoblacio resistent no és el resultat
d’una mutacio estable i es selecciona molt rapidament durant la primera exposicio a I'antibiotic
en les primeres generacions bacterianes, com per exemple, durant la primera hora d'exposicio
en les proves de susceptibilitat. Probablement, aix0 és el que succeeix en els nostres aillats de S.
maltophilia amb una resisténcia heterogenia a la colistina; no obstant aixd, considerem que és
més apropiat anomenar aquest fenomen d’una altra manera ja que els resultats obtinguts
suggereixen que una subpoblacié inicial esdevé heteroresistent com a conseqiéncia de canvis
fenotipics transitoris. Tot i aixi, son necessaries més investigacions, com ara la seqienciacio
genomica juntament amb analisis basats en transcriptomes d‘aillaments consecutius sota estrés
d’antibiotic, per tal d’entendre si aquesta manifestacioé fenotipica combinada s'ha produit dins
d’una soca geneticament homogeénia.

En aquest estudi s’ha demostrat que la colistina presenta una baixa activitat in vitro contra S.
maltophilia seguint el métode de la microdilucid recomanat per CLSI (31,12% dels aillats sén
susceptibles), pero, en canvi, sembla mostrar una “falsa” bona activitat (75,4% dels aillats sén
susceptibles) si s'utilitzen les tires Etest com a métode per avaluar la susceptibilitat a aquest
antibiotic. Segons indiquen El-Halfawy i Valvano [180], quan ens trobem davant aquest cas, és a
dir, valors de CMI elevats mitjancant BMD pero valors baixos per Etest, és indicatiu de
resistencia heterogénia al farmac en estudi. Aixi doncs, la impossibilitat de determinar
correctament els valors de CMI de la colistina en S. maltophilia és, probablement, com a
conseqiencia dels mecanismes de resisténcia poblacionals descrits anteriorment. No obstant
aixo, la discordanga entre els valors de susceptibilitat in vitro contra S. maltophilia també s'ha
reportat en altres estudis i molt sequrament és pel fet d'utilitzar diferents métodes per avaluar
la susceptibilitat a la colistina [47], [52], [70], [296]. A més a més, malgrat que el métode de la
microdilucio segueix sent el metode de referencia per determinar la CMI [193], [194], s'ha de
tenir en compte, com s’ha observat en aquest treball, I'aparicié d’'una “zona de transici¢” de
creixement incomplet quan s’avalua la susceptibilitat a la colistina en S. maltophilia en plaques
de microdilucio. Aquesta zona de transicio provoca valors de CMI no interpretables a causa del
creixement de subpoblacions resistents en els pous de la placa de microdilucié que contenen
baixes concentracions d'antibiotic.

Els mecanismes que provoquen resisténcia a la colistina en S. maltophilia estan poc estudiats.
En bacteris gramnegatius, la resisténcia a la colistina pot esdevenir-se a partir de diversos
mecanismes [160], com ara modificacions del LPS, mutacions en gens implicats en la sintesi del
LPS, variacions en |'expressié genica induides per canvis ambientals (com variacions en el pH o
cations) [297] o, fins i tot, per polipéptids antimicrobians cationics [190], [298]. En aquest treball
s’han pogut predir en S. maltophilia diversos gens relacionats amb les modificacions del LPS i
sistemes reguladors de dos components que estan associats a la resisténcia a la colistina [147],
[160] i, entre ells, només el regulador de resposta PhoP del sistema de dos components PhoP/Q
esta 100% conservat en totes les soques investigades. Una de les mutacions detectades en la
proteina sensora histidina quinasa PhoQ (D154G) ha estat associada amb la resisténcia
adquirida a colistina en K. pneumoniae [299]. Recentment, s’ha demostrat que PhoP/Q de S.
maltophilia participa en la modificacio de la integritat de la membrana externa al ser activat per
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baixes concentracions de magnesi i, d'aquesta manera, regular les susceptibilitats
antimicrobianes [300]. A més a més, en totes les soques de S. maltophilia s'ha detectat un
ortoleg putatiu del sistema regulador de dos components ParR/S de P. aeruginosa. Tot i que les
dues proteines dels dos components han presentat una gran variabilitat, aquest sistema podria
contribuir en la resisténcia adaptativa a la colistina, una funcid que s’ha demostrat que és
necessaria per a l'activacio de I'operd arn de modificacié del LPS de P. aeruginosa en preséncia
de concentracions subinhibitories de colistina [190].

Aixi doncs, en aquest treball s’ha volgut estudiar quin rol té el sistema ParR/S en S. maltophilia
creant un mutant parS en la soca clinica de referencia K279a. A partir de I'avaluacié de la
susceptibilitat a la colistina de la soca salvatge i de la soca mutant sense exposicid a altres
agents externs, podem arribar a la conclusié que ParR-ParS contribueix exclusivament en la
resistencia adaptativa als péptids, perd no en la resistencia intrinseca, ja que en les proves
posteriors de susceptibilitat amb exposicid prévia a concentracions subinhibitories de colistina,
la soca salvatge adquireix uns nivells més alts de resisténcia, fet que suggereix que s’ha adaptat
a aquest antibiotic. En canvi, amb deleccio del gen parS, aquesta adaptacidé no és tan notoria.
Cal destacar que aquests resultats només s'observen quan al medi hi ha la concentracié més alta
de magnesi provada (2 mM) i és, precisament, a la concentracié que es troba de magnesi en el
cos huma (1 a 2 mM), un fet altament destacable i que cal tenir en compte en el moment de fer
el tractament i prevenir 'adaptacié de S. maltophilia a |'estrés per antibiotic, sobretot en el cas
de tractaments d'infeccions croniques on, normalment, s'utilitzen baixes concentracions
d’antibiotic. En aquest treball, doncs, per primera vegada, s’ha descrit el paper que té el sistema
ParRS en S. maltophilia el qual, de la mateixa manera que P. aeruginosa [190], [272], només
s'activa en preséncia de magnesi a alta concentracié i peptids antimicrobians en dosis
subinhibitories, tenint doncs, un paper clau en la resisténcia adaptativa a la colistina.

Fins fa un parell d'anys, la resisténcia a la colistina es creia que només tenia origen cromosomic
pero, recentment, s'ha identificat el gen mcr-1 en un plasmidi d’E coli que suggereix la
possibilitat de la transferencia lateral de la resisténcia a colistina entre bacteris [159]. A més de
ser un gen plasmidic, s’han observat gens P-EtN transferasa cromosomics en diversos patogens
gramnegatius que confereixen resisténcia a les polimixines [160]. Curiosament, en aquest estudi
s'’han trobat en S. maltophilia dos gens cromosomics, smlt2804 i smlt3571, homolegs als gens
d’E. colimcr amb 53% i 57% d’identitat amb una de les seves variants respectivament. Per la qual
cosa, en el present treball s'ha volgut estudiar quina implicacié tenen aquests gens en la
resistencia a la colistina.

Es per aquest motiu que s'han obtingut tres mutants en la soca K279a, és a dir, un simple
mutant per cada un dels gens i un doble mutant i s’han realitzat diferents proves fenotipiques.
Les proves de susceptibilitat ens revelen que el gen implicat directament en la resisténcia a la
colistina és el smlt3571 que, justament, és la Unica copia que presenta la soca sensible a la
colistina R551-3. Per altra banda, les soques resistents seleccionades presenten també la copia
del gen smlt2804 el qual s’ha demostrat en aquest treball que podria estar relacionat en la
resisténcia adaptativa a la colistina, descrivint, per primera vegada, un mecanisme d’addicio de
P-EtN al lipid A activat per la preséncia de concentracions subinhibitories del farmac en estudi.
No obstant aix0, s’haurien de realitzar futurs experiments per demostrar que la funcié d'aquests
gens és modificar el lipid A.
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S. maltophilia presenta una gran resisténcia a la majoria d'antibiotics d’ampli espectre,
principalment, per la presencia de bombes d’expulsio i en aquest treball s'ha volgut estudiar
més detalladament la bomba SmeGH. A diferéncia dels resultats observats en P. aeruginosa
[170], la bomba SmeGH en S. maltophilia no intervé en la resisténcia a la colistina pero, en canvi,
influeix en la resisténcia als antibiotics de les classes de les fluoroquinolones i aminoglicosids. A
més a més, s'ha volgut estudiar quin paper juga en la formacio de biofilm, ja que Ultimament les
bombes d’expulsid del tipus RND s’associen a la fisiologia bacteriana [277]. Cal tenir present que
la formacié de biofilm es considera un mecanisme de resisténcia fenotipica [71], ja que els
bacteris desenvolupen biofilm en resposta a diversos factors com ara, l'exposicio a
concentracions subhibitories d’antibiotic, a senyals nutritives i metaboliques o a senyals
derivades de I'hoste [286]. Aixi doncs, en aquest treball s’ha pogut observar com el mutant
K279aAsmeGH redueix fins a un 64% la capacitat de formar biofilm respecte a la soca salvatge,
indicant que les bombes d’expulsid, a part del seu paper en la resisténcia a antibiotics, també
estan involucrades en la supervivéncia, colonitzacio i virulencia dels bacteris, participant doncs,
en la formacio de biofilm.

Es conegut que la preséncia d'antibiotics en baixes concentracions estimula la formacié de
biofilms [279] i, per la qual cosa, en aquest treball també s’ha volgut investigar quin paper hi
juguen diferents antibiotics en la formacio de biofilm en S. maltophilia. No obstant aixo, en
primer lloc, s’ha avaluat la capacitat de formar biofilm de les diferents soques de S. maltophilia
on hem observat que és molt variada entre els aillats i que no existeix cap associacio
significativa entre la resisténcia als antibiotics que pugui tenir una soca i la quantitat de biofilm
que pugui formar. D'altra banda, i d’acord amb les observacions prévies del nostre grup [101],
hem demostrat que les soques que contenen el gen rpfF-2 sén més productores de biofilm que
les soques que contenen la variant rpfF-1. Paral-lelament, s’ha demostrat en aquest treball que,
per primera vegada, la capacitat de formar biofilm en S. maltophilia augmenta en preséncia
d’antibiotics. Aquesta evidéncia s’ha reportat en altres bacteris gramnegatius [280], [282], [283]
i cal tenir present que pot tenir una gran rellevancia clinica ja que els biofilms estan implicats en
un 60% de les infeccions de ferides croniques, unes infeccions que sovint son dificils de tractar i
a on els bacteris estan exposats a baixes concentracions d'antibiotic de dosificacié continuada,
fet que genera un increment en la formacio de biofilms.

Recollint tot el que s’ha dit, gracies a les proves de caracteritzacié fenotipica i genotipica
realitzades al llarg d’aquest treball, s’ha pogut observar I'existéncia d'una gran variabilitat entre
els diferents aillats clinics, suggerint que S. maltophilia presenta una poblacié heterogénia a tot
Europa. El nostre estudi s'ha centrat en alguns factors de viruléncia coneguts en S. maltophilia
com la formacio de biofilms i la resisténcia a antibiotics. Aixi doncs, totes les soques analitzades
en aquest treball presenten capacitat de formar biofilms, mostren diferents graus de viruléncia
front a C. elegans i la major susceptibilitat s'observa en minociclina i el TMP/SMX.
Paral-lelament, aquest estudi mostra que els métodes de susceptibilitat recomanats per
colistina en S. maltophilia poden provocar resultats poc fiables com a conseqiéncia d'una
interaccio complexa entre diferents mecanismes de resisténcia, incloent el fenomen
d’heteroresisténcia adaptativa proposat en aquest treball.

Finalment, s’han estudiat tres mecanismes que podrien estar implicats de manera directa o
indirecta en la resisténcia a la colistina en S. maltophilia: el sistema de dos components ParR/S,
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la bomba d’expulsio SmeGH i els gens homolegs als gens mcr (Figura 31). Malgrat les hipotesis
inicials, la bomba d’expulsié SmeGH no intervé directament en la resisténcia a la colistina en S.
maltophilia, perd en canvi, el gen smlt3571 té una interaccid directa amb la resisténcia a aquest
farmac, sent, probablement, el gen principal i responsable de I'addicié de grups P-EtN al lipid A.
Per altra banda, en aquest treball s’han descrit dos sistemes que podrien estar implicats en la
resisténcia adaptativa a la colistina, un relacionat indirectament amb I'addicio de grups L-AragzN
al lipid A i I'altre directament amb I'addicié de grups P-EtN al lipid A. El primer, regulat pel
sistema ParR/S, s'activa en preséncia de concentracions subinhibitories de colistina i altes
concentracions de magnesi al medi; en canvi, el segon, en el qual intervé el gen smlt2804,
s’activa només si es detecta concentracions d'antibiotic, fins i tot a unes dosis més baixes que el
sistema ParR/S. En aquests moments, el nostre grup esta realitzant experiments per tal de
determinar les modificacions que pateix el LPS de S. maltophilia després del contacte amb la
colistina i entre aquests dos mutants i la soca salvatge.
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Figura 31. Mecanismes de resisténcia a polimixines descrits en bacteris gramnegatius. En taronja apareixen els
mecanismes de resisténcia estudiats en aquest treball, els quals representen dos tipus de resisténcia adquirida a
colistina (reguladors globals i modificacio del LPS), aixi com també una bomba d’expulsié. En blau es representen
aquells mecanismes que tenen un ortoleg en S. maltophilia i, en gris, aquells gens que no s’ha trobat un ortoleg clar
en S. maltophilia. (A) Activacio de I'operé arnBCADTEF per ParRS, CoRS, CprRS per I'addicio de 4-amino-4-desoxi-L-
arabinosa (LAra4N), descrits Unicament en P. aeruginosa i, per primera vegada, ParS en S. maltophilia en aquest
treball. (B) Activacio de I'operé arnBCADTEF per mgrB per I'addicié de LAragzN. (C) La fosforilacio de PhoP activa
directament I'operé arnBCADTEF per a I'addici6 del LArazN. (D) L'activacio de PmrD, per PhoP, el qual activa PmrA
per l'activacio de |'operéd arnBCADTEF. (E) La fosforilacido de pmrA activa directament I'operéd arnBCADTEF. (F)
Activacio de PmrC per mitja de pmrB que activa I'operd pmrHFIKLM per I'addicié de fosfoetanolamina (P-EtN). En
resum, les rutes arnBCADTEF i pmrHFIKLM sén les dues rutes principals responsables de la incorporacio de LAraNg i
pEtN al LPS, provocant que el LPS esdevingui més cationic i, com a conseqiéncia, confereixi resisténcia a les
polimixines. Figura adaptada de Bakthavatchalam et al. [192].

Malgrat que en aquest treball s’hagin descrit els rols del sistema ParR/S, la bomba d’expulsio
SmeGH i els gens homolegs als gens mcr, encara son necessaris molts estudis per tal de
comprendre la base molecular del complex sistema de resistencia (fins i tot, resisténcia
adaptativa i heteroresisténcia) a la colistina en S. maltophilia ja que, molt probablement,
intervenen altres components com en el cas de P. aeruginosa [265], [272].
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Aixi doncs, per tot el que s’ha exposat en aquest treball, la colistina no hauria de ser considerada
com una opcio terapeutica rutinaria contra S. maltophilia utilitzant aquest antibiotic com a
farmac Unic, a part per la seva toxicitat demostrada, principalment, per la seva capacitat
d’'adaptar-se a I'antibiotic, tot i que no s’ha de descartar com a farmac d’Ultim recurs. L'estudi
dels mecanismes de resisténcia en aquest bacteri obrira les portes al disseny de noves
estratégies antimicrobianes o al descobriment de drogues que combinades amb la colistina
puguin eliminar els fenomens que hem denominat com “heteroresisténcia adaptativa” i/o
disminuir Iaparicio de resistencies o la seva toxicitat.
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6. Conclusions

6. CONCLUSIONS

1.  Stenotrophomonas maltophilia presenta una gran heterogeneitat genotipica, la qual s'ha
demostrat en la identificacio de 37 STs diferents entre les 78 soques aillades de pacients de
diferents paisos europeus. 30 d'aquestes STs s’han descrit per primera vegada.

2. Existeix una gran diversitat fenotipica entre els aillats clinics ja que, de manera general, no
existeix associacio entre les variables genotipiques i els fenotips de resisténcia i viruléncia
avaluats. La Unica associacio observada ha estat en relacié a la major capacitat de formacid
de biofilm de les soques del tipus rpfF-2 vers les soques de la variant rpff-1.

3. El grup genomic C podria considerar-se com un clon de risc epidemioldgic com a
conseqiencia de la seva expansio en diferents paisos europeus, la seva capacitat elevada
de formacio de biofilm, la seva viruléncia i la resisténcia heterogénia a la colistina.

4. Es confirma que els antibiotics més eficagos son la minociclina i el trimetroprim-
sulfamethoxazol. No obstant aixo, és destacable que un 68,8% dels aillats d’aquest treball
son considerats soques MDR i que un 67,21% son resistents a la colistina, un antibiotic
recentment considerat d'Ultima eleccio.

5. La interpretacio de la susceptibilitat a la colistina mitjancant el métode recomanat de la
microdilucié (BMD) ha estat complicada com a conseqiiéncia de I'aparicio d'una “zona de
transicid” en les plaques a causa d'una inhibicio de creixement incompleta per un fenomen
de resistencia heterogeénia a la colistina.

6. Stenotrophomonas maltophilia presenta resisténcia heterogenia a la colistina mitjangant
mecanismes de resistencia diferencial a nivell poblacional, uns mecanismes que no tots els
aillats presenten de la mateixa manera ni expressen al mateix nivell, comportant
I'existéncia d'una heterogeneitat fenotipica a la colistina intra- i inter-soques.

7. La resisténcia heterogenia observada no ha estat relacionada amb canvis fenotipics
estables i heretables, denominant el nou concepte com a heteroresisténcia adaptativa, en
el qual, una subpoblacio inicial esdevé heteroresistent com a conseqiéncia de canvis
fenotipics transitoris molt poc temps després del contacte amb I'antibiotic.

8. Entre els determinants genétics de la resisténcia a colistina en destaquen els sistemes de
regulacié de dos components i els gens que codifiquen per a proteines que participen en la
regulaciéd del LPS. En particular, S. maltophilia pot presentar dos gens cromosomics
(smlt3571 i smlt2804) homolegs als gens mcr d’enterobacteris que codifiquen per a dos
enzims de la familia de la fosfoetanolamina transferasa que modifica I'estructura del Lipid
A.

9. Els gens paralegs smlt3571 i smlt2804 participen en la resisténcia a la colistina de manera
additiva i, probablement, mitjancant mecanismes diferents. El gen smlt3571 esta implicat
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directament en la resisténcia a la colistina, mentre que el smlt2804 podria estar relacionat
més en la resisténcia adaptativa ja que un mutant d'aquest gen sol ha mostrat un fenotip
més susceptible sota condicions de pre-induccié amb I'antibiotic.

El sistema ParRS en S. maltophilia participa en la resistencia adaptativa a la colistina i
semblar estar regulat per la preséncia de magnesi i péptids.

La bomba d’expulsié SmeGH participa en la resisténcia a fluoroquinolones i aminoglicosids
i no intervé en la resisténcia directa a la colistina. Una soca deficient d’aquesta bomba
redueix considerablement la capacitat de formar biofilm, fins i tot, sota els efectes de
baixes concentracions d'antibiotics que promouen la seva formacié en comparacio a la soca
salvatge.
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Taula Ax. Llistat dels mutants de P. aeruginosa MPAOz1 utilitzats en aquest treball.

Relacionats amb els mecanismes de resisténcia a colistina descrits en altres espécies
Regulador resposta de sistema de dos
components PhoP

Sensor de sistema de dos components
PhoQ

Sistema regulador de senyal de dos
components, sensor quinasa PmrB
Probable sensor de sistema de dos

PW3128 PA1179  P.aeruginosa  phoP

PW3132 PA1180  P.aeruginosa  phoQ

PWgo24 PA4777  A.baumanni  pmrB

PW4165 PA1798  P.aeruginosa  ParS

components
PW4167 PA1799 P aeruginosa Probable regulador de sistema de dos
components
PW10348  PA5518 Y. enterocolitica Probable transportador de flux de potassi
PWos449 PAso30 Y. enterocolitica E;c;l:slealeM'lc:rsnsportador de la familia de

PW7544 PA3877 Y. enterocolitica narKi Proteina d'extrusio de nitrit
Probable transportador de bombes de la
familia RND
PW6g997 PA3540 S.typhimurium algD GDP-manosa 6-dehidrogenasa AlgD
Sistemes RND (Resistance-Nodulation-Cell Division)
Proteina de fusié a membrana de la bomba

PWs5234 PA2526 C. jejuni

PW1778 PAo425 mexA d'expulsié RND

PW1781 PAo0426 mexB Transportador de bomba d’expulsio RND
Proteina de la membrana externa implicada

PW1783 PAos27 oprM en la resisténcia intrinseca de multiples
antibiotics

PW8748 PA4597 oprJ Proteina de la membrana externa de la

bomba d’expulsio

PW8750 PA4598 mexD Transportador de bomba d’expulsié RND
Proteina de fusié a membrana de la bomba
d’expulsio RND

Proteina de fusié a membrana de la bomba
d’expulsio RND

PWr5184 PA2494 mexF Transportador de bomba d’expulsio RND
Proteina de la membrana externa de la
bomba d'expulsio

PW4498 PA2018 Transportador de bomba d’expulsiéo RND
Proteina de fusié a membrana de la bomba
d’expulsié RND

Probable  transportador de  bomba
d’expulsié RND

Probable proteina de fusid a membrana de
la bomba d’expulsiéo RND

Probable proteina de fusid a membrana de
la bomba d’expulsié RND

Probable  transportador de  bomba
d’expulsio RND

PW8139 PA4208 opmD Probable proteina de la membrana externa

PW8751 PA4599 mexC

PWs5180 PA2493 mexE

PW5187 PA2495 oprN

PW4500 PA2019

PW7218 PA3676

PW7220 PA3677

PW8135 PA4206 mexH

PW8137 PA4207 mex|

139



8.Annex

140

Continuacié Taula Ax.

Sistemes RND (Resistance-Nodulation-Cell Division)

PW6g6o  PA3521 Probable proteina de la membrana externa
e S b
PUeots  Phss - bomba Hexpulg RN
Pli36os  PAwass - bombe depURsRND
PW3611  PA1436 ZII‘:XbanbllsTé Rl\'jg‘:\nsportador de bomba
P35 PRt - bombs e RND
robble  wanporaier e ot
PW5232 PA2525 Probable proteina de la membrana externa
it ol
N
Plsa37  PAasa® - bombe depURERND
PWsa2e  Phasm 2B e dhvlents demetaln el tpoe AN
PWs5226  PA2522 czcC  Proteina de la membrana externa

Lt s e
Puaxe  Phosy 1B el oD
PW1271 PA0158 HiC Transportador de la bomba d’expulsio de

triclosan del tipus RND




Taula A2. Llistat de les 35 soques aillades de I'hospital Charite Clinic de Berlin.

8. Annex

PC184-DE13
PC185-DE13
PC186-DE13
PCa87-DE13
0OCa94-DEa3
OCa95-DE13
0OCa96-DE13
OCag7-DE13
PC226-DE13
PC227-DE13
PC228-DE13
PC229-DE13
PC230-DE13
PC231-DEa3
PC232-DE13
PC237-DEa3
PC238-DE13
PC239-DE13
PC240-DE13
PC245-DEa3
PC246-DE13
PC254-DEa3
PC255-DE13
PC256-DE13
PC257-DEa3
PC271-DE13
PC272-DE13
PC273-DE13
PC274-DE13
PC312-DEa3
PC313-DE13
PC314-DEa3
PC315-DE13
0C322-DE13
0C323-DEa3

Soques cloniques a
PC186-DE13

Soques cloniques a
0OCa97-DE13

Soques cloniques a
PC232-DE13

Soques cloniques a
PC240-DE13

Soca clonic a PC245-DE13

Soca clonica a PC255-DEa3

Soca clonica a PC257-DE13

Soques cloniques a
PC274-DE13

‘ Soca clonica a PC314-DE13

‘ Soca clonica a 0C323-DE13

X X X X X

X X

X

2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012
2012

2012

Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin
Charite Clinic Berlin

Amb una X s’han marcat aquelles soques descartades per considerar-se genéticament clonica a una

altra escollida com a representativa.
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