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Presentacion

En los dltimos afios ha habido un incremento en la aparicion de nuevas enfermedades
infecciosas y en la reemergencia de otras que se consideraban ya controladas. La situacion
actual es preocupante porque muchos de estos nuevos agentes patégenos causan
enfermedades graves. En muchas de estas infecciones, la resistencia a los farmacos se esta
convirtiendo en uno de los obstaculos principales para su control, con la aparicién de cepas
multiresistentes a los antibidticos normalmente utilizados. ¢Cuales son las claves para el
éxito de estas bacterias patogenas? Para responder esta pregunta, se realizan estudios sobre
los mecanismos por los cuales los microorganismos causan la enfermedad, es decir, la
patogénesis. Pero también existen cuestiones importantes sobre la evoluciéon de la
patogénesis de estos microorganismos que contindan siendo una incégnita: scuales son los
factores que determinan la emergencia de un nuevo patdgeno?, scuando se desarrollan
determinados clones patégenos?, ¢porqué cepas no patégenas presentan genes asociados a

la virulencia?

Los estudios de genética de poblaciones contribuyen a este conocimiento,
proporcionando informacion sobre la estructura poblacional y la naturaleza de la variacién
genética que existe en las poblaciones naturales ya que la cantidad de variaciéon genética de
una poblacién es un parametro fundamental, debido a que determina el potencial evolutivo
de ésta. Los cortos periodos de generacion de la mayoria de las bacterias y el enorme
tamafio de sus poblaciones, hace que los cambios evolutivos sean muy rapidos. La
dindmica de aparicion y seleccién de mutantes o la importancia relativa de la mutaciéon y de
la recombinacion en estas poblaciones, son efectos esenciales para comprender los cambios

epidemioldgicos que se producen en ellas.

Estudiar las poblaciones bacterianas también nos permite caracterizar las cepas de las
especies patogenas; pero también es importante comprender las relaciones genéticas
existentes entre cepas patogenas, causantes de la enfermedad, y cepas no patégenas de una
misma especie bacteriana. I.a comparacion entre ambas poblaciones puede ayudarnos a
explicar los origenes de las cepas patdgenas e identificar las diferencias genéticas entre las
dos. Se ha observado que, generalmente, se da una asociacion aparente entre determinados
clones de la bacteria, que se encuentran en pequefa proporcion, y el desarrollo de una
enfermedad; por tanto, esto sugiere que hay una menor diversidad en las cepas patégenas
que en las de vida “libre”. Estas observaciones han sugerido que la mayoria de las bacterias

presentan una estructura poblacional clonal.
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Mas recientemente, el aumento del nimero de bacterias estudiadas y la aplicacién de

técnicas moléculares, han dado lugar a la observacion de que la estructura clonal de las
7 13 b3l sz . ., s

poblaciones se puede “romper” por accion de la recombinacion genética, aunque su papel

no es igual en todas las especies bacterianas.

La transferencia horizontal de genes tiene una gran relevancia en la epidemiologia de las
enfermedades causadas por bacterias patégenas. Se ha observado una marcada diferencia
en el grado de recombinacion entre cepas patdgenas y cepas no patégenas, aunque no se
conocen las causas. La adquisicién de material extracromosémico tiene consecuencias
importantes en la evolucién de las bacterias, tanto a corto plazo, por la distribucion
horizontal de genes de resistencia, como a largo plazo, por la adquisicion de nuevos
determinantes de virulencia o propiedades metabdlicas que puedan producir un cambio
significativo en la patogenicidad o que afecten al habitat ecolégico donde residen. Por
tanto, la variacion genotipica en las poblaciones de los microorganismos patégenos, plantea
importantes dificultades en el control de les enfermedades infecciosas (emergencia de
nuevas cepas patdgenas, aparicion de poblaciones de bacterias resistentes a los antibiéticos,
dificultades asociadas a la obtencién de vacunas contra microorganismos antigénicamente

diversos o variantes).

P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa y cosmopolita, y es una de las principales
causas de infecciones en cancer, transplantes, quemados y en pacientes con fibrosis cistica.
Estas infecciones son muy dificiles de erradicar ya que este microorganismo presenta una
elevada resistencia intrinseca a multiples antibioticos, lo que lo hace responsable de
infecciones nosocomiales de dificil tratamiento y de elevada morbi-mortalidad. En los
ultimos afios se ha observado un incremento progresivo en la incidencia de cepas
resistentes a diversos antibioticos de ultima generacién como por ejemplo el imipenem y de
cepas que presentan una sensibilidad disminuida simultaneamente a diversos grupos de
antibidticos como penicilinas, cefalosporinas con actividad anti-pseudomonica, quinolonas
y aminoglicésidos, situaciéon que ha agravado notablemente la dificultad terapéutica que

habitualmente comportan las infecciones causadas por este patogeno.

¢Tienen las cepas patégenas que viven en el interior de los hospitales alguna relacion
genética con las cepas que viven libremente en el entorno de éstos? ;Qué mecanismos de
resistencia han utilizado estas cepas patégenas para “evadir’” la accion de los
antimicrobianos utilizados contra ellas? En este trabajo hemos tratado de hacer una
aproximacién a la respuesta de estas preguntas, centrandonos en las poblaciones de

Psendomonas aeruginosa del hospital de Bellvitge y su entorno.
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Introduccion

1.1  EL GENERO Pseudomonas

El género Pseudomonas, pertenece a la familia Psendomonadaceae, que se sitta dentro

del orden Pseudomonadales, que ademas comprende la familia Moraxellaceae.

La familia Pseuxdomonadaceae incluye el género Xanthomonas, que junto con
Psendomonas, forman el grupo conocido como pseudomonadales; este grupo es,
tradicionalmente, conocido por los microbidlogos como un grupo patégeno de plantas,

mas que de animales.

Se cree que el género fue presentado por primera vez en 1895 por Walter Migula
en el Bacteriologischen Institut der Technischen Hochschule zu Karlsrube en una publicaciéon que
llevaba por titulo “Ueber ein neues System der Bakterien” ['], donde describfa y comparaba
todas las bacterias conocidas hasta el momento. La descripcion inicial de Pseudomonas por

Migula estaba basada unicamente en caracteristicas morfoldgicas.

Dentro del género Pseudomonas, de todas las especies que existen, la mas importante,
clinicamente es P. aeruginosa, ya que esta especie tiene la capacidad de producir infecciones

en humanos.

1.1.1  Descripcion general

Psendomonas es un género de especies capaces de utilizar un amplio rango de
compuestos, tanto organicos como inorganicos, y capaces de vivir bajo muy diversas
condiciones ambientales. Debido a esta caracteristica, estos microorganismos son muy

ubicuos, y podemos encontrarlos tanto en los ecosistemas terrestres como acuaticos y, son

importantes como patégenos de plantas, animales y humanos [*’].

El género Psendomonas es bien conocido por su versatilidad metabdlica y plasticidad
genética. Las especies de Pseudomonas, en general, crecen rapidamente y presentan gran
habilidad para metabolizar una amplia variedad de substratos, incluyendo compuestos
organicos toxicos, como hidrocarburos alifaticos y aromaticos. Las cepas de las especies de
Psendomonas son frecuentemente resistentes a antibioticos, desinfectantes, detergentes,

metales pesados, y solventes organicos.
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Psendomonas fue reconocida como una compleja coleccion de un gran numero de
especies descritas. Muchas de las especies que previamente fueron descritas como
Psendomonas han sido reclasificadas en nuevos géneros y, a pesar del reconocimiento de la
heterogeneidad filogenética en las bacterias clasificadas como Pseudomonas, se ha iniciado
una reevaluacion de las caracteristicas fenotipicas, las actividades metabdlicas, su genética,
ecologia y otras caracteristicas, con el fin de aportar un poco de luz a las complejas

relaciones filogenéticas intragénicas.

La habilidad de diferenciar Psexdomonas en el sentido estricto, de las bacterias
fenotipicamente similares se debe, principalmente, al desarrollo y aplicacion de métodos de
analisis de los microorganismos a nivel molecular. Por ejemplo se han utilizado métodos
de comparacién de secuencias del 16S rRNA o hibridacién tRNA-DNA. De Vos ez al. [']
propuso, y es actual y generalmente aceptado, que el género Pseudomonas se limite a las
especies relacionadas con P. aeruginosa en el grupo 1 de homologia DNA-rRNA [’] dentro
de la subclase y de las Proteobacterias [°], actualmente reorganizado como la clase de las

“Gammaproteobacterias” ['].

A las especies que comprenden este grupo se las conoce como las “verdaderas
Psendomonas” o las “pseudomonadales fluorescentes” debido a los pigmentos fluorescentes
producidos por P. aeruginosa, P. fluorescens y otras especies del género. Sin embargo, para
afladir un poco de confusion a la complejidad de las Pseudomonas, no todas las especies del
llamado grupo de “pseudomonadales fluorescentes” producen realmente pigmentos

fluorescentes, como por ejemplo P. alcaligenes, P. mendocina, o P. stutzer:.

1.1.2 Caracteristicas

Psendomonas spp. es un bacilo Gram negativo aerobio, no formador de esporas.
Puede presentar de 1.5 a 5 pm de largo y, un diametro de 0.5 a 1.0 um. Las especies de este
género son moviles, debido a la presencia de uno o mas flagelos polares (figura 1.1). La
mayoria de células de P. aeruginosa presentan un unico flagelo polar, aunque en algunas
ocasiones se han observado algunos aislados con dos o tres flagelos. La movilidad les
permite responder a estimulos quimicos (quimiotaxis), asi como localizar substratos en

bajas concentraciones.
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Figura 1.1 Electromicrografia que muestra la flagelaciéon polar que presenta P. aeruginosa.

Es oxidasa y catalasa positiva. La mayoria de especies del género, no crecen bajo
condiciones acidas (pH 4.5 o menor). Crecen en agar MacConkey, como no fermentadores
de lactosa. Poseen un metabolismo aerobio estricto con el oxigeno como aceptor final de
electrones, aunque algunos aislados pueden crecer lentamente en condiciones anaerobias
utilizando el nitrato (NO;) o la arginina como aceptores finales de electrones. Cuando
crecen en medio liquido se puede observar la formacién de una pelicula superficial, que
refleja la preferencia de este microorganismo por las condiciones aerébicas. Puede degradar
la glucosa oxidativamente y convertir el nitrégeno en nitrito o nitrégeno gas. El género

Psendomonas es muy versatil nutritivamente, y algunas especies pueden utilizar carbohidratos,

L .8
alcoholes y aminoacidos como fuente de carbén [7].

La mayoria de especies tienen una temperatura Optima de crecimiento entre 30-
37°C, pero pueden sobrevivir y multiplicarse en casi cualquier ambiente, incluyendo
aquellos con elevado contenido de sales, y en un rango de temperaturas comprendido entre

20-42°C.

Tienen la capacidad de producir morfologias coloniales distintivas y pigmentadas.
Algunas cepas forman una capsula polisacaridica que hace que las colonias sean mucosas
(tipico, por ejemplo, de aislados procedentes de enfermos de fibrosis cistica). El
crecimiento confluente, a menudo, presenta un brillo metalico y olor a fruta. Una
caracteristica comuin de las “pseudomonadales fluorescentes” es la produccién de
pigmentos fluorescentes bajo la luz ultravioleta de longitud de onda baja (254 nm),
sobretodo cuando crecen en un medio con limitacién de hierro (figura 1.2 a). La
pioverdina, un pigmento fluorescente de color amarillo-verdoso, esta considerado el

principal tipo de sider6foro de las especies de Pseudomonas.
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Otros pigmentos producidos por otras especies del género son la piocianina
(pigmento no fluorescente de color azul-verdoso producido por la mayoria de cepas de P.
aeruginosa.), piorubina (P. aernginosa, color rojo similar al o6xido), oxiclororafina (P.
aunreofaciens, P. chlororaphis, color naranja), y la clororafina (P. chlororaphis, color verde), entre
otros. Muchos de estos pigmentos actian como sideréforos en los sistemas bacterianos de
captacién de hierro [’]. La produccién de pigmentos puede demostrarse cultivando estos
microorganismos en medios como el medio de King B, que no contiene hierro. Este
medio esta también recomendado para demostrar la produccién de piocianina. Las cepas
no pigmentadas presentan un color gris palido. Cuando crecen en agar sangre,

normalmente presentan hemolisis (figura 1.2 b).

Figura 1.2 Colonias de P. aernginosa crecidas en TSA (a) y en agar sangre (b).

1.1.3 Habitat

Psendomonas es un género verdaderamente ubicuo, lo cual parece ser consecuencia
de los simples requerimientos nutritivos que posee, del rango de compuestos de carbon que

utiliza, y de su gran adaptabilidad genética y metabélica.

Las especies de Pseudomonas pueden vivir en numerosos habitats, que van desde
diversos tipos de ambientes acuaticos y terrestres, hasta tejidos diversos de animales y
plantas, incluyendo frutas y verduras; por lo tanto el habitat primario es ambiental.
Esencialmente, cualquier habitat con un rango de temperatura de 4-42°C, un pH
comprendido entre 4 y 8 y que contenga compuestos organicos simples o complejos, es un
habitat potencial para Pseudomonas, asi pues, las especies de Pseudomonas se encuentran en

suelos y aguas que presentas unas condiciones aerdbicas, mesofilicas y pH neutro.
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Debido a que la mayororia de las especies de este género son aerdbicas estrictas, el
oxigeno es aparentemente casi el inico requerimiento obligado para la colonizaciéon de un

ambiente por Pseudomonas.

114 Pseudomonas aeruginosa

Psendomonas aernginosa fue aislada por primera vez de muestras ambientales por
Schroeter en 1872 ['"]. Debido a que las colonias de P. aeruginosa son pigmentadas, la
denominacién de la especie deriva de la palabra aeruginoso (aeruginous) que significa “el
color del cobre oxidado”, reflejando el caracteristico color azul-verdoso que presentan las

colonias debido a la produccién de pigmentos.

Como todos los miembros de esta familia es un bacilo Gram negativo aerobio,
muy versatil metabolicamente, pudiendo utilizar mas de 80 compuestos organicos como
fuentes de carbono y energfa. Es oxidasa positiva y puede crecer a temperaturas superiores
a 42°C. Aunque se clasifica como aerobio estricto, algunas cepas pueden crecer
anaerobicamente mediante desnitrificacion o mediante la fermentacién de compuestos

como la arginina o el piruvato.

Debido a su habilidad para sobrevivir en ambientes acuosos con nutrientes
minimos, y como consecuencia de su gran versatilidad metabolica, estos organismos, han
llegado a ser problematicos en los ambientes hospitalarios, donde esta especie ha sido
aislada de una elevada variedad de soluciones acuosas, incluyendo desinfectantes, jabones,
fluidos de irrigacién y de dilisis y, sus equipamientos ['']. Actualmente, el aislamiento de
otras especies como P. mendocina o P. stutzeri esta siendo cada vez mas frecuente en
muestras clinicas. A parte de esta procedencia nosocomial, también podemos encontrarla
en piscinas, tubos de agua caliente, soluciones de lentes de contacto, cosméticos, ufias

artificiales, suelas interiores de zapatillas de deporte e, incluso, en drogas inyectables [,

No es frecuente encontrar este microorganismo como parte de la flora bacteriana
de individuos sanos, pero en caso que se encuentre, el tracto gastrointestinal es el lugar

mas frecuente de colonizacién.
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Otros lugares humedos del cuerpo también pueden ser colonizados, incluyendo la
faringe, la mucosa nasal y zonas como las axilas o el perineo, de donde ha sido aislada en
un 2-10% de individuos sanos. Las tasas de colonizaciéon son elevadas en individuos
inmunosuprimidos u hospitalizados, particularmente aquellos que pasan largos periodos de
hospitalizacion o que han recibido terapia antimicrobiana de amplio espectro o
quimioterapia. Los lugares de colonizacién en estos pacientes son similares a los de
individuos sanos, pero en estos casos se encuentra incluido el tracto respiratorio infetior,

sobretodo en pacientes intubados ['*"].

La morfologia colonial, pigmentaciéon y propiedadesdemovilidad de esta especie
pueden ser bastante heterogéneas. Aunque la colonia tipica es alargada y plana, con el
centro elevado, dandole una apariencia como de huevo frito, existes numerosas variantes,
sobretodo cuando crecen formando biofilms después de que estas cepas hayan estado
expuestas a estrés medioambiental, por la presencia de antibidticos, o durante infecciones
cronicas de las vias respiratorias humanas. Muchas variantes de la morfologia colonial
presentan también alteraciones fenotipicas respecto a la resistencia a los antibibticos, la
movilidad, expresion de genes de virulencia, propiedadesdeadherencia y formacién de
biofilms. La generacién de estas variantes con propiedades fenotipicas diversas contribuye

a la persistencia y éxito como patogeno de P. aernginosa.

Un fenotipo cominmente observado cuando estas cepas crecen en medio sélido es
el mucoso, consecuencia de la sobreproducciéon de alginato, que es un polisacarido
extracelular. Este fenotipo es muy comun en los aislados procedentes muestras de vias
respiratorias de pacientes con fibrosis cistica, y se correlaciona con las infecciones crénicas

en estos pacientes. Los papeles potenciales de este polisacarido, incluyen el aumento de la
resistencia a los antibiéticos y la adherencia a las células epiteliales ['°], ya que el alginato
forma una matriz que es parte del biofilm que forma esta especie en las vias aéreas de los

pacientes con esta enfermedad.

Como ya hemos comentado anteriormente las colonias de P. aeruginosa presentan un
color azul-verdoso debido a la produccién del pigmento piocianina, que es un compuesto
redox muy activo que produce multiples efectos citopaticos en las células de los mamiferos,
y que es producido unicamente por esta especie. Otros pigmentos comunes de P. aeruginosa

son la pioverdina y la piorubina, de los que ya hemos hablado, en apartados anteriores.
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1.1.5 Importancia clinica de Pseudomonas aeruginosa

P. aernginosa es el patbgeno humano mas importante del género Pseudononas, tanto
respecto al numero, como al tipo de infecciones causadas y a la morbilidad y mortalidad

asociadas.

Aunque ésta especie se encuentra tipicamente en suelos y aguas, es también un
patégeno oportunista de plantas, y animales. Su implicacién en las enfermedades en
humanos fue reconocida por primera vez en 1882 cuando Gessard aislo P. aeruginosa de
vendajes tediidos de un color azul-verdoso, debido a la produccién de piocianina ['].
Actualmente P. aeruginosa es reconocida como una fuente comun en las infecciones

adquiridas de la comunidad y las infecciones nosocomiales.

El espectro de infecciones que puede causar, va desde una foliculitis, hasta la
bacteriemia que puede comprometer la vida de los pacientes. Las infecciones mas comunes
implican la cornea, la piel y el tracto urinario y respiratorio, aunque en realidad las
infecciones por este patdégeno pueden ocurrir en todas las localizaciones anatomicas, y
todas ellas pueden derivar en bacteriemia. También es particularmente importante en

pacientes con quemaduras severas y fibrosis cistica.

Ademas es la causa principal de neumonias asociadas a ventilacién automatica e
infecciones del tracto urinario en pacientes hospitalizados en unidadesdecuidados
intensivos. Los individuos mas susceptibles a las infecciones por este microorganismo son
aquellos que presentan inmunodefiencia o un epitelio pulmonar comprometido debido a la
fibrosis cistica, asi como los que han sufrido quemados severos, ulceraciones o abrasiones
mecénicas, como las producidas como resultado de la implantacion de catéteres ['*"”]. Estas
infecciones oportunistas causadas por P. aeruginosa pueden ser resultado de la
inmunosupresion, ya que ésta permite por un lado, que las cepas con baja patogenicidad
tengan la capacidad de invadir tejidos y, por otro lado, realza una caracteristica que hace
aumentar la virulencia de estas cepas con baja patogenicidad. La inmunodeficiencia del
huésped, combinada con la elevada incidencia de cepas resistentes a los antibiéticos, hace
que el tratamiento de las infecciones causadas por este patéogeno se convierta en un serio

reto médico.
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Las infecciones por P. aeruginosa se pueden clasificar en agudas o cronicas. Las
agudas, como las neumonias asociadas a ventilaciéon automatica, son invasivas, citotoxicas y
frecuentemente resultan en una infeccion sistémica, shock séptico y elevada mortalidad
[***']; en cambio las infecciones respiratorias cronicas asociadas a fibrosis cistica, a pesar de
que presentan elevada colonizacion bacteriana en los esputos, son muy poco invasivas, no

. ;. : : 7z L 22,23
citotoxicas y raramente progresan a infeccién sistémica [ 7

], aunque debido a que estas
infecciones pueden persistir durante décadas, acaban resultando en un grave deterioro del

epitelio pulmonar y muerte.

La cronicidad en este tipo de infecciones, se debe principalmente a las adaptaciones
especificas de P. aernginosa a las vias respiratorias de los pacientes con fibrosis cistica, que
incluyen la formacién de biofilms, la formacién de capsulas polisacaridicas y la pérdida de
la expresion de muchos genes asociados a la virulencia, incluyendo flagelos, exotoxinas o el

antigeno O, entre otros.

La colonizaciéon de los tejidos implica la existencia de adhesinas; las mejor
caracterizadas son las adhesinas de las fimbrias, aunque otros tipos de adhesinas,
incluyendo lipopolisacaridos, flagelos, proteinas de la membrana externa y alginato,
también contribuyen a la adhesiéon de este microorganismo a superficies tanto bidticas

como abidticas.

La patogénesis de este microorganismo se describe a menudo como multifactorial,
ya que la virulencia no se puede atribuir a un Gnico determinante. Los factores que se sabe
juegan un papel importante en la patogénesis incluyen adhesinas, exotoxinas, proteasas,
hemolisinas, y el sistema de secrecion de tipo III. A pesar de esta enorme coleccion de
factores de virulencia P. aeruginosa rara vez infecta personas inmunocompetentes o tejidos
que no estan daflados. Esto que parece contradictorio, refleja la poca capacidad de esta
bacteria de colonizar o danar epitelios intactos, y explica porqué la pérdida de la integridad
epitelial, especialmente con un declive de la funciéon inmunolégica, es normalmente un pre-

requisito para las infecciones por este patbgeno oportunista.
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P. aeruginosa produce gran variedad de toxinas importantes muchas de las cuales
pueden causar shock, inducir la muerte de células, e incluso hidrolizar proteinas
estructurales de los tejidos. La toxina mas potente es la exotoxina A que inhibe la sintesis
proteica en las células eucariotas, una vez se ha unido al receptor presente en ellas; su
expresion esta inducida por las condiciones limitantes de oxigeno que se encuentran en el
huésped [*'] y estd posiblemente implicada en la dermatonecrosis que tiene lugar en las
quemaduras o en el dafo tisular en las infecciones pulmonares crénicas. Ademas esta

toxina posee actividad inmunodepresora.

La destruccién tisular asociada con las infecciones de P. aeruginosa también puede
ser atribuida a las elastasas que hidrolizan la elastina, la laminina, el fibrinégeno, el
colageno, la transferrina e incluso, las inmunoglobulinas y algunos componentes del
complemento [?], asi como la proteasa alcalina que tiene como substratos ciertos
componentes del complemento, la fibrina, el fibrin6geno, la laminina, y el interferén

26,27
gamma [

]. Ademas también contribuyen a la destruccion de los tejidos las exoenzimas S
y T, las cuales son toxinas extracelulares que producen dafos en las células epiteliales con

el objetivo de facilitar la diseminacion de las bacterias, la invasion tisular y la necrosis.

Aunque la patogénesis de P. aeruginosa es multifactorial, el sistema de secrecion de
tipo III, es el mayor determinante de virulencia. Este sistema de secreciéon es comun en
muchos patégenos Gram negativos, y funciona trasportando toxinas directamente desde la
bacteria adherida a la célula eucariota. En las infecciones respiratorias humanas, este
sistema de secrecion se asocia a un incremento del riesgo de mortalidad de hasta seis veces

[**], aunque en el medioambiente juega un papel importante en la supervivencia de este

microorganismo tanto en el suelo, como en el agua [*']. Este sistema de secrecién
transporta cuatro toxinas (ExoS, ExoT, ExoU, and ExoY) implicadas en la inhibicién de la
fagocitosis, la promocién de destruccion tisular y el retardo de la curacion de heridas
[*»*72%]. Bl sistema de secreciéon de tipo 111 se expresa en respuesta a diversas sefiales

ambientales, incluyendo bajas concentraciones de Ca > algunos componentes presentes en

el suero, y el contacto con las superficies celulares eucariotas.
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La formacién de biofilm también juega un papel muy importante en la patogénesis
de P. aeruginosa, ya que permite a este microorganismo colonizar superficies, por ejemplo,
instrumentos médicos como catéteres y tubos endotraqueales y, lentes de contacto, por lo
que se piensa que también contribuye a la infeccién crénica de las vias respiratorias de
pacientes con fibrosis cistica. Comparados con las formas planctonicas, los
microorganismos que crecen formando parte de biofilms presentan elevada resistencia a los
antibidticos, a los mecanismos de eliminacién mediados por el complemento, a la
fagocitosis y a los biocidas. Esto hace que las infecciones dénde se han formado biofilms

sean dificiles de tratar.

Ademais, otra de las dificultades afiadidas en el tratamiento de las infecciones
causadas por este microorganismo es la limitada existencia de agentes antimicrobianos
efectivos debido a la elevada resistencia intrinseca que presenta este microorganismo. Esta
resistencia natural, es debida principalmente a la presencia de una membrana externa poco
permeable, a una B-lactamasa AmpC inducible y a un sistema de bombas de expulsién
activa de antimicrobianos que producen lo que se denomina wpermeability-mediated resistance.
Ademas este microorganismo tiene una elevada capacidad para adquirir resistencia,

mediante diversos mecanismos, a los antibiéticos denominados antipseudomonicos.

Las mutaciones en las topoisomerases 1 y II producen resistencia a las quinolonas;

la destepresion de la B-lactamasa AmpC produce una reduccion de la sensibilidad a las
penicilinas y cefalosporinas; la alteraciéon en las bombas de reflujo, como por ejemplo la
MexAB-OprM  compromete la sensibilidad de varias familias de antibi6ticos
simultaineamente, como las penicilinas, cefalosporinas, quinolonas y meropenem. La
adquisicion de mutaciones en los genes que codifican la permeabilidad de la membrana
externa también es muy importante en el desarrollo de la resistencia a los carbapenémicos;
la pérdida de OptD, una porina utilizada por los carbapenémicos y no por otros P-
lactamicos, para su penetracion en la célula, se asocia con resistencia al imipenem y

sensibilidad reducida al meropenem.
Actualmente, el problema de la adquisicion de resistencias crece con la emergencia

de los integrones que portan cassettes génicos que codifican genes de resistencia a los

antibiéticos, sobretodo carbapenemasas y acetiltranferasas.
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1.2  FUNDAMENTOS DE LA GENETICA DE POBLACIONES
BACTERIANAS

La genética de poblaciones estudia la variabilidad genética de las poblaciones
naturales, intenta explicar cuales son los mecanismos por los que una especie evoluciona, y
trata de responder a cuestiones especificas sobre la historia particular de esta especie y sus

poblaciones.

Dentro de una determinada especie no existe homogeneidad genética absoluta, sino
que diferentes poblaciones de una misma especie pueden presentar ligeras diferencias
genéticas. Para la genética de poblaciones, el proceso evolutivo consiste en cambios en la
constituciéon genética de las diferentes poblaciones de una especie. Estos cambios en la
composicion genética de las poblaciones son debidos a diferentes mecanismos que afectan
las frecuencias génicas de la poblacion. Los procesos que influyen en la naturaleza y

velocidad de estos cambios evolutivos son:

1. Mutacion: Es el proceso fundamental que impulsa todo cambio evolutivo. Como las
tasas de mutacién son muy bajas, la presion de mutacién por si sola produce cambios
muy lentos en las frecuencias génicas de las poblaciones.

2. Recombinacion: En el caso de los microorganismos implica el reemplazo de una
region pequefia del cromosoma, con la regién correspondiente de otro individuo de la
misma especie, o, en algunos casos, de otra especie muy relacionada genéticamente.

3. Migracion: El flujo génico de una poblacién a otra de la misma especie puede cambiar
la composicién genética de una poblacion local, en el caso en que las dos poblaciones
presenten frecuencias génicas diferentes.

4. Deriva génica: 1.a deriva génica al azar se basa en que las frecuencias génicas de una
poblaciéon pueden cambiar por razones puramente aleatorias. Dado que las poblaciones
son finitas, las frecuencias génicas pueden variar de una poblacién a otra debido a
errores de muestreo. Cuanto mas pequefia es la poblacion, mas grande es el efecto de la
deriva genética al azar sobre las frecuencias génicas.

5. Seleccion natural Controla los caracteres que se desvian de la media de la poblacién,
seleccionando aquellos organismos con una eficacia biolégica mayor. La seleccion
tiende a mantener un nivel éptimo asegurando los “avances” conseguidos durante

generaciones y eliminando a los individuos divergentes.
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Las variantes génicas generadas por los procesos de mutacién, recombinacion,
migracion y deriva génica pueden aumentar o disminuir de frecuencia, independientemente
de si son 0 no cambios adaptativos utiles para sus portadores; pero la seleccion natural es
el unico proceso evolutivo direccional respecto a la adaptacion. En el caso de las bacterias
la seleccion natural tiene un papel muy importante porque elimina la diversidad en las
poblaciones, ya que selecciona aquellas cepas mejor adaptadas. Por ejemplo, la apariciéon de
un mutante que presenta cierta ventaja ecologica sobre el resto de individuos de la
poblacién, provoca un incremento mayor de este clon en la poblacién, eliminando por
seleccion periddica aquellos individuos menos adaptados y disminuyendo asf la diversidad

en la poblacion.

Por tanto, si en cualquier especie bacteriana escogemos una poblacién sometida a
una fuerte presion selectiva, estaremos seleccionando poblaciones clonales. Esto es lo que
sucede si unicamente analizamos poblaciones de cepas virulentas. Las especies bacterianas
patdgenas estan constituidas por una amplia base de cepas no patégenas en las que
predomina un grupo de cepas responsables de la enfermedad. En este caso, se deben
analizar tanto poblaciones de cepas patégenas como de no patdgenas, para poder
determinar la estructura poblacional correcta de la especie bacteriana. Pero, en aquellas
poblaciones que presentan frecuentemente fenémenos de recombinacién, se producen
intercambios genéticos que son transferidos rapidamente a diferentes fondos genéticos, y la

diversidad de la poblacién se mantiene.

A partir de la variabilidad genética detectada en las poblaciones como resultado de
estos procesos, los estudios de genética de poblaciones establecen modelos para explicar la

estructura poblacional y la evolucion de estas poblaciones.

1.2.1 Larecombinacion en poblaciones bacterianas

Es importante conocer el papel de la recombinacion genética en las poblaciones
bacterianas, ya que la transferencia horizontal de genes tiene una enorme relevancia para la
epidemiologia de las infecciones causadas por bacterias patégenas; sin embargo, el
conocimiento existente sobre la importancia real de los mecanismos de recombinacion

(conjugacion, transformacion y transduccion) es muy escaso.
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El conocimiento de la naturaleza y la frecuencia de recombinaciéon es importante
para determinar la estructura genética de las poblaciones bacterianas. Si no existiese
recombinacién cromosémica en las bacterias, sus poblaciones tendrian una estructura
clonal, donde la variaciéon genética vendria dada, fundamentalmente, por la mutacion; esto
implicaria que las poblaciones naturales de bacterias serian mezclas de lineas evolutivas mas
o menos independientes y, como consecuencia, los diferentes alelos en los /o« estudiados,
no estarfan asociados al azar sino que serian mas frecuentes determinadas combinaciones
de alelos. En estas circunstancias decimos que existe un desequilibrio de ligamiento. Si,
en cambio, la recombinacién cromosémica fuese muy frecuente, no tendrfamos que
esperar asociacion entre alelos, ya que las diferentes combinaciones estarfan deshechas por
la acciéon de esta recombinaciéon. En estas circunstancias decimos que los alelos se

encuentran en equilibrio de ligamiento.

En el caso de las bacterias, el intercambio genético no es frecuente, pero su
frecuencia es suficiente para crear y romper asociaciones de alelos en diferentes /oci. Segin
Maynard-Smith [**], si la tasa de recombinacién es tGnicamente diez veces superior a la de
mutacion, la recombinacion rompe de manera efectiva todas las asociaciones preexistentes
de alelos en los diferentes /oci. Ademas la recombinacion fomenta la evolucion adaptativa
proporcionando determinadas combinaciones adaptativas de alelos que pueden ser
intercambiadas entre diferentes especies bacterianas, como resistencia a antibioticos, cassettes
de virulencia, fijaciéon de nitrégeno, etc.; y dado que el intercambio genético, es poco
frecuente, queda garantizada la integridad de su conjunto de adaptaciones aunque la

variabilidad que se introduce sea por recombinacion.

Los diversos estudios realizados a numerosas especies bacterianas han demostrado
que, en su mayotfa, se encuentran determinadas combinaciones de alelos que se repiten con
una frecuencia mas elevada de la esperada. Esto es debido a que la recombinacion genética,
aunque presente en la poblacion, no es suficiente para romper las asociaciones entre alelos,
y presentan desequilibrio de ligamiento. Estas caracteristicas han llevado a la mayoria de
autores a postular que las poblaciones bacterianas tendrian una estructura clonal, y que por
lo tanto, la tasa de recombinaciéon de segmentos cromosémicos no es suficientemente
clevada como para romper las asociaciones clonales o introducir el azar en los genomas;
pero en determinadas especies, como Neisseria gonorrhoeae 'y Helicobacter  pylors, la
recombinaciéon ha originado asociaciones al azar de alelos, de manera que estarfan en

equilibrio de ligamiento.
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También se ha observado que la recombinacién es comun en genes metabodlicos
implicados en vias centrales (housekeeping genes) de algunas bacterias, y que los niveles
observados de desequilibrio de ligamiento entre alelos pueden ser debidos algunas veces a
una estructuracién ecolégica o geografica de la poblacién, y no a una baja tasa de

recombinacion.

Analizando los resultados obtenidos en diversas poblaciones bacterianas, Maynard-
Smith ez a/. [**] determinaron la existencia de diversos modelos de poblacién, segin su
estructura genética. Estos modelos se caracterizarfan por dos extremos bien determinados,
el de clonalidad, correspondiente a la presencia de desequilibrio de ligamiento, y el de
panmixia, correspondiente al equilibro de ligamiento, y diferentes situaciones intermedias.
Una de las situaciones intermedias, es la estructura llamada “epidémica”, en la que
encontramos una asociacion significativa entre /o (por lo tanto, estarfamos hablando de
una poblacién en desequilibrio de ligamiento), debido al reciente y explosivo aumento de
tipos electroforeticos particulares; cuando este efecto es eliminado encontramos que la
poblacién es panmitica (y, por lo tanto, presenta equilibrio de ligamiento). La figura 1.3

muestra algunos tipos diferentes de estructuras poblacionales.

gy

POBLACION CLONAL POBLACION DEBILMENTE CLONAL
POBLACION EPIDEMICA POBLACION PANMITICA

Figura 1.3 Modelos de estructuras poblacionales bacterianas.
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1.2.2 Analisis de la variabilidad

Los métodos clasicos de tipado (serotipado, biotipado, fagotipado, tipado de
fimbrias, etc.) han sido frecuentemente utilizados en bacteriologia para los estudios
taxonomicos y epidemiolégicos; pero estos métodos solo detectan variaciones fenotipicas,
las cuales son muy dificiles de relacionar con las variaciones alélicas, y no dan informacién
ni de la frecuencia de los alelos, ni de los diferentes genotipos detectados en la poblacion.
Por tanto, estas técnicas no sirven para el estudio de la genética de poblaciones. Sin
embargo, técnicas moleculares como la hibridacion DNA-DNA vy la hibridacion DNA-
RNA son de enorme utilidad tanto para establecer especies, como para establecer la
relacién que existe entre especies proximas, pero no sirven para conocer la variacion
genética dentro de una especie, de manera que su utilidad queda limitada a la comparacion

de especies genéticamente proximas.

Para el conocimiento de la estructura poblacional es necesaria la medida del grado
de variabilidad genética que existe entre las diversas cepas de una poblacién bacteriana. En
la genética de poblaciones bacterianas se han utilizado dos tipos de aproximaciones para

detectar esta variacion genética:

a) variaciéon a corto término: en este caso, se analizan y comparan /o individuales o
regiones del genoma que son elevadamente variables en la poblacion. Se utilizan
métodos como el ribotipado, el polimorfismo de fragmentos de restriccion (RFLP), la
electroforesis de campo pulsante (PFGE) y el analisis de productos de PCR utilizando
elementos repetitivos o arbitrarios como cebadores (por ejemplo el analisis del DNA
mediante RAPD).

La variacién que medimos con estos métodos es la que evoluciona mas rapidamente, y
por tanto, los resultados obtenidos son dtiles para conocer la epidemiologia a corto

término, pero no sirven para hacer una estimacion de la epidemiologia a nivel global.

b) variacién a largo término: esta aproximaciéon mide la variaciéon que se acumula
lentamente en la poblacion, debido, probablemente, a que es selectivamente neutra.
Estos tipos de analisis son los que se han realizado, de manera tradicional, aplicando,

por ejemplo, la técnica de electroforesis de isoenzimas multilocus (MLEE).
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1.2.3 Las poblaciones de Pseudomonas aeruginosa

Después de la observacion de numerosas poblaciones de P. aeruginosa, muchos
autores han llegado a la conclusién de que este microorganismo se extiende clonalmente.
Siempre se ha asumido que las mutaciones son la fuente mayoritaria de variaciéon genética
en las bacterias, mientras que los intercambios por recombinacién se han considerado
como extrafios. Esta vision ha variado en los dltimos afios, y los trabajos llevados a cabo
por Maynard Smith e a/. [*] han demostrado que las poblaciones pueden tener estructuras
que van desde la panmixia, que no presentan asociaciéon entre alelos, hasta poblaciones
clonales, donde determinadas asociaciones de alelos son mas frecuentes, de manera que
unicamente detectamos una pequefia parte de los diversos genotipos. A pesar de que P.
aeruginosa ha sido extensamente estudiada, no existe un acuerdo general respecto a la

estructura de la su poblacién.

Algunos autores defienden que es una especie muy homogénea con el 90% de las
cepas pertenecientes al mismo grupo clonal (igual que ocurre en otras especies de
Psendomonas como P. stutzeri y P. avellanae). Kiewitz et al. [] después de realizar
dendrogramas de diferentes /e en poblaciones de P. aeruginosa de origen clinico y
ambiental, observaron una incongruencia en sus topologias, lo que sugerfa que no habia o
que habia un muy débil equilibrio de ligamiento, y por tanto presentaban una asociacion no
determinada al azar. En este estudio, también se observo, que las cepas que pertenecian al
mismo genotipo (analizado mediante MLTS) estaban caracterizadas por que sus alelos no
estaban asociados al azar, y por tanto la recombinaciéon no era suficientemente elevada
como para romper las combinaciones existentes entre los diferentes alelos. Contrariamente
la frecuencia de recombinacion existente entre grandes fragmentos de cromosoma en los
diversos genotipos, si era suficiente como para romper las asociaciones clonales y hacer que
los diferentes genotipos estuviesen en equilibrio de ligamiento los unos con los otros. Por
tanto, cada genotipo representarfa una asociacion de cepas estrechamente relacionadas
(variantes clonales) que compartirfan alelos idénticos. Esto quiere decir que los diferentes

genotipos de P. aernginosa pueden ser considerados como clones.

Si nos fijamos por ejemplo, en las Enterobacterias, observamos que los diversos
clones estan especializados en colonizar un hébitat particular, es decir, cada tipo
electroforético determinado predomina en un habitat determinado; por el contrario, en el

caso de P. aeruginosa no existe una correlacion entre clones y habitats, sino que los clones
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dominantes estan distribuidos tanto en los habitats clinicos como en los ambientales.
Ademas, los aislados clinicos y ambientales de clones de P. aeruginosa no pueden
diferenciarse por sus propiedades genotipicas ni quimiotaxonémicas, y son funcionalmente
equivalentes en caracteristicas relevantes para la virulencia y en la capacidad de colonizar y
vivir en los diversos ambientes. Esto podtia ser debido a la versatilidad de esta especie, que

le confiere la capacidad de colonizaciéon de multiples nichos ecoldgicos, sin especializacion.

*]y Picard et al. "] sugieren que las poblaciones de Psexdomonas son

Denamur ¢ al. [
panmiticas. Estudios comparativos de secuenciacion de diversos genes en poblaciones
clinicas y ambientales, sugieren que P. aeruginosa presenta una elevada frecuencia de
recombinacién y una estructura poblacional que denominan net-like papulation [*]. Por otro
lado, se cree que las especies bacterianas en las que la recombinacién es frecuente son
transformables naturalmente [*], pero contradictoriamente, parece que P. aeruginosa no es
competente para la transformacién natural. En este contexto, es interesante la
aproximacion hecha por Ripp e al. [’] que concluye que los bacteriéfagos ambientales
endémicos podrian ser buenos transductores en las comunidades naturales de este

microorganismo.

Por otro lado, Ruimy ez a/. [*'], estudiaron la diversidad genética de las poblaciones
de P. aeruginosa causantes de neumonia, y concluyeron que esta poblacién presenta una
clonalidad epidémica con un elevado grado de recombinacién, de manera que la
bacteriemia y la neumonfa no estarfan causadas por clones especificos, sino que la
poblacién es panmitica, aun cuando existen algunos clones epidémicos que presentan una
asociacion significativa entre /Joci. Esta evidencia de un clon epidémico, también ha sido

demostrada en poblaciones aisladas de pacientes con queratitis y el entorno de éstos.

Los estudios realizados por Pirnay e a/ ["'], también han concluido que las
poblaciones de este microorganismo presentan una clonalidad epidémica donde existe una
estructura superficial clonal, con recombinaciones frecuentes, en la que, ocasionalmente,
surgen algunos clones epidémicos exitosos. La aparicion de estos clones viene dada por
selecciéon de un gran poo/ de genotipos poco frecuentes y no relacionados, que han
recombinado con elevada frecuencia. Estos clones adaptativos son abundantes y, ademas,
presentan elevadas tasas de migracion, de manera que se han extendido en la naturaleza,
probablemente debido a la elevada movilidad de la poblacién humana, de manera que se

espera que predominen en las poblaciones que encontramos en los pacientes.
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1.3 LA MEMBRANA EXTERNA DE LAS BACTERIAS GRAM
NEGATIVAS

Todas las bacterias, a excepcioén de los micoplasmas y las clamidias, producen una
pared celular, situada por encima de la membrana citoplasmatica. La estructura y el
funcionamiento de ésta son tan distintivos que constituyen un rasgo tipico de los procariotas.
La pared celular de las bacterias tiene como componente comun el peptidoglicano o mureina,
y da forma a la célula, la protege contra la lisis osmotica, contribuye a conferir a la bacteria
cierta rigidez mecanica, e incluso, representa para muchos microorganismos, una barrera para
ciertos productos quimicos toxicos y agentes biolégicos. Ademas las bacterias Gram negativas
contienen una capa adicional, conocida como membrana externa, situada por encima de la
anterior. En la figura 1.4 se muestra un esquema de la disposicion de las membranas en las

bacterias Gram negativas.

Porina

Lipopolisacitido
Membrana Lipoproteina
externa u n u n de Braun
> s b s D i i | e 3 T S T G e T e O s T a - : :
Espacio == == <4— Peptidoglicano
periplasmatico o oo o o o o o o o o o

T M i
L N o T o e

Figura 1.4 Esquema de las membranas de las bacterias Gram negativas.

1.3.1 Estructura de la membrana externa

La membrana externa es una “interficie” activa que gobierna interacciones con el

medio externo en bacterias Gram negativas.

De manera similar a la membrana citoplasmatica, la membrana externa esta
formada por una doble capa lipidica que contienen fosfolipidos y proteinas. Mientras que la
membrana citoplasmatica, es una estructura simétrica compuesta, principalmente, por
fosfatidiletanolamina (70-80%), fosfatidilglicerol y cardiolipina, distribuidas mas o menos

uniformemente en sus caras externa e interna, la membrana externa es una membrana
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asimétrica. La cara interna tiene una composicion lipidica y proteica similar a la membrana
citoplasmatica, aunque enriquecida en fosfatidiletanolamina y una serie de proteinas, que no
se encuentran en la membrana citoplasmatica, y que tienen la capacidad de formar poros
[*]. Por el contrario, la cara externa contiene grandes cantidadesdeun lipido dnico, llamado
lipopolisacarido (LPS), que substituye a los fosfolipidos en esta regiéon de la membrana, y
que forma una capa muy poco permeable que dificulta el paso de un gran numero de

43,4445

substancias [ ]. La composicién quimica de este lipido, varfa entre los diferentes grupos

bacterianos Gram negativos.

La composiciéon proteica de la membrana externa es caracteristica y totalmente
diferente a la de la membrana citoplasmatica, llegando a representar el 50% de la masa de la
membrana externa. Muchas de las proteinas de la membrana externa se encuentran
exclusivamente en esta membrana, aunque algunas también las podemos encontrar en la
membrana citoplasmatica. Las proteinas mayoritarias son la lipoproteina y las proteinas
formadoras de canal; por tanto la membrana externa no contiene la diversidad de proteinas
hallada en la membrana celular, pero las que en ella se encuentran lo hacen de una manera
muy abundante. La lipoproteina de la mureina o lipoproteina de Braun, es la proteina mas
abundante en enterobacterias. Esta pequefia lipoproteina (aproximadamente 7.2 Kda) tiene

fundamentalmente un papel estructural, uniendo la membrana externa con la capa de

46

peptidoglicano []. Las proteinas formadoras de canal, que permiten el paso de sustancias a
través de esa gran barrera que representa el LPS, pueden ser agrupadas a su vez en: porinas
(que trataremos detalladamente en apartados posteriores) y proteinas canal especificas de
substrato, que permiten el paso de nutrientes y, en algunos casos, la extrusion de productos
de desecho. También hay proteinas, menos abundantes en la membrana, implicadas en el
transporte especifico de sustancias por difusién facilitada, en el reflujo de toxinas y

colicinas o, encargadas del transporte activo de grandes moléculas, como los complejos de

hierro quelado (Fe’) o la vitamina B,.

La membrana externa tiene un papel muy importante en la fisiologfa de las bacterias
Gram negativas, ya que les confiere resistencia frente a los factores de defensa del huésped
como la lisozima, la B-lisina y diversas proteinas leucocidicas que son extremadamente
toxicas. Ademads esta estructura actia como una barrera impermeable a muchos
antibiéticos como los macroélidos, la novobiocina, o la clindamicina, entre otros. Otra

funcién importante de la membrana externa es que dota a las bacterias de una elevada
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hidrofobicidad, importante para evitar la fagocitosis y la accién del complemento vy, les

proporciona la capacidad para evitar ataques especificos del sistema inmunitario de la célula

huésped, alterando la constitucién antigénica de la superficie [*].

1.3.2 La membrana externa de Pseudomonas aeruginosa

Se ha demostrado que P. aeruginosa presenta una baja permeabilidad en su
membrana externa (aproximadamente un 8% de la de E.co/i) [**], la cual esta determinada
por las propiedadesdelas porinas de este organismo. Esta propiedad surge, probablemente,
de la competiciéon por un nicho ecolégico, como por ejemplo el suelo, donde muchos
microorganismos producen substancias antibidticas. Por ello, Pseudomonas, ademas de
producir sus propias sustancias antimicrobianas, ha desarrollado y mantenido la habilidad
intrinseca de resistir los compuestos secretados por otros microorganismos y, uno de los

modos consiste en tener una membrana externa impermeable.

Existen basicamente tres tipos de resistencia en P. aeruginosa: intrinseca, adaptativa o
inducible y mutacional. El elemento que los tres tipos de resistencia comparten es la baja
permeabilidad de la membrana. Esta generalmente aceptado el hecho que esta baja
permeabilidad es debida a una serie de porinas con una débil efectividad, que hacen que la
membrana presente un marcado limite de exclusién, permitiendo el paso de compuestos
de unos 3000 Da de peso molecular, comparado con el limite de 500 Da que presenta E.co/i
[*]. 1La porina que contribuye en mayor medida a este gran limite de exclusiéon es la

porina mayoritaria OptF, aunque también estan implicadas otras porinas como la OptrD o

incluso, la porina inducida OprB.

La baja permeabilidad también es una caracteristica limitante para la susceptibilidad
a los antimicrobianos, a pesar de que esta caracteristica por si sola no es suficiente para
explicar la elevada resistencia a los antibiéticos que posee este microorganismo, y se sabe
que existen mecanismos secundarios que contribuyen a la elevada resistencia intrinseca. Los
mecanismos secundarios principales son el reflujo de los antibidticos a través de la
membrana hacia el exterior celular y, una B-lactamasa inducible. Ademas otra consecuencia
de la baja permeabilidad de la membrana externa es que muchos substratos tienen que

utilizar vias especializadas para atravesar esta membrana y ademas lo tienen que hacer en
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una tasa que permita el crecimiento del microorganismo. P. aeruginosa presenta gran

diversidad de porinas que permiten “aumentar” la permeabilidad de la membrana.

1.4 LAS PORINAS

Como hemos comentado anteriormente, la permeabilidad de la membrana externa
de los Gram negativos a diferentes nutrientes es debida, en gran parte, a unas proteinas a
las que se les ha dado el nombre genérico de porinas. Estas proteinas se denominan asi
porque constituyen canales o poros relativamente inespecificos que permiten la difusién
pasiva de iones y pequefias moléculas hidrofilicas. El nombre de porina fue propuesto por
primera vez por Nakae el afio 1976, cuando trabajando en el laboratorio de Hiroshi
ikaido descubri6 la primera proteina formadora de canal no especifica. Actualmente, se
Nikaido d bri6 la primera proteina formadora d 1 ifica. Actual te,
han aislado y caracterizado numerosas porinas, presentes en familias muy diferentes de

Gram negativos y en algunos grupos de bacterias Gram positivas de paredes particulares
["]

La funcién principal de las porinas es la de actuar como canales y permitir el paso, a
través de la membrana externa, de sustancias hidrofilicas de una medida inferior a 600Da
aproximadamente, ya que el poro puede presentar una apertura maxima de 10-12 A. Son,
por tanto, canales pasivos que permiten el transporte en proporcion a la concentraciéon de

gradiente entre el exterior y el interior bacteriano, y no presentan, en general, una

especificidad por el substrato [4252] .

Las porinas realizan esta funciéon ya que forman canales llenos de agua que
permiten el influyjo de pequefias moléculas hidrofilicas como azucares, aminoacidos,
péptidos pequefios, iones inorganicos y antibidticos como P-lactimicos, tetraciclinas,
aminoglicésidos, cloramfenicol y algunas quinolonas vy, el reflujo de productos toxicos
como drogas o solventes organicos. Este flujo de solutos es independiente de energia. Los
canales presentan un diametro de poro que oscila entre 0.6 y 2.3 nm y que limita la entrada
de sustancias [’]. Estos limites de exclusion de porinas han sido medidos mediante solutos
radiactivos y son de 600 Da para E. co/i, de 800 Da para S. #yphimurium y de 500 Da para P.

aernginosa 7).
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Pero la funcién de las porinas no es unicamente la de permitir el paso de sustancias
a través de la membrana externa, sino que pueden tener otras funciones. En primer lugar,
juegan un papel muy importante en la resistencia a los antibiéticos, modulando la variacion
en el tamafio de poro, variando su expresion o, incluso, cambiando de carga y perturbando
la difusion normal del antibidtico. Son también receptores de bacteriéfagos o bacteriocinas,
diana de anticuerpos del sistema inmunitario o punto de unién de componentes de la

cascada del complemento, con lo que pueden actuar como efectoras en la patogénesis o

estimular la respuesta inmunologica [51].

En general, las porinas son proteinas sustrato inespecificas aunque pueden
presentar cierta selectividad i6nica, mayoritariamente catibénica, y en contadas ocasiones,
ani6nica. De todas maneras, la selectividad i6nica no es absoluta porque en el interior del
canal existen tanto aminoacidos cargados positivamente (preferentemente localizados cerca

de donde se unen los monémeros para formar el trimero) como negativamente.

M.H. Saier et al. [*] establecieron cuatro grupos de proteinas transportadoras:
canales, carviers, transportadores activos primarios y transportadores secundarios. Las
porinas pertenecen al primer grupo que se subdivide a su vez en cinco subclases segin su
estructura, funcién y origen filogenético: canales tipo @, toxinas proteicas y peptidicas,
Holinas, canales no sintetizados ribosémicamente, y porinas. A su vez las porinas pueden
dividirse en cinco tipos [*']: generales o no especificas, porinas sustrato-especificas, porinas
de reflujo (también llamadas efffux porins o channel-tunnels), porinas dependientes de
“compuertas” (gated-porins) y proteinas de membrana externa no formadoras de poro
(poreless outer membrane proteins). A las porcinas de los dos primeros grupos tradicionalmente

se las denomina porinas “clasicas” o tipicas.

Las porinas generales o no especificas permiten la difusiéon de moléculas hidrofilicas
en relaciéon a su peso molecular, de manera que son las responsables de los limites de
exclusiéon de la membrana externa; en cambio las porinas sustrato-especificas presentan
lugares de unién para ciertos tipos de solutos y su sintesis esta inducida bajo condiciones

especiales de crecimiento, junto con la sintesis del sistema de transporte de la membrana

. N ) -, : s 58
interna, y la de los enzimas necesarios para la degradacion o fermentacion del soluto [].
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Las porinas channel-tunnel forman parte de los sistemas de reflujo y presentan una
estructura diferente al resto de proteinas de la membrana externa, ya que el trimero forma
un dnico poro a diferencia de las otras proteinas en que cada monémero forma su propio
poro; ademads en este tipo de porinas, el dominio insertado en la membrana (el barril
formado por liminas f3) se extiende hacia el espacio petiplasmatico en forma de hojas o
antiparalelas, en lo que se denomina dominio del tanel, que en su parte central presenta un
tercer dominio, el dominio ecuatorial, que esta formado por una mezcla de estructuras o y
B [ Las gated porins se abren y se cierran para permitir el paso de moléculas relativamente
grandes como sideréforos que contienen hierro y, por ultimo, las proteinas de membrana
externa no formadoras de poro o poreless Omp, estan formadas por unos barriles de laminas
B pequefios que no forman un poro en su conformacion nativa y funcionan, ademas, como

anclajes de la membrana (figura 1.5).

(@) (b) (©) (d)

OM

Figura 1.5 Modelos de poro que forman (parte superior) y del modo de insercién en la bicapa

(parte inferior) de: una porina de reflujo (a), una porina tipica (b), una gated porin (c) y una poreless

Omp. OM, membrana externa; EP, espacio periplasmatico [¢].

1.4.1 Estructura de las porinas

Las porinas son generalmente asociaciones triméricas; cada monémero presenta un
peso molecular que oscila entre 28 y 48 kDa [53]. Pero, a parte de estas porinas triméricas,

: 173 : S 2 . s .,
denominadas “porinas clasicas”, hay un grupo de porinas monoméricas que también
presentan actividad formadora de poros; este es el caso de la OprF de P. aeruginosa y la

proteina OmpA de E. co/i.
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Las porinas presentan dos caracteristicas muy diferentes del resto de proteinas de
membrana. En primer lugar, tienen una composiciéon de aminoacidos mas polar que la

mayoria de las proteinas de membrana y, en segundo lugar, son ricas en estructuras en

laminas-, a diferencia de la mayoria de proteinas de membrana, con dominios

61

transmembranales hidrofobicos y estructuras en hélice-ou [*']. Esta estructura B estd

presente unicamente en la membrana externa de bacterias, cloroplastos y mitocondrias.

El estudio de las porinas de diversas especies ha revelado que las porinas tipicas
forman tres canales llenos de agua. Cada mondémero contiene de 250 a 450 aminoacidos y
esta constituido por 16 laminas-f antipatalelas que forman un cilindro o battil con cortos
giros en la cara periplasmica y largos /ogps en la cara externa de la célula (figura 1.6). Estas
laminas-f estin inclinadas fuertemente (de 30-60°) en relacién con el eje del barril [**], la
inclinacién incrementa el didmetro del barril. El contacto entre los mondémeros esta
estabilizado mediante interacciones polares hidrofédbicas, y ademads el /lop 2 tiende a
curvarse sobre el barril de la subunidad vecina, jugando un importante papel en la

estabilizacion de la estructura (figura 1.7).

! ] loops de la cara externa

Laminas-f formando una
estructura en forma de
barril

j Giros cortos de la cara periplasmatica

Figura 1.6 Esquema de las principales partes de una porina. Se puede observar en ¢l la

inclinacion de las liminas-B que forman el barril [*'].

El tercer /oop (I.3), que conecta las laminas 5 y 6, es especialmente largo y no esta
expuesto en la superficie celular sino que se pliega hacia el interior, formando una zona de
constriccion en la mitad de este canal que contribuye a determinar las dimensiones del
canal, asi como sus propiedadesdepermeabilidad, tales como el limite de exclusion del poro
o la selectividad de iones [#]. Se ctee también que L3 tiene una funcién estabilizadora de la
integridad del poro porque en esta zona existe un fuerte campo electrostatico consecuencia

de los aminodcidos acidos del L3 y de residuos bésicos de la pared opuesta al /oop.
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Estos /logps externos, estan sujetos a cambios mutacionales muy rapidos, ya que
interaccionan con numerosos elementos del medio externo, tales como anticuerpos,

componentes del sistema inmune, bacteriocinas y fagos.

Figura 1.7 Estructura de la porina OmpF de E.coi. (A) Vista del trimero desde el exterior
(perpendicular al plano de la membrana). Se observa el /ogp 2 (color azul) interaccionando en cada
mondémero, con la subunidad vecina, y el fgp 3 (color naranja) inclinado hacia el interior del canal.
(B) Vista del monémero desde la bicapa (aproximadamente en la direccién que indica la flecha en
el esquema A). Los lops 2 y 3 estan coloreados igual que en A. (C) Vista, en uno de los
mondémeros, de la constriccion del canal formado por el op 3, donde se muestran los aminodacidos
que participan en la integridad del poro: Glull7 y Asp113 del hbop 3 y Lys16, Argd2, Arg82, y

Arg132 de la pared opuesta al foop. [+7]

1.4.2 Las porinas de P. aeruginosa

El conocimiento del genoma completo de P.aeruginosa [*] ha permitido la
prediccion de todas las proteinas de membrana externa de este microorganismo por
homologia con OMPs conocidas de la misma especie o de otras. Este conocimiento ha
llevado al descubrimiento de 163 proteinas de membrana conocidas o predecidas, de las
cuales 64 se agrupan en tres grandes familias de porinas: la familia de porinas especificas de
la OptD, la familia de porinas dependientes de “compuertas” (gazed-porins) de la TonB y la
familia de reflujo de la OprM.

De igual manera que las porinas de otras especies, las porinas de P.aeruginosa
contienen entre 8 y 22 hojas-f anti-paralelas que adoptan una configuracion en cilindro o
barril anclado en la membrana externa. Las cadenas 3, estin interconectadas por secuencias
que forman curvas cortas en la cara peri plasmatica, y curvas largas o /ogps en la cara externa
de la membrana; el area central contiene un tramo de aminoacidos, el llamado /ogp 3, que se

puede plegar dentro de la region interior del canal, formando una zona de constriccion

(figura 1.7).
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La OprF es la proteina de membrana externa mayoritaria en P. aeruginosa (figura
1.8). Pertenece al grupo de porinas generales o no especificas. Ha sido ampliamente
estudiada debido a su propuesta utilidad como componente para la fabricaciéon de vacunas
(debido a que es altamente antigénica), por su papel en la resistencia a drogas
antimicrobianas y también por su funcién como porina. Se ha descrito como una porina
multifuncional, ya que es necesaria para que la célula crezca en un medio con baja
osmolaridad y ademas es imprescindible para el mantenimiento de la forma celular. Esta
formada por 16 hojas-f y el tamafio del poro obtenido mediante la técnica de planar lipid
bilayer es controvertido, ya que se han encontrado canales de 0.36 nS y canales de 2-5 nS, lo
que parece indicar que OptlF podria adoptar mas de una conformacién variando tanto la
estructura como la formacién del canal. Se encuentra unida no covalentemente al
peptidoglicano periplasmatico a través de su dominio C-terminal. Es un miembro

estructural de la familia de proteinas OmpA de E.coli [*"].

@ (®)

Figura 1.8 Esquema de dos de las porinas mas importantes de P.aeruginosa, la porina

general OptF () y la porina de reflujo OprM (b). [*]

La mayoria de gated-porins de Pseudomonas spp. estan implicadas, en la captacion
de hierro. Esta captacion implica un paso en el cual es imprescindible la proteina de
membrana interna TonB (por eso, a estas proteinas se las llama dependientes de TonB):
una vez el sideréforo ha captado el hierro, el complejo interactia con el receptor
correspondiente en la membrana; esta interaccion, junto con la entrada de energfa a través
de la proteina periplasmatica TonB, permite un cambio conformacional en el receptor que
hace que se abra la compuerta de las gated-porins, permitiendo asi, el paso del complejo

férrico a través de la membrana externa.
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Este es el caso de FpvA (pioverdina), que es el sider6foro mayoritario en
Pseudomonas aeruginosa, €l cual presenta elevada afinidad por el Fe**, o de los sistemas FptA
(pioquelina), PfeA o Heme. Otros miembros inusuales de la familia son la OprC, implicada

., 2 .. . . . .,
en la captacién de Cu* en condiciones anaerobias, o la OprH, implicada en la captacién de

cationes divalentes como el Mg** [3].

El reflujo activo es el mayor sistema de resistencia intrinseca a multiples
antibidticos en P. aeruginosa. En bacterias Gram negativas parece que todos los sistemas de
reflujo requieren tres proteinas: un transportador de reflujo situado en la membrana
citoplasmatica, una porina del tipo channel-tunnel en la membrana externa que expulsa al
exterior el antibidtico y una proteina de fusion de membrana (MFP) encargada de
establecer un nexo de unién entre ambas (figura 1.9). En este microorganismo los sistemas
mas importantes de reflujo pertenecen a la familia RND (resistance/ nodulation/ cell division
family) que utilizan la fuerza protéon motriz para extraer fuera de la célula agentes

antimicrobianos y, por tanto no necesitan la hidrélisis de ATP.

OprM

Canal de membrana externa B Droga anfilica
1}
1]
[

Membrana externa

Proteina de fusién

MexA

Periplasma

Membrana interna

Transportador de reflujo

MexB '

Figura 1.9 Esquema del transportador de retflujo MexAB-OptM de P. aeruginosa.

P. aeruginosa tiene 18 proteinas de membrana con una presunta implicacién en el
reflujo, de las cuales 11 miembros, incluyendo OprM, OprN y Opt] forman una subclase
filogenética que, presumiblemente, forma parte de sistemas de refluyjo de mdaltiples
antibidticos. De las 7 restantes, una de ellas esta involucrada en el reflujo de cationes como
un mecanismo de detoxificacion; otra, la AprF, estd involucrada en la secreciéon de una
proteasa alcalina sintetizada por P. aeruginosa, mediante un sistema de secrecion de tipo I
(AptDEF),; una tercera, la OmpH es el miembro homodlogo a la TolC de E.co/i y las otras
cuatro, OpmF, OmpK, OpmL y OpmM, son componentes de sistemas de secrecion de

tipo I, los sustratos de las cuales todavia se desconocen.
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La OprM es la proteina de reflujo mayoritaria, implicada en la resistencia intrinseca
a multiples antibiéticos (figura 1.8). Su deleciéon disminuye de 10-1000 veces la
susceptibilidad a antibiéticos de diferentes tipos. Mutaciones en el gen 7a/B (mexK) pueden
hacer que exista una sobreexpresion de OptrM vy las proteinas que forman con ella el
sistema de refluyjo MexAB-OprM, Mex A y Mex B, lo que proporciona resistencia a
multiples antibiéticos como la tetraciclina, la norfloxacina, la ciprofloxacina, el
cloramfenicol, y otras quinolonas y B-lactamicos [*]. El sistema MexAB-OprM es bastante
homologo a la ActAB de E.co/i. La expresion del operdén mexAB-oprM es inducida bajo
condiciones limitantes de hierro y parece estar corregulada con componentes del sistema de
transporte de hierro a través del sideréforo pioverdina. Poole ef a/. ["’] sugirieron que este
operdn estaba involucrado en la secrecion de pioverdina (un agente quelante de hierro) y
que esto explicaba su capacidad para conferir resistencia a antibidticos como tetraciclina,
cloramfenicol y compuestos que unen hierro; pero parece, que este sistema estd mas
relacionado con el reflujo de metabolitos secundarios que con la extrusién de pioverdina.
También se cree que la OprM colabora con el sistema de reflujo de MexX-MexY, que

.. . . . ., . 1
participa en la resistencia a aminoglicésidos ["'].

Opt] v OptN no se expresan en condiciones normales de crecimiento, pero pueden
ser expresadas, a causa de una mutacién, como parte de los operones mexCD-Opr| y
mexEF-OprIN, 1o que confiere resistencia a multiples antimicrobianos [¢°]. Las mutaciones
que provocan esta sobreexpresion, se dan en el gen #fxB, que funciona como represor del
sistema y mexT (nfxC) que funciona como activador. Las mutaciones en mex1 coordinan

una sobreexpresién del sistema MexEF-OprN y una baja expresion de OprD [*7].

Respecto las porinas especificas se sabe que Psexndomonas tiene, por lo menos, tres:
OprB, OprP/O y OprD. OptB es el miembro homdlogo en P. aeruginosa mas cercano a la
porina especifica de E.co/i LamB, y es inducida cuando el microorganismo crece en un
medio suplementado con glucosa como unica fuente de carbén, de manera que se
considera una porina especifica para los carbohidratos en general. OprP tiene un peso
molecular de 48KDa y su expresion estd inducida en condiciones de baja concentracion de
fosfatos, de manera que esta implicada en el sistema inducible de elevada afinidad al fosfato
(PTS); se diferencia de la OprO porque esta ultima tiene una afinidad superior por el
pirofosfato que por el fosfato, como en el caso de OprP. La proteina OprD fue

identificada inicialmente como la porina que se perdia cuando aislados clinicos de
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P. aernginosa se hacian resistentes al antibidtico P-lactimico imipenem, pero se ha
demostrado que es una porina que ademas, une aminoacidos basicos, dipéptidos que
contienen un residuo basico, imipenem y carbapenems zwitterionicos relacionados

. . 7. . , . , .
(incluido el meropenem) ["*]. Es la porina homologa de P. aeruginosa mas cercana a la porina

OmpF de E. o/

1.4.3 La proteina OprD y su relaciéon con la resistencia a los antibidticos en

Pseudomonas aeruginosa

El gen que codifica OprD fue mapado, en 1991, entre los minutos 71 y 75 del
cromosoma de P. aeruginosa [7]. Este gen codifica una proteina de 420 aminoacidos, que
como ya hemos comentado, permite el paso hacia el interior celular de aminoacidos
basicos, pequefios péptidos que contienen estos aminoacidos, y su analogo estructural, el
antibiético B-lactamico imipenem [**"]; también se ha comprobado, que puede facilitar la
difusién de gluconato, en condiciones limitantes de crecimiento. Experimentos de
competicion entre substratos confirman que los aminodcidos basicos y el imipenem
comparten lugares comunes de unién dentro del canal de la OprD, es por tanto, una porina
especifica, pero a pesar de ello, es la primera porina especifica, cuya secuencia puede

alinearse con miembros de la superfamilia de porinas no especificas.

Esta proteina forma parte de una familia de 19 miembros, que podria dividirse en
dos subfamilias: el grupo OptD, que incluye 8 miembros implicados en el transporte de
aminoacidos y péptidos, y el grupo de la OpdK que presenta 11 miembros que participan
en el transporte de fuentes de carbén organicas. La OprD es el unico miembro de esta

familia implicado en el transporte de antibiéticos.

Los antibiéticos carbapenémicos, como el imipenem y el meropenem, representan
una opcién terapéutica viable para el tratamiento de infecciones causadas por P. aeruginosa,
ya que no son inactivados por la P-lactamasa cromosémica que presenta este
microorganismo. HEstas moléculas cruzan la membrana de este microorganismo a través de

la porina especifica OprD, aunque el meropenem lo hace en menor grado.
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La estructura de los monémeros de OprD, como la de todos los monémeros de las
porinas, consta de 16 laminas-f antiparalelas que forman un cilindro o barril con cortos
giros en la cara periplasmica (que presentan de dos a nueve residuos) y ocho largos /gps en
la cara externa de la célula siendo, en este caso, el ogp 3 es el mas largo de todos, y el que se
pliega dentro del poro formando su constriccion. A falta de un modelo de la proteina
basado en la cristalizacién, que todavia no se ha conseguido, Hankock e a/. [**] realizaron
en 1995 una predicciéon de la topologia de la estructura de esta proteina (figura 1.11)
mediante alineamiento de la secuencia de aminoacidos (figura 1.10) con miembros de la
superfamilia de porinas no especificas y construyeron mutantes de diferentes regiones para
observar como afectaban estas a su estructura y funcionalidad. Esta topologia fue

cotregida, afios mas tarde, para los /ogps 2 a 4 [].

1 atgaaagtgatgaagtggagcgccattgcactggcggtttccgcaggtagcactcagttecgececgtggecgac
M K vM K W S A I A L AV S A G S T Q F A V A D
73 gcattcgtcagcgatcaggccgaagcgaaggggttcatcgaagacagcagectcecgacctgetgectecgecaac

A F V S D QA E A K G F I E D S S L DL L L R N
145 tactatttcaaccgtgacggcaagagcggcagcggggaccgecgtecgactggacccaaggcecttectcaccace
Y Y F N R D G K S G S G D RV D W T Q G F L T T
217 tatgaatccggcttcacccaaggcactgtgggcttecggecgtcgatgecttecggectacctgggectgaagetce
Yy E s G F T Q0 G T VvV G F GV DA F G Y L G L K L
289 gacggcacctccgacaagaccggcaccggcaacctgeccggtgatgaacgacggcaagceccgegegatgactac
D G T s D KT G TGDNTLU®PV MNUDGI K P RDD Y
361 agccgcgccggcggegecgtgaaggtgecgecatcteccaagaccatgectgaagtggggecgagatgcaaccgacce
S R A G GA V KV R I S KTMUL K W G E M Q P T
433 gccccecggtcecttecgecgectggecggcagecgectgtteccgecagaccgecgaccggctteccagetgcagagcage
A P V F A A G G S R L F
505 gaattcgaagggctcgacctcgaggcaggccacttcaccgagggcaaggagccgaccaccgtcaaatcecgegt

577 ggcgaactctatgccacctacgcaggcgagaccgccaagagcgccgatttcattgggggecgetacgecaatce
A K S A D F I G G R Y A I

649 accgataacctcagcgcecctccecctgtacggcgeccgaactcgaagacatctatcgeccagtattacctgaacage
T b N L S A S L Y G A E L E DI Y R Q Y Y L N S
721 aactacaccatcccactggcatccgaccaatcgctgggcttcgatttcaacatctaccgcacaaacgatgaa

N Yy T I P L A S D Q S L G F D F N I Y
793 ggcaaggccaaggccggcgacatcagcaacaccacttggtcecctggecggcagectacactctggatgecgecac
T T W S L A A A Y T L D A H
865 actttcaccttggcctaccagaaggtccatggcgatcageccgtttgattatatcggecttcggeccgcaacgge
T ¥ T L A Y Q K VvV H G D Q P F D Y I G F G R N G
937 tctggcgcaggtggcgactcgattttcctecgeccaactctgtccagtacteccgacttcaacggececctggcgag
s 6 A G GG D S I F L AN SV QY sS D F N G P G E
967 aaatcctggcaggctcgctacgacctgaacctagcecctcecctatggecgttecccggectgactttcatggtecge
K S w Q A R Y DL N L A S Y G V P GG L T F M V R
1009 tatatcaatggcaaggacatcgatggcaccaagatgtctgacaacaacgtcggctataagaactacggctac
Y I N G K DI D GTKMSDNNDNUVG Y KN Y G Y
1081 ggcgaggatggcaagcaccacgaaaccaacctcgaagccaagtacgtggtccagtccggtccggeccaaggac
G E D G K HHE TN L E A K Y V V Q S G P A K D
1153 ctgtcgttccgcatccgccaggectggcaccgtgeccaacgeccgaccagggcgaaggcgaccagaacgagtte
L S F R I R Q A W F
1225 cgcctgatcgtcgactatccgctgtcgatcctgtaa
R L 1 v DY P L S I L -

Figura 1.10 Secuencia de nucleétidos y aminodcidos de la porina OptD de P. aeruginosa. Las
secuencias que corresponden a los diversos /gps se han marcado con diferentes colores: verde, L1;

azul, 1.2; naranja, L.3; negro, L4; amarillo, LL5; rojo, L.6; lila, L7 y marron, L8.
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Figura 1.11 Esquema de la topologia de membrana de la OptD. Las 16 laminas-f3

transmembranales estan recuadradas, y los ocho /Agps externos estan etiquetados como L1 a L8.

Se ha observado que mutaciones, concretamente deleciones de cuatro y ocho
aminoacidos, de los /lops L1, L2, L5, L6, L7 y L8, no cambian sustancialmente la
conformaciéon nativa, y las proteinas mutantes resultantes se insertan igualmente en la
membrana. Por el contrario, una delecion en L3 causa una expresion disminuida de la
proteina, por lo tanto esta mutacién, pese a ser “tolerada” por la proteina, podria ser
importante para el plegamiento de ésta, de manera que su estructura quedaria afectada de
tal manera que implicarfa una produccién de la proteina reducida, o bien la produccion de
un producto inestable. Sin embargo, deleciones en el 1.4 no permiten una expresion estable

de OptD.

Todo esto demuestra que de una manera general, se podria decir que deleciones o
inserciones en las porinas, serian no disruptivas, siempre que estas ocurran en los /oops
externos; por ello en la comparacion de diversas porinas de diferentes familias se observa

una variacion sustancial en la longitud de estos /ops, en contraste a una elevada homologia

en las ldiminas-3.
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Una posible explicacion a esto, seria que la presion selectiva ambiental, causada por
ejemplo por fagos o incluso por antibiéticos, podtia jugar un importante papel en “forzar”
a ciertas regiones de estas proteinas a evolucionar a una tasa mas elevada, que a otras
regiones. Estos /ogps externos serian mas “libres” para cambiar, sin alterar la secrecion,
plegamiento y funcién de la proteina, debido a su situacion en la célula, ya que estin mas
expuestos al medio externo. Esto no ocurrirfa, sin embargo, si estas mutaciones afectaran a

los segmentos transmembrana, en cuyo caso se inhibe la biogénesis de la proteina.

Respecto a la relaciéon con la susceptibilidad a los antibidticos, especialmente con el
imipenem, se sabe que deleciones en L1 y L6 no tienen efectos en la susceptibilidad a los
antibidticos, por lo que no estarfan implicados ni en el tamafio ni en la selectividad del
canal. Por el contrario deleciones en L2 y L3 hacen que la porina pierda la habilidad de unir
imipenem. El L2 estd implicado en la unién al imipenem, aunque no se sabe con certeza si
este Jogp esta implicado en estabilizar .3 que es el que contiene el verdadero lugar de uniéon

a este antibidtico, o bien si es que L2 representarfa un lugar adicional de unién, no

localizado en la zona de constriccion del canal [7].

Sin embargo, mutaciones en L5, L7 o L8, no tienen influencia en la unién del
imipenem a la proteina, aunque hacen que el microorganismo presente una susceptibilidad
superior a multiples antibiéticos (entre ellos el meropenem), lo que indica que estos /logps
participan, de alguna manera, en la constricciéon del canal, limitando el movimiento
inespecifico de moléculas a través de la OprD y haciendo que esta proteina varie de porina
especifica a porina general. De esta manera, deleciones en estos /ogps resultarian en un
canal mds abierto, que permitiria un aumento significativo en la permeabilidad a
antibiéticos que normalmente son excluidos, como por ejemplo B-lactamas (cefpiroma,
cefotaxima y aztreonam), quinolonas (ciprofloxacina y fleroxacima), cloranfenicol y
tetraciclina. También se ha observado que la regiéon C-terminal de la proteina,
especificamente L7, modula la susceptibilidad al meropenem, cuando un acortamiento de
este /oop permite una mayor apertura del canal permitiendo el paso de este carbapenémico

[*]. Esto podria ser debido a que estos /logps se plegarfan parcialmente en el canal de la

OptD, restringiendo su didmetro en la entrada [*']. Pirnay ez a/ [*] observaron que
mutaciones en el L7 (concretamente un cambio de aminoacido) podian provocar un
cambio conformacional en él, impidiendo el paso de los carbapenems, pero no eliminado la

proteina de la membrana celular.
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Segun todos estos datos Hancock e al. propusieron un modelo del paso del
imipenem (y de los aminoacidos basicos) por el canal de la OptD: los /lgps externos
funcionarfan como un filtro primario, concentrando sustratos segun su tamafio y carga,
especialmente cuando estos se encuentran en bajas concentraciones. El substrato, entrarfa
entonces en la boca del canal, constrefiido por L5, L7 y L8. Los pequefios péptidos y el
imipenem, por su estructura, excederfan el limite de exclusiéon del canal, asi que residuos
aminoacidicos situados en la boca del canal serian los encargados de orientarlos
correctamente, para alinearlos con el eje del poro; esta funcién podria estar realizada por
residuos que pertenecen al L.2. El sustrato, entonces llegarfa hacia la mitad del canal donde
se encontrarfa con la zona de constriccion, lugar en el que residuos cargados del 1.3 y/o L2
y de las laminas-f3, se unitfan a las moléculas de substrato de una manera altamente estereo-
especifica, es decir, teniendo en cuenta el tamano, la geometria, y la carga. Una vez unidos a
las estrechas zonas de constriccion del canal, los substratos podrian continuar su camino

hacia la zona periplasmatica, y de allf al interior celular.

Los analisis de los aislados clinicos, también demuestran todas estas observaciones
realizadas 7z vitro. El tratamiento prolongado con imipenem de pacientes con infecciones
causadas por P. aeruginosa, conduce a la aparicion de mutantes resistentes al imipenem,
debido, tipicamente, a una pérdida de OprD [*]. La pérdida de esta proteina de las

membranas puede ocurrir tanto a nivel de transcripciéon, como de traduccion.

Mutaciones en el gen gprD, ya sean transiciones, duplicaciones o deleciones pueden
generar un codon stop prematuro y una terminacion temprana de la traduccion [82], que
también puede estar producida por un cambio en la pauta de lectura que genera un nuevo
codon stop; ademas, se ha visto que algunas deleciones pueden interferir con la expresion
de esta proteina a nivel transcripcional, por ejemplo deleciones que afectan al promotor, al

codon de inicio y a la secuencia Shine-Dalgarno, previenen la iniciaciéon de la transcripcion

[84].

En ausencia de mutaciones en el gen gprD, su expresion puede estar reprimida en
los mutantes de tipo #fxC que, ademas superexpresan el operon mexEF-gprIN que da lugar a
la bomba de reflujo MexEF-OprN [*]. Para que esto dltimo ocurra ha de estar implicada la
proteina de regulacion MexT, codificada por el gen mexT; esta proteina regula

positivamente la expresion del operéon mexEF-gprIN, pero actia como represor de la
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transcripcion de gprD. También se ha visto que MexT puede tener un efecto post-
transcripcional causando una fuerte reduccién de la produccién de proteina [7%]. Como
resultado, estos mutantes, ademads de ser resistentes a los carbapenems, también lo son a las
quinolonas, debido a la accién de la bomba MexEF-OprN. Ademas, se ha observado que
en algunos aislados clinicos la represion de la expresion de gprD puede ocurrir por una
inactivacion insercional en este gen. Se ha visto que pueden existir largos insertos en el gen,
que pueden corresponder, en algunos casos, a elementos genéticos moéviles, denominados

secuencias de insercion o IS, los cuales provocan una disrupcion en el gen dando lugar a

una resistencia al imipenem [*].

Por lo tanto, la resistencia al imipenem y, una susceptibilidad reducida al
meropenem, en P. aeruginosa siempre se ha asociado a la pérdida de OprD, combinada con
la actividad de la B-lactamasa cromosémica AmpC, mientras que la sobrexpresion de la
bomba de reflujo MexAB-oprM es considerada la causante de la resistencia al meropenem.
Recientemente, algunos autores han observado la existencia de cepas clinicas que presentan
patrones de resistencia que no pueden ser explicados mediante estos mecanismos de
resistencia, cominmente aceptados [*']. Estos autores han encontrado, cepas sensibles al
imipenem que, sin embargo presentan mutaciones en el gen gprD que dan lugar a una
terminaciéon prematura de la traduccion o a un cambio de la pauta de lectura en cierto
punto del gen, que vuelve a ser restablecido mas tarde, también debido a una mutacién.
También han visto cepas con sensibilidad intermedia al imipenem que presentan cambio de
la pauta de lectura que no vuelve a ser restablecido, e incluso cepas resistentes que

presentan mutaciones de baja importancia respecto a la resistencia al imipenem.

Todas estas mutaciones indicarfan que el imipenem presenta otra puerta de entrada
a la célula y, que por tanto existirfa otro mecanismo implicado en los altos niveles de
resistencia a este carbapenem en ciertos aislados clinicos; de hecho, la presencia de otras
porinas, diferentes de OprD, para la entrada del meropenem a las células ya ha sido
propuesta [**] y, aunque por el momento no se han identificado, se sabe que en el

genoma de P. aeruginosa existen 14 pautas de lectura abierta que presentan elevada

homologfa con las porinas OprD y OprE [*].
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1.5 LOS INTEGRONES

Los integrones fueron descritos por primera vez en 1980, aunque fueron definidos

. . 91 . .
postetiormente por Hall y Collis ["] como elementos que contienen determinantes
genéticos del sistema de recombinacion lugar-especifico, el cual reconoce y captura cassettes
génicos moviles. El origen de estas estructuras es confuso y, aunque existen varias

hipétesis, los investigadores no han llegado todavia a un acuerdo.

Estas estructuras participan en la diseminaciéon de genes de resistencia a
antimicrobianos entre cepas bacterianas, aunque son elementos defectivos en auto-
transposicion, es decir, por si mismos no son elementos méviles, y se encuentran
frecuentemente como parte de transposones, que pueden localizarse tanto en el
cromosoma como en plasmidos conjugativos, que les sirven como vehiculos para su
transmision intra e interespecifica. Por tanto, representan uno de los mecanismos existentes

de transmisioén de la informacion genética entre bacterias.

Se han diseminado ampliamente entre la familia Enterobacteriaceae y otras bacterias
Gram negativas, sobretodo Psexudomonas y V'ibrio, aunque también se han descrito en algunas

bacterias grampositivas como por ejemplo Corynebacterinm glutamicum.

Existen diversas clases de integrones segun la secuencia de la integrasa (z¢]), aunque
los mas implicados en la diseminacién de la resistencia a los antibiéticos y, por ello los mas
estudiados, son los de la clase 1, seguidos de los de clase 2 y 3. Los integrones de clase I se
han aislado en multiples géneros de Gram negativos, pero también se han encontrado en
otras bacterias como Corynebacterium  glutamicum, Mycobacterinm  fortuitum e incluso en
Enterococcus faecalis. Los integrones de clase 2 estan incluidos en la familia de transposones
Tn7 y sus derivados. Este tipo de integrones ha sido encontrado en Acnetobacter, Salmonella,
y Shigella. Los integrones de clase 3 han sido descritos en Psexdomonas aeruginosa, Psendomonas
putida, Serratia marcescens, Alealigenes xylosoxidans y Klebsiella pneumoniae. Los tres tipos de

integrones pueden adquirir los mismos cassettes génicos.
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1.5.1 Estructura

Los integrones poseen dos segmentos conservados, 5-CS (5 conserved segment) y 3’-
CS (3’ conserved segment), separados por una regidén variable que incluye los cassettes génicos,
% > S¢p P g q y g

que son pautas de lectura abiertas que codifican para diversas funciones (figura 1.12).

otf5

f@

P1 P2

P anl anC

intl

Cuassette insertado

Segmento conservado 5’ Segmento conservado 3’

Figura 1.12 Estructura general de los integrones de clase 1. Las flechas marcan la direccion de la
transcripcion. P, P1 y P2, indican la posicién y orientacion de los diversos promotores. a#l y attC,

son las secuencias de reconocimiento de las integrasas para la integracion de los cassettes génicos.

La region 5-CS codifica el gen de la integrasa (in#l) y ademas presenta tres
promotores: P, que permite la expresion de esta enzima; P1 (también llamado P,y;), que
permite la expresion de los cassettes génicos insertados, que normalmente, carecen de
promotor y, P2, que frecuentemente es inactivo ya que solo presenta 14nt entre las cajas -
35y -10, en vez de los 17nt 6ptimos. Han sido descritos por lo menos cinco promotores
P1 diferentes y dos P2, que pueden estar en diversas combinaciones. A continuacion del
gen de la integrasa encontramos una secuencia de reconocimiento de la integrasa, para la

integracion de los cassettes denominada a#tl (attachment site).

El a#I1 requiere presentar como minimo 40pb y como maximo 70pb para ser
activo totalmente. Posee una regién conservada de siete pares de bases en el lugar de la
recombinacion, la cual tiene la secuencia GTTRRRY, donde R puede ser cualquier purina e
Y cualquier pirimidina, aunque las bases que se encuentran con mas elevada frecuencia son
GTTAGGC. Esta secuencia la comparte con una region llamada core situada en el a#C de

los cassettes génicos.
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Las integrasas de los integrones pertenecientes a las clases 1-3 se denominan In#l 1-
3 respectivamente. Fstas pertenecen a la familia de las tirosinas recombinasas, la cual se
caracteriza por la presencia invariable de los aminoacidos RHRY en las regiones
conservadas denominadas box 1 y Box 2. La integrasa de tipo 1 (In#I7) es una proteina de
337 aminoacidos que reconoce tres tipos de lugares de recombinacion: a#l1, a#tC (situada
en los cassettes génicos) y otros lugares secundarios. La integrasa de tipo 2 (Inzl2) presenta
una secuencia de aminoacidos con una homologia menor al 50% con la de I/l suele ser no
funcional, debido a la presencia de un codén stop interno, de manera que la integracion y la
escision de cassettes es dependiente, en este tipo de integrones, de otro tipo de integrasa.
Muchas veces, debido a que los integrones de clase 2 se encuentran en organismos que
también poseen un integrén de clase 1, es la integrasa de éstos quien realiza la funcién [*].
Las propiedadesdela I7#3 son similares a las de la Inl1, y ademas su secuencia presenta una
homologia del 61% con In/1. Int]3 es capaz de reconocer diferentes a#C e integrar los
cassettes, asi como realizar su escision. También puede realizar la recombinacion entre a#C'y

lugares de recombinacion secundarios, aunque a una menor frecuencia que IrnA7.

El extremo 3-CS, en los integrones de clase I, presenta tres pautas de lectura
abiertas. La primera, gacEAT, es un derivado truncado del gen gacEE que confiere resistencia
a amonios cuaternarios. La segunda pauta de lectura corresponde al gen s#/1 que confiere
resistencia a las sulfonamidas. La tercera pauta, 073, no codifica ninguna funcién conocida
hasta el momento. El extremo 3’-CS de los integrones de clase 2 y 3 no presenta una
estructura tan conservada como el extremo 5-CS, por ejemplo en el caso de los integrones

de clase 2, 3’-CS presenta genes relacionados con el mecanismo de transposicion de Tn7.

1.5.2  Cassettes génicos: estructura y funcion

Los cassettes génicos presentan tamafios y funciones variables y, sin embargo, tienen
una estructura comun. Consisten basicamente, en una secuencia codificante que en el

extremo 3’ presenta un lugar de recombinaciéon denominado a#C.

Los elementos a#C son repeticiones invertidas imperfectas. El primer a#C descrito
presentaba 59pb de longitud, por ello el término “elemento 59-bp” o 59-be, se utiliza

comunmente, aunque los ##C no son secuencias altamente conservadas y varfan de 57 a

141 pb de longitud [*].
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Dos secuencias de siete pares de bases denominadas core y core inverso se encuentran
en los extremos de cada a#C. El core se localiza en el extremo 3’ del a#C, y presenta una
secuencia consenso GTTRRRY (que con mayor frecuencia es GTTAGGC); mientras que
el core inverso esta localizado en el extremo 5 y su secuencia consenso es RYYYAAC
(frecuentemente GCCTAAC). Ademas a la izquierda del casserte insertado, también se
encuentra la secuencia consenso GTTRRRY, del a7, de manera que el cassette queda

flanqueado por dos secuencias iguales (figura 1.13).

Region variable

G-TTRRRY Cassette génico RYYYAAC _ 4135t G-TTRRRY

| | | Core inverso Core |

att] attC

Figura 1.13 Estructura de un cassetze génico. El a#tC esta formado por el core y por el core inverso,
separados por una region variable. Los extremos del cassette estan definidos por dos cores, el del at/l,
a la izquierda del cassette y, el del a#C, a su derecha. La recombinaciéon tiene lugar entre la G del

primer core y la T del segundo (en el esquema se ha marcado con un guién). R, purina; Y, pirimidina.

La integracién y la escision de los cassettes esta mediada por la integrasa. La
integracién se produce por un mecanismo de recombinacién lugar-especifica, en el que la
integrasa reconoce el a#l del integrén y el a#tC del cassette y realiza la recombinacion entre la
G del artl y la T del core. La recombinacion puede tener lugar entre a##l y attC, o bien entre
dos artC, si ya existen cassettes integrados en la estructura, y ademas puede implicar a un
lugar no especifico denominado lugar secundario (que generalmente presenta la secuencia
GWTMW (W: T/A; M: A/C)). Esta recombinacién mediante un lugar segundario ocutrre
con muy baja frecuencia, pero permitirfa la integracion de cassettes fuera del integréon aunque
esta integracion no seria reversible, es decir, al no reconstruirse de nuevo las secuencias

attC, la escision de los cassettes no volverfa a ser posible.

Los cassettes no suelen incluir promotores, por lo que normalmente se expresan por
accion de un promotor comun localizado en la regiéon 5-CS de integrén, el P1. Dentro de
un mismo integréon pueden coexistir varios cassettes (denominados cassette array), y aunque
suelen insertarse en la misma direccion, lo que permite su expresion, ésta no es uniforme:
los cassettes distales presentan una expresion reducida por la presencia de los cassettes mas

proximales, ya que las repeticiones invertidas de los a#C previos formarian /ogps que
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podrian silenciar completamente la expresion de los cassettes mas distales, funcionando
también asi como terminadores de la transcripcién. Esto afectarfa al nivel de resistencia
alcanzado por el microorganismo a los antibidticos, cuyos genes de resitencia estan
codificados por el cassette array; el mayor nivel seria adquirido cuando el cassette se encuentra

inmediatamente después del extremo 5-CS, y por tanto mas cerca del promotor Py [**].

La estabilidad en el orden de los cassettes, también es objeto de debate, ya que los
analisis de los tipos de integrones predominantes en multiples hospitales europeos parecen
mostrar que son estructuras estables, pues se han encontrado combinaciones conservadas
de cassettes génicos tanto entre aislados procedentes de origenes diversos, como de bacterias
sometidas a presién antibidtica durante largos periodos de tiempo [”]; en cambio, los
estudios 7z vitro demuestran que pueden existir cambios de orden de los cassettes dentro del
integréon, aunque aparentemente, esta reorganizacion se darfa unicamente en condiciones
ambientales especificas. Ademas de reorganizaciones, también pueden darse deleciones y
duplicaciones de los cassettes [*°]. La escision de los cassettes génicos esti también mediada
por la integrasa; una vez “libre”, cada cassette forma un intermediario circular la integracion
del cual en el a#] del mismo integron (lugar de recombinacion por el que la integrasa tiene
mayor afinidad) o en lugares secundarios, llevarfa a nuevas reorganizaciones de los cassettes

génicos dentro de los integrones.

El intercambio de cassettes entre diferentes integrones, a penas ha sido estudiado; un
unico estudio realizado 7z vitro con Salmonella enterica como donador y varios plasmidos

como aceptores demuestra que si es posible, dependiendo del tipo de plasmido utilizado

[97]'

Aparentemente los casseftes génicos se integran al azar aunque las combinaciones

mas utiles para los microorganismos que las llevan son las que se seleccionan con mas

frecuencia por las condiciones ambientales [**].

Suelen codificar genes de resistencia para maltiples antibiéticos, incluso de aquellos
que, clinicamente, hace mucho que dejaron de usarse como la estreptomicina y la
espectinomicina; también pueden codificar genes de resistencia a diversos antisépticos. Se
han identificado mas de sesenta cassettes génicos diferentes implicados en la resistencia a los

antimicrobianos.
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Los grupos mas importantes de antibioticos a los que confieren resistencia son los
B-lactimicos y los aminoglicésidos, aunque también codifican con elevada frecuencia genes
relacionados con la resistencia a trimetoprim y cloranfenicol. También se han aislado pautas

de lectura abiertas de las que se desconoce la funcién, pero asociadas a a#C en forma de

s 99
cassettes génicos [ ].

Un integrén puede presentar desde cero cassettes integrados (integréon “vacio”) hasta
cinco o seis de ellos. Las combinaciones de genes son multiples, e incluso pueden existir

cassettes repetidos dentro de un mismo integron.

1.5.3 Implicaciones

La existencia de estructuras muy similares a los integrones y que codifican
determinantes diferentes a la resistencia a antibidticos o desinfectantes (por ejemplo
funciones bioquimicas o factores de virulencia) en aislados del género 1ibrio de 1888 ['"],
sugiere la implicacién de estas estructuras en la evolucion del genoma bacteriano antes de la
era antibidtica. Podrian ser estructuras que habrian proporcionado a las bacterias una
rapida habilidad de adaptacién, mediante la adquisicion de determinantes que les
conferirfan una ventaja selectiva (por ejemplo, genes que les proporcionarfan nuevas
funciones bioquimicas o de virulencia y, posteriormente resistencia a los antibidticos). La
variedad de combinaciones encontradas en los integrones, después de mas de medio siglo
de uso de los antibidticos, es el testamento de la flexibilidad genética y la adaptabilidad del
genoma bacteriano bajo condiciones de estrés. Ademas esta flexibilidad permitirfa una
rapida adaptaciéon a cambios impredecibles en los nichos ecoldgicos, permitiendo captar
genes externos que les permitirfan sobrevivir; del mismo modo, aquellos genes que no

presentasen una funcioén util para el microorganismo, serian eliminados.

Estudios realizados en diversos hospitales europeos, han demostrado que los
aislados integron-positivos son estadisticamente mas susceptibles de ser resistentes a los
aminoglicésidos, las quinolonas y los B-lactimicos que los aislados integron-negativos,

. . . . . , . 101
incluso si estos determinantes de resistencia no estan presentes en los integrones [ ].
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De igual manera que en las poblaciones ambientales, los clones bien establecidos en
las poblaciones clinicas aumentan su genotipo de resistencia mediante la adquisiciéon de
nuevos genes, y uno de los mecanismos por los que esto es posible, es la adquisicion de
integrones; éstos son portadores de genes que facilitan el proceso de seleccion de
organismos, en el cual no solo los clones resistentes o mejor adaptados serian
seleccionados, sino que también lo serian sus estructuras genéticas que portan los genes de
resistencia. Estas resistencias pueden posteriormente ser transmitidas a otros
microorganismos que comparten de manera permanente o transitoria el mismo nicho
ecologico. De este modo los integrones participarian en la emergencia y la persistencia de
resistencia en las poblaciones clinicas, pues la presencia de genes de resistencia en clones
especificos les proporciona una ventaja selectiva, que les permite competir con éxito en

ambientes con elevada presion, permitiendo asi su persistencia y diseminacion en las

poblaciones ['*].

Por otro lado, la fuente de integrones en el ambiente hospitalario, es también tema
de debate. Se cree que el ambiente extrahospitalario es un reservorio potencial, ya que
aproximadamente el 40% de los nuevos pacientes presentan aislados que contienen, al
menos, un integron. El uso de antibidticos en granjas ha sido considerado un factor que
contribuye en gran medida a la resistencia a los antibioticos, y existen estudios en los que se
han identificado integrones de clase 1 en aislados procedentes de gatos, cerdos, pollos,
vacas, peces, perros y otros animales de zooldgico, asi como en cepas de Pseudomonas spp.
procedentes de manzanares ['’]. Por tanto, los integrones no estan presentes Gnicamente
en microorganismos patoégenos, sino que también han sido hallados en bacterias
procedentes de muestras ambientales, tanto de agua, como de tierra. Sin embargo, a pesar
de la presencia de integrones en los animales de granja, no se descarta una contribucion del

reservorio humano hacia los animales.
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Oljetivos

La linea principal de investigaciéon de nuestro grupo de trabajo se centra en los
mecanismos moleculares de extension de los caracteres de resistencia de las bacterias Gram
negativas a los agentes antimicrobianos. La presente tesis se inscribe en el nicleo de la

actividad del grupo.

Se ha pretendido explorar las relaciones existentes entre aislamientos clinicos y
ambientales de Pseudomonas aernginosa en relaciéon a la susceptibilidad a los agentes

antimicrobianos.

Este objetivo de caracter general se puede subdividir en los siguientes apartados:

1. Aislar cepas ambientales y seleccionar cepas clinicas aisladas en el Servicio de

Microbiologia del Hospital Universitario de Bellvitge.

2. Determinar la susceptibilidad a los antimicrobianos de los distintos aislamientos y

comparar las posibles diferencias de susceptibilidad entre los grupos.

3. Explorar la contribucién de las propiedadesdela membrana externa a los perfiles de

susceptibilidad a los antimicrobianos.

4. Analizar la variabilidad fenotipica y genotipica de los aislados en base a la
informacién obtenida de metodologias moleculares como: perfiles electroforéticos
de las proteinas de la membrana externa (OMPs), electroforesis en campo pulsante

(PFGE) y amplificacién de fragmentos de DNA con cebadores aleatorios (RAPD).

5. Elaborar un modelo aproximativo de la estructura de las poblaciones de
P. aeruginosa en el ambiente “Hospital Universitario de Bellvitge” (Hospital y

entorno).

6. Estudiar la eventual presencia de integrones en los dos grupos de bacterias y

determinar los genes que incorporan.

7. Estudiar las mutaciones de la proteina OprD y su relacién con la resistencia a los

antibidticos en las cepas estudiadas.

8. Realizar una aproximacién al modelo estructural de la proteina OprD.
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Materiales y Métodos

3.1 MEDIOS DE CULTIVO

3.1.1. Caldo de triptona y soja (T'SB)

Es un medio liquido de uso general, muy nutritivo que permite el desarrollo de
bacterias tanto aerobias como anaerobias, y hongos. Debido a la inclusién tanto de la
triptona como de la peptona de soja, el medio favorece un buen crecimiento de muchos
organismos exigentes, sin la necesidad de afiadir ningun otro componente (por ejemplo

suero). Casa comercial utilizada Scharlan.

Su composicion en g/1 es:

Peptona de caseina 17.0

Peptona de Soja 3.0

Cloruro de Sodio (NaCl) 5.0

Fosfato de potasio dibasico (KH2POy) 2.5
Dextrosa. 2.5

Preparacion. Se disuelven 30 g de producto en un litro de agua destilada, y se calienta hasta su
completa disolucién. Posteriormente se ajusta el pH a 7.3 + 0.2 a 25°C, y por dltimo, se esteriliza en

el autoclave durante 20 minutos a 121°C.

3.1.2 Lutia Broth (LB)

Medio nutritivo utilizado para estudios de genética molecular (extracciéon de DNA
cromosomico y plasmidico), ya que su riqueza nutritiva y simplicidad de composicion

permiten modificaciones faciles y rapidas. Casa comercial utilizada Scharlan.

Su composicion en g/1 es:
Peptona triptica de caseina 10.0

Extracto de levadura 5.0

Preparacion. Se disuelven 15 g de producto en un litro de agua destilada, y se calienta hasta su
completa disolucion. Posteriormente se ajusta el pH a 7.2 = 0.2 a 25°C, y por ultimo, se esteriliza en

el autoclave durante 20 minutos a 121°C.
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3.1.3 Agar Pseudomonas de glutamato y almidén (GSP)

El medio sélido GSP Agar (Glutamate Starch Psendomonas Agar) es un medio
semiselectivo y diferencial para el aislamiento de Pseudomonas-Aeromonas. La selectividad se
consigue gracias a los antibidticos (Penicilina y Pimaricina) junto al glutamato, dificil de
metabolizar por los bacilos Gram negativos. La diferenciacion entre Pseudomonas y
Aeromonas se basa en la utilizaciéon del almidon que se detecta por el viraje de pH acido del

rojo de fenol. Casa comercial utilizada Scharlan.

Su composicion en g/1 es:

L (+) Glutamato sédico 10.0
Almidén soluble 20.0
Fosfato monopotasico 2.0
Sulfato de magnesio 0.50
Rojo de fenol 0.36
Agar-agar 15.00

Preparacion. Se disuelven 48 g del producto en un litro de agua destilada y se lleva a ebullicién. Se
ajusta el pH a 7.2 £ 0.2 a 25°C y se esteriliza en el autoclave durante 20 minutos a 121°C. Se deja
enfriar a 50°C, y se afladen 100.000 w.i de penicilina G sédica y 0.01g de pimaricina por litro y, por

ultimo, se distribuye en placas de Petri estériles.

3.1.4 Agar de Mueller-Hinton (MHA)

Medio nutritivo utilizado en los experimentos de sensibilidad a agentes

antimicrobianos mediante el método de difusion en agar. Casa comercial utilizada Scharlan.

Su composicion en g/1 es:

Peptona 17.5
Almidén 1.5
Extracto de carne 4.0
Agar 15.0

Preparacion. Se disuelven 22.5 g del producto en 11 de agua destilada y se lleva a ebullicién. Se ajusta
el pH a 7.3 0.2 a 25°C. Se esteriliza en el autoclave durante 20 minutos a 121°C y se distribuye en

placas de Petri estériles.
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3.1.5 BHI (Brain Heart Infusion Broth) con glicerol al 10%

Medio liquido nutritivo utilizado para el crecimiento de las cepas, y como vehiculo

del DNA en la busqueda de integrones. Casa comercial utilizada Scharlan.

Su composicion en g/1 es:

Infusién de cerebro y corazén 17.5
Peptona 10
Glucosa 2.0
Cloruro de Sodio 5.0
Fosfato disédico 2.5

Preparacion. Se disuelven 37.0 g del producto en 900 ml de agua destilada, se calienta hasta su
completa disolucién y se ajusta el pH a 7.4 £ 0.2 a 25°C. Posteriormente, se aflade 10% v/v de

glicerol y se esteriliza en el autoclave durante 20 minutos a 121°C.

3.1.6 Medio de conservacion

Medio utilizado para la conservacion (por congelacién) a largo plazo de las cepas

bacterianas estudiadas, es el caldo de triptona y soja con glicerol.

Su composicion es TSB y glicerol al 20%. El medio se prepara pesando 3 g de TSB
que se resuspenden en 80 ml de agua destilada y, posteriormente, se anaden 20 ml de

glicerol. Se mezcla bien y se esteriliza en el autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Para conservar los microorganismos a largo plazo, se realizé el siguiente
procedimiento:
= Se parti6é de 5 ml de un cultivo en TSB incubado durante 18 horas a 37°C.
= A continuacién, se centrifugé 1 ml de este cultivo en tubos ¢ppendorf a 8.000 x g
durante 5 minutos a temperatura ambiente.
» FEl sedimento se resuspendié en 1 ml de medio de conservacion.

» Se guardaron en tubos ¢ppendorfa -20°C hasta su utilizacion.

Si se parte de un cultivo en medio sélido, el crecimiento de la placa se resuspende

en 1 ml de medio de conservacion y se procede de la misma manera.

47



Materiales y Métodos

3.2 CEPAS BACTERIANAS

3.2.1 Descripcion de las cepas utilizadas en el estudio de poblaciones

Se han utilizado un total de 40 cepas de P. aeruginosa, 20 de las cuales son de origen

clinico y 20 de origen ambiental.

Las cepas clinicas proceden del Serwe: de Microbiologia de ["Hospital Universitari de
Bellvitge y fueron recogidas de diferentes pacientes durante el mes de Marzo del 2003; las
cepas ambientales fueron aisladas de muestras de agua y tierra del entorno hospitalario,
durante los meses de Junio y Julio del mismo afio. La tabla 3.1 resume el origen y la fecha

de aislamiento de las cepas estudiadas.

Tabla 3.1 Relaciéon de cepas de origen clinico y ambiental de Psexdomonas aeruginosa,

utilizadas en este estudio.

CEPAS CLINICAS CEPAS AMBIENTALES

Cepa Fecha de Origen Cepa Fecha de Origen
aislamiento aislamiento
ca 1/5/03 Orina ea 18/6/03 Tierra
cb 1/5/03 Bronco aspirado eb 1/7/03 Tierra
cc 5/5/03 Bronco aspirado ec 1/7/03 Agua
cd 7/5/03 Orina ed 7/7/03 Agua
ce 7/5/03 Esputo ee 7/7/03 Agua
cf 7/5/03 Esputo ef 7/7/03 Agua
cg 8/5/03 Esputo eg 7/7/03 Agua
ch 9/5/03 Absceso eh 7/7/03 Agua
ci 9/5/03 Bronco aspirado ei 7/7/03 Agua
cj 12/5/03 Frotis perineal €j 7/7/03 Agua
ck 14/5/03 Bronco aspirado ek 11/7/03 Agua
cl 15/5/03 Esputo el 11/7/03 Agua
cm 15/5/03 Esputo em 15/7/03 Tierra
cn 16/5/03 Orina en 16/7/03 Tierra
co 16/5/03 Orina €0 17/7/03 Tierra
cp 17/5/03 Esputo ep 18/7/03 Tierra
cq 18/5/03 Orina eq 19/7/03 Tierra
cr 18/5/03 Orina er 20/7/03 Tierra
cs 18/5/03 Orina es 21/7/03 Tierra
ct 20/5/03 Orina et 21/7/03 Tierra
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3.2.2 Aislamiento e identificaciéon de cepas ambientales de P. aeruginosa

Para el aislamiento de cepas ambientales se parti6 de muestras de agua y tierra
recogidas en el entorno hospitalario, que fueron transportadas al laboratorio donde se
procesaron de la siguiente manera:

» Se inoculé6 medio TSB (1:10) con cada una de las muestras recogidas y se

incubaron durante 24 horas a 37°C (enriquecimiento de las muestras).

» Los cultivos enriquecidos se utilizaron para inocular placas de Starch Glutamate

Agar (GSP Agar), mediante la utilizacién de un hisopo estéril.
» Las placas de GSP se incubaron durante 24h. a 37°C, y las colonias obtenidas

fueron resembradas e identificadas.

Las colonias de color azul-violeta (presuntas Pseudomonas spp.) fueron aisladas e
identificadas siguiendo métodos microbiolégicos estandar, incluyendo: la morfologia tipica
de bacilos cortos, por tincién Gram negativa; acrobios estrictos en el medio O/F
(Oxidacion/Fermentacién) suplementado con glucosa; reaccion positiva de la oxidasa;
Kligler (no fermentadores, utilizando unicamente las peptonas); producciéon de pioverdina
en el medio de King B ['"*]; reduccién de Nitratos a gas Nitrégeno en el medio FN (medio
fluorescencia-denitrificacién); movilidad positiva en agar blando; habilidad de crecimiento
en agar nutritivo a 42°C; utilizacién de citrato (citrato de Simmons); utilizacion de la urea

(agar urea de Christensen) y test positivo de licuacién de la gelatina.

3.2.3 Descripcion de las cepas utilizadas en el estudio de integrones

Ademas de las cepas incluidas en el estudio de poblaciones, para el screening de la
presencia/ausencia de integrones, se utiliz6 otra coleccién de cepas de P. aeruginosa. Las
cepas P1, P2, P3 y P4 proceden de Portugal. Las cepas P16, P17 y P18 fueron cedidas por
el Hospital Ramin y Cajal de Madrid. El resto de cepas proceden del Servei de Microbiologia de
I'Hospital Universitari de Bellvitge. La cepa P14 es una cepa de referencia (ATCC27853). Las
parejas A-A’, B-B’, etc. son cepas aisladas del mismo paciente en momentos distintos y, que
pese a presentar un patron igual mediante PFGE, tienen diferente susceptibilidad diversos

antibidticos como los carbapenems. La descripcion de estas cepas se recoge en la tabla 3.2.
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Tabla 3.2 Relacion de cepas de Pseudomonas aernginosa, anadidas en el estudio de integrones.

Cepa Fecha de Origen Cepa Fecha de Origen
aislamiento aislamiento

P1 2002 Portugal 19 13/5/03 Orina

P2 2002 Portugal 22 11/10/2005 Exudat Ferida
P3 2002 Portugal 26 13/5/03 Lavado

P4 2002 Portugal boncoalveolar

P14 — ATCC27853 30 14/5/03 Orina

P16 2002 Ramén y Cajal A 5/5/04 Frotis rectal

P17 2002 Ramén y Cajal A 11/5/04 Frotis rectal

P18 2002 Ramoén y Cajal B 28/5/04 Frotis rectal
28 15/10/2005  Exudado herida B’ 4/6/04 Frotis faringeo
33 26/12/2005 Liquido pleural C 15/6/04 Frotis rectal
69 15/01/2005 Orina C 23/6/04 Frotis faringeo
76 15/09/2005 Orina D 28/6/04 Frotis rectal
77 02/08/2003 Sangre D’ 19/7/04 Frotis faringeo
87 03/07/2003 Sangre E 4/5/2004 Frotis rectal
93 18/06/2005 Orina E’ 18/5/2004 Frotis faringeo
99 17/06/2005 Orina F 22/6/04 Frotis faringeo
7 8/5/03 Esputo | 3 5/7/04 Frotis faringeo
17 10/5/03  Frotis herida G 24/5/04 Frotis rectal

G’ 1/6/04 Frotis faringeo

3.2.4 Descripcion de las cepas utilizadas en el estudio de la porina OprD

De las colecciones de cepas utilizadas, tanto para los estudios de poblaciones como
para el sereening de integrones, unicamente algunas fueron seleccionadas para el estudio
tanto de las mutaciones en el gen OprD, como de la relaciéon de éstas con la
presencia/ausencia de la proteina OptD en su membrana externa. La descripcidn de estas

cepas se recoge en las tablas 3.1 y 3.2.

La seleccion de las cepas se realizé en base al patrén de proteinas de la membrana
externa, que éstas presentaban. Algunas fueron seleccionadas debido a que presentaban un
patrdn atipico en la porina OptrD, con respecto a la relacion presencia/ausencia de OptD y
sensibilidad/resistencia al imipenem. Otras se seleccionaron mediante criterios clinicos para

estudiar el tipo de mutaciones presentes en el gen gprD.
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3.3 DETERMINACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD
MICROBIANA A LOS ANTIBIOTICOS

3.3.1 Antibiograma

La sensibilidad de las bacterias a los agentes antimicrobianos puede ser valorada

vitro utilizando los principios de difusion en Mueller-Hinton agar.

» Se parti6 de un cultivo en placa del microorganismo, del cual se tomaron varias
colonias que fueron resuspendidas en 2 ml de MH.

* Se moj6 extensamente un hisopo estéril en el tubo y se sembré el inéculo en
placas de MHA. La siembra se realizé deslizando el hisopo por toda la placa, en
tres direcciones, quedando asi toda la superficie uniformemente sembrada.

» Posteriormente, se depositaron los discos de los diversos antibioticos en la
superficie del agar con unas pinzas estériles. Las placas fueron incubadas a 37°C

durante 18 horas.

La lectura se realizé midiendo los diametros de los halos de inhibicién completos
de crecimiento que se produjeron alrededor de los discos, y expresando los resultados en

milimetros.

Para conocer la resistencia o la susceptibilidad de una cepa a los diversos antibiéticos

estudiados, se compararon los diametros de los halos de inhibiciéon con las tablas de

referencia del NCCLS (National Committee for Clinical 1.aboratory Standards [']). El didmetro
de inhibicién fue proporcional a la susceptibilidad del microorganismo al antibi6tico

estudiado.

Los antibioticos utilizados en este estudio pertenecen al grupo de los recomendados
por la MENSURA (Mesa Espafiola de Normalizacién de la Sensibilidad y Resistencia a los
Antimicrobianos) como antimicrobianos que se deben estudiar por norma en P. aeruginosa 'y

otros BGNNF (Bacilos Gram negativos no Fermentadores), y son los siguientes:
piperacilina (100 pg/disco), ceftacidima (30 pg/disco), imipenem (10 pg/disco),
gentamicina (10 pg/disco), tobramicina (10 pg/disco), amikacina (30 pg/disco) y

ofloxacina (5 pg/disco). Todos los discos de antibi6tico son de los laboratotios Oxvzd.
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3.4 ANALISIS DE PROTEINAS DE LA MEMBRANA EXTERNA

3.4.1 Aislamiento de membrana externa

6, 107

Se utilizé el método descrito por Puig e a/. [ '""] modificado ligeramente, el cual

se describe a continuacién de forma breve.

»  Se hizo crecer la cepa deseada en 50 ml de LB durante 18 horas.

»  Se centrifugd a 8.000 x g durante 20 min. a temperatura ambiente y se resuspendio
el sedimento en 5 ml de buffer 10 mM Tris-HCI pH 7.4.

» Posteriormente, se volvié a centrifugar la suspension y se resuspendié en French
Buffer a razén de 1ml cada 0.2g de peso seco de células.

» Las células en suspension se rompieron mediante la French Press a una presion de
1000 Psi.

= Con el objetivo de retirar las células enteras, se centrifugd la muestra durante 20
min. a 8.000 x g.

= El sobrenadante obtenido fue centrifugado a 100.000 x g durante 90 min. a 20°C
para sedimentar las membranas totales.

= Con el fin de solubilizar la membrana interna, se lavo el sedimento en 0.2 ml de
SDS al 2% en buffer 10 mM Tris-HCI pH 7.4 y se dej6 reposar durante 30 min. a
temperatura ambiente.

» Una vez transcurrido este tiempo, se sedimenté la membrana externa por

centrifugaciéon a 60.000 x g durante 60 min. a 20°C.

» El sedimento fue resuspendido en 50 pl de 10 mM Tris-HCI pH 7.4.

French buffer (1000ml.)
50 mM Tris pH 7.4

IM DTT (ditiotreitol)
1M MgSOy4

Se equilibra el pH a 7.4 y a continuacién se afiaden 0.120 g de Pefabloc.
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3.4.2 Visualizacién de OMP por electroforesis en geles de poliacrilamida

Para visualizar las proteinas de la membrana externa se realizaron geles de
poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Todas las electroforesis se realizaron en
una cubeta Mini-Protean II (Bio-Rad). La medida de los geles fue de 100 mm de ancho, 80

mm de largo y 1 mm de grosor.

Preparacion de las muestras

Se mezclan 5ul de proteina resuspendida en 10 mM Tris-HCI pH 7.4 con 5ul de
solucién de muestra, que nos permitira visualizar el frente migratorio de las proteinas
durante la electroforesis. Posteriormente se hierve la mezcla durante 5 minutos con el fin

de desnaturalizar las proteinas presentes en la muestra.

Solucion de muestra:

Agua destilada 4 ml
Tris-HC1 0.5 M, pH 6.8 1 ml
Glicerol 0.8 ml
SDS 10% (w/v) 1.6 ml
2 B-metcaptoetanol 0.4 ml
Azul de bromofenol 0.05% (w/v) 0.2 ml

Preparacion del gel de poliacrilamida

La composicion proteica de la membrana externa se visualiz6 en geles de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE), segin el método descrito por
Laemmli y modificado por Ames ez al. ['*'"]. Las concentraciones de acrilamida en el gel

separador fueron del 12% y en el iniciador del 4%.

Gel separador: Gel iniciador:
Agua destilada 1.68 ml 3.05 ml
Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8 1.25 ml 1.25 ml
SDS 10% (w/v) 50.0 ul 50.0 ul
Solucién acrilamida/bisacrilamida 2.0 ml 0.65 ml

Ambas soluciones se desgasaron al vacio durante 15 min., con el fin de eliminar el oxigeno presente, ya que
este es un potente inhibidor de la polimerizacién. A continuacién, y para permitir la polimetizacién de la

actilamida/bisacrilamida, se afiadieron los componentes siguientes:
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Gel separador Gel iniciador
APS 10% (w/v) 25.0 ul 25.0 ul
TEMED 2.5l 5.0

APS (Persulfato amonico) al 10%: Se utiliz6 inmediatamente después de haberse preparado.

Solucién de acrilamida/bisacrilamida:

Actrilamida 292 ¢
N’,N’-bis-metilenacrilamida 08g
Agua destilada, c.s.p. 100 ml

La solucion se filtré y se guardd a 4°C en la oscuridad.

Recorrido de Ias muestras

El recorrido electroforético se realizé a voltaje variable: 10 mA (aprox.70 V) en el

gel iniciador y de 15 mA (aprox.110 V) en el gel separador.

Solucion de recorrido (x 5):

Tris base 15.0 g/1
Glicina 72.0 g/l
SDS 5.0 g/1

Equilibrado a un pH de 8.3

Tincion de las muestras

» En primer lugar, se afiadié solucién I de Azul de Coomassie a los geles y se mantuvo
durante una hora en agitacion constante.

» Posteriormente, se decant6 la solucion de tincion y se afiadié la solucion II de
fijacién, manteniéndola durante una hora con dos o tres cambios de solucion
nueva.

= Finalmente, se rehidraté el gel con solucion II1. El gel se puede mantener en esta

solucién durante bastante tiempo.

Solucion I:

Metanol 450 ml
Acido acético 50 ml
Azul de Coomassie 10g
Agua destilada 450 ml

Solucion II: Solucién compuesta por metanol, acido acético y agua destilada en proporcion 5:1:5.

Solucioén III: Solucién compuesta por agua destilada, metanol y acido acético en proporcion 18:1:1.
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3.4.3 Interpretacion de los resultados

La lectura y la interpretacion de los resultados se realizaron de visu sobre las fotografias
de los geles. Dado que aquello que comparamos, en este estudio, mediante esta técnica es
la posible similitud existente entre los perfiles de las proteinas de la membrana externa de
una coleccién de cepas, para la interpretacion de resultados se comparé el perfil de cada

cepa con el resto de las de la serie.

Para ello, se construyé un patrén de bandas de cada cepa, y la consiguiente matriz
numérica en la que se asigné un 0 si el microorganismo no posefa la banda y un 1 si el
microorganismo la posefa. Una vez obtenida, esta matriz se procesé mediante el programa

NTSYS-pe Program (Setauket, NY), con el cual se generaron dendrogramas mediante el

método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean). ['"’]

3.5 ANALISIS DE PROTEINAS TOTALES

3.5.1. Aislamiento de proteinas totales

Para el aislamiento de las proteinas totales se utilizé el método que se describe

brevemente a continuacion.

= Se hizo crecer la cepa deseada en 10 ml de LB O/N.
= Se centrifugd 1 ml del cultivo a 8.000 x g durante 5 min. a temperatura ambiente.
» Seguidamente, se resuspendi6 el sedimento en 100 pl de solucién de muestra.

= Finalmente, se hitvieron las muestras durante 5 min.

3.5.2 Visualizacion de las muestras

Tanto la preparacion de los geles, como el recorrido y la tincién, fueron realizadas de

la misma manera que para las proteinas de membrana externa.
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3.6 ANALISIS DEL DNA MEDIANTE Pulsed-Field Gel
Electrophoresis (PFGE)

Para la realizacién de la electroforesis de campo pulsante, se utilizé el método descrito

112

por Maslow ez al. ['"'] y Schwartz et al. [''*], modificados ligeramente, que brevemente se

describen a continuacion. Todas las electroforesis se llevaron a cabo en una unidad CHEF-

DRIII (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

3.6.1 Fundamento de la técnica

La técnica de electroforesis en campo pulsante se utiliza para analizar la tipificacion
molecular de microorganismos, es decir, reconocer la relacién entre aislamientos vinculados
epidemiolégicamente, y por tanto, derivados recientes de un microorganismo ancestral
comun. A la vez, esta técnica pretende diferenciar aislamientos no relacionados,

independientemente de que pertenezcan o no a la misma especie microbiolégica o taxon.

En este caso se estudio, mediante esta técnica, la relacién existente entre aislamientos
clinicos procedentes del Serwe: de Microbiologia de ['Hospital Universitari de Bellvitge y

aislamientos ambientales del entorno hospitalario.

3.6.2 Extraccion del DNA

= Se hace crecer el microorganismo en un medio rico a 37°C O/N.

» Se resuspende una colonia en 500ul de tampén PIV y a continuacion se centrifuga
durante 3 min. a 13.000 rpm.

» Se elimina el sobrenadante y se resuspende el pe/ler en 200ul de PIV.

» Se mezclan 100ul de la solucién anterior con 100ul de agarosa fundida al 1°5%
(dejandola enfriar previamente hasta 42°C aproximadamente).

= Se distribuyen gotas de 20ul de la mezcla anterior sobre vidrios lavados con alcohol
70%.

= A continuacion se cubren las gotas con portaobjetos cubiertos, a su vez, de parafilnr y
lavados también con alcohol 70% (previamente se habran colocado separadores
laterales para impedir que las gotas se aplasten en exceso).

» Se deja solidificar la agarosa durante 10 min. aproximadamente, y se habran obtenido

discos de agarosa que contienen el microorganismo a estudiar.
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» A fin de que se produzca la lisis celular, se introducen los discos en 1ml de tampoén de
lisis (ST) y se incuban a 37°C durante 5 horas.

» Posteriormente se decanta la soluciéon ST y se substituye por una soluciéon (ES) de
proteinasa-K recién preparada.

» Seincuba todo durante 18h a 50°C.

» Se decanta la solucién de proteinasa-K y se afiade tampén TE.

» A continuacién se disponen los tubos en un agitador orbital y se agitan suavemente
durante 30-45 min.

» Finalizado el lavado, se mantienen los discos a 4°C en tampdn TE, hasta su utilizacion.

Soluciones y tampones utilizados

Tampon PIV (1000 ml.):

Tris-HCI 1 M, pH 8 10 ml
NaCl 5M 200 ml
Agua destilada, c.s.p. 11

Una vez mezclados todos los componentes, la solucion se autoclava durante 15 min. a 121°C.

Soluciéon de agarosa al 1’5% (100ml):
Agarosa 15¢
Tampén TBE x 1 100 ml

Una vez realizada la mezcla, ésta se calienta en un bafio a 100°C con el fin de disolver la agarosa.

Solucién basica de Lisis (ST) (100ml.):

Tris-HCI 1 M, pH 8 0.6ml
NaCl 5SM 20 ml
EDTA 0.5M pH 8 20 ml
Desoxicolato Sédico 10% (w/v) 2ml
SarKosyl 10% (w/v) 5ml

Una vez mezclados todos los componentes, la solucion se autoclava durante 15 min. a 121°C.
Antes de su utilizacién se afiaden los siguientes componentes:
5ul/ml de una solucién de RNasa 10mg/ml

2ul/ml de una solucién de Lisozima 50mg/ml.
Solucion ES para la incubacién con proteinasa-K (100ml.):
EDTA 0.5M pH 8 90 m]

SarKosyl 10% (w/v) 10ml

La solucién se autoclava durante 15 min. a 121°C y se afiade proteinasa-K a razén de 1 mg/ml justo

antes de su utilizacion.
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Tampon TE:

Tris-HCI 1 M, pH 7.5 10 ml
EDTA 0.5M pH 8 2ml
Agua bidestilada, c.s.p. 11

Una vez mezclados todos los componentes, la solucion se autoclava durante 15 min. a 121°C.

Tampon TBE x 10:

Tris-HCI 890 mM, pH 7.5 108¢g
EDTA 0.5M pH 8 40 ml
Acido bérico 890mM 55g
Agua bidestilada, c.s.p. 11

Una vez mezclados todos los componentes, la solucion se autoclava durante 15 min. a 121°C.

3.6.3 Digestion del DNA con enzimas de restriccion

La digestion del DNA se realiz6 con el enzima de restriccion Spel, que es un enzima de

baja frecuencia de corte. La solucién de restriccion debe estar recién preparada para su uso.

»  En 40ul de solucién SR anadimos el disco de agarosa correspondiente.

» A continuacién se incuba durante 18h a 37°C en un termobloc.

Solucion de restricciéon (SR):
2.5U por reaccion del enzima Spel
Spel Buffer x1

0.4ul BSA (Bovin Seric Albunzin)

3.6.4 Electroforesis en campo pulsante

» Se prepara un gel de agarosa al 1% en 0’5x TBE.

= A continuacién se introduce en cada pozo del gel el disco correspondiente. También se
incluyen controles de peso molecular que determinaran la efectividad de la
electroforesis.

» Finalmente se separan los fragmentos de restriccion durante 20h a 14°C, 6 v/cm y

pulsos de tiempo con intervalos de entre 0.5 2 15 s.

Solucion de agarosa al 1% (100ml):
Agarosa 1g
TBE x 1 100ml
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3.6.5 Tincion del gel

La tincién de los geles se describe en el apartado 3.11.4.

3.6.6 Lectura e interpretacion de los resultados

La lectura e interpretacion de los resultados se llevo a cabo sobre la fotografia del

gel segtin los criterios definidos por Tenover ez al. ['"

]. Debido a que lo que comparamos
mediante esta técnica es la similitud genética de una serie de cepas, para la interpretacion de
los resultados comparamos cada cepa con el resto de las de la serie. Cuando un
microorganismo difiera del resto en mas de tres bandas, se le asigna un “genotipo” propio
expresado mediante numeros; si el numero de bandas es de tres o menor lo consideramos

un “subtipo” y lo expresamos como un subindice numérico (por ejemplo, genotipo 1.,

significa genotipo 1, subtipo 1).

37 ANALISIS DEL DNA MEDIANTE Random Amplified
Polymorphic DNA (RAPD)

Para la amplificacion al azar de polimorfismos de DNA, se utilizé el método descrito
por Mahenthiralingam ez /. [''*], modificado ligeramente, que brevemente se describe a

continuacién. Todas las electroforesis se llevaron a cabo en una cubeta ecogen.

3.7.1 Fundamento de la técnica

El método del RADP es una buena técnica para estudios de genética de poblaciones y
estudios de evolucién, ya que esta técnica permite obtener, de una manera efectiva,
marcadores genéticos en todo tipo de organismos, con los que podemos construir mapas

del genoma, obteniendo una informacién tipo huella dactilar de éste ['>''].

Este método identifica polimorfismos que son detectados como fragmentos de DNA,
amplificados mediante la técnica de la PCR, y que estan presentes en una cepa y no en otra,
de manera que estos polimorfismos pueden ser utilizados para construir mapas genéticos, o

establecer relaciones genéticas entre organismos.
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Para llevar a cabo la técnica, en cada reaccion, utilizamos un unico oligonucleétido o
primer corto (aproximadamente 10 pb, al que denominamos 10-er) que presenta una
secuencia arbitraria de nucleétidos. Cuando dos de estos primers se unen al DNA en la
otientacion cotrecta para la reaccion, es decir, uno de ellos en sentido invertido al otro (y
ademas, a una distancia razonable entre ellos), se amplifica el fragmento del genoma que
flanquean (Fig. 3.1). Esto ocurre en tantas ocasiones como veces se unen los primers
correctamente, de manera que, el resultado es la amplificacién de un grupo de bandas de
DNA de diferentes medidas. Estos fragmentos amplificados de DNA son al azar, ya que a
pesar de que las reacciones de RAPD son reacciones de PCR, las secuencias diana
(secuencias a amplificar) son desconocidas, ya que los primers han sido disefiados al azar,
por lo que ademas, no implica que todas las amplificaciones sean el resultado de la unién

petfecta entre el primery el DNA diana.

'
, -

Figura 3.1 Esquema de la orientacién de los primers en la secuencia de DNA (flechas) y de los

fragmentos amplificados (A, B y C).

Algunas regiones del DNA estan muy conservadas (no varfan) entre individuos; estas
no son utiles para utilizar métodos analiticos que utilizan el DNA para encontrar
diferencias entre individuos. Alternativamente, algunas regiones tienden a variar entre
individuos, de manera que seran mas utiles para distinguir unos individuos de otros. Es por
ello, que es conveniente la utilizacion de diferentes primers, ya que no sabemos a que tipo de

regiones S€ NOS unen.

3.7.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Extraccion del DNA

El protocolo de extraccién del DNA utilizado, se describe dentro del bloque de
técnicas de obtencion, cuantificaciéon, manipulacién y visualizacion del DNA (apartado

3.11).
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Mezcla de los componentes o Mix

Para llevar a cabo la reaccion preparamos la mezcla o Mizx de todos los componentes
necesarios para la reaccién de amplificaciéon. Estos componentes deben estar en unas

concentraciones determinadas que se describen a continuacion:

Mix (volumen total: 25 pl)

DNA 40 ng
Oligonucledtidos 40 pmols
Taq-polimerasa 1U0
Deoxinucleosidos trifosfato 250 uM cada uno
3 mM MgCl,

10 mM TRIS-HCI pH8

50 mM KCl

0.001 % gelatina
Agua destilada estéril, c.s.p 25ul

Todos los productos utilizados, con excepcion de los primers, son de Fermentas, (Lithuania).

Primers utilizados

Los primers utilizados han sido identificados por Mahenthiralingam ef a/. como primers
que amplifican, de una manera reproducible, polimorfismos apropiados para la

diferenciacion de cepas de P. aeruginosa. Proceden de Invitrogen (EE.UU).

Las secuencias son:

Primer Secuencia (5—3’)
208 ACGGCCGACC
228 GCTGGGCCGA
241 GCCCGAGCGG
270 TGCGCGCGGG
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Amplificacion del DNA

Una vez preparada la mezcla de elementos necesarios procedemos a la
amplificacion de fragmentos de DNA; esta se llevé a cabo en un termociclador Perkin

Elmer, modelo GeneAmp PCR systemr 9600.

Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

4 ciclos consistentes en: 5 min. a 94°C  (desnaturalizacion)
5min. a 36°C  (annealing)
5min. a 72°C  (extension)

30 ciclos consistentes en: 1 min. 2 94°C  (desnaturalizacion)
1 min. a 36°C  (annealing)
2 min. a 72°C  (extension)

Extension final de un ciclo de: 10 min. a 72 °C

En esta técnica, es importante que la temperatura de unién al DNA (annealing) no
sea demasiado restrictiva, ya que como se ha comentado anteriormente, la secuencia de los

primers no se ha disefiado a partir de una secuencia del DNA conocida, sino al azar.

3.7.3 Visualizacion de los resultados en geles de agarosa.

Para la visualizacion de los polimorfismos de DNA obtenidos se utilizé un gel de
agarosa al 1’5% (w/v) en TAE x 1. El recorrido electroforético se realizé a 9 voltios/cm

durante 3h. con el fin de separar los productos obtenidos.
Solucion de agarosa al 1’5% (100ml):

Agarosa 1.5g
TAE x 1 100ml

3.7.4 Tincion de los geles.

La tincién de los geles de agarosa se describe en el apartado 3.11.4.
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3.7.5 Lectura e interpretacion de los resultados.

La lectura e interpretacion de los resultados se llevd a cabo de visu sobre las
fotografias de los geles, y segtn los criterios definidos por Tibayrenc ez a/ [''"]. Debido a
que lo que comparamos mediante esta técnica es la similitud genética de una serie de cepas,
para la interpretacion de resultados se compard cada cepa con el resto de las de la serie. Se
realiz6 un patrén de bandas de cada cepa, y se construyé una matriz numérica en la que se
asigné6 un 0 si el microorganismo no posefa una banda determinada y un 1 si el

microorganismo la posefa.

Una vez obtenida, esta matriz fue procesada mediante el programa NTSYS-pc
Program (SetauKet, NY), el cual realizé la construcciéon de dendrogramas mediante el

método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean) [''*].

3.8 ANALISIS DE LA PRESENCIA/AUSENCIA DE
INTEGRONES

Para detectar la presencia de integrones de clase I en las cepas estudiadas, se utilizé

la técnica descrita por Lévesque e al [

], ligeramente modificada, basada en la
amplificacion de los posibles cassettes génicos insertados en los integrones, mediante la

técnica convencional de la PCR.

3.8.1 Extraccion de DNA

Para la extracciéon de DNA, también se sigui6 el protocolo utilizado por Lévesque

et al., el cual se describe a continuacion:

» Se inoculan, con el microorganismo deseado, 10 ml de medio BHI con glicerol al 10%
y ampicilina a una concentracién de 20ug/ml, y se incuban O/N a 37°C.

* Se toman 200ul del cultivo, se le afnaden 800ul de agua destilada estéril y se hierve
durante 10 min.

= A continuacion, se centrifuga la suspension bacteriana a 7500 rpm durante 2 min.

= El sobrenadante obtenido, se utiliza directamente en la reaccién de PCR.
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3.8.2 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Mezcla de los componentes o Mix

Para llevar a cabo la reacciéon preparamos la mezcla o Mix de todos los componentes
necesarios para la reaccién de amplificaciéon. Estos componentes deben estar en unas

concentraciones determinadas que se describen a continuacion:

Mix (volumen total: 100 ul)

DNA 30 ul suspension
Oligonucledtidos 2.5 pmoles
Taq-polimerasa 1U0
Deoxinucledsidos trifosfato 250 uM cada uno
3 mM MgCl,

10 mM TRIS-HCI pH8

50 mM KCl

0.001 % gelatina
Agua destilada estéril, c.s.p 100ul

Todos los productos utilizados, con excepcion de los primers, son de Fermentas, (Lithuania).

Primers utilizados

Los primers utilizados fueron los descritos por Lévesque ¢f al., y estan disefiados a
partir de las secuencias de las regiones conservadas de los integrones, de manera que

unicamente se amplifican los cassettes génicos que estan integrados. Proceden de Invitrogen

(EE.UU).

La situacion de los primers utilizados, dentro de la estructura de los integrones, se

representa a continuacion en la figura 3.2.
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P1 P2
5-CR,
attl
intl P
Cassette insertado

|

| |

Segmento conservado 5’ Segmento conservado 3’

Figura 3.2 Estructura general de los integrones. 5-CS y 3’-CS son los oligonucleétidos

especificos de los segmentos conservados de 5’y 3’; las flechas rojas marcan su orientacion.

Las secuencias de los primers son:

Primer Secuencia (5—3%)

5-CS GGCATCCAAGCAGCAAG

3-CS AAGCAGACTTGACCTGA
Amplificacion del DNA

Una vez preparada la mezcla de elementos necesarios procedimos a la amplificacion
de fragmentos de DNA; ésta se llevo a cabo en un termociclador Applied Biosystems, modelo

GeneAmp® PCR system 2700.
Las condiciones de amplificacioén fueron las siguientes:

Pre-desnaturalizacion: 12 min. a 94°C
35 ciclos consistentes en: 1 min. a 94°C  (desnaturalizacion)
1 min. a 55°C  (annealing)
5 min*. a 72°C  (extension)
*5s. fueron afiadidos a cada ciclo de extensiéon

Extension final de un ciclo de: 5 min. a 72 °C
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3.8.3 Visualizacion de los resultados en geles de agarosa.

Para la visualizacién de los polimorfismos de DNA obtenidos se utilizé un gel de
agarosa al 0.7% (w/v) en TBE x 1 y se hizo cotrer a 100 voltios durante 1.30h, a fin de

observar y separar los productos obtenidos.

Solucién de agarosa al 0°7% (100ml):
Agarosa 0.7g
TBE x 1 100ml

3.8.4 Tincion de los geles.

La tincién de los geles de agarosa se describe en el apartado 3.11.4.

3.8.5 Lectura e interpretacion de los resultados.

La lectura e interpretacion de los resultados se llevé a cabo de visu sobre las
fotografias de los geles. La apariciéon de fragmentos amplificados supone, por un lado la
existencia de integrones capaces de incorporar cassettes génicos (ya que los primers utilizados
estan disefiados a partir de las regiones conservadas), y por el otro, y segin el tamafio del

amplificado, la presencia de éstos cassetfes, en un numero variable.
bl bl

3.9 TECNICAS DE EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO

3.9.1 Extraccion de DNA plasmidico (técnica convencional)

Para el aislamiento de DNA plasmidico se siguié una modificaciéon del método descrito

120]

por Feliciello y Chinali [

* Se hicieron crecer las cepas durante 18 h a 37°C en 10ml de medio TSB, con el
antibiético adecuado.
» Seguidamente, se centrifugd el cultivo bacteriano a 8000 x g durante 10 minutos a

temperatura ambiente y se descarto el sobrenadante.
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Para lavar el pellet, se resuspendi6 el sedimento con 0.5 ml de soluciéon STE fria y se

centrifugd de nuevo a 8000 x g durante 5 minutos y a 4 °C.

El sobrenadante se aspir6 completamente y se resuspendieron las células en 125 ul de

solucion 1 fria.

Se afiadi6 a la mezcla 250 ul de soluciéon 11 'y se homogeneizé la muestra agitando varias

veces el tubo por inversion.

Posteriormente, se incub6é en hielo unos cinco minutos para permitir la lisis celular vy,
transcurrido este tiempo, se anadieron 375 ul de solucién III fria. La mezcla se agitd

vigorosamente por inversion y se incub6 en hielo durante 10 min.

El lisado celular se centrifugd durante 10 minutos a 10000 x g y 4 °C y, el sobrenadante
resultante se transfirié a un tubo e¢ppendorf nuevo estéril, procurando no arrastrar el

sedimento.

El DNA plasmidico se precipité afiadiendo 350 pl de isopropanol y se centrifugd a
temperatura ambiente durante 5 min., eliminando, a continuacién todo el isopropanol.

Una vez sedimentado, se dejo secar el DNA en la estufa a 37 °C.

Para eliminar el RNA presente, se incubo la mezcla en presencia de 125 ul de RN Aasa

10 mg/ml en solucién TE y se incub6 30 minutos a 37 °C.

Seguidamente, se volvié a precipitar el DNA plasmidico afiadiendo 150 ul de
isopropanol al 88 % y 0.2 M de acetato potasico y se incub6 10 minutos a temperatura

ambiente. Se centrifugd a 10000 x g a temperatura ambiente durante 5 minutos, se dejo

secar el sedimento y se resuspendi6 en 40 ul de agua destilada estéril.

Opcionalmente, y segin el grado de pureza deseado, se fenolizé en este punto el DNA

plasmidico obtenido.

STE Solucion I

NaCl 0.1 M Glucosa 0.9 g

Tris-HCI, 10 mM pH 8.0 Tris-HCI 25 mM pH 8.0
EDTA 1 mM pH 8.0 EDTA 10 mM pH 8.0
Solucion IT Solucion III

NaOH 0.2 M Acetato potasico 4 M
SDS 1 % (w/v) Acido acético 2 M
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3.9.2 Extraccion de DNA plasmidico mediante S1-PFGE

=  Fundamento de la técnica

Las técnicas cominmente utilizadas para la purificacion de plasmidos pequenos, no
son eficientes para la separaciéon de moléculas de DNA extracromosémicas muy grandes o
megaplasmidos (de mas de 100 kb), ya que no las separan del DNA cromosémico; ademas
este tipo de plasmidos son demasiado grandes para ser bien resueltos en una electroforesis

convencional.

La técnica de electroforesis en campo pulsante se utiliza, en términos generales, para
separar grandes fragmentos de DNA. En este caso, se incuba el DNA total con el enzima
nucleasa S1 que convierte los plasmidos super enrollados en moléculas lineales, mientras
que no digiere el DNA cromosémico. Debido a esto los grandes plasmidos migran como
bandas discretas, de las que podemos determinar su peso molecular, mientras que el DNA
cromosomico, al no haber sido digerido, no puede migrar, y tnicamente lo detectamos en
la zoma de compresion del gel, situada en la parte superior del gel, donde las moléculas que

superan un determinado tamafio, son incapaces de separarse unas de otras.

Para la separaciéon de megaplasmidos o plasmidos grandes mediante electroforesis de

121

campo pulsante, se utilizé6 el método descrito por Zuccarelli e @/ [ ], modificado

ligeramente, que brevemente se describe a continuacién. Todas las electroforesis se
llevaron a cabo en una unidad CHEF-DRIII (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

=  Extraccion del DNA

La extraccién del DNA vy la lisis celular, para la bisqueda de megaplasmidos se realiza
del mismo modo que para el PFGE de DNA cromosémico (protocolo descrito en el
apartado (3.6.2))

* Digestion del DNA plasmidico con enzimas de restriccion

La digestion del DNA plasmidico se realizé con el enzima de restricciéon nucleasa SI,

que es un enzima de Aspergilius oryzae. Procede de Fermentas (Lithuania).
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La restriccion se realizé tal y como se describe a continuacion:

» En 40ul de solucién SR afiadimos el disco de agarosa correspondiente.

= A continuacion se incuba durante 45min. a 37°C en un termobloc.

Solucién de restriccion (SR):
1U/200pl Buffer del enzima Spel
ST nuclease Buffer x1

Esta solucién debe estar recién preparada para su uso.
* Electroforesis en campo pulsante y tincion de los geles
La preparacion de los geles se realiza del mismo modo que para el PFGE de DNA
cromosomico (protocolo descrito en el apartado (3.6.4)), variando unicamente la duracién

del recorrido de las muestras y los pulsos de tiempo, que en este caso son de entre 45s.

durante 14h y de 25s. durante 6h.

La tincién de los geles se describe en el apartado 3.11.4.

3.10 ANALISIS DEL GEN DE LA OprD

Con el fin de estudiar posibles mutaciones en el gen de la porina OprD, de algunos

aislados, se utiliz6 la técnica de la PCR siguiendo la metodologia descrita por Lister ef al.

ligeramente modificada [*].

3.10.1 Polymerase Chain Reaction (PCR)

Extraccion del DNA

El protocolo de extracciéon del DNA utilizado, se describe dentro del bloque de
técnicas de obtencién, cuantificaciéon, manipulacién y visualizaciéon del DNA (apartado

3.11).
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Mezcla de los componentes o Mix

Para llevar a cabo la reaccion preparamos la mezcla o Mzx de todos los componentes
necesarios para la reaccién de amplificacién, en unas concentraciones que se describen a

continuacion:

Mix (volumen total: 50 pl)

DNA 2 ul dilucién (1/10)
Oligonucleétidos 0.5 uM
Taqg-polimerasa 1U
deoxinucledsidos trifosfato 200 uM cada uno
2 mM MgCl,

10 mM TRIS-HCI pH 8

50 mM KCI

0.001 % gelatina
Agua destilada estéril, c.s.p 50ul

Todos los productos utilizados, con excepcion de los primers, son de Fermentas, (Lithuania).

Primers utilizados

Los primers utilizados fueron los descritos por Lister ¢f al., y estan diseflados a partir

de la secuencia de nucledtidos del gen gprD publicada por Yoneyama ef al. ['*

de Invitrogen (EE.UU).

]. Proceden

Las secuencias de los primers son:

Primer Secuencia (5°—3’)
OptDSEQF1 CTACGCAGATGCGACATGC
OprDSEQR1 CCTTTATAGGCGCGTTGCC
Amplificacion del DNA

Una vez preparada la mezcla de elementos necesarios se procede a la amplificacion

del gen gprD. Esta amplificacion se realizé en un termociclador Techne, modelo TC-3172.
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Las condiciones de amplificacion fueron las siguientes:

Pre-desnaturalizacion: 10 min. a 95°C

25 ciclos consistentes en: 30s.295°C  (desnaturalizacion)
30s.a 56°C  (annealing)
2 min. a 72°C (extension)

Extension final de un ciclo de: 10 min. a 72 °C

3.10.2 Visualizacién de los resultados en geles de agarosa.

Para la visualizacién de los fragmentos amplificados se utilizé un gel de agarosa al

1.5% (w/v) en TAE x 1y se hizo correr a 80 voltios durante 1.30h.

Solucion de agarosa al 1.5% (100ml):
Agarosa 1.5g
TAEx 1 100ml

3.10.3 Tincion de los geles.

La tincién de los geles de agarosa se describe en el apartado 3.11.4.

311 TECNICAS DE OBTENCION, CUANTIFICACION,
MANIPULACION Y VISUALIZACION DEL DNA

3.11.1 Extraccion de DNA

= Se inoculan, con el microorganismo deseado, 10 ml de medio LB y se incuban O/N a
37°C.

= Se centrifugan los 10 ml a 7500 rpm durante 10 min.

»  El pellet obtenido, se resuspende en 180ul de buffer ATL (DNeasy® Tissue kit. Qiagen,
Germany).

* A continuacién se procede con la extraccion segun las instrucciones del manual del Kit

(DNeasy® Tissue kit), para obtener el DNA en 200ul de buffer AE.
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3.11.2 Cuantificacion de DNA

Se determiné mediante un espectrofotémetro, modelo UL/ Vs Spectrometer U172,
de ATI UNICAM. Para determinar la concentraciéon de DNA se midi6 la densidad 6ptica
de éste (o de una diluciéon del mismo en agua) a 260 nm, en una cubeta de cuarzo. Se
estim6 el valor de la concentracién considerando que un valor de DO, .. igual a 1,
equivale a2 50 pg/ml de DNA. Asimismo, se determiné el grado de pureza del DNA,
teniendo en cuenta la relacién entre las densidades opticas a 260 nm y 280 nm, y
considerando un valor aceptable cuando la relacién se encuentra entre 1.8 y 1.9; si el valor
es superior a 2.2, la muestra presenta elevada concentraciéon de proteinas. Asi pues, los

calculos realizados fueron los siguientes:

Concentracion estimada de DNA (ug/ml) = 50 x DO (260 nm) x factor de dilucion

Pureza del DNA = DO (260 nm)/DO (280 nm)

3.11.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa

Para separar, visualizar e identificar fragmentos de DNA se utiliz6 como método

rutinario la electroforesis de DNA en geles de agarosa, siguiendo el método descrito por

Sambrook ez al. ['7].

La electroforesis se basa en la carga negativa que presenta el DNA a pH neutro y
que condiciona su migracién hacia el polo positivo cuando se somete a un campo eléctrico.
Forzando el desplazamiento a través de una matriz porosa, se consigue una separaciéon de
diferentes fragmentos de DNA presentes en una mezcla heterogénea en funciéon de su
tamafio o su conformacién. La velocidad de migraciéon es inversamente proporcional al
logaritmo del peso molecular, lo que permite valorar el tamafio de diferentes fragmentos de
DNA de igual conformaciéon frente a un patrén de tamafios adecuados. Por otro lado,
existe una relacion directa entre el logaritmo de la movilidad electroforética y la porosidad
del gel. Variando la concentraciéon de agarosa se puede determinar qué rango de tamafos se

pretende separar con una buena resolucion (Tabla 3.3).
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Tabla 3.3 Relacion entre las concentraciones de agarosa en el gel y la resolucién de los pesos

moleculares.

Concentracién de agarosa Rango de separacion eficiente de

(%) moléculas (kb)

0.3 60-5

0.6 20-1

0.7 10-0.8

0.9 7-0.5

1.2 6-04

1.5 4-0.2

2.0 3-0.1

La agarosa utilizada fue del tipo de baja electroendosmosis (Boehringer Manbheim), es
decir, con baja densidad de carga propia que pueda distorsionar la migraciéon del DNA. Se

utilizaron, ademas, las soluciones TBE x 1 y TAE x 1.

Solucion TBE x 5 Solucién TAE x 50

Trtis 54 ¢ Tris 242 ¢
Acido bérico 275¢ 0.5 M EDTA, pH 8.0 100 ml
0.5 M EDTA, pH 8.0 20 ml Acido acético glacial 57.1 ml
Agua destilada, c.s.p. 11 Agua destilada, c.s.p. 11

Las muestras se prepararon para su carga en el gel mediante la adiciéon de solucion
de muestra en una proporcion 1:5 del volumen total de las mismas. Esta solucién actia
incrementando la densidad de la muestra, asegurando asi, que ésta se introduzca en los
pocillos hechos en el gel y que no difunda. La velocidad de migraciéon de cada colorante se
corresponde con un determinado tamafio de DNA en kb para cada concentraciéon de

agarosa (Tabla 3.4).

Solucién de muestra (x 6)

Azul de bromofenol 0.25% (w/v)
Xylen-cyanol 0.25%  (v/v)
Glicerol o Ficoll 400 30% v/v)
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Tabla 3.4 Correspondencia en kb de la velocidad de migracién de cada colorante de la solucién de

muestra para una determinada concentracion de agarosa.

Concentracion de agarosa  Xylen-cyanol (kb) Azul de bromofenol
(Vo) (kb)
0.5 12 1.5
0.8 4.5 1.0
1.0 2.4 0.6
1.5 1.9 0.39
2.5 1.0 0.15

3.11.4 Tincion de los geles de agarosa

= Para la tincién de los fragmentos obtenidos, sumergimos el gel en una soluciéon de
Bromuro de Etidio durante 15-20 min. a temperatura ambiente, y protegido de la luz.
» A continuacién lavamos el gel durante 10 min. en agua destilada y lo visualizamos en

un transiluminador de luz ultravioleta.

Solucion de Bromuro de Etidio: Solucién acuosa o buffer de electroforesis que contiene Bromuro

de Eddio en una concentracién de 0.5pg/ml.

3.11.5 Marcadores de peso molecular

En todos los geles, fue incluido un marcador de peso molecular, con el fin de
determinar aproximadamente, el tamafo de los productos observados. En el caso de los
geles de proteinas, se utilizo el marcador SDS- PAGE Standards, Low Range (Bio-RAD); para
el PFGE, fue el Low Range PEG Marker (Biolabs, Inglaterra); y para la observacion de
fragmentos de DNA se utilizaron los marcadores GeneRuler™ 1kb DNA Ladder,

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder Plus o Lambda DNA/ Hindlll Marker, (Fermentas, Lithuania)
(figura 3.3).
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Figura 3.3 Marcadores de peso molecular utilizados. (a) SDS- PAGE Standards, Low Range. (b)
Low Range PFG Marker. (c) GeneRauler™ 1&b DNA Ladder. (d) GeneRuler™ 1006p DNA Ladder Plus.

(e) Lambda DNA/Hindlll Marker. Los valores de (a) se expresan en KDa, y los de (b), (), (d) y (e)
en bp.

3.11.6 Purificacion de productos obtenidos mediante PCR

Con el fin de separar los fragmentos de DNA obtenidos mediante PCR de los otros
productos presentes en la reaccion (sales, nucleétidos, primers, etc.), éstos se purificaron con
el kit de la casa comercial QIAGEN, MinE/ute PCR Purification Kit,. Este método estd
basado en la utilizacion de columnas que presentan un polimero que retiene el DNA (de

entre 70pb y 4kb), cuando éste se encuentra en determinadas condiciones salinas y de pH.

La utilizaciéon de éste método esta sujeta a las especificaciones del fabricante,
eluyendo finalmente el DNA en 10ul de tampén Tris-HCI 10mM pH 8.5, o bien en agua
destilada estéril, con el fin de recuperar los fragmentos de DNA amplificados, altamente

concentrados.
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3.11.7 Recuperacion de fragmentos de DNA a partir de geles de agarosa

Los fragmentos de DNA resueltos electroforéticamente en geles de agarosa, pueden
ser recuperados y purificados a partir del gel, para poder ser utilizados posteriormente.

Para ello se utiliz6 el MinElute Gel Extraction Kit de QIAGEN.

La metodologia utilizada fue la siguiente:

» Se prepara un gel de agarosa de bajo punto de fusion (low wmelting poini) a la
concentracién adecuada, segun el tamano de los fragmentos a separar.

» Una vez separados mediante electroforesis, los diferentes framentos presentes en la
muestra, y bajo iluminacién ultravioleta de baja energfa, se recorta la banda deseada con
una hoja estéril de bisturi, intentado recoger la menor cantidad posible de agarosa que
no contenga DNA.

= La pieza de agarosa recuperada, se deposita en un tubo eppendorf estéril y se continda
con el protocolo especificado por el fabricante, mediante el cual obtendremos el DNA

altamente concentrado.

3.12 DETERMINACION DE SECUENCIAS DE GENES

3.12.1 Obtencion de las secuencias

Con la finalidad de obtener la secuencia de los genes amplificados en los apartados
anteriores, se utilizé el método basado en la sintesis y terminacion con dideoxinucle6tidos
fluorescentes. Para ello, y una vez purificados los fragmentos obtenidos mediante PCR, se
realiz6 una PCR de “secuenciacion” utilizando el Kiz ABI PRISM BigDye® Terminator version
3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction Kit de Applied Biosystems que contiene una Mix (Terminator
Ready reaction Mix) donde estan incluidos todos los componentes necesarios para la

reaccion, a excepcion del DNA molde y los primers.
Para secuenciar las dos cadenas del DNA, se realizé por separado una PCR de

secuenciacion para cada primer, con el fin de obtener en cada tubo una sola cadena, ya

fuese la de otrientacion 5-3’, como la de orientacién 3’-5°,
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La mezcla de la reaccién de secuenciacion fue la siguiente:

Terminator Ready reaction Mix 4 ul
Producto PCR (10-30 ng/ul) jmi
Primer  c.s.p 3.2 pmol
Agua destilada c.s.p. 20 ul

Las condiciones de amplificacion fueron:

Pre-desnaturalizacion: 2 min. a 96°C
25 ciclos consistentes en: 30s.2 96°C  (desnaturalizacion)
15s.2a50°C  (annealing)

4 min. a 60°C (extension)

Los primers utilizados en las diversas reacciones de secuenciaciéon, fueron los
mismos que los utilizados en las reacciones de amplificacion, con excepcion de los primers
internos, diseflados unicamente para poder llevar a término la secuenciacién integra del

fragmento amplificado; estos primers se describen en la tabla 3.5.

Tabla 3.5 Descripcion de los primers internos utilizados en las diversas reacciones de

“secuenciacion”.

Gen amplificado Primer Secuencia (5°—3’) Referencia
Cassettes InP1 5-IL ACCCAACCGATTCATGC Este trabajo
Cassettes InAl e InP18 5-A18L GTGCAGAGAATGATCAGC Este trabajo

5-A181.2 CCTCCACATCGTGGAA Este trabajo

5-A18LR TCTGTGGCGATGCACCA Este trabajo
oprD OprDSEQF1 CTACGCAGATGCGACATGC 86
OprDSEQR1 CCTTTATAGGCGCGTTGCC 86

Debido al gran tamafio de los integrones P1, A, y P18, se necesitaron primers
internos para poder determinar toda su secuencia. LLos primers fueron disefiados a partir de

las secuencias que previamente se iban obteniendo.
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Una vez finalizada la PCR se precipité el DNA, siguiendo el procedimiento que se

describe a continuacion:

» Se mezclan los 20 pl de la reaccién anterior con 64 ul de etanol al 95%, y se lleva la
muestra a un volumen total de 100 ul con agua destilada estéril.

» Se mezcla bien, y se deja reposar, para que el DNA precipite, durante 15 min. A
temperatura ambiente.

= A continuacién se centrifuga a 14000 rpm y 4°C, durante 20 min.

» Bl pellet obtenido se lava dos veces con etanol 70%, y se deja secar a 37°C.

= Una vez seco y sin restos de etanol, se guarda a -20°C, hasta su uso para la
determinacion de las secuencias, que se llevaron a cabo en el Servei de segiienciacid de los
Serveis Cientifico-Teécnics de la Universitat de Barcelona, en un secuenciador de DNA por

electroforesis capilar ABI PRISM(R) 3700 DN.A Analyzer de Applied Biosystems.

El cromatograma se visualiz6 y se corrigi6 mediante el programa ChromasPro

(versionl1.34).

3.12.2 Analisis de secuencias

En la actualidad existen varios métodos o algoritmos para la busqueda de
secuencias, los cuales se resumen en dos grupos fundamentales: los métodos formales y los
métodos aproximativos. Los métodos formales posibilitan la realizacién de busquedas
complejas que permiten determinar coincidencias exactas, multiplicidades, inserciones y
deleciones, pero llevan mas tiempo para su realizacién a menos que se use maquinaria

especializada o se busque en una base de datos pequena.

Por otra parte, los métodos aproximativos también permiten el mismo tipo de
determinaciones, pero no garantizan encontrar las mejores comparaciones y pueden perder
algunas similitudes significativas. Sus resultados requieren una interpretacion mas detenida
antes de aceptarlos, pero son mucho mas rapidos y a menudo proporcionan resultados
satisfactorios. Los mas utilizados son FASTA y BLAST, ambos basados en la realizaciéon de
analisis comparativos entre secuencias. Estos dos algoritmos emplean distintos enfoques
estadisticos al momento de comparar secuencias y sus diferencias estriban principalmente

en velocidad y precision.
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En este trabajo se ha utilizado principalmente el algoritmo BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool [**] del NCBI (National Center for Biotechnology Information) en la
comparacion y buasqueda de secuencias homologas. BLAST encuentra regiones de
similaridad entre secuencias; el programa compara secuencias nucleotidicas o de proteinas
con secuencias existentes en las bases de datos, y calcula la significancia estadistica de las
uniones. BLAST puede ser usado para deducir relaciones tanto funcionales, como
evolutivas entre secuencias, asi como para ayudar a identificar miembros de familias de
genes. La principal caracteristica del BLAST es su velocidad, pudiendo tomar pocos

minutos cualquier busqueda en todas las bases de datos.

Como herramienta de ayuda se ha utilizado también el servidor de protedémica del
Instituto Suizo de Bioinformatica (Swiss Institute of Bioinformatics (SIB)) o ExPASy (Expert

Protein Analysis System), desde el cual se han traducido secuencias nucleotidicas a secuencias

proteicas, o se ha accedido a otros servidores como el CLUSTAL W [**] que crea

alineamiento multiple de un grupo de secuencias de DNA o de proteinas, empleando un
alineamiento progresivo de pares de bases, lo que permite su posterior comparaciéon. Los
parametros fijados en la alineacion de las secuencias fueron los establecidos por defecto en

el programa.

3.12.3 Construccién de un modelo estructural de la OprD

Para la construcciéon de un modelo tridimensional de la proteina OprD, se utiliz6 el

127

programa Modeller (versioén 9v2) [ ~'], un programa para modelizacién estructural mediante
basado en la comparacién de secuencias homologas; por tanto la calidad del modelo
obtenido depende de la calidad de la secuencia que utilizamos y de su homologia con el
modelo con el que la comparamos. Cuando la homologia entre las dos secuencias es mayor

del 60% el modelo obtenido mediante modelizacién comparativa sera suficientemente

bueno.

Los archivos PDB obtenidos mediante el Modeller, fueron editados utilizando el

128

programa Pymol [ ], un sistema de graficos moleculares que permite la rapida generacion y

visualizacién a tiempo real de graficos y animaciones moleculares de alta calidad.
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Resultados y Discusion

4.1 SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

La sensibilidad de las bacterias a los antimicrobianos varfa como consecuencia de
la apariciéon de resistencias y la posterior seleccion de las cepas que las expresan. Esta
resistencia puede ser originada por diversos factores como son la incapacidad del
antibiético para atravesar la envuelta celular, la capacidad del microorganismo por
expulsar el antibidtico, la alteracién de la diana especifica para el antibidtico o, la

produccién, por parte de la bacteria, de una enzima que inactiva el antimicrobiano.

La resistencia al antibidtico puede ser, también, innata a todos los miembros de una
especie. P. aeruginosa es un patégeno que presenta resistencia intrinseca a diversos agentes
antimicrobianos. Inicialmente se pensé que esta resistencia intrinseca era debida al hecho
que este microorganismo posee una membrana externa que presenta baja permeabilidad
['*>1], pero esta propiedad de la membrana externa (OM) es insuficiente por sf misma para
explicar la elevada resistencia intrinseca que presenta este microorganismo y se postuld la
existencia de mecanismos secundarios que, en P. aeruginosa, son basicamente dos. Uno de

ellos es la existencia de B-lactamasas (como la AmpC cromosémica), las cuales pueden

contribuir a la resistencia intrinseca de este microorganismo a los B-lactamicos ["']. El
segundo de los mecanismos que contribuyen a la resistencia intrinseca de P. aeruginosa es el
que se basa en los sistemas de reflujo. El sistema mas importante, es el sistema MexAB-
OprM, que es expresado de manera constitutiva en cepas wild-type y que juega un papel muy
importante en la resistencia intrinseca a muchos [-lactimicos, fluoroquinolonas,
tetraciclina, cloranfenicol, novobiocina, macrélidos, trimetoprim, sulfamidas, asi como a
algunos colorantes y detergentes [*]. También ha sido demostrado que el sistema MexXY-
OprM esta relacionado con la resistencia intrinseca a numerosos agentes como la
tetraciclina, la eritromicina y la gentamicina, as{i como a fluoroquinolonas y

aminoglicésidos.

La aparicién de nuevos antimicrobianos ha hecho aumentar el grado de resistencia
de esta especie a los antibiéticos. La adquisiciéon de resistencia a nuevos antibidticos se
atribuye a una mutacién cromosémica, a la expresiéon inducida de un gen cromosémico

latente o por el intercambio de material genético a través de estructuras génicas moviles

como son los plasmidos (sobretodo adquisicion de B-lactamasas y enzimas modificadores
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de aminoglicésidos), los transposones y los integrones (portadores, entre otros, de genes de
B-lactamasas y acetiltransferasas).

Las mutaciones mas importantes que causan resistencia a diversos antimicrobianos

: 133
en Psendomonas aeruginosa son [ ]

1. Mutaciones en el gen gyrA, que causa una alteraciéon de la subunidad A de la
DNA girasa y, mutaciones en los genes de las topoisomerasas II y IV. Estas
mutaciones confieren resistencia a las quinolonas.

2. Mutaciones que provocan destepresion de la expresion de la P-lactamasa
AmpC, debido a una mutacién en el gen ampD. Como consecuencia, disminuye
la susceptibilidad a penicilinas y cefalosporinas.

3. Aumento de la expresion (up-regulation) de sistemas de reflujo constitutivos
como el MexAB-OprM (mutacién en el gen 7a/B) que confieren resistencia a las
fluoroquinolonas, penicilinas, cefalosporinas y al meropenem.

4. Up-regulation de otros sistemas como MexCD-Opz] (mutacion en el gen nfxB) y
MexEF-OprN (mutacion en el gen #fxC), que se expresan unicamente en
mutantes y que en hacetlo confieren resistencia a algunas fluoroquinolonas y f3-
lactamicos.

5. Mutaciones que alteran la permeabilidad de la membrana, como es el caso de la
mutacion en el gen gprD, que provoca la pérdida de la porina OprD, de manera
que confiere resistencia al imipenem vy disminuye la susceptibilidad  al

meropenem.

Con el objetivo de establecer cuales eran los patrones de susceptibilidad
antimicrobiana en la coleccién de cepas de P. aeruginosa a estudiar, realizamos pruebas de

antibiograma en MHA utilizando diferentes antibiéticos.

En la tabla 4.1 se muestran los patrones de resistencia frente a 7 antibidticos, de
las cepas de P. aeruginosa tanto de origen clinico como ambiental. Asi mismo, la tabla 4.2
muestra el nimero de cepas sensibles y resistentes, y los porcentajes de cepas resistentes a
cada uno de los antibiéticos, de la poblacién de origen clinico; la tabla 4.3 nos muestra los
mismos datos en el caso de la poblaciéon de origen ambiental (PIP (Piperacilina 100 pg), CAZ
(Ceftacidima 30 pg), IMI (Imipenem 10 pg), G (Gentamicina 10 pg), T (Tobramicina 10 pg), A (Amikacina
30 pg) y OFLX (Ofloxacina 5 pg)).
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Tabla 4.1 Patrén de resistencias frente a los antibiéticos ensayados (S cepa sensible, R cepa

resistente).
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Tabla 4.2 Numero de cepas clinicas resistentes y sensibles, y potcentaje de resistentes (respecto el

total de clinicas y ambientales) para cada antibidtico estudiado.

Antibiético Num. cepas Num. cepas % Cepas

sensibles Resistentes resistentes

B-LACTAMICOS
Ceftacidima 16 4 20
Piperacilina 18 2 10
Imipenem 17 3 15

AMINOGLUCOSIDOS

Amikacina 18 2 10
Tobramicina 14 6 30
Gentamicina 14 6 30

QUINOLONAS
Ofloxacina 14 6 30

Tabla 4.3 Numero de cepas ambientales resistentes y sensibles y porcentaje de resistentes

(respecto el total de clinicas y ambientales) para cada antibidtico estudiado.

Antibiético Num. cepas Num. cepas % Cepas
sensibles Resistentes resistentes
B-LACTAMICOS
Ceftacidima 15 5 25
Piperacilina 20 0 0
Imipenem 20 0 0
AMINOGLUCOSIDOS
Amikacina 20 0 0
Tobramicina 20 0 0
Gentamicina 20 0 0
QUINOLONAS
Ofloxacina 19 1 5

Penicilinas, Cefalosporinas y Carbapenems, pertenecen a la familia de las B-
lactamas, que actian inhibiendo la sintesis de la pared celular, cuando se unen e inactivan
las PBPs (penicillin-binding-proteins), inhibiendo la sintesis de peptidoglicano. Normalmente
las resistencias que se desarrollan frente a estos antibidticos provienen de la hidrélisis del

anillo B-lactimico, caracteristico de este tipo de antibacterianos, por unos enzimas llamados

B-lactamasas; este es el caso de P. aeruginosa. Dentro del grupo de los P-lactimicos
encontramos un 10% de cepas clinicas resistentes a piperacilina, mientras que las

ambientales son sensibles en su totalidad.
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El Imipenem, tiene la particularidad de presentar un nucleo carbapenem que lo
hace resistente a la accién de las B-lactamasas en general, con la excepcién de las metalo-3-
lactamasas (enzimas capaces de hidrolizar carbapenems). Su accién es posible debido a que
puede atravesar la membrana externa a través de las porinas, que en el caso de P. aeruginosa
es la OptD. P. aernginosa posee metalo-B-lactamasas, pero el mecanismo principal de
resistencia al imipenem es la pérdida de la porina OprD. En este estudio encontramos un
15% de cepas resistentes dentro de la poblacién clinica, y ninguna en la poblacion

ambiental.

La Ceftacidima, una cefalosporina de tercera generacion, presenta una actividad 7
vitro contra P. aernginosa mayor que cualquier otra cefalosporina; sin embargo, encontramos
unas frecuencias de resistencia similares en los grupos clinico y ambiental, probablemente
debido a una mutacién que provoca una desrepresion de la B-lactamasa cromosémica. La
elevada resistencia de las cepas ambientales podria ser debida a que el tamafo de la
poblaciéon ambiental estudiada es pequefio o a que nuestro estudio se centra en el entorno
del hospital de Bellvitge que es un entorno limitado y cabe pensar que ejerce una cierta

presion selectiva.

Los aminoglucésidos inhiben la sintesis de proteinas. La tobramicina y la
gentamicina, a diferencia de los primeros aminoglicésidos como por ejemplo la kanamicina,
se unen tanto a la subunidad 30S como a la de 50S del ribosoma para llevar a cabo esta
inhibicién. Esto hace que se requiera mas de una mutaciéon para la adquisicion de
resistencias, por lo que su aparicion es menos probable. Las cepas ambientales son
totalmente sensibles a los tres aminoglucésidos ensayados, mientras que las clinicas
presentan un 30% de resistencia a la tobramicina y la gentamicina, y un 20% en el caso de

la amikacina.

El grupo de las quinolonas, a la que pertenece la Ofloxacina, actia inhibiendo la
sintesis del DNA mediante el bloqueo de la DNA girasa o la Topoisomerasa IV. Las
quinolonas de nueva generacién tienen la capacidad de unirse a varias dianas de las
subunidadesdela girasa, lo cual dificulta la aparicion de cepas resistentes. Adn asi,

encontramos que un 30% de las cepas clinicas y un 25% de las ambientales eran resistentes.
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Asi pues, los resultados de la susceptibilidad antimicrobiana nos muestran que, en
general, las cepas ambientales son mas susceptibles a los antibiéticos ensayados. Esto
puede ser debido al hecho que las cepas clinicas, estin sometidas a la continua accién
selectiva tanto de antibiéticos como de desinfectantes, de manera que el desarrollo de
resistencias es mas elevado. Por tanto, las diferencias en la susceptibilidad sugieren,
ademas, cierto grado de aislamiento ecolégico entre ambas poblaciones, ya que las cepas
clinicas se encontrarfan en un habitat con una elevada presion selectiva por parte de los
antibidticos, y en cambio las cepas ambientales estarfan en otro habitat separado donde esta
presion es mucho menor, de manera que la frecuencia de mecanismos que dan lugar a las
resistencias no estarfa favorecida por un entorno selectivo, sino simplemente, por errores

“normales” en los procesos de replicacion del DNA.

4.2 ANALISIS DE PROTEINAS TOTALES Y OMPs

Se realizaron electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacrilamida, para
obtener perfiles, tanto de proteinas totales como de OMPs, de las 40 cepas del estudio.
Estos perfiles fueron comparados para observar el grado de variacion fenotipica entre las
dos poblaciones y ver si esta relacionado con el grado de variacién genética, y descubrir asi,
la importancia de la membrana externa como herramienta para aproximarnos a la
estructura de las poblaciones de P. aeruginosa. Estos estudios también complementan los de
susceptibilidad analizando el papel de la membrana externa en la resistencia a los
antibioticos.

Respecto los perfiles de proteinas totales (figura 4.1) no hay ningtn dato a destacar,
dado que no existen diferencias significativas cuando se comparan entre ellos y con la cepa

de coleccion.
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Figura 4.1 Perfiles electroforéticos de proteinas totales en SDS-PAGE de algunas de las cepas de
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P. aernginosa, tanto ambientales (a), como clinicas (b). La cepa 378 es una cepa control, procedente de la

coleccién espafiola de cultivos tipo.
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El papel de la membrana externa en la resistencia a los antibioticos en P. aeruginosa,
es bien conocido en el caso de los carbapenems, y sobretodo en el caso del imipenem, ya
que como se ha comentado en apartados antetiores es resistente a las [-lactamasas y
atraviesa la membrana externa a través de la porina especifica OprD. La emergencia de
mutantes resistentes a imipenem después de tratamientos prolongados con este antibiético

134,135

es debida principalmente a la pérdida mutacional de la proteina [ ™], o bien al echo de

que estos aislados presentan unos niveles de proteina disminuidos debido a una mutaciéon

llamada #fxC que reprime el gen OprD y activa el operéon de reflujo mexELF-oprN,

) . . . 136,137
provocando ademds resistencia a las quinolonas [ ']

La figura 4.2 muestra los perfiles de membrana externa (OMP) de algunas de las
cepas de P. aeruginosa, realizados mediante electroforesis SDS-PAGE, tal y como se explica

en el apartado correspondiente de materiales y métodos.
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Figura 4.2 Perfiles electroforéticos de proteinas de la membrana externa (OMP) en SDS-
PAGE de algunas de las cepas de P. aeruginosa, tanto ambientales (a), como clinicas (b). La cabeza

de flecha roja en las cepas cn y cm indica una posible expresién disminuida de OptD.
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Las cepas ca, cn y co son resistentes al imipenem. Observando sus perfiles de
membrana externa podemos ver que en el caso de ca y cn la resistencia podria ser debida a
la disminucién en la expresion de la porina OprD (fig. 4.2) y, por tanto, podriamos estar
delante de mutantes del tipo #fxC, pues también son resistentes a las quinolonas. Co no
presenta una pérdida de esta proteina, lo que parece indicar que existe otro mecanismo que
provoca la resistencia. Algunos autores han descrito la existencia de cepas resistentes al

imipenem que no presentaban una pérdida de la porina sino una mutacién en alguno de los

loops que participan en la unién del imipenem [*], de manera que la cepa expresa una
proteina que podemos observar en los geles de membrana externa, pero debido a que esta
es deficiente no permite la entrada del antibiético, de manera que el microorganismo se
vuelve resistente a él. Este podria ser el caso de la cepa co. La cepa cm también presenta
una disminucién de la expresion de OprD, pero no es resistente al imipenem, aunque si lo
es a las quinolonas; quiza esto es debido a que alin se encuentra en una etapa precoz de
cambios en #fxC en que el grado de disminucién en la expresion no es suficiente para

provocar la resistencia al imipenem.

En el resto de perfiles de membrana no se observan diferencias significativas dado
que en la mayorifa de los perfiles observamos tres bandas mayoritarias de unos 39, 44 y 45
kDa aproximadamente, que se corresponden con OprF OprE y OprD respectivamente.
Algunas cepas presentan expresion disminuida de OprF, pero no se ha demostrado que
esta proteina esté implicada en la resistencia a los antibidticos. Las comparaciones
electroforéticas entre perfiles de proteinas de membrana externa y proteinas totales
sugieren que las cepas estan relacionadas ya que los perfiles son homogéneos y no
presentan variabilidad significativa entre ellos, observandose un patrén comun entre las

cepas de ambos origenes.

Ademas de la relaciéon existente entre la membrana y la resistencia a los
antimicrobianos, decidimos incluir estos datos en el estudio de poblaciones ya que, esta
resistencia, generalmente, se da por sucesos no independientes de recombinacién como las
mutaciones simples, lo que permite analizar detalladamente procesos muy localizados de

recombinacion en P. aeruginosa.

Con los patrones obtenidos de los perfiles de OMPs se construy6é una matriz con la

que se ha realizado un drendrograma que se muestra en la figura 4.3.
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Figura 4.3 Drendrograma originado con los perfiles de proteinas de membrana externa,
utilitzando el indice de Jackard y UPGMA. (La barra horizontal superior indica el % de similitud
entre las cepas comparadas, el cual puede ir des del 0 % (ninguna similitud), hasta al 100%

(totalmente coincidentes)).

El drendrograma de la figura anterior, nos muestra que la separacioén entre las dos
poblaciones, clinica y ambiental, no es muy clara, confirmando la observacién hecha a
partir de los geles de membrana. Se puede identificar un primer cluster en el que se
incluyen cuatro cepas (cluster I), tres de origen clinico y una de origen ambiental. El
segundo cluster (cluster II) que observamos, también contiene aislados tanto clinicos como
ambientales, igual que el cluster III. En cambio, el cluster IV estda formado unicamente por
cepas de origen ambiental (eq, ea, eo, et, en, es, eb, em, er y ep), aunque la distancia
genética entre ellas sugiere una relaciéon pobre. De hecho las cepas de este grupo estan tan
poco relacionadas con las demas, como con las que forman los otros clusters. Sin embargo,
parece razonable concluir de este drendograma que las membranas externas de los aislados
ambientales son mas diversas que las de los aislados clinicos. Si calculamos la diversidad
media de las cepas ambientales obtenemos un valor aproximado de 0.62, frente a un valor
de 0.28 en las clinicas. Si se consideran las maximas diferencias entre dos cepas, también se
puede observar que entre aislados ambientales pueden ser diferencias de 0.70 (por ejemplo

cepas el-er) mientras que la maxima disimilaridad entre cepas clinicas nunca supera 0.47.

88



CEPAS

CEPAS

Resultados y Discusion

4.3 ANALISIS DEL DNA MEDIANTE PFGE (Pulsed-Field Gel

Electrophoresis)

Se ha demostrado que las técnicas de tipado que se basan en informacién obtenida
de los acidos nucléicos son mucho mas discriminatorias que las fenotipicas
(particularmente en el caso del andlisis de OMPs) para el tipaje de P. aeruginosa [°]. As
pues, con el fin de establecer posibles relaciones entre los aislados estudiados, se realizé un
analisis genético del genoma mediante PFGE. En las figura 4.4 podemos observar los
perfiles obtenidos mediante esta técnica; y la tabla 4.4 nos muestra el resumen de los

resultados.

- ea eg ebeh ec ef ed es ei ej ekem el en ee et eo eq er ep

Figura 4.4 Perfiles electroforéticos de las cepas clinicas (a) y de las cepas ambientales (b).

(El DNA de las cepas ¢j y ep estd degradado en esta preparacion, y los resultados finales de éstas, no se muestran en este

trabajo).
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Tabla 4.4 Genotipos de los aislados clinicos y ambientales de P. aeruginosa determinados

mediante PFGE.

Cepas clinicas ‘ Cepas ambientales

Cepa Genotipo Cepa Genotipo
Ca 1 Ea 18
Cb 2 Eb 19
Cc 3 Ec 20
Cd 4 Ed 19
Ce 5 Ee 26
Cf 6 Ef 19
Cg 7 Eg 19
Ch 8 Eh 20
Ci 9 Ei 19
Cj 10 Ej 19
Ck 11 Ek 19
Cl1 11 El 21
Cm 12 Em 19
Cn 13 En 22
Co 14 Eo 19
Cp 13 Ep 20
Cq 13 Eq 23
Ct 15 Er 24
Cs 16 Es 25
Ct 17 Et 27

Como observamos en la tabla 4.4, se han determinado un total de 27 genotipos
entre las 40 cepas estudiadas. Ningtn genotipo detectado en las cepas clinicas se encuentra

también entre las ambientales, y viceversa.

Las cepas clinicas presentan 17 genotipos; un de ellos, el genotipo 13, se detecta
en tres aislados (7,5%), mientras que el genotipo 11, lo muestran dos de las cepas (5%).
Entre las cepas ambientales se detectaron 10 genotipos, y del mismo modo que para el caso
anterior dos genotipos que se repiten con mayor frecuencia; el genotipo 19 se presenta en
nueve de los 20 aislados (22,5%), mientras que el genotipo 20 lo encontramos en tres

(7,5%).
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En general se observa que la diversidad genética medida mediante esta técnica, es
menor entre cepas ambientales que entre cepas clinicas, dado que estas ultimas presentan
un nimero mas elevado de genotipos. Esta sorprendente poca diversidad detectada entre
las cepas ambientales, puede ser explicada por su origen, ya que mientras todas las cepas
ambientales fueron aisladas en el entorno del Centro Médico (un unico habitat y ademas
bastante reducido), las cepas clinicas derivan de los diversos habitats en los que los
pacientes han vivido antes de su admision en el hospital. Si esto es asi, la baja diversidad
detectada en el grupo de aislados ambientales puede ser un artefacto, ya que el origen
geografico es un factor de distorsién que opera en la “coleccion ambiental”, pero no en la
clinica. Al mismo tiempo, esto demuestra que las cepas llamadas ambientales, son bacterias

que viven en los ambientes y no unicamente contaminantes de origen clinico o humano.

44 ANALISIS DEL DNA MEDIANTE RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA)

Los polimorfismos existentes en las huellas genémicas nos ayudan a distinguir entre
cepas débilmente divergentes de un organismo. La realizacién de esta técnica nos permite
obtener estos polimorfismos, detectados como fragmentos de DNA amplificados mediante
PCR, utilizando primers arbitrarios. RAPD ha sido utilizado para el tipado de muchos
microorganismos, incluyendo P. aeruginosa, y se ha demostrado que es muy util a la hora de
discriminar aislados clinicos y ambientales de P. aeruginosa [***]. No hay que olvidar, sin

embargo, que esta técnica mide la variacion genética a corto plazo.

Para detectar el grado de divergencia de nuestras dos poblaciones mediante esta
tecnica, se extrajo el DNA de cada una de las cepas y posteriormente se realizé una PCR,
con cada uno de los primers arbitrarios. Para visualizar los resultados se realizaron
electroforesis convencionales en geles de agarosa. Los resultados obtenidos se visualizaron

mediante geles de agarosa.

La figura 4.6 muestra los resultados de las electroforesis realizadas.
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Figura 4.6 Imagenes de los geles de agarosa que muestran los polimorfismos obtenidos
mediante RAPD con los primers 270, 241, 208 y 228, tanto de las cepas clinicas como de las
ambientales. En todos los casos el carril 1 muestra el marcador GeneRuler™ 140 DNA Ladder y el
resto de carriles estan indicados con el nombre de la cepa correspondiente. También se ha indicado,

mediante una barra horizontal, a qué primer corresponden los diversos carriles.

A partir de los resultados obtenidos con los diversos primers utilizados y, mediante la
metodologia explicada en el apartado correspondiente de material y métodos, se realizé una
matriz numérica, a partir de la cual se construyeron drendrogramas, utilizando el programa

NTSYS-pc, los cuales se muestran en las figuras 4.7, 4.8, 4.9 y 4.10.
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Figura 4.7 Drendrograma obtenido a partir del RAPD con el primer 228. Los clusters

generados se indican mediante nimeros romanos.
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Figura 4.8 Drendrograma obtenido a partir del RAPD con el primer 270. Los clusters

generados se indican mediante nimeros romanos, y los subclusters mediante letras.
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Figura 4.9 Drendrograma obtenido a partit del RAPD con el primer 241. Los clusters

generados se indican mediante nimeros romanos, y los subclusters mediante letras.
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Figura 4.10 Drendrograma obtenido a partir del RAPD con el primer 208. Los clusters

generados se indican mediante nimeros romanos, y los subclusters mediante letras.
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['"], como

Los primers utilizados han sido identificados por Mahenthiralingam e# al.
primers que amplifican, de una manera reproducible, polimorfismos apropiados para la
diferenciacion de cepas de P. aeruginosa. Los resultados obtenidos con los diversos primers

son claramente diferentes.

De las reacciones desarrolladas con el primer 228 (figura 4.7) se sugiere una
estructura poblacional con un elevado grado de homogeneidad, ya que todas las cepas se
encuentran en un unico grupo (cluster I) con un 75% de identidad; asi pues, se podria
asumir que las agrupaciones obtenidas con este primer son poco significativas. Por otro
lado, podemos decir que la elevada homogeneidad de la poblacién podria ser debida a que
este primer amplifica una regiéon muy conservada del genoma de P. aeruginosa, de manera

que no detectamos variabilidad entre las poblaciones.

La utilizacion del primer 270 (Figura 4.8) genera cinco clusters; el cluster 1 esta
formado basicamente por cepas ambientales, aunque también podemos encontrar cuatro
aislados clinicos. El segundo cluster (cluster II) lo componen exclusivamente cepas
ambientales; mientras que el cluster IIT incluye casi el 50% cepas clinicas y ambientales. El
namero IV estd compuesto Gnicamente por cepas clinicas. Finalmente, la cepa eb (una cepa

ambiental) se encuentra claramente separada del resto de bacterias estudiadas (cluster V).

Si observamos los resultados obtenidos con el primer 241 (figura 4.9), identificamos
principalmente tres clusters que incluyen cepas tanto ambientales como clinicas; a pesar de
esto, podemos observar que dentro estos clusters principales, las cepas clinicas y
ambientales forman subclusters. Dado que en este caso los tres clusters también incluyen
cepas de ambos origenes, podria ser que este primer también amplificase una regioén bastante

variable en la evolucién de las poblaciones de P. aeruginosa.

Finalmente, el primer 208 (Figura 4.10) discrimina claramente entre cada una de las
poblaciones, de manera que encontramos unicamente dos grandes clusters, uno de los
cuales esta formado tnicamente por las cepas de origen clinico (cluster I), y el otro (cluster
IT) Gnicamente por las cepas ambientales, de manera que estarfamos delante un primer que
nos amplifica una regién importante para la diferenciaciéon de las dos poblaciones, la clinica
y la ambiental. Esto hace pensar que el primer que mejor discrimina entre las dos

poblaciones, en nuestro estudio, es éste.
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4.5 DISCUSION FINAL SOBRE LAS POBLACIONES DE
Pseudomonas aeruginosa ESTUDIADAS

En el drendrograma generado a partir del analisis de OMPs no se observa una
separacion tan clara entre cepas clinicas y ambientales, como cuando se toman los datos
obtenidos por PFGE; se podria pensar incluso, que la medida de la diversidad por SDS-
PAGE de las proteinas de membrana externa, difiere de los resultados por PFGE, donde

se observa una elevada diversidad entre las cepas clinicas.

Si asumimos que la membrana externa constituye una barrera de permeabilidad que
juega un gran papel en la resistencia a los antibidticos, se esperarfa que unicamente
determinadas combinaciones de proteinas de membrana sobreviviesen en los pacientes
hospitalizados, de manera que la presién selectiva actuaria, en este caso, de una manera
inversa a la esperada, es decir, disminuyendo la diversidad fenotipica entre las cepas
clinicas, aunque la diversidad genética medida por PFGE es bastante elevada en este grupo.
En este sentido, Pirnay e @/ sefalaron que por lo menos una proteina de P. aeruginosa
(OprD) importante para la adaptabilidad de la bacteria, era altamente mutable, y sometida a
elevada presion selectiva en los ambientes hospitalarios. Ademas ya hemos comentado que
los métodos que miden variacién fenotipica, como es el caso de los patrones de OMPs,
unicamente detectan este tipo de variacion, la fenotipica y ésta es muy dificil de relacionar

con las variaciones alélicas y por tanto, con la diversidad genética.

Si tenemos en cuenta los resultados obtenidos por RAPD con el primer 208,
podemos observar que la diversidad es mas elevada entre las cepas ambientales, que entre
las cepas clinicas; estos resultados concuerdan con los obtenidos mediante la electroforesis
de proteinas de membrana, pero no con los perfiles dados por el PFGE, lo que, como ya se
ha explicado anteriormente podia ser debida al diferente origen geografico que presentan

ambas poblaciones.

Esto concuerda con el analisis realizado mediante los primers 270 y 241. En estos
dos casos podemos observar que los clusters estin compuestos, en su mayoria, tanto de
cepas ambientales como de clinicas, y en los casos en que esto no es asi (clusters II y IV,
generados mediante el primer 270) el grado de similitud entre las cepas presenta un

porcentaje bastante bajo (<50%); todo esto parece indicar que la regién ahora amplificada

99



Resultados y Discusion

podria ser una regioén altamente variable. Ademas el hecho de que algunos de estos clusters
contengan cepas de lugares geografica y ecoldgicamente distintos, sugiere tasas elevadas de
migraciéon y una versatilidad nutricional remarcable, adquirida, ya sea mediante
recombinacién, como mediante otro mecanismo de evolucién. Esto, ya fue sugerido por

Pirnay ez al. en un estudio realizado con 73 cepas de P. aeruginosa, tanto de origen clinico

. . . 1
como ambiental, recogidas en varios lugares del mundo [*'].

La existencia de subclusters (a-f) generados por los primers 270, 241 y 208, cuyos
miembros presentan una elevada homologia (= 80%), es una evidencia de un reciente y
explosivo incremento de estos clones en la poblacién, ya sea de origen clinico como
ambiental. En el caso de las cepas de origen clinico, el estudio de la caracteristicas de estos
clones epidémicos, también demuestra que estos clones son recientes y se encuentran en las
primeras etapas de adaptaciéon al ambiente hospitalario, ya que ninguno de ellos presenta
elevada resistencia a los antibiéticos ensayados, de manera que es posible, que la ventaja
adquirida por ellos, sea de tipo ecolégico; es decir probablemente, en primer lugar
adquirirfan una caracteristica que les permitiria ocupar un nuevo nicho ecolégico, y
posteriormente, segun la presiéon del ambiente desarrollaran o no caracteristicas mas
adaptativas, con el fin de sobrevivir en el ambiente, que en este caso llevarfa,
probablemente, a la adquisicién de mecanismos de resistencia a los antimicrobianos. En el
caso de las cepas ambientales, la ventaja selectiva probablemente también sera de
ocupaciéon de nicho ecolégico y su evolucién, probablemente, no dard lugar a cepas
resistentes a los antimicrobianos, ya que a priori estas cepas no tienen porque estar

sometidas a una presion selectiva de éstos.

En resumen, se detecta una clara separacion entre cepas clinicas y ambientales, por
lo menos mediante tres tipos de experimentos (susceptibilidad antibiética, PFGE, y RAPD
utilizando el primer 208). Estos resultados son consistentes con las diferencias observadas
en los perfiles de OMPs, ya que la presion selectiva favorece la presencia de ciertos

modelos de membrana externa en aquellos ambientes en los que existe fuerte presion.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos con las diferentes técnicas se podria
pensar que la poblacién de P. aeruginosa en nuestro entorno (Hospital de Bellvitge y
alrededores), es una poblaciéon clonal epidémica. Si esto es asi, las poblaciones de este

microorganismo tendrian un origen panmitico, pero unicamente un numero determinado
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de clones se habrian diseminado de una forma epidémica. Estos clones se habrian
originado a partir de una amplia variedad de genotipos no relacionados, y entre ellos habria
existido una elevada frecuencia de recombinacién, para dar lugar a una “nueva” poblacion.
Si observamos el drendrograma originado con el primer 208 podremos detectar que todas
las cepas provienen de una poblacion ambiental muy diversa, en la que un clon ha
emergido para dar lugar a la poblacién clinica que, una vez establecida, vuelve a
diversificarse. Esta diversificacion se debe a que los clones son transitorios ya que, con el

tiempo, la recombinacién borra las evidencias de asociacion.

4.6 ANALISIS DE LA PRESENCIA/AUSENCIA DE INTEGRONES

La resistencia adquirida de los microorganismos, es realmente un problema muy
relevante desde el punto de vista clinico, ya que en los ultimos afios, particularmente a nivel
hospitalario, estan apareciendo un gran numero de cepas bacterianas resistentes a multiples
antibiéticos no relacionados entre ellos, dando lugar a lo que se conoce como cepas
multiresistentes (MDR). Este tipo de resistencia suele producirse por modificaciones
genéticas [’]; a partir de poblaciones inicialmente susceptibles emergen cepas resistentes,
debido a algiin cambio genético, como consecuencia, por ejemplo de una mutacién. Esto
combinado con la presiéon selectiva del medio (que suele presentar  grandes
concentraciones de antibioticos) hace que las cepas sensibles sean progresivamente
eliminadas, mientras que las resistentes persistiran, se extenderan y podran llegar a ser

dominantes.

La adquisicion de resistencia a multiples antimicrobianos puede ser debida, ademas,
al intercambio de material genético a través de mecanismos de transformacion,
transduccién o conjugacién o, a una combinacién de éstos ['*]. Frecuentemente se
produce una transmision de genes mediante plasmidos o transposones conjugativos. En los
ultimos afos se han descrito unas estructuras genéticas implicadas en la transferencia de
genes procedentes de otras bacterias, sean o no de la misma especie, y por tanto implicadas
también en la propagacién de genes de resistencia. Se trata de los integrones, que son
sistemas de recombinaciéon natural que facilitan la adquisiciéon y expresion de genes de

resistencia a multiples antibiéticos y a desinfectantes entre otros.

Las susceptibilidades a los antimicrobianos ensayados se resumen en las tablas 4.1 y 4.5.
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Tabla 4.5 Resumen de las susceptibilades a los antimicrobianos ensayados.

B-lactamicos Carbapenems Aminoglucésidos Quino

P/T CAZ FEP ATM IMI MER G A CIP
P1 1 R R S R R R R S R
P2 1 R I R S S S S S R
P3 1 R 1 R 1 1 S S S S
P4 1 R R 1 S S R R R R
P14 S S S S S S S S S S
P16 S S S S R S S S I S
P17 R R S 1 R S R R 1 S
P18 S R S 1 1 S 1 1 1 S
7 S S S S S S R R R R
17 S S S S S S 1 S S R
19 S 1 I S S S S S S R
22 S 1 1 R R R R R S R
26 S S S S S S 1 S S S
28 R R R R R R R R S R
33 S 1 1 R R R R R S R
69 R R R R R R R R S R
76 S 1 1 R R R R R S R
77 S 1 1 R R R R R S R
87 S 1 1 R R R R R S R
93 S 1 1 R R R R R S R
99 S 1 1 R R R R R S R
A S S S S S S S S S S
A S S S S R S S S S S
B S S S S S S S S S S
B’ S 1 I S R 1 R R S R
C S S S S S S S S S S
(0 S S S S R S S S S S
D S S S S S S S S S S
D’ S S S S R S S S S S
E S S S S S S S S S S
E S S S S R S S S S S
F S S S S S S S S S S
P S S S S R S 1 S R S
G S S S S S S S S S S
G’ S S S S R S S S S S

P/T: Piperacilina-Tazobactam; CAZ: Ceftacidima; FEP: Cefepima; ATM: Aztreonam; IMI: Imipenem; MER:
Meropenem; G: Gentamicina, T: Tobramicina, A: Amikacina; y CIP: Ciprofloxacina. R: Resistente; I: Sensibilidad

disminuida; S: Sensible.
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Con el fin de investigar si algunas de las resistencias a diversos antimicrobianos
presentadas por nuestras cepas se debia a la presencia de integrones, cromosémicos o
plasmidicos, se realizé un sereening de la presencia de estas estructuras en el genoma de las

cepas.

En primer lugar, para detectar la presencia de posibles plasmidos que pudieran
contener integrones, se realiz6 una extraccion de plasmidos mediante una técnica convencional,
tanto en las cepas utilizadas en el estudio de poblaciones (tabla 3.1), como en otro grupo de 36
cepas (tabla 3.2) de origen clinico. Todas las cepas ensayadas fueron negativas, es decir, ninguna
de ellas presentaba plasmidos detectables por el método empleado. Como ya se ha comentado
en apartados anteriores, las técnicas comunmente utilizadas para la purificaciéon de plasmidos
pequefos, no son eficientes para la separacion de moléculas de DNA extracromosémicas muy
grandes o megaplasmidos (de mas de 100 kb), ya que no las separan del DNA cromosémico vy,
ademas, este tipo de plasmidos son demasiado grandes para ser bien resueltos en una
electroforesis convencional. Por ello, para descartar la presencia de estos plasmidos grandes,
también se realizé una deteccién de posibles megaplasmidos mediante electroforesis de campo
pulsante (o S1-PFGE). También en este caso todas las cepas fueron negativas. El hecho de que
ninguna de las cepas presente DNA plasmidico, nos dice que todos los integrones detectados
estan situados en el cromosoma bacteriano, sugiriendo que han debido moverse de sus

localizaciones originales al cromosoma de las cepas.

Posteriormente, para detectar la presencia de integrones de clase I, se realiz6 una
PCR mediante dos primers situados en las regiones conservadas 5°CS y 3’CS éstos. Estos
primers amplifican Gnicamente la regién variable, de manera que sélo se estan amplificando
los cassettes génicos insertados en cada uno de los integrones presentes en el genoma de las
bacterias analizadas. Veintiséis de las 76 cepas clinicas ensayadas mostraron la presencia de

al menos, un amplificado (figura 4.11). Las cepas ambientales fueron todas negativas.
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Figura 4.11 Geles de agarosa que muestran los ampuricados obtenidos tras la PCR

realizada con los primers de las secuencias conservadas de los integrones. En la parte inferior se han

indicado las cepas a las que pertenecen los diversos amplificados.

El amplificado de mayor tamafo lo presenta la cepa P4 y es de unos 3000pb (la
secuencia de éste se esta determinando actualmente); mientras que con 2000pb
aproximadamente, tendriamos los amplificados de las cepas P1 y P18. Las cepas cc, cd y
28 presentan un amplificado de unos 1000pb, mientras que en las cepas 7, 19, 22, 30, 33,
69, 76, 77, 87, 93, 99, cm, cn, co, y B’ su tamafio es de aproximadamente 750pb, siendo
este el grupo mas numeroso. Por otro lado, las cepas 2, 17 y 206, presentan el amplificado de
menor tamano, unas 200 pb y, por ultimo, tendrfamos a las cepas A y A’ ambas con dos
amplificados, uno de unas 2000pb y otro de unas 400 pb. Esta heterogeneidad en los

tamanos de los amplificados indica una heterogeneidad entre los diversos grupos.

Una vez obtenidos los amplificados, se procedié a la preparacion de las muestras
para la determinacién de las secuencias de todos ellos. En los casos en los que la cepa
presentaba un unico amplificado, se procedio a purificar directamente el producto obtenido
tras la PCR, mientras que en el caso de las cepas con dos amplificados, se tuvieron que
extraer ambos de la agarosa para poderlos aislar, tal y como se indica en el apartado 3.11.7

de material y métodos.
Después de obtener las secuencias nucleotidicas y, después de corregirlas y

supervisarlas mediante el programa informatico ChromasPro, se procedié a la comparacion

de éstas con la base de datos de bacterias mediante el BLAST.
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Como resultado se obtuvieron los genes que portan los integrones

correspondientes. Todos estos datos se resumen en la tabla 4.6.

Tabla 4.6 Resumen de las cepas que contienen integrones, la medida y los cassettes génicos que

éstos contienen, y los productos a los que dan lugar.

FECHA Y LUGAR MEDIDA
LT AT (bp) NOMBRE CASSETTES PROTEINAS CODIFICADAS
Cc 5/5/03- Bronco aspirado 1000 Inl8 aadA7 Aminoglucésido adeniltransferasa
Cd 7/5/03- Orina 1000 Inl9 aadA7 Aminoglucésido adeniltransferasa
28 15/10/05- Exudado herida 1000 Inl28 aadA7 Aminoglucésido adeniltransferasa
7 8/5/03- Esputo 740 Inl7 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
Cm 15/5/03- Esputo 740 Inl13 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
Cn 16/5/03- Orina 740 1nl34 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
Co 16/5/03- Orina 740 Inl35 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
19 13/5/03- Orina 740 Inl19 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
22 13/5/03- Orina 740 1nl22 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
30 14/5/03- Orina 740 1nl30 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
B’ 4/6/04- Frotis faringeo 740 InB’ aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
33 26/12/05- Liquido pleural 750 1nl33 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
69 15/1/05- Orina 750 1nl69 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
76 15/9/05- Orina 750 1nl76 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
77 15/10/05- Sangte 750 Inl77 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
87 15/10/05- Sangte 750 1nl87 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
93 15/10/05- Orina 750 1nl93 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
99 15/10/05- Orina 750 1n199 aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
cb 5/5/03- Bronco aspirado 200 Inl2 Ninguno
17 10/5/03- Frotis herida 200 In117 Ninguno
26 13/5/03 Lavado 200 Inl26 Ninguno
broncoalveolar
orfLL Hipotética integrasa fagica
A 5/5/04- Frotis rectal 2500 InA1l tetR TetR
orf] Proteina hipotética, funcién desconocida
400 InA2 Ninguno
orfLL Hipotética integrasa fagica
A 11/5/04- Frotis rectal 2500 InA’1 tetR TetR
orf] Proteina hipotética, funcién desconocida
400 InA’2 Ninguno
aadB Aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa
P1 2002- Portugal 2000 InP1 orfE Proteina hipotética, funcién desconocida
aadA711 Aminoglucésido-3’-adeniltransferasa
orfl. Hipotética integrasa fagica
P18 2002-Ramén y Cajal 2500 InP18 tefR TetR
orf] Proteina hipotética, funcién desconocida
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La mayorfa de estos cassettes (aadB, aadA7 y aadA717) codifican enzimas

modificadores de aminoglucésidos. Roy e# 4/ ya apuntaron que aproximadamente el 75%

. ;. . . ;. . s 141
de los aislados clinicos resistentes a aminoglucésidos presentaban un integrén [1*'].

La principal diana de los aminoglucésidos es el ribosoma bacteriano, concretamente
proteinas ribosomales, asi como el sitio A del tRNA del fRNA 16S. Esta unién hace que se

inhiba o se desplace la pauta de lectura, de manera que se ve afectada la sintesis de

proteinas, comprometiendo asi la integridad celular ['*

]. El principal mecanismo de
resistencia a estos compuestos bactericidas es la actuaciéon de enzimas que inactivan los
aminoglucésidos modificandolos por fosforilacién, adenilacién o acetilacion. Pueden darse
diversos tipos de enzimas que modifican este tipo de antibidticos, en nuestro caso, todos
los codificados por genes presentes en los integrones pertenecen al grupo de las
aminoglucésido nucleotidiltransferasas u O-adeniltransferasas (ANTs). Estas enzimas
modifican estructuralmente los aminoglucésidos, ya que transfieren la porcion
monofosfato de adenosina (AMP) del ATP a un grupo hidroxilo de estos compuestos, de

manera que el firmaco es adenilado. La molécula de antibiético modificada es incapaz de
unirse a la proteina blanco en el ribosoma. Este mecanismo se presenta tanto en cocos
Gram positivos, como en bacilos Gram negativos ['*], siendo el mis comin en
Psendomonas  aeruginosa. 1La nomenclatura utilizada para las O-adeniltransferasas es la
siguiente: AAC (acetiltransferasas), ANT (nucleotidiltransferasas o adeniltransferasas), y
APH (fosfotransferasasa) segun el tipo de modificacion enzimatica; (1), (3), (6), (9), (2),
(3, @, (6", 2"), y (3") para el lugar de modificacion; I, 11, 11, IV, V, etc. para los patrones

de resistencia; y a, b, ¢, etc., para designaciones proteicas Gnicas.

Los integrones Inl8, Inl9 e Inl28 presentan un unico cassette, el aadA7 o ant(3")-la
(en la figura 4.12 se muestra, a modo de ejemplo, la secuencia de uno de estos cassettes y la
del enzima que codifica). Este cassete, fue descrito por primera vez por Davies ef al. en el
afio 2000 en una cepa de E. co/i perteneciente a una coleccion de cepas de referencia,
aisladas entre 1973y 1983 de multiples huéspedes animales sanos y localizaciones

144]

geograficas diversas (coleccion ECOR) [
Este enzima pertenece a las enzimas del tipo AAD3") (o ANT(3")) encontradas en

Gram negativos. Con una sola excepcion hasta el momento (el gen aadA(Sch) de Salmonella

enterica serovar Choleraesuis) las enzimas de tipo AAD(3") de Gram negativos, se
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encuentran siempre presentes en integrones. Este cassette (aadA7) codifica la
aminoglucésido adeniltransferasa, enzima que confiere resistencia a la estreptomicina y la
espectinomicina ['*], antibiticos que por no ser de uso comun en clinica no se han
ensayado. Por el mismo motivo sorprende la presencia de este cassette en tres de los
aislados; esto nos da una muestra de la diseminacion de las resistencias entre las

poblaciones bacterianas.

1 atgagtgaaaaagtgcccgccgagatttcggtgcaactatcacaagcactcaacgtcatce
M S E K v P A E I S V 0 L S ¢ A L N V I
61 gggcgccacttggagtcgacgttgctggeccgtgcatttgtacggcteccgecactggatgge
G R H L E S T L L A V H L Y G S A L D G
121 ggattgaaaccgtacagtgatattgatttgctggtggctgtagctgcaccgctcaatgat
G L K p Y s DI DL L V A V A A P L N D
181 gccgtgcggcaagccctgectegtcecgatctecttggaggtttcagettecececctggeccaaaac
AV R Q A L L V D L L E V S A S P G Q N
241 aaggcactccgcgceccttggaagtgaccatcgtcgtgcacagtgacatcgtaccttggegt
K A L R A L E V T I V V H S D I V P W R
301 tatccggccaggcgggaactgcagttcggagagtggcagcgcaaagacatceccttgeggge
Yy p A R R E L Q F G E W Q R K D I L A G
361 atcttcgagcccgccacaaccgattctgacttggcgattctgctaacaaaggcaaagcaa
I Fr E P A T T D S D L A I L L T K A K Q
421 catagcatcgtcttggcaggttcagcagcgaaggatctcttcagctcagtcccagaaagce
i s I v L A G S A A K D L F S S V P E S
481 gatctattcaaggcactggccgatactctgaagctatggaactcgccgeccagattgggeg
p L F K A L A D T L K L W N S P P D W A
541 ggcgatgagcggaatgtagtgcttactttgtctcecgtatctggtacaccgccgcaaccggce
G b E RNV VL TL S R I W Y T A A T G
601 aagatcgcgccaaaggatgttgctgccacttgggcaatggcacgcttgccagctcaacat
K 1 A pPp K DV AAT WA M AR L P A Q H
661 cagcccatcctgttgaatgccaagcgggcttatcttgggcaagaagaagattatttgcecce
g p I L L N A K R A Y L G Q E E D Y L P
721 gctcgtgcggatcaggtggcggcgctcattaaattcgtgaagtatgaagcagttaaactg
AR A D Q V A A L I K F V K Y E A V K L
781 cttggtgccagccaatgatgtctaacaattcattcaagccgacgccgecttcgecggegegg

L G A S QO -
cttaattcaagcgttagatgcactaagcacataattgctcacagccaaactatcaggtca
agtcttgc

Figura 4.12 Secuencia del gen y la proteina de la aminoglucésido adeniltransferasa (aadA7) del

integron perteneciente a la cepa 28.

Los integrones Inl7, Inl13, Inl19, Inl22, Inl30, Inl33, Inl34, Inl35, Inl69, Inl76, Inl77,
Inl87, Inl93, Inl99, y InB’, presentan un unico cassette, el aadB o ant(2")-la, que codifica la
aminoglucésido 2’-O-adeniltransferasa (AAD(27)), también denominada ANT(2”)-I. Este
enzima confiere resistencia a la kanamicina, la gentamicina y la tobramicina ['*'] en los
numerosos casos en los que ha sido descrito formando parte de integrones en cepas de
Enterobacterias de origenes diversos, asi como en Pseudomonas spp. En este caso todos los
aislados que presentan el integrén conteniendo este cassetfe son resistentes a los

aminoglucésidos citados (la kanamicina, no ha sido ensayada).
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La figura 4.13 muestra uno de los genes de la aminoglucésido 2’-O-adeniltransferasa

obtenidos.
1 atggacacaacgcaggtcacattgatacacaaaattctagctgcggcagatgagcgaaat
M D T T Q v T L I H K I L A A A D E R N
61 ctgccgctctggatcggtgggggctgggecgatcgatgcacggctagggecgtgtaacacgce
L p L W I G G G W A I DA R L G R V T R
121 aagcacgatgatattgatctgacgtttcccggcgagaggcgcggcgagectcgaggcaatyg
K H bDbDTI DL TF P G E R R G E L E A M
181 gttgaaatgctcggcgggcgcgtcacggaggagttggactatggattcttageggagate
v EM L G G R V T E E L DY G F L A E I
241 ggggatgagttacttgactgcgaacctgcttggtgggcagacgaagcgtatgaaatcgecg
G b E L L D CE P A W WA D E A Y E I A
481 gaggctccgcagggctcecgtgeccagaggcggttgatggegtcatecgecgggeggecagte
E A P Q G s C p E A V D GGV I A G R P V
541 cgttgtaacagctgggaggcgatcatctgggattacttttactatgccgatgaagtacca
R ¢C N S W E A I I W DY F Y Y A D E V P
601 ccaatggactggcctacaaagcacatagagtcctacaggctcgcatgcacctcactcggg
p M D w P T K H I E S Y R L A C T s L G
661 gcggaaaaggttgaggtcttgcgtgeccgetttcaggtcgecgatatgecggectaacaatte

A E K VvV E VvV L R A A F R S R Y A A -
gtccaagccgacgccgcttcgecggegeggcttaactcaggtgttagatgcactaagecaca
taattgctcacagccaaactatcagg

Figura 4.13 Secuencia del gen y la proteina de la aminoglucésido-2’-O-adeniltransferasa (aadB)

del integrén situado en la cepa B

La cepa P1 presenta un integrén con lo que se denomina cassette array, es decir, una
asociacion de genes que en este caso son (orden 5-3%): aadB, un gen hipotético (“orfE-/ike”)

y aadAT7T (figura 4.14).

1 atggacacaacgcaggtcacattgatacacaaaattctagctgcggcagatgagcgaaat
M p T T Q VvV T L I H K I L A A A D E R N
61 ctgccgctctggatcggtgggggectgggcgatcgatgcacggectagggegtgtaacacge

L Pp L wWw I G G G W A I D A R L G R V T R
121 aagcacgatgatattgatctgacgtttcccggcgagaggcgcggcgagctcgaggcaata
K #H D DI DL T VF P G E R R G E L E A I
181 gttgaaatgctcggcgggcgcgtcatggaggagttggactatggattcttagcggagatce
v EM L G G R V M E E L DY G F L A E I
241 ggggatgagttacttgactgcgaacctgcttggtgggcagacgaagcgtatgaaatcgcecg
G b E L L D CE P A W W A D E A Y E I A
301 gaggctccgcagggctcgtgcccagaggcggctgagggecgtcatcgeccgggecggceccagte
E A P Q G s ¢C P E A A E G V I A G R P V
361 cgttgtaacagctgggaggcgatcatctgggattacttttactatgccgatgaagtacca
R ¢C N S W E A I I W D Y F Y Y A D E V P
421 ccagtggactggcctacaaagcacatagagtcctacaggctcgcatgcacctcactcggg
P v D w P T K H I E S Y R L A C T S L G
481 gcggaaaaggttgaggtcttgcgtgeccgetttcaggtcgecgatatgeggectaacaatte
A E K V E V L R A A F R S R Y A A -
541 gtccaagccgacgccgcttcecgecggecgecggcttaactcaggtgttagtecccatcaccegtt
601 tccaattcgtccaagccgacgccgcecttecgeggegeggecttaactcaggtgttagtcececcat

662 cacccgtttcatgcgcgcacccaaccgattcatgegegecagecacttattccagegetatyg
M R A A T Y S S A M

722 ccctgttcaaaaggttttcaagectttttgggectccagegettgtgecggcaagecgctacce
P C S K G F O A F I G S s A C A A S A T

782 agctatcatttttgcagcgctgcgeccgctttecgtggecccagegetttttegtgggetgeg
S Yy H F C S A A P I S W P S A F S W A A
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842 cccttgtccaagtceccgggegetcececttttggecttecgggtectaacccggegttcaagecyg
P L S K s G R S L L A F G S N P A F K P

902 acccgcecctacggecgggeggettaccttggecgttagacatcatgagtaacgcagtaccce
T R L R R A A Y L G R - M S N A V P

962 gccgagatttcggtacatctatcactggctctcaacgccatcgagecgtcatctggaatca
A E I S VvV H L S L A L N A I E R H L E S
1022 acgttgctggacgagcatttgtacggttctgcactggacggtggcctgaagccatacagt
T L. L b E H L ¥ G S A L D G G L K P Y S
1082 gatattgatttgctggttactgtggctgcacagctcgatgagactgtccgacaagccctg
p 1 b L L. v T VvV A A Q L D E T V R Q A L
1142 gtcgtagatctcttggaaatttctgecctceccectggccaaagagaggctcectecgetecttyg
v v Db L L E I S A S P G Q R E A L R S L
1202 gaagttaccatcgtcgtgcatggtgatgttgtcccttggecgttatccggccagacgggaa
E v T I v VvV H G D V vV P W R Y P A R R E
1262 ctgcaattcggggagtggcagcgtaaggacattcttgecgggcatcttcgageccgeccaca
L Q F G E W Q R K D I L A G I F E P A T
1322 accgatgttgatctggctattctgctaactaaagtaaggcagcatagccttgcattgaca
T b v DL A I L L T K V R Q H S L A L T
1382 ggttcggccgcagaggatttctttaacccagttccggaaggecgatctattcaaggecattyg
G S A A E D F F N P V P E G D L F K A L
1442 agcgacactctgaaactatggaattcgcagccggattgggaaggcgatgaccgtaatgta
s D T L K L W N S Q P D W E G D D R N V
1502 gtgcttaccttgtctcgcatttggaaaagcgcagcaaccggtaagaccgcaccgaaggat
v L T L S R I W K S A A T G K T A P K D
1562 atcgttgccaaccgggcaattgagtgtttgccaaatcaacataagcccgtactgecttgaa
I VvV AN R A I E C L P N Q H K P V L L E
1622 gcccgceccaggcttatcecttggacaaggagaagattgecttggectcacgecgecggatecgttyg
AR Q A Y L G Q G E D C L A S R A D P L
1682 gcggcgttcecgttcacttcecgtgaaacatgaagccactaaattgecttggtgeccatgecagtyg
AAA F V H F V K HEATK L L G A M P V
1742 atgtctaacaattcattcaagccgaacccgcttecgegggtcggettaa
M S N N S F K P N P L R G S A -

Figura 4.14 Secuencia de los genes y las proteinas situados en el integréon de la cepa P1. El primer
gen es aadB (color azul); el segundo o7fE (color naranja) vy el tercero aadA77 (color lila). En negrita

se han marcado los codones de inicio y de terminacién de la traduccion.

Como ya hemos comentado, el primer casserte del integron, aadB, codifica la
aminoglucésido 2’-O-adeniltransferasa, enzima que confiere resistencia a la kanamicina, la
gentamicina y la tobramicina. Este gen presenta una secuencia 100% igual a la del gen
prototipo ['“] (ntmero de acceso al GenBank: 1.06418). Downstreams de aadB se ha
identificado un gen “orfE-/ike”, con una homologia del 90% con varios genes o7fl= descritos
anteriormente [**'*"'*] (nimero de acceso al GenBank: AAB60001) el cual codifica una
proteina hipotética de la que se desconoce la funcion. Este gen “orfE-/ike” flanquea una
ORF de 846 bp que codifica un gen de resistencia a los aminoglucésidos descrito
relativamente hace poco, llamado aadA771, y que se traduce en el enzima aminoglucésido-

37-adeniltransferasa (ANT(3”)) que confiere resistencia a estreptomicina y espectinomicina.

El mapa del integrén de la cepa P1 se representa en la figura 4.15.
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Figura 4.15 Mapa del InP1 de la cepa de Pseudomonas aernginosa P1. Las flechas marcan la

direccion de la pauta de lectura.

Este cassette array ya ha sido descrito en el integron In2345 de una cepa de P. aeruginosa

(PA2345) aislada en el Hospital Universitario de Besangon en Francia ['*'], y compatte con

¢l una elevada homologia: si alineamos las secuencias (figura 4.16) observamos que aadB y

orfE comparten el 100% de los nucleétidos con los genes de In2345, mientras que aadA77

unicamente presenta diferencias en 19 de los nucleétidos lo que representa que comparte el

98% de los nucledtidos, cosa que resulta en un cambio en 13 aminoacidos (figura 4.17).

Por lo tanto, este integréon, unicamente se ha descrito en dos cepas distintas y en dos

lugares distintos (Francia y Portugal), cosa que sugiere que la cepa que lo presentaba viajé

de un lugar a otro “utilizando” como vehiculo al hombre, que una vez mas actua

facilitando la transmision de las resistencias.
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TTAGGCCGCATGGACACAACGCAGGTCACATTGATACACAAAATTCTAGCTGCGGCAGAT
————————— ATGGACACAACGCAGGTCACATTGATACACAAAATTCTAGCTGCGGCAGAT

GAGCGAAATCTGCCGCTCTGGATCGGTGGGGGCTGGGCGATCGATGCACGGCTAGGGCGT
GAGCGAAATCTGCCGCTCTGGATCGGTGGGGGCTGGGCGATCGATGCACGGCTAGGGCGT

GTAACACGCAAGCACGATGATATTGATCTGACGTTTCCCGGCGAGAGGCGCGGCGAGCTC
GTAACACGCAAGCACGATGATATTGATCTGACGTTTCCCGGCGAGAGGCGCGGCGAGCTC

GAGGCAATAGTTGAAATGCTCGGCGGGCGCGTCATGGAGGAGTTGGACTATGGATTCTTA
GAGGCAATAGTTGAAATGCTCGGCGGGCGCGTCATGGAGGAGTTGGACTATGGATTCTTA

GCGGAGATCGGGGATGAGTTACTTGACTGCGAACCTGCTTGGTGGGCAGACGAAGCGTAT
GCGGAGATCGGGGATGAGTTACTTGACTGCGAACCTGCTTGGTGGGCAGACGAAGCGTAT

GAAATCGCGGAGGCTCCGCAGGGCTCGTGCCCAGAGGCGGCTGAGGGCGTCATCGCCGGG
GAAATCGCGGAGGCTCCGCAGGGCTCGTGCCCAGAGGCGGCTGAGGGCGTCATCGCCGGG

CGGCCAGTCCGTTGTAACAGCTGGGAGGCGATCATCTGGGATTACTTTTACTATGCCGAT
CGGCCAGTCCGTTGTAACAGCTGGGAGGCGATCATCTGGGATTACTTTTACTATGCCGAT

GAAGTACCACCAGTGGACTGGCCTACAAAGCACATAGAGTCCTACAGGCTCGCATGCACC
GAAGTACCACCAGTGGACTGGCCTACAAAGCACATAGAGTCCTACAGGCTCGCATGCACC

TCACTCGGGGCGGAAAAGGTTGAGGTCTTGCGTGCCGCTTTCAGGTCGCGATATGCGGCC
TCACTCGGGGCGGAAAAGGTTGAGGTCTTGCGTGCCGCTTTCAGGTCGCGATATGCGGCC

TAACAATTCGTCCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAACTCAGGTGTTAGTCCCA
TAACAATTCGTCCAAGCCGACGCCGCTTCGCGGCGCGGCTTAACTCAGGTGTTAGTCCCA
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PA2345 —mmmmmmmmmmmmmooo- ATGCGCGCACCCAACCGATTCATGCGCGCAGCCACTTATTC 720
Pl TAGTCCCATCACCCGTTTCATGCGCGCACCCAACCGATTCATGCGCGCAGCCACTTATTC
PA2345 CAGCGCTATGCCCTGTTCAAAAGGTTTTCAAGCCTTTTTGGGCTCCAGCGCTTGTGCGGC 780
P1 CAGCGCTATGCCCTGTTCAAAAGGTTTTCAAGCCTTTTTGGGCTCCAGCGCTTGTGCGGE
PA2345 AAGCGCTACCAGCTATCATTTTTGCAGCGCTGCGCCGCTTTCGTGGCCCAGCGCTTTTTC 840
P1 ARGCGCTACCAGCTATCATTTTTGCAGCGCTGCGCCGCTTTCGTGGCCCAGCGCTTTTTC
PA2345 GTGGGCTGCGCCCTTGTCCAAGTCCGGGCGCTCCCTTTTGGCCTTCGGGTCTAACCCGGC 900
Pl GTGGGCTGCGCCCTTGTCCAAGTCCGGGCGCTCCCTTTTGGCCTTCGGGTCTAACCCGGE
PA2345 GTTCAAGCCGACCCGCCTACGGCGGGCGGCTTACCTTGGCCGTTAGACATCATGAGTAAC 960
Pl GTTCAAGCCGACCCGCCTACGGCGGGCGGCTTACCTTGGCCGTTAGACATCATGAGTAAC
PA2345 GCAGTACCCGCCGAGATTTCGGTACAGCTATCACTGGCTCTCAACGCCATCGAGCGTCAT 1020
P1 GCAGTACCCGCCGAGATTTCGGTACABCTATCACTGGCTCTCAACGCCATCGAGCGTCAT
PA2345 CTGGAATCAACGTTGCTGGCCGTGCATTTGTACGGCTCTGCACTGGACGGTGGCCTGAAG 1080
P1 CTGGAATCAACGTTGCTGGECCRGCATTTGTACGGHTCTGCACTGGACGGTGGCCTGAAG
PA2345 CCATACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACTGTGGCTGCACAGCTCGATGAGACTGTCCGA 1140
31 CCATACAGTGATATTGATTTGCTGGTTACTGTGGCTGCACAGCTCGATGAGACTGTCCGA
PA2345 CAAGCCCTGGTCGTAGATCTCTTGGAAATTTCTGCCTCCCCTGGCCAAAGTGAGGCTCTC 1200
Pl CAAGCCCTGGTCGTAGATCTCTTGGAAATTTCTGCCTCCCCTGGCCAAAGHGAGGCTCTC
PA2345 CGCGCCTTGGAAGTTACCATCGTCGTGCATGGTGATGTTGTCCCTTGGCGTTATCCGGCC 1260
P1 CGCHCCTTGGAAGTTACCATCGTCGTGCATGGTGATGTTGTCCCTTGGCGTTATCCGGCC
PA2345 AGACGGGAACTGCAATTCGGGGAGTGGCAGCGTAAGGACATTCTTGCGGGCATCTTCGAG 1320
31 AGACGGGAACTGCAATTCGGGGAGTGGCAGCGTAAGGACATTCTTGCGGGCATCTTCGAG
PA2345 CCCGCCACAACCGATGTTGATCTGGCTATTCTGCTAACTAAAGTAAGGCAGCATAGCCTT 1380
Pl CCCGCCACAACCGATGTTGATCTGGCTATTCTGCTAACTAAAGTAAGGCAGCATAGCCTT
PA2345 GCATTGGCAGGTTCGGCCGCAGAGGATTTCTTTAACCCAGTTCCGGAAGGCGATCTATTC 1440
P1 GCATTGECAGGTTCGGCCGCAGAGGATTTCTTTAACCCAGTTCCGGAAGGCGATCTATTC
PA2345 ARGGCATTGAGCGACACTCTGAAACTATGGAATTCGCAGCCGGATTGGGAAGGCGATGAG 1500
P1 ARGGCATTGAGCGACACTCTGAAACTATGGAATTCGCAGCCGGATTGGGAAGGCGATGAR
PA2345 CGGAATGTAGTGCTTACCTTGTCTCGCATTTGGTACAGCGCAGCAACCGGCAAGATCGCA 1560
Pl CGlAATGTAGTGCTTACCTTGTCTCGCATTTGCRABAGCGCAGCAACCGCiARGABCGCA
PA2345 CCGAAGGATATCGTTGCCAACTGGGCAATTGAGCGTCTGCCAGATCAACATAAGCCCGTA 1620
Pl CCGAAGGATATCGTTGCCAACHGGGCAATTGAGHGTHTGCCABATCAACATAAGCCCGTA
PA2345 CTGCTTGAAGCCCGGCAGGCTTATCTTGGACAAGGAGAAGATTGCTTGGCCTCACGCGCG 1680
Pl CTGCTTGAAGCCCGECAGGCTTATCTTGGACAAGGAGAAGATTGCTTGGCCTCACGCGCG
PA2345 GATCAGTTGGCGGCGTTCGTTCACTTCGTGAAACATGAAGCCACTAAATTGCTTGGTGCC 1740
P1 GATCBGTTGGCGGCGTTCGTTCACTTCGTGAAACATGAAGCCACTAAATTGCTTGGTGCC
PA2345 ATGCCAGTGATGTCTAACAATTCATTCAAGCCGAACCCGCTTCGCGGGTCGGCTTAATTC 1800
P1 ATGCCAGTGATGTCTAACAATTCATTCAAGCCGAACCCGCTTCGCGGGTCGGCTTAA-——

Figura 4.16 Alineamiento de la secuencia del integron In2345 de la cepa de P. aeruginosa
PA2345 y la secuencia del integrén InP1 de la cepa P1. Las diferencias entre nucleétidos se han
marcado en verde. En color azul, se ha marcado la secuencia de nucledtidos de aadB; en color
naranja la del gen “orfE-/ike” y en lila la de aadA717. En negrita se han marcado los codones de inicio

y de terminacion de la traduccién.
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PA2345 MSNAVPAEISVQLSLALNAIERHLESTLLAVHLYGSALDGGLKPYSDIDLLVTVAAQLDE 60
Pl MSNAVPAEISVHLSLALNATERHLESTLLDEHLYGSALDGGLKPYSDIDLLVTVAAQLDE
PA2345 TVRQALVVDLLEISASPGQSEALRALEVTIVVHGDVVPWRYPARRELQFGEWQRKDILAG 120
Pl TVRQALVVDLLEISASPGOREALRSLEVTIVVHGDVVPWRYPARRELQFGEWQRKDILAG
PA2345 IFEPATTDVDLAILLTKVRQHSLALAGSAAEDFENPVPEGDLFKALSDTLKLWNSQPDWE 180
Pl IFEPATTDVDLAILLTKVRQHSLALEGSAAEDFFNPVPEGDLFKALSDTLKLWNSQPDWE
PA2345 GDERNVVLTLSRIWYSAATGKIAPKDIVANWAIERLPDOQHKPVLLEARQAYLGQGEDCLA 240
Pl GDDRNVVLTLSRIWKSAATGKTAPKDIVANRAIECLPNOQHKPVLLEARQAYLGQGEDCLA
PA2345 SRADQLAAFVHFVKHEATKLLGAMPVMSNNSFKPNPLRGSA 281

Pl SRADPLAAFVHEFVKHEATKLLGAMPVMSNNSFKPNPLRGSA

Figura 4.17 Alineamiento de la secuencia de aminoacidos expresada por el cassette aadAT1 situado
en el integron In2345 de la cepa de P. aeruginosa PA2345, y la secuencia de aminoacidos del mismo

cassette situado en la cepa P1. Las coincidencias entre aminoacidos se han marcado en verde.

Las cepas cb, 17 y 26, presentan integrones vacios, que ya han sido descritos en

150,151

numerosas ocasiones [ ], es decir, presentan unicamente los segmentos conservados

5’CS y 3’CS, y en la zona variable no hay incorporados cassettes génicos.

La presencia de estructuras vacias sugiere que en ausencia de presion selectiva
continuada, por parte de los antibiéticos, los integrones que persisten “prefieren” hacerlo
sin cassettes génicos integrados; es posible que cuando la presion antibiética del ambiente se
diluye, los cassettes génicos se escindan de los integrones. También se ha comentado que
podrian representar un integroén ancestral que todavia no ha incorporado cassettes génicos, y
que funciona como reservorio, “a la espera” de la captacion de cassettes; quiza la cepa se esta
“preparando” para incorporar mas genes. La presion selectiva ejercida por los antibiéticos
juega un papel muy importante en la promocién de la incorporacion de cassettes génicos en
la regién variable de los integrones, y al contrario que en los casos en que la presion
disminuye, cuando ésta aumenta, la presencia de estas estructuras podria facilitar la rapida

incorporacion de genes que proporcionen una ventaja selectiva a las cepas que los poseen.

Las cepas A, A’ presentan dos integrones, definidos por productos de PCR de 2500pb
y 400pb. Los integrones de ambas cepas presentan los mismos genes vy, el integron de
2500pb es ademas, compartido por la cepa P18. Unicamente y, como era de esperar,
observamos algunas diferencias en las secuencias tanto nucleotidicas, como de
aminoacidos, pero como los genes para los que codifican son los mismos en este trabajo

unicamente se comparan A’y P18.
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El integron de menor tamafio, es un integrén vacio, como en el caso de las cepas cb, 17
y 20. Su presencia podria hacernos pensar que esta cepa ha estado sometida a una presion
antibidtica tan fuerte en el medio en el que se encuentra, que quiza esté adquiriendo
rapidamente todos los mecanismos posibles para hacer frente a los numerosos antibiéticos
a los que esta sometida, y ademas de presentar un integrén de gran tamafio, ha adquirido
otro que le permita la incorporacién de mas genes. Posiblemente se encuentre, como ya
hemos comentado anteriormente, en una fase previa de adquisiciéon de genes en el integron,
es decir, quiza primero adquiere la estructura vacfa y, posteriormente incorpora cassettes

génicos.

El integron de mayor medida es un cassette array con tres genes (orden 5-3): una
pauta de lectura a la que hemos denominado o/, que codifica una proteina similar a una
integrasa fagica, #esR y otra pauta de lectura, o7f], que codifica una proteina hipotética de
funcién desconocida (como ejemplo, en la figura 4.19, se expone la secuencia de los genes
presentes en el integron de P18). El mapa de los integrones de A, A’ y P18 se muestra en la

tigura 4.18.

cassettes génicos

5’-CS 3’-CS
¢ [N s sy G Y
intll orflL.  tetR orf]  orf5 qacEAT sull

Figura 4.18 Mapa de los integrones de la cepas A, A’ y P18. Las flechas marcan la

direccion de la pauta de lectura de los genes que componen el cassette array.

1 atgcgccaggaactggaagcggaagtgtatgaactggaacagatggcgccgagcagccge
M R Q E L E A E V Y E L E Q M A P S S R
61 agcgcggaacatctgctgcgecctggaaaaagcgcgcaaagatagcaaacgcectgtttcetyg
S A E H L L R L E K A R K D S K R L F L
121 tgcctgaacggcagcggcaacaaaagcgaacgcctggecgcatattgaagtgectgggecag
c L N GG S G N K S E R L A H I E V L G Q
181 gcgggcagcaacgaaagctttaaacgcattgcgaaagcggcgggcagcgattggececgetg
A G S N E S F K R I A K A A G S D W P L
241 cgcacccatcagtgccgccgcacctatgecgegetgetttgtggaaagecgecatgggecge
R T H ¢ ¢C R R T Y A R C F V E S R M G R
301 accagcctggtgtttctgaaatggcagctgaaacatagcagcatgagcatgacccagcetg
T s L vV F L K W Q L K H S s M S M T Q L
3601 tatgcgagcaacccgctgcaggatctgaccctgtttgatgaaattctacagcagagaacyg
Y A S N P L 0 D L T L F D E I L QO Q R T
421 gagttcaagatcgacctcattgagtcctggcttgatgaccagectttggcaggtggtgece
FE P K I DL I E S W L D D Q P L A G G A
481 gggagcaaaatcgttgagttgcgtgggattccggtcaaggatagagctgectttgecttgece
G S K 1 v E L R G I P V K D R A A L L A
541 cagaccgccccacatgccaacatacgtgecgactggacacggectggtgcatcgeccacagag

o T A P H A N I R A T G H G W C I A T E
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cggggctgcggaggtgctgggctatacgaagccacacggtgtccagggtgcaaaaattcg
R 6 ¢ G G A G L Y EATIRC P G C K N S
gtgatcgatgagacgttcgccagcactgggcaggacatcgacattcaacagcgagagctg
v 1 D E T F A S T G © D I D I QO O R E L
ataaaaattgaggatgcaggcccggctgttaggcagcgcgaagaacgcgacttgcaggta
I K I E D A G P A V R Q R E E R D L Q V
gcactagatgtaattaccagccttggcctttctccagttgaggaaatggaggaggcggca
A L D VI T S L G L S P V E E M E E A A
aatgactagacaggcggagggccctgactctcecctattcecgectccaggtcgaagacacte
N D -
M T R Q A E G P D S P I R S R S K T L
gccatgactagacaggcggagggceccctgactctectattcgeteccaggtcgaagacacte
A M T R Q A E G P D S P I R S R S K T L
gccgcegctcaacaaggtcecgtcgacgatctcattgetggtgacggaaagectttcecatcaca
A A L N K V VD D L I A G D G K L s I T
tcecgttgecccgagecgecaggtgtgactecgggactcateccataacacttacccaageata
s VA R A A G V T P G L I H N T Y P S I
gcggaaaggattcgcaacatcgttggcaagtcggtgcgagecccagecgagactctaageat
A E R I R N I V G K S V R A Q R D S K H
caagcggtgatgagcgagaaagaaaagaacagggngctccgtgcagagaatgatcagett
AV M S E K E K N R X L R A E N D QO L
ttagcggaggtagctcggctggcttcggataaccagcgactaatattcgagatgattcag
L A E V A R L A S DN O R L I F E M I Q
ctgaaggcggnggccaacggnaaggacaccgcactccctctgaaaccaggggccaactag
L K A X A N X K D T A L P L K P G A N -
gcccggatggggaacccgcagaattcgtaaaaatcgcacgctaacagttcaagegtceceg
gccacgcctgactgtagettgttgactggtecagtctgtctecgegggtaaagecgatagaacaa
- b T E R T F R Y F L
gttcggctcgctgaccacgtacaaatacccttcatcgtcgatggttacgecttecggecttgggg
N P E S V VY L Y 6 E D D I T V G E A Q P
tatgcctttcagcaaaccagcaaaccccecctcgccaaggagcggaaactcaccaccttgeecte
I G K L. L G A F GRAIL S R F S V V K G E
atcggtgatttcaatcagcagtttcgactcgtcgctgagcaatatcaggtggccactctgttg
p T I E I L L K s E D S L L I L H G S QO Q
atcgaagacgaccgaagacaagtcagtggcaaataccttgtcctttaccaagttggacaggtc
p ¥ V VS s L DT AUF V K D K V L N S L D
gcgcacgtgcagggaaaaacctcctgccaggctggcacgaaggccgcecccacttceccagcaattyg
R v H L S F G G A L S A R L G G V E L L Q
gcgagggtcacgctccttggtcacaaacaagcgatcacctttcaggtcgtaggcgagecctte
R p DR E K TV F L R D G K L D Y A L G E
aaggcctttgttgtccgecttgccaagtgccaaggtcagagctggatactggtctecggctcaa
L 6 K N D A K G L A L T L A P Y Q D R S L
tgagcgaccgggagaaagcttactgceccttcggcgagggggacatccacgataacaaggetcectg
S R G P S L K S G E A L P V DV I V L S Q
ccggcgctcectcecggecgattaccagttggececgttgeccggcataggacaccgectecacategtyg
R R E E A I VL 0 G N G A Y S V A E V D H
gaaaccgtccaggctatagcgcecctttccacgtcaccgtcacgactgagggccaaatagttteg
F G DL 8 Y R RE VD G DU R S L A L Y N R
ttttgggccgttggtaaccgcccacagtaggtacaggtcagggtcgaaggtcaggecccgaaag
K p G N T V AW L L ¥ L D P D F T L G S L
gttgttgtccacaccgggaaccggcttagcatcgagctcaacccgatagtcaggcageccacac
N N D V G P VP K A DL E V R Y D P L W V
agagcgctcctgccaatcgtcggtgtgccagtgggtcttgatccagaagtacaaccgatcatce
S R E 9 w D D T H W H T K I W F Y L R D D
aaggtgatgggtgcggacttggaatacggtaagcaatacaaagcacagcagtgcccacatcca
L H H T R V Q F v T L L VvV F C L L A W M W
ggcacttgttttctgtgttcggcccaaccagtttttageccatcaaatacattagaagectegt
A S T K ¢ T R G L W N K A M L Y M
taattgggactgacgtcacgagctgtcatggtttcaatccgactcggecgecggectecgcacaggt
gatgcacaacggcgtggccggatcgaattccaggcggecccgaggcgatcaactecgecgecattg
gttacaccagccat

Figura 4.19 Secuencia del cassette array del integron de la cepa P18. En color lila se representa orfl;

en verde 7R y en naranja o7f]. En negrita se han marcado los codones de inicio y de terminacién de

la traduccién.
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La hipotética integrasa, codificada por orfl., presenta una gran homologia (79%)
con otra hipotética integrasa (CP62a) encontrada en un elemento moévil denominado
pKLC102 de una cepa de P. aeruginosa aislada de las vias aéreas de un paciente con fibrosis
cistica (figura 4.20). pKLC102 coexiste como plasmido e isla genémica en las cepas
pertenecientes a un clon denominado C, y presenta un origen fagico ['*]. La presencia de
una integrasa fagica en este integrén podria sugerir que el DNA integrado no ha sido
recombinado por la integrasa presente en el integron, que es el mecanismo mas comun,

sino por esta recombinasa de origen fagico, presente en el integron.

CP62a MRQELEAEVYELEQMAPSSRSAEHLLRLEKARKDSKRLFLCLNGSGNKSERLAHIEVLGQ 60
Al MRQELEAEVYELEQMGPSSRSAEHLLRLEKARKDSKRLEFLCLNGEIGNKSERLAHIEVLGQ
P18 MROQELEAEVYELEQMGPSSRSAEHLLRLEKARKDSKRLFLCLNGIGNKSERLAHIEVLGQ
CP62a AGSNESFKRIAKAAGSDWPLRTHQCRRTYARCFVESRMGRTSLVFLKWQLKHSSMSMTQL 120
Al AGSNESFKRIAKAAGSDWPLRTHQCRRTYARCEVESRMGMT SLVFLKWQLKHSSMSMTQL
P18 AGSNESFKRIAKAAGSDWPLRTHQCRRTYARCFVESRMGMTSLVFLKWQLKHSSMSMTQL
CP62a YASNPLODLTLFDEILQOMTEFKIDLIESWLDDQPLAGGAGSKIVELRAIPVKDRAALLA 180
Al YASNPLODLTLFDEILQORTEFKIDLIESWLDDQPLAGGAGSKIVELRGIPVKDRAALLA
P18 YASNPLODLTLFDEILQORTEFKIDLIESWLDDQPLAGGAGSKIVELRGIPVKDRAALLA
CP62a QTAPHANIRATGHGWCIATERGCGGAGLYEATRCPGCKHSVIDETFAGTWQGIYSQQREL 240

Al QTAPHANIRATGHGWCIATERGCGGAGLYEATRCPGCK

SVIDENFABTWOB I YEQOREL
SVIDETFASTEODIBIQOREL

P18 QTAPHANIRATGHGWCIATERGCGGAGLYEATRCPGCK

CP62a MKIEDAGPAVKQRAERDLQVALDVINSLGLSPDDQELEEAVNG 283
Al KIEDAGPAVRQRAERDLQVALDVIBSLGLSP EAA

P18 KIEDAGPAVROREERDLQVALDVIESLGLSP E

Figura 4.20 Alineamiento de la secuencia de aminoacidos del casserte orfl. de los Integrones InAl,
InP18 y CP62a, situado en pKLC102. En verde se han marcado las diferencias en la secuencia de

aminoacidos.

La pauta de lectura de orfl. esta solapada con la del siguiente gen, cosa que no
suele ocurrir en los integrones. Esto podria sugerir que orfLL y el siguiente gen se han
podido incorporar al integréon como si de un unico cassette génico se tratara. Una posible
explicacién a esto serfa quiza una delecion de un fragmento de DNA situado entre los dos
genes, que ha provocado la fusién de ambos genes. En estos casos no se suelen mantiener
las pautas de lectura sino que se produce una proteina de fusién que, en ocasiones, es
funcional. En nuestro caso se han solapado, curiosamente, las pautas de lectura, de manera

que se podrian sintetizar por separado, ambas proteinas.
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La deleciéon podria haber sucedido antes de la incorporacién de los cassertes al
integrén, de manera que ambos se hubiesen insertado conjuntamente, o bien, una vez ya
estaban incorporados al integron. También habria podido ocurrir una recombinacién de
uno de los cassettes en un lugar secundario de insercion, cosa que podria haber provocado la

pérdida de parte del a#C, y como consecuencia la fusion de los dos cassettes adyacentes.

Esta segunda pauta de lectura codifica una proteina con elevado porcentaje de
similitud con proteinas de la familia TetR y concretamente con otra presunta proteina
perteneciente a esta familia, también descrita en pKLC102 de P. aeruginosa del clon C (figura

4.21).

TetR -MASKSTEPSKGRSRPKTADALNKVIDRMLAGNEKLSISSVARAAGVTPGLIHNTYPAVA 60
Al SPERSREKTEAALNKV DPEEAGDEK LS IFSVARAAGVTPGLIHNTYP

P18 SPIRSRSKTLAALNKVVDDLIAGDGKLSITSVARAAGVTPGLIHNTYP

TetR ERIRSLIGKSTRAQRDSKHQOALMKEKDLNKALRAENSLLLEEIARLASVNQRLMLELAQL 120
Al ERI GKSMRAQRDSKHOALMSEKERNRV LRAENDOLLAEFARLASVNORLEEEMTOL

P18 ERI GKSMRAQRDSKHOANMMSEKEKNRXL.RAENDQT.LAEVARLASBNORLIEEMIQL

TetR KGVAQGKVIELAPKPGAK 140

Al KAVANGK VR L BHK PCBERE - - ——--————--———————— - —— -
P18 K KBTATRLKPG

Figura 4.21 Alineamiento de la secuencia de aminoéacidos del cassette fetR de los Integrones InAl,
InP18 y el integrén situado en pKLC102. En verde se han marcado las diferencias en la secuencia

de aminoacidos.

La familia de proteinas de TetR esta relacionada con la resistencia a la tetraciclina.
La tetraciclina presenta un amplio espectro de actividad, y actaa inhibiendo la sintesis de
proteinas como consecuencia de su unién a la subunidad 30S del ribosoma bacteriano.
Los genes de resistencia a la tetraciclina se encuentran frecuentemente localizados en
elementos méviles, tales como plasmidos, transposones y/o integrones, que pueden ser
transferidos entre especies bacterianas. Existen tres tipos de resistencia a la tetraciclina:
reflujo, protecciéon ribosomal, y modificacion del antibiético. La expresion de muchos de
estos genes zef esta controlada por una familia de reguladores transcripcionales conocidos
como TetR. Esta familia esta involucrada en el control transcripcional de proteinas que
estan implicadas en bombas de reflujo, rutas para la biosintesis de antibidticos, en el control
de vias catabdlicas, procesos de diferenciacion y patogenicidad, y proteinas sintetizadas en

. s st 153
respuesta a estres osmotico y Compuestos toxicos [ ]
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Las proteinas TetR pueden actuar mediante diversas vias: participando en
complejas cascadas de regulacion o, pueden unirse a una diana directamente para ejercer su

accion; este es el caso de TetR que se une a 724 para reprimir su expresion en ausencia de
. g 154 , . .
tetraciclina [ "]. La proteina Tet(A) es una porina de reflujo que forma parte de una

bomba que exporta tetraciclina al exterior celular para prevenir su unién a los ribosomas.

Finalmente, el dltimo fragmento del integrén comprende una pauta de lectura, orf],
que se traduce en una hipotética proteina con un 91% de identidad con una proteina de

funcién desconocida (figura 4.22), descrita anteriormente en un transposon situado en un

155
’]. En nuestro caso la

plasmido relacionado con resistencia a los antibiéticos, pBS228 [
insercion de este cassette se ha realizado en posicion invertida, es decir, en sentido 3’25’
(figura 4.18). Esto no es muy frecuente y, probablemente este cassette no se transcriba, no
s6lo por no estar insertada la hebra codificante del DNA, sino porque no esta insertado en

la orientacién correcta respecto a los promotores, y ademas no presenta promotor propio.

Hp MYLMAKNWLSRTRKASAWMWALLCLVLLTVFQVRTHHLDDRLYFWIKTSWHTDDWQERSV 60
Al MYLMAKNWLGRTOKTSAWMWALLCEVLLTVFQVRTHHLDDRLEFWIKTHWHTDDWQERSV

P18 MYLMAKNWLGRTRKTSAWMWALLCEVLLTVEFQVRTHHLDDRLYFWIKTHWHTDDWQERSV

Hp WLPGYRVELDAKAVPGVDNNLSGLTFDPDLNLLWAVTNGPNEL-LALSRDGDVERRYNLDG 120
Al WLPDYRVELDAKPVPGVDNNLSGLTFDPDLYLLWAVTNGPKRNY LALSRDGDWAWRYSLDG

P18 WLPDYRVELDAKPVPGVDNNLSGLTFDPDLNLLWAVTNGPNEL-LALSRDGDVERRYSLDG

Hp FHDVEAVSYAGNGQLVIAEERRQSLVIVDVPIAEDGKLSPDRSLSRDQYPALTLALGKED 180
Al FHDVEAVSYAGNGQLVIAEERRQSLVIVDVPLAEGSKLSPGRSLSRDQYPALTLALGKAD

P18 FHDVEAVSYAGNGQLVIAEERRQSLVIVDVPLAEGSKLSPGRSLSRDQYPALTLALGKAD

Hp NKGLEGLAYDLKGDRLEVTKERDPRQLLEVGGLRASLAGGFSLHVRDLSNLVKDKVEFATD 240
Al NKGLEGLAYDLKGDRLFVTKERDPRQLLEVGGLRASLAGGEFSLHVRDLSNLVKDKVFATD

P18 NKGLEGLAYDLKGDRLEVTKERDPRQLLEVGGLRASLAGGFSLHVRDLSNLVKDKVEFATD

Hp LSSVVFDQQSGHLILLSDESKLLIEMTDEGKVVSFRSLARGFAGLLKGIPQAEGVTIDDE 300
Al LSSVVFDQQOSGHLILLSDESKLLIEITDEGKVVSFRSLARGFAGLLKGIPQAEGVTIDDE

P18 LSSVVFDQQSGHLILLSDESKLLIEITDEGKVVSFRSLARGFAGLLKGIPQAEGVTIDDE

Hp GYLYVVSEPNLFYRFTREPD 320

Al GYLYVVSEPNLFYRFTRETD

P18 GYLYVVSEPNLEFYRFTRETD

Figura 4.22 Alineamiento de la secuencia de aminodcidos del casseste orf] de los Integrones InAl,
InP18 y el de la hipotética proteina con la que presentan homologia, situada en pKLC102. En verde

se han marcado las diferencias en la secuencia de aminoAacidos.
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En los resultados se observa que mas de la mitad de los aislados presentan un integron;
pero a esta alta prevalencia hay que afiadir el hecho que dos de los aislados presentan mas

de un integréon

La determinacion de las secuencias revela una alta prevalencia de genes que confieren
resistencia a estreptomicina y espectinomicina, entre los integrones presentes, incluso
cuando estos antibiéticos, ya no son usados con elevada frecuencia en la clinica. Este hecho
hace que algunos autores hayan sugerido la utilizacién de los integrones para la
caracterizaciéon de cepas clinicamente importantes, aunque no es algo que actualmente se
utiliza con frecuencia. Por otro lado, esto podria indicar que algunos cassettes se incorporan,

en los integrones, de una forma mas estable que otros.

El hecho de que las cepas ambientales fueran todas negativas, es una indicacion de
que no estan sometidas a ninguna presiéon ambiental en el entorno en el que viven. Sin
embargo, existen numerosos ejemplos en la bibliografia de cepas ambientales que presentan

integrones en su genoma. Aunque en muchas ocasiones estos no contienen cassetfes £énicos
integt ma. A much it t nti 1, i

integrados [

], en otras los cassettes presentan genes relacionados con la resistencia a
diversos antimicrobianos como el trimetoprim, el cloranfenicol, los aminoglicésidos, la
eritromicina y los B-lactimicos. Por lo tanto, la transferencia génica hotizontal, es mucho

mayor de lo esperado, y los integrones, como ya se ha comentado, contribuyen en gran

medida a ella, pero también a la diversidad génica de los microorganismos.

La presencia de integrones iguales en cepas procedentes de distintos pacientes y aisladas
en fechas diversas, sugiere elevadas tasas de transferencia horizontal de estos elementos,
en el entorno del que se han aislado las cepas, cosa totalmente en concordancia con el
hecho de que el ambiente hospitalario es un entorno que ejerce elevada presion antibidtica
a los microorganismos que habitan en ¢l, forzandolos a adquirir resistencias a elevadas

tasas.
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4.7 ESTUDIO DE LAS MUTACIONES DE LA PORINA OptD.

Los carbapenems, entre ellos el imipenem y el meropenem, son potentes
inhibidotres de P. aeruginosa, porque a pesar de pertenecer al grupo de los B-lactaimicos,

presentan una elevada estabilidad a la B-lactamasa cromosémica AmpC de este
microorganismo. Sin embargo, la resistencia de aislados clinicos al imipenem vy al
meropenem aumenta progresivamente. La resistencia al imipenem, hasta el momento, se
cree debida a la pérdida de la porina OptD, sola o en asociacion a una super expresion de la
bomba de refluyjo MexEF-OprN en los mutantes denominados #nfxC. Respecto al
meropenem la superproduccion del sistema de reflujo MexAB-OprM en mutantes #a/B,
puede aumentar la resistencia éste carbapenem, pero no tiene efecto sobre la

susceptibilidad al imipenem, ya que éste no es un sustrato de la bomba.

Para determinar si en el caso de nuestras cepas, la resistencia al imipenem era como
consecuencia de la ausencia de la porina OprD en la membrana, en primer lugar, se
realizaron geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes, con el fin de observar si
esta proteina se encontraba o no en la membrana externa de nuestros aislados. Esto se

realizé en un gran nimero de cepas multiresistentes, descritas en las tablas 3.1 y 3.2.

En la mayorfa de las cepas resistentes, l]a membrana externa muestra una ausencia
de la proteina OprD, mientras que en las sensibles, se observa esta proteina en la
membrana. Esto es lo que ocurre por ejemplo en las cepas D-D’, E-E’, F-F’ y G-G’, donde
D, E, Fy G, son sensibles y presentan OprD; mientras que D’, E’, I’ y G, son resistentes y

no presentan esta porina (figura 4.23).
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Con el objetivo de estudiar las mutaciones que dan lugar a una ausencia de la porina
en la membrana externa, se procedié a amplificar por PCR el gen gprD y se determiné la
secuencia del producto obtenido. Una vez obtenidas las secuencias, éstas se compararon
con la secuencia de la cepa de referencia P. aeruginosa PAO1, para determinar los cambios

existentes.

El estudio de las mutaciones de las cepas P16, P17, 22, 206, 28, 33, 69, 76, 77, 87, 93,
99, B’, G’ (cepas resistentes al imipenem y que no presentan OprD en sus membranas
externas) revel6 la presencia de un codoén de finalizacién de la traducciéon prematuro, que
da lugar a una proteina truncada y, por lo tanto, afuncional. Este stop prematuro se genera
en todos los casos por una sustitucion de una C por una T en el nucledtido 424
(Gln,,,=>stop). Hasta el momento se han desctito numerosas cepas que presentan como

mutacién un stop prematuro, pero hasta el momento no se habia detectado en este codén.

La cepa D’, también presenta un codén de terminaciéon prematura, producido por la
insercién de dos nucleétidos en las posiciones 640 y 641, que hacen que varie la pauta de
lectura; en cambio, en el caso de la cepa I, este codon stop esta provocado por la insercién
de 14 nucledtidos en las posiciones 574 a 588. Estas mutaciones tampoco habian sido

descritas hasta el momento (figura 4.25).

Por el contrario la cepa E’, presenta una deleciéon de 7 nucleétidos en la posicion
1337, que provoca una ausencia de codon de terminacién en el lugar adecuado, con lo que
la traduccion produce una proteina de gran tamafio, que no corresponde con la OprD vy,
que como serfa de esperar, o bien no es exportada, o bien no se inserta en la membrana

externa (figura 4.25).

Esto también ocurre en la cepa C’, aunque en este caso la falta de un codén stop es
debida a una inserciéon en la posicion 1200 que provoca una variaciéon de la pauta de
lectura, a partir de este punto, con lo que la generacién de nuevos tripletes, hace que se
pierda el codéon stop y no haya una terminaciéon de la traducciéon en el lugar que

corresponderia (figura 4.24).
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atgaaagtgatgaagtggagcgccattgcactggcggtttccgcaggtagcactcagtte
M K vM KW S A I A L AV S A G S T Q F
gccgtggccgacgcattcecgtcagecgatcaggccgaagcgaaggggttcatcgaagacagce
AV A DA F V S D QAE A K G F I E D S
agcctgaacctgctgctccgcaactactatttcaaccgtgacggcaaggaaggtcggggt
s L N L L. LR N Y Y F N R D G K E G R G
gatcgcgtcgattggacccagggcttcctcaccacctacgaatccggecttcactcaagge
b R VvV D W T Q G F L T T Y E S G F T Q G
accgtgggcttcggggtcgatgccttcggectacctgggecctgaagctcgacggecacctece
T v G ¥ 6 v D A F G Y L G L K L D G T S
gacaagaccggcaccggcaacctgccggtgatgaacgacggcaagccgcgcgatgactac
p K T G T G N L P V M N D G K P R D D Y
agccgcgccggcggcgcecgtgaaggtgecgecatctccaagaccatgectgaagtggggecgag
S R A G G A V KV R I S K T ML K W G E
atgcaaccgaccgccccggtcecttecgecgectggecggcagecgectgttecececgcagaccgeg
M ¢ p T A P V F A A G G S R L F P Q T A
accggcttccagctgcagagcagcgaattcgaagggctcgacctcgaggcaggeccactte
T 6 F O L 9 S S E F E G L D L E A G H F
accgagggcaaggagccgaccaccgtcaaatcgcgcggtgaactctacgeccacctacgec
T E G K E p T T V K S R G E L Y A T Y A
ggccagacagccaagagcgccgacttcgetggecggcececgectacgcgatcaccgacaaccte
G Q T A K S A D F A G G R Y A I T D N L
agcgcctccecctcectatggcgcagagctgaaagacatctatcgccagtactacctgaacacc
s A S L Y G A E L K DI Y R O Y Y L N T
aactacaccatcccgctggectccgatcaatcgectgggcttcgacttcaacatctaccge
N Y T I P L A S D O S L G F D F N I Y R
accaccgacgaaggcaagtccaaggctggcgacatcagcaacaccacctggtcecctggeg
T T b E G K S K A GG D I S N T T W S L A
ggcgcgtatactctggacgcccacaccttcactctggecctaccagcaggtgcatggecgat
G A Y T L D A H T F T L A Y QO Q V H G D
cagccgtttgattacatcggcttcggecggcaacggtteccggecgecggecggecgactegate
o p ¥ DY I G F G G N G S G A G G D s I
ttcctcgccaactccgtccagtacteccgacttcaacggtecctggcgagaaatecctggecag
F L A N S V Q Y S D F N G P G E K S W 0Q
gcccggtacgacctgaacctggectecctacggegttectggectgaccttecatgetgegt
A R Y D L N L A S Y G V P G L T F M L R
tacatcaatggtaaggacatcgacgggaccaaggtcgattccagctcctcectatgcagge
Yy I N 6 K b I D 6 T K Vv D S 8§ S S Y A G
ctgtacggcgaggatggcaagcaccacgaaaccaacctcgaagccaagtacgtggtccac
L Yy G E D GG K HHE TN L E A K Y V V H
gtccggtccggccaaggacctgtecgttcececgecatececgecaggectggcaccgtgceccaacgce
V R S G Q G P V V P H P P G L A P C Q R
cgaccagggcgaaggcgaccagaacgagttccgectgatcgtcgactatccgectgtcecgat
R P G R R R P EURV P P DRI RUL S A V D
cctgtaatcgaccgacaggcaacgaaaaaancccggntcgccg

P v I D R Q A T K K X R X A

Figura 4.24 Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la proteina OprD de la cepa C. En rojo se

han marcado los cambios de aminoéacidos, mientras que en sombreado gris se han marcado los

cambios de nucle6tidos (Gnicamente aquellos que resultan en un cambio de aminoacido), respecto a

la cepa de referencia PAO1. En amarillo se ha marcado la insercién responsable del cambio de pauta

de lectura.

El estudio de estas cepas resistentes nos indica que la causa que, con mas frecuencia

esta implicada en la pérdida de la porina, es una mutacioén de diversos tipos en el gen, que

genera una terminacion prematura de la traduccion.
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A modo de ejemplo, la figura 4.25, muestra la alineacion de la secuencia proteica de

algunas de estas cepas con la de la cepa de referencia PAO1.

L1l
PAO1 MKVMKWSATIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSGD 61
PC’ MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLNLLLRNYYFNRDGKEGRGD
E’ MKVMKWSATIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLNLLLRNYYFNRDGKEGRGD
D’ MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLNLLLRNYYFNRDGKEGRGD
F’ MKVMKWSATIALAVSAGSTHSTGPTHSCSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKEGRGD
B’ MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYEFNRDGKEGRGD
69 MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAK-VLEERRMNLLLRNYYEFNRDGKEGRGE
76 MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGEFVEERRLNLLLRNYYFNRDGKEGRGD
77 MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLNLLLRNYYFNRDGKEGRGD
33 MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLNLLLRNYYFNRDGKEGRGD
L2
PAOL RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGY LGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDYS 121
PC’ RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY S
E’ RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY S
F’ RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY S
D’ RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY S
B’ RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY S
69 RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGGDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY S
76 RVDWTQGFLTTYESGEFTQGTVGVGGDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY S
77 RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY S
33 RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY S
L2 L3
PAOL RAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHFT 181
PC’ RAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLEFPQTATGFQLOSSEFEGLDLEAGHFT
E’ RAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLEFPQTATGFQLOSSEFEGLDLEAGHFT
F’ RAGGALKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLEFPQTATGFQLOSSEFEGLDLEAGHFT
D’ RAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLEFPQTATGFQLOSSEFEGLDLEAGHFET
B’ RAGGAVKVRISKTMLKWGEM-—--—-——————————————————— - ————————————
69 RAGGAVKVRISKTMLKWGEM---—-—-————————-———————————————————————————
76 RAGGAVKVRISKTMLKWGEM---—-—————————-———————————————————————————
77 RAGGAVKVRISKTMLKWGEM---—-—————————-———————————————————————————
33 RAGGAVKVRISKTMLKWGEM--—-—-————————————————————————————————————
L3 L4
PAOL EGKEPTTVKSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNSN 241
PC’ EGKEPTTVKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNTN
E’ EGKEPTTVKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNTN
F’ EGKQGTTTKSRNLCRPDROQERGLRRRPLRDHRQSQRLPVWRRIERHLSPVLPEHQLHNPA
D’ EGKEPTTVKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYTRSPTTSAPPSMAQS————————————
B’
69 = e o
T6 S o
TT T
33 S
L5
PAO1L YTIPLASDQSLGFDEFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGDQ 301
PC’ YTIPLASDQSLGFDENIYRTTDEGKSKAGDISNTTWSLAGAYTLDAHTFTLAYQQVHGDE
E’ YTIPLASDOSWGFDENIYRTTDEGKSKAGDISNTTWSLAGAYTLDAHTFTLAYQQVHGDE
E’ GIRPVAGLRLQHLPHHR--------—-—-—-—-—-—-—————————————————————————————
D!
B’ ____________________________________________________________
69 e
T6 ST
e
33 S e
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L6 .7

PAO1 PFDYIGFGRNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVRY 361
pC’ PFDYIGFGGNGSGAGGDSTFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMLRY
E’ PFDYIGFGGNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARY DLNLASYGVPGLTFMLRY
F/ ____________________________________________________________
D’ ____________________________________________________________
B/ ____________________________________________________________
69 e
T6 e o
i I e
33 e

L7 18
PAO1 INGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRAN 421
pPC’ INGKDIDGTKV-DSSSSYAGL-YGEDGKHHETNLEAKYVVHVRSGQGPVVPHPPGLAPCQ
E’ INGKDIDGTKV-DSSSSYAGL-YGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRAN
F’ ____________________________________________________________
D’ ____________________________________________________________
B’ ____________________________________________________________
69 e
T6 e o
N T T
33 e

L8
PAO1 ADQGEGDQNEFRLTVDYPLST T~ ——— === === == — == 456
pC’ RRPGRRRPERVPPDRRLSAVDPVIDROATKRPGIA - - - ----—--—————— == - o
E’ ADQGEGDQONEFRLIVDYRSCNRPTGNEKTR -~~~ === === == ===
F’ ______________________________________________________________
D’ ______________________________________________________________
B’ ______________________________________________________________
69
76 e
L A e et
33 e

Figura 4.25 Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina OprD de algunas de las
cepas, con la cepa de referencia PAO1. En amarillo se indican los lugares de terminacién prematura

de la traduccién proteica; mientras que en azul, se indica la falta de esta terminacion.

Sorprendentemente, en algunos casos el patron de sensibilidad/resistencia al
imipenem, no cotresponde con la presencia/ausencia de la OptD en la membrana externa.

Este es el caso de las cepas P1, P3, P4, P18, A’y C.

La cepa P1, es una cepa resistente al imipenem que, sin embargo, presenta la
proteina cuando se realizan electroforesis de las proteinas de membrana externa en geles

de poliacrilamida sin desnaturalizar.
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Puesto que OprD es una proteina trimérica, también se realizaron geles tratando la

muestra a 100°C durante 10 min. de manera que el trimero se descompone originando

monoémeros que pueden observarse y que presentan un peso aproximado de unos 45KDa.

En la muestra sin tratamiento térmico, el heteromero de proteina no se separa y no puede

observarse en esta zona del gel, ya que su peso es superior y no se resuelve correctamente

en este tipo de electroforesis. En las figuras 4.26, y 4.27 observamos la presencia de OprD

tanto en la cepa resistente P1, como en una cepa clinica sensible (P2) y en la cepa de

referencia P14 (ATCC27853), también sensible, tanto hervida, como sin hervir.

97.4  omm—
66.7 -
45 e -
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’T_”_—*
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P1 P2  Pl4sb Pl4b

Figura 4.27 Perfil electroforético de
las+ cepas P1, P2 y P14
(ATCC27853). Observamos OptD,
unicamente en los casos en que la
muestra  presenta  tratamiento

térmico. Sb, sin hervir; b hervida.

Figura 4.26 Perfil electroforético de las cepas
P1, P2 y P14 (ATCC27853). P14sb presenta la
muestra en condiciones no desnaturalizantes
(sin hervir), mientras que P14b la presenta
desnaturalizada (hervida). La flecha roja marca

la posicién de OprD.
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Una vez comprobado que realmente OprD aparecia en la membrana de P1, se

realizé un estudio de las mutaciones del gen que codifica esta proteina. (figura 4.28)
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121

181

241

atgaaagtgatgaagtggagcgccattgcactggcggtttccgcaggtagcactcagttce
M K vM™M K W S A I A L AV S A G S T Q F
gccgtggccgacgcattcecgtcagcgatcaggeccgaagcgaaggggttcatcgaagacage
AV A DA F V S D QA E A K G F I E D S
agcctcgacctgctgctccgcaactactatttcaaccgtgacggcaagagcggcagcecggyg
s L b L L L R N Y Y F N R D G K S G S G
gaccgcgtcgactggacccaaggcttcctcaccacctatgaatccggecttcacccaagge
b R Vv D w T Q G F L T T Y E S G F T Q G
accgtgggcttcggcgtcgatgecttecggectacctecggtcectgaagectcgacggecaccteg
T v G ¥F 6 v D A F G Y L G L K L D G T S
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301 gacaagagcggtaccggcaacctgccggtgatgaacgacggcacgccccgtgacgactac
b K s 66 T N L PV MND G T P R D D Y
16l agccgcgccggtggecgecgtgaaggtacgcatctccaagaccatgttgaagtggggecgag
S R A G G A V K V R I § K T M L K W G E
421 gtgcagccgaccgctccecggtcecttecgecgecggecggcagecgectgtteccecgcagaccgeg
v ¢ p T A P V F A A GG G S R L F P Q T A
481 accggcttccaactgcagagcagcgaactcgaagggctcgatctcgaagcagggcacttce
T 6 F ¢ L. s S E L E G L D L E A G H F
541 accgaaggcaagcagggcaccacccctttgtcgecggggcgaactctacgcaacctatgea
T E G K @ 6 T T P L S R G E L Y A T Y A
601 ggcgagaccgccaagagcgccgatttcattgggggeccgectacgcaatcaccgataaccte
G E T A K S A D F I G G R Y A I T D N L
661 agcgcctccctgtacggcgeccgaactcgaagacatctatcgtcagtattacctgaacagce
s A S L Y G A E L E DI Y R Q Y Y L N S
721 aactacaccatcccactggcatccgaccaatcgectgggcttcgatttcaacatctaccge
N Yy T I P L A S D O S L G F D F N I Y R
781 acaaacgatgaaggcaaggccaaggccggcgacatcagcaacaccacttggtcectggeg
T N D E G K A K A G D I 5 N T T W S L A
841 gcagcctacactctggatgcgcacactttcaccttggecctaccagaaggtccatggegat
A A Y T L D A H T F T L A Y Q K V H G D
901 cagccgtttgattatatcggcttcggcgagaacggttccggecggecggecggtgactecgatt
Q p F DY I G F G EDNG S G G G G D s I
961 ttcctcgccaactccgtgcagtactccgacttcaacggecceccggcgagaaatcctggeag
F L A N S V QY S D F N G P G E K S W Q
1021 gcccgctacgacctgaacctegectectatggegtteccecggectgactttcatggtecge
A R Y DL N L A S Y GV P G L T F M V R
1081 tatatcaatggcaaggacatcgatggcaccaagatgtctgacaacaacgtcggctataag
y I N G K b I D GG T K M S D N N V G Y K
1141 aactacggctacggcgaggacggcaagcaccacgagaccaacctggaagccaagtacgtg
N Y G Y G E D G K HHE TN L E A K Y V
1201 gtccagtccggtccggccaaggacctgtecgtteccgcateccgeccaggectggcaccgcgcec
v ¢ s 6 p A K DL S F R I R Q A W H R A
1261 aacgccgaccaggccgaaggcgaccagaacgagttccgectgatcgtcgactatcececgetyg
N A D QA E G D Q N E F R L I V D Y P L
1321 tcgatcctgtaa
s I L -

Figura 4.28 Secuencia de nucleétidos y aminodcidos de la proteina OprD de la cepa P1. En rojo se
han marcado los cambios de aminoacidos, mientras que en sombreado gris se han marcado los
cambios de nucledtidos (dnicamente aquellos que resultan en un cambio de aminoacido), respecto a

la cepa de referencia PAOT.

El Joop 2 presenta dos mutaciones: Cys G, que hace que T103S; y A,,,2C, con lo
que K115T, ambos cambios representan un cambio de carga (estos cambios ya han sido
descritos con anterioridad [*]). El /ogp 3 presenta cinco cambios de aminoacido: F170L,
E185Q), P186G, V189P y K190L. De estos cinco cambios inicamente los de las posiciones
185 y 190 estan implicados en cambio de carga de las moléculas, y ademas algunos de ellos
también han sido descritos en ocasiones anteriores [*]. El /gp 6, presenta dos cambios de
aminoacidos, de los cuales unicamente uno representa cambio de carga (R310E).

Finalmente el /ogp 8 presenta un tnico cambio con implicaciéon en la variacion de carga:

G425A.
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Se sabe que unicamente mutaciones, concretamente deleciones, son no disruptivas
siempre que afecten a los ogps de OprD, mas sujetos a cambios debido a que se encuentran
en zonas donde el ambiente puede ejercer cierta presion selectiva que los “fuerce” a
evolucionar a una tasa mas elevada. En cambio, si estas mutaciones afectan a los segmentos
transmembrana de la proteina, pueden afectar a la biogénesis de ésta; con lo cual, en
principio, no habria motivo por el que esta cepa resistente no deba presentar la proteina en
su membrana, ya que no se observan deleciones, no solo en los segmentos transmembrana,

sino en ninguno de los /gps externos.

Hasta el momento es comunmente aceptado que la presencia de la proteina, al
permitir el paso del imipenem al interior celular, haga obligatoriamente a la cepa sensible a
este compuesto, cosa que no ocurre en Pl. Por otro lado, numerosos estudios han
demostrado que los /ogps 2 y 3 estan implicados en la unién al imipenem [”]; P1 presenta
numerosos cambios en estos dos /&gps, que ademas, implican un cambio de aminoacido y
carga de las moléculas, por lo que podria ser que a pesar de que la proteina este insertada
en la membrana, estos cambios hayan producido que ésta no sea capaz de unir el
antibiético, ya sea por una variaciéon en los residuos implicados en esta unién, o bien,
debido a que estas sustituciones de unos aminoacidos por otros, han producido que estos
loops se plieguen de distinto modo y que, por tanto, no estén orientados espacialmente de la
manera cotrrecta para permitit la unién y/o el paso del imipenem; muchas de estas
mutaciones las presentan también, cepas susceptibles, pero en este caso podrian contribuir
a un pliegamiento incorrecto o una falta de unién del imipenem, la presencia de algunos
cambios de aminoacidos en otros /gps o bien, en las zonas situadas entre éstos (figura
4.35). Todo esto conferiria a la cepa P1 una resistencia a este carbapenem aun cuando la

proteina esté presente en su membrana.

El caso contrario, nos lo proporcionan las cepas P4 y P18. Estas cepas son

sensibles al imipenem, pero no presentan OprD en sus membranas (figura 4.29).

97.4 Figura 4.29 Perfil clectroforético de las cepas 77
66.7 (Imi®), P2 (Imi%) P3 (Imi"), P4 (ImiS), P14
i (ATCC27853), P16 (ImiX) y P17 (ImiX). La flecha
roja marca la posicién donde deberia estar OprD en
31 el caso de las cepas sensibles. ImiR: cepa resistente
al imipenem; ImiS: cepa sensible al imipenem y Imi:

24

cepa que presenta una susceptibilidad reducida.

77 P2 P3 P4 P14 P17 PI8
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La cepa P18 presenta, entre otras, una mutacién descrita recientemente por
Wretlind e# a/. [']: un cambio de guanina a adenina en el nucle6tido 831, que genera un

codon stop, y por lo tanto una terminaciéon prematura de la transcripcion (figura 4.30).

1 atgaaagtgatgaagtggagcgccattgcactggcggtttccgcaggtagcactcagtte
M K vM™M KW s A I A L AV S A G s T Q F
61 gccgtggceccgacgcattegtcagecgatcaggecgaagcgaaggggttcatcgaagacage
AV A DA F V S D QA E A K G F I E D S
121 agcctcgacctgcectgcectccgcaactactatttcaaccgtgacggcaagagcggcageggg
s L b L L L R N Y Y F N R D G K S G S G
181 gaccgcgtcgactggacccaaggcttcectcaccacctatgaatceccggecttcacccaagge
b R V D W T O G F L T T Y E S G F T Q G
241 accgtgggcttcggegtcgatgectteggctacctecggectgaagectcgacggecaccteg
T v G ¥ 6 v D A F G Y L G L K L D G T S
301 gacaagaccggcaccggcaacctgccggtgatgaacgacggcaagccgcgecgacgactac
p K T 66 T G N L P VMN D G K P R D D Y
361 agccgcgctggcggcecgecctgaaggtgecgecatttccaagaccatgctgaagtggggecgaa
S R A G G A L K V R I 8§ K T M L K W G E
421 atgcaacctaccgcgccggtcttcecgeccgeccggecggcagecgectgttececcgecagaccgeg
M ¢ p T A P V F A A GG G S R L F P Q T A
481 accggcttccaactgcagagcagtgaattcgaagggctcgatcttgaagcgggecacttce
T 6 F ¢ L. s S E F E G L D L E A G H F
541 accgaaggcaagcagggcaccaccaccaagtcgcgcggcgaactctacgcaacctatgea
T E G K @ 6 T T T K S R G E L Y A T Y A
601 ggtcagaccgccaagagcgcggacttcgecggcggecgctacgecgatcaccgacaatcete
G Q T A K S A D F A G G R Y A I T D N L
661 agcgcctccctgtatggcgccgaattgaaagacatctatcgccagtattacctgaacacc
s A S L Y G A E L K DI Y R Q Y Y L N T
721 aactacaccatcccgctggcatccgaccagtcgectgggecttcecgacttcaacatctaccge
N Y T I P L A S D Q S L G F D F N I Y R
781 accaccgatgaaggcaaagccaaggccggcgacatcagcaacaccgecctgatcectggne

T T b E 6 K A K A GG D I s N T A -

Figura 4.30 Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la proteina OprD de la cepa P18. En rojo
se han marcado los cambios de aminoacidos, mientras que en sombreado gris se han marcado los
cambios de nucle6tidos (Gnicamente aquellos que resultan en un cambio de aminoacido), respecto a

la cepa de referencia PAOT.

P4 presenta mutaciones en todos los /lgps excepto en L1. En el L2 V127L; en L3
E185Q, P186G y V189T; en el L4 E229K; en el L5 N262T; en el L6 R310E, G312R y
A315G; en el L7 un fragmento de 12 aminoacidos (372-MSDNNVGYKNYG-383) es
substituido por un fragmento completamente distinto de 10 aminoacidos (372-

VDSSSSFAGL-381) y, finalmente en el L8 Q424E (figura 4.31).

1 atgaaagtgatgaagtggagcgccattgcactggcggtttccgcaggtagcactcagttce
M K v M K W S A I A L AV S A G S T Q F
61 gccgtggccgacgcattcecgtcagecgatcaggccgaagcgaaggggttcatcgaagacagce
AV A DA F V S D QA E A K G F I E D S
121 agcctcgacctgctgctceccgcaactactatttcaaccgtgacggcaagagcggcagcggyg
s L b L L L R N Y Y F N R D G K S G S G
181 gaccgcgtcgactggacccaaggcttcecctcaccacctatgaatccggecttcacccaaggce

b R Vv D wW T O G F L T T Y E S G F T Q G
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241 accgtgggcttcggecgtcgatgecttcecggectacctecggectgaagectecgacggcaccteg
T v G ¥ 6 v D A F G Y L G L K L D G T S
301 gacaagaccggcaccggcaacctgccggtgatgaacgacggcaagccgcgegacgactac
b K T G T G N L P V M N D G K P R D D Y
361 agccgcgctggcggcecgeccectgaaggtgegecatttccaagaccatgectgaagtggggcgaa
S R A G G A L K V R I s K T M L K W G E
421 atgcaacctaccgcgceccggtcttecgecgecggeggecagecgectgtteccecgecagaccgeg
M Q p T A P V F A A G G S R L F P QO T A
481 accggcttccaactgcagagcagtgaattcgaagggctcgatctcgaagecgggecactte
T 6 F 0 L. 9 S S E F E G L D L E A G H F
541 accgaaggcaagcagggcaccaccaccaagtcgcgecggcgaactctacgcaacctatgea
T E G K @ G T T T K S R G E L Y A T Y A
601 ggtcagaccgccaagagcgcggacttcgecggecggeccgectacgecgatcaccgacaatcte
G Q T A K S A D F A G G R Y A I T D N L
661 agcgcctcectgtatggecgeccgaattgaaagacatctatcgeccagtattacctgaacacc
s A S L Y G A E L K D I Y R Q Y Y L N T
721 aactacaccatcccgcectggcatccgaccagtcgectgggecttcgacttcaacatctaccge
N Y T I P L A S D Q S L G F D F N I Y R
781 accaccgatgaaggcaaagccaaggccggcgacatcagcaacaccgectggtececctggee
T T b E G K A K A G D I 8§ N T A W S L A
841 ggcgcgtacactctggacgcgcacaccttcaccctggecctaccagecaggtgcatggecgac
G A Y T L. D A H T F T L A Y Q Q@ V H G D
901 gagccgttcgactacatcggcttcggcgagaaccgttccggecggecggecggtgactegatt
E P F DY I G F G E N R S G G G G D S I
961 ttcctcgccaactccecgtgcagtactccgacttcaacggecececcggcgagaaatcctggeag
F L A N S V Q ¥ S D F N G P G E K s W 0
1021 gcccgctacgacctgaacatggcctectacggegttccecggectgaccttcatggttegt
AR Y DL N MAS Y GV P G L T F M V R
1081 tacatcaacggtaaggacatcgacggcaccaaggtcgactccagttcectcecttegegggce
Yy I N 6 K D I D G T K V D S S S S F A G
1141 ctgtacggcgaggacggcaagcaccacgagaccaacctggaagccaagtacgtecgtccag
L Y G E D G K H H E T N L E A K Y V V Q
1201 gccggcccggccaaggacctgtegttececgtateccgecaggectggecaccgegecaatgec
A G P A K DL S F R I R Q A W H R A N A
1261 gacgaaggtgaaggcgaccagaacgagttccgectgatcgtcgactatccgetgtegate
D E G E G D Q N E F R L I VvV D Y P L s I
1321 ctgtaa
L_

Figura 4.31 Secuencia de nucle6tidos y aminoacidos de la proteina OprD de la cepa P4. En rojo se
han marcado los cambios de aminoacidos, mientras que en sombreado gris se han marcado los
cambios de nucledtidos (dnicamente aquellos que resultan en un cambio de aminoacido), respecto a

la cepa de referencia PAOT.

Las mutaciones presentes en gprD de P4, parecen no estar implicadas en el hecho
de que no encontremos OprD en su membrana externa, es decir, no existen deleciones en
zonas de la proteina que pudiesen afectar la biogénesis de ésta; tan solo existe una
sustitucion de 12 aminoacidos por otros 10 distintos en el L.7; esta mutacion esta ya descrita
en la bibliograffa [*'] y se ha propuesto que afecta a un acortamiento en este /gp, que tiene
como consecuencia una mayor apertura del canal de la OprD, que conferirfa mayor
susceptibilidad al meropenem. Este no es el caso de nuestra cepa, puesto que, coOmo ya

hemos comentado, P4 no presenta OprD en la membrana externa.
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Por otro lado se ha demostrado la existencia de cepas que presentan una pérdida
de OprD causada por algin mecanismo de represion de la trascripcion de gprD y que
provoca una reduccién importante del mRNA de gprD o bien, algin mecanismo que actia
a nivel post-trascripcional causando una fuerte reduccion de la produccion de proteina; éste

73,82 : :
““].  En ausencia de mutaciones en el

es también el caso de los mutantes de tipo #fxC [
gen oprD de P4, suponemos que la ausencia de proteina en la membrana externa de la cepa,
es debida a alguno de estos mecanismos, y siendo P4 resistente a la ciprofloxacina podria,

incluso, tratarse de un mutante 7fxC.

De todos modos, la ausencia de OprD tanto en P4, como en P18, implicaria, como

ya hemos comentado, una resistencia al imipenem; sin embargo ambas cepas son

totalmente sensibles, presentando unas MICs para este antibidtico de 4 y 2 pg/ml,
respectivamente. Esto nos hace pensar que en estas cepas podria existir un mecanismo
secundario, hasta ahora no descrito, de entrada del imipenem a las células y que por lo
tanto también estarfa implicado en la susceptibilidad/resistencia al carbapenem. En este
caso, esta puerta de entrada secundaria a la célula permitirfa que las cepas P4 y P18
presentasen una gran susceptibilidad al imipenem, pese a no tener OprD en sus
membranas. Este mecanismo seria minoritario, ya que hasta el momento, lo presentan un

pequefio numero de cepas.

De hecho, la proteina OprD, pertenece a una gran familia de 19 miembros, de la
que hasta el momento, solo se ha relacionado a OprD con el transporte de antibidticos;
ademas el conocimiento del genoma completo de P. aeruginosa ha permitido el
descubrimiento de 163 proteinas de membrana conocidas o, predecidas por homologia con
OMPs de la misma especie o de otras, de la cuales 64 se agrupan en tres grandes familias de
porinas (una de las cuales es la familia de la OprD), de manera que quiza alguna de estas
proteinas podria haber “cedido” a la gran presion antibidtica que se esta ejerciendo en la
sociedad actual, y habria evolucionado para “involucrarse en la gran cruzada” que

actualmente mantienen los microorganismos contra los antibiéticos.

La existencia de este mecanismo secundario nos la vuelve a sugerir el perfil de la
cepa P3, que a pesar de no tener OprD en su membrana (figura 4.29), debido a un stop

prematuro (cambio de Gy, A), presenta una sensibilidad disminuida a este carbapanem

(figura 4.32).
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Esto nos hace pensar, de nuevo, en la entrada de imipenen a la célula por otro
mecanismo distinto de la OptD, lo cual no permitiria que esta ausencia de porina

provocase una resistencia total al antibidtico.

1 atgaaagtgatgaagtggagcgccattgcactggcggtttccgcaggtagcactcagtte
M K vM KW S A I A L AV S A G S T Q F
61 gccgtggceccgacgcattcecgtcagecgatcaggeccgaagcgaaggggttcatcgaagacage
AV A D A F V S D Q A E A K G F I E D S
121 agcctcgacctgctgectccgcaactactatttcaaccgcgacggcaagagcggcagcegyg
s L b L L L R N Y Y F N R D G K S G S R
181 gaccgtgtcgactggacccagggcttcctcaccacttacgaatccggecttcacccaagge
b R V D W T (Q G F L T T Y E S G F T Q G
241 accgtcggcttcggcgtggatgecttcggctacctecggectgaagectcgacggtacctece
T v G F G VvV D A F G Y L G L K L D G T s
301 gacaagaccggcgccggcaacctgeccggtgatgaacgacggcaagccgcgcgatgactac
p K T G A G N L P V M N D G K P R D D Y
361 agccgcgcaggcggcecgecctgaaggtgecgecatcteccaagaccatgectgaaatggggegag
s R A G G A L K V R I S K T M L K W G E
421 atgcagccgaccgcaccggtcttcgecgeccggecggcagecgectgttecececgecagaccgeg
M Q Pp T A P V F A A G G S R L F P Q T A
481 accggcttccagttgcagagcagcgaattcgaaggecctcgacctcgaagecgggecattte
T G F ¢ L 9 S S E F E G L D L E A G H F
541 accgaaggcaagcagggcaccaccaccaagtcgecgecggcgaactctacgcgacctatgea
T B G K @ 6 T T T K S R G E L Y A T Y A
601 ggccagaccgccaagagcgcggacttecgecggecggecgctacgecgatcaccgacaaccte
G Q T A K S A D F A G G R Y A I T D N L
661 agcgcctccecctgtatggecgeccgaactgaaagacatctatcecgeccagtactacctgaacacce
s A S L Y G A E L K D I Y R Q Y Y L N T
721 aactacaccattccgctggcggaagatcagtcgectgggcttcgacttcaacatctaccge
N Yy T I P L A E D Q S L G F D F N I Y R
781 accaccgacgaaggcaagtccaaggccggcgacatcagcaacaccacctgatcecctggne

T T b E G K § K A G D I s N T T =

Figura 4.32 Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la proteina OptD de la cepa P3. En rojo se
han marcado los cambios de aminoacidos, mientras que en sombreado gris se han marcado los
cambios de nucle6tidos (Gnicamente aquellos que resultan en un cambio de aminoacido), respecto a

la cepa de referencia PAOT.

La cepa C, es una cepa sensible, que no presenta OprD, cuando se realizan
electroforesis en geles de poliacrilamida, de las proteinas de la membrana externa (figura

4.33).

97.4 Figura 4.33 Perfiles
electroforéticos de proteinas de

66.7 la membrana externa (OMP) en
45 SDS-PAGE de algunas de las
cepas de P. aernginosa. La flecha

5 roja marca la posiciéon de OprD

enla cepa A’y su ausencia en C.
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El estudio de la secuencia del gen gprD de C, nos muestra que éste presenta
numerosas mutaciones. En el L2 V127L; en L3 E185Q y V189T; en el L4 E229K; en el L5
N262T; en el L6 R310E y A315G; en el L7 un fragmento de 12 aminoacidos (372-
MSDNNVGYKNYG-383) es substituido por un fragmento completamente distinto de 10
aminoacidos (372-VDSSSSFAGL-381) y, finalmente en el L8 Q424E (figura 4.34). Todas
estas mutaciones las comparte con P4, con la excepcion del L1 que presenta dos cambios:
S57E y S59R. Ademas en la posicién 1200 hay una insercion que provoca una variacion de
la pauta de lectura, con lo que ademas de que, a partir de este punto, los tripletes no se leen
correctamente y se traducen por otros aminoacidos diferentes a los de la proteina nativa,
se genera un nuevo coddn stop en la posicion 424 (debido a C,,,,2T), de manera que la
proteina queda truncada en su extremo C-terminal, con lo que es posible que debido a esto
la proteina no llegue a la membrana. Esta insercién también la presenta la cepa C’, con las
mismas consecuencias fenotipicas que en el caso de C, aunque C’, como ya se ha

comentado, es una cepa resistente al imipenem.

Igual que en el caso de P3, P4, y P18, esta cepa, también nos sugiere la existencia
de otro mecanismo implicado en el paso al interior celular del imipenem, y que confiera

sensibilidad a la cepa.

1 atgaaagtgatgaagtggagcgccattgcactggcggnttccgcaggtagcactcagttce
M K v M K W S A I A L A X S A G S T Q F
61 gccgtggccgacgcattcecgtcagecgatcaggccgaagcgaaggggttcatcgaagacage
AV A DA F V S D QA EAIZ K G F I E D S
121 agcctcgacctgctgctccgcaactactatttcaaccgtgacggcaaggaaggtecggggce
s L bD L L L R N Y Y F N R D G K E G R G
181 gatcgcgtcgattggacccagggcttcectcaccacctacgaatccggecttcactcaaggce
D R V DW T (Q G F L T T Y E S G F T Q G
241 accgtgggcttcggcgtcgatgeccttcggectacctgggecctgaagctcgacggtaccteg
T v G ¥F GV D A F G Y L G L K L D G T S
301 gacaagaccggcaccggcaacctgccggtgatgaacgacggcaagccgcgcgacgactac
b K T 6 T G N L P V M N D G K P R D D Y
361 agccgcgctggcggcgceccctgaaggtgecgecatttccaagaccatgctgaagtggggcgaa
S R A G G A L KV R I S K T M L K W G E
421 atgcaacctaccgcgccggtcttcecgeccgeccggecggcagecgectgtteccgcagaccgeg
M Q P T A P V F A A G G S R L F P QO T A
481 accggcttccaactgcagagcagtgaattcgaagggctcgatctcgaagcgggccacttce
T 6 F Q L.Q S S E F E G L D L E A G H F
541 accgaaggcaagcagggcaccaccaccaagtcgcgcggcgaactctacgcaacctatgcea
T E G K @ 6 T T T K S R G E L Y A T Y A
601 ggccagaccgccaagagcgcggacttcgecggcggecgctacgecgatcaccgacaatcete
G Q T A K s A D F A G G R Y A I T D N L
661 agcgcctccctgtatggcgeccgaattgaaagacatctatcgccagtattacctgaacacc
s A S L Y G A E L K D I Y R Q Y Y L N T
721 aactacacaatcccgctggcatccgaccagtcgectgggecttecgacttcaacatctaccge
N Y T I P L A S D Q S L G F D F N I Y R
781 accaccgatgaaggcaaagccaaggccggcgacatcagcaacaccgecctggtcectggec

T T b E G K A K A G D I S N T A W S L A
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841 ggcgcgtacaccctggacgcgcacaccttcaccctggecctaccagcaggtgcatggegac
G A Y T L D A H T F T L A Y Q Q V H G D
901 gagccgttcgactacatcggcttcggcgagaacggttccggcggecggecggtgactcecgatt
E P F DY I G F G ENG S G GG G G D s I
961 ttcctcgccaactctgtgcagtactccgacttcaacggececctggcgagaaatcctggeag
F L A N S V Q Y s D F N G P G E K S W Q
1021 gctcgctacgacctgaacatggcctcecctacggegttccecggectgactttcatggttegt
AR Y DL NMA S Y GV P G L T F M V R
1081 tacatcaatggtaaggacatcgacggcaccaaggtcgactccagttecctecttctecgece
Yy I N G K b I D G T K V D s s § S F s A
1141 ctgtacggcgaggacggcaagcaccccgaacccaacctggaagccaaatacgtecgtccac
L Y G E D G K H P E P N L E A K Y V V H
1201 gtccggtccggceccaaggacctgtecgttccgecatccgeccaggecctggcaccgtgeccaacge
V R S G Q G PV V PH P P G LAUPC QR
1261 cgaccagggtgaagtcgtccagaacgagttccgecctgatcecgtcgactatccecgetgtcecgat
R P G -
1321 cctataatcgaccga

Figura 4.34 Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la proteina OprD de la cepa C. En rojo se
han marcado los cambios de aminoacidos, mientras que en sombreado gris se han marcado los
cambios de nucle6tidos (Gnicamente aquellos que resultan en un cambio de aminoacido), respecto a
la cepa de referencia PAO1. En amarillo se ha marcado la insercién responsable de cambio de pauta

de lectura.

Todos los cambios de aminoacidos de las cepas P1, P3, P4, P18, y C respecto a la

cepa de referencia PAO1, se resumen en la figura siguiente (figura 4.35).

Ll

PAOL MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSGD 61
Pl MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSGD

P4 MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYEFNRDGKSGSGD

PC MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKEGRGD

P3 MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYEFNRDGKSGSRD

P18 MKVMKWSAIALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSGD

L2

PAOL RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGY LGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDYS 121
Pl RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKSGTGNLPVMNDGTPRDDY S

P4 RVDWTQGFLTTYESGEFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY S

PC RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY S

P3 RVDWTQGFLTTYESGEFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGAGNLPVMNDGKPRDDY S

P18 RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDY S

L2 L3

PAO1L RAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHFT 181
Pl RAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLEPQTATGFQLOSSELEGLDLEAGHET

P4 RAGGALKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLEFPQTATGFQLOSSEFEGLDLEAGHFT

PC RAGGALKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLEPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHET

P3 RAGGALKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLEFPQTATGFQLOSSEFEGLDLEAGHFT

P18 RAGGALKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLEPQTATGFQLOSSEFEGLDLEAGHET
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L3 L4
PAOL EGKEPTTVKSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNSN 241
Pl EG TTPLUSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNSN
P4 EG TTTKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNIN
PC EG TTTKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNTN
P3 EG TTTKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNIN
P18 EG TTTKSRGELYATYAGQTAKSADFAGGRYAITDNLSASLYGAELKDIYRQYYLNTN

L5
PAOL YTIPLASDQSLGFDFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGDO 301
Pl YTIPLASDQSLGFDFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGDQ
P4 YTIPLASDQSLGFDFNIYRTEDEGKAKAGDI SNTAWSLAGAY TLDAHTFTLAYQBVHGD
PC YTIPLASDQSLGFDFNIYRT DEGKAKAGDISNTIWSLiIiYTLDAHTFTLAYQIVHGDI
P3 YTIPLAEDOSLGFDFNIYRTEDEGKEKAGDISNTT-——————=—————————————————
P18 YTIPLASDQSLGFDFNIYRTEDEGKAKAGDI SNTH---——---——---——mo oo
L6 L7

PAOL PFDYIGFGRNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVRY 361
Pl PFDYIGFGENGSGBGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVRY
P4 PFDYIGFGENRSGEGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNMASYGVPGLTFMVRY
PC PFDYIGFGENGSGGEGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARY DLNMASYGVPGLTFMVRY
P3 e
Pl8 oo

L7 18
PAOL INGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRAN 421
Pl INGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRAN
P4 INGKDIDGTK-VDSSSSFAGL-YGEDGKHHETNLEAKYVVQAGPAKDLSFRIRQAWHRAN
PC INGKDIDGTK—VDSSSSFSAL—YGEDGKHIEINLEAKYVV—
P3 e
Pl8 o

18

PAOL ADQGEGDQNEFRLIVDYPLSIL 443
Pl ADQAEGDONEFRLIVDYPLSIL
P4 ADEGEGDONEFRLIVDYPLSIL
e EEEE-----—------—--——-—-
P3 e
P18 s

Figura 4.35 Alineamiento multiple de la secuencia de aminoacidos de la proteina OptD de las
cepas P1, P3, P4, P18 y C con la cepa de referencia PAO1. En amarillo se indica el reemplazo de
un fragmento de aminoacidos, mientras que en verde se han indicado otros cambios de aminoacido
y, en azul, se indica la terminacién prematura de la traduccién. Las localizaciones de los /ops L1 a

L8 se han marcado con lineas negras.

Al amplificar el gen oprD mediante la técnica de la PCR, se observé que todas las
cepas presentaban un amplificado que se corresponde con el tamafio esperado del gen de la
OprtD (1586 pb), excepto A y A’, que presentaban tamafios muy superiores
(aproximadamente 3000pb en el caso de A y 2000pb para A’), sugiriendo la presencia de

largos insertos en el interior de gprD (figura 4.30).
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Kb

3

) Figura 4.36 Gel de agarosa que muestra los

1.5 amplificados obtenidos tras la PCR realizada con

1 los primers OprDSEQF1 y OprDSEQRI. En la

0.75 parte inferior se han indicado las cepas a las que
pertenecen los diversos amplificados.

0.5

0.25

El analisis de las secuencias de A y A’ demostré que, efectivamente, estas dos cepas
presentaban largos insertos dentro del gen, concretamente ambas cepas presentan el mismo
inserto de 1300pb aproximadamente, al que hemos denominado ISPa13. Este es un nuevo
elemento genético moévil, clasificado como secuencia de insercion o IS, ya que presenta las
caracteristicas propias de un elemento IS. Estos elementos se caracterizan por estar
flanqueados por repeticiones invertidas imperfectas, y suelen presentar pautas de lectura
ablertas que generalmente codifican para funciones involucradas con la movilidad del
propio elemento insercional, como un enzima, por ejemplo una transposasa, que reconoce
las repeticiones imperfectas y procesa los extremos; este enzima suele estar codificado por

una o dos ORFs, y su secuencia ocupa, normalmente, la totalidad del inserto.

El elemento ISPal3 presenta dos pautas de lectura abierta. La primera pauta de
lectura, cuando se traduce, tiene gran homologia con una transposasa de un elementote
insercion, 1S3/18911, de Shewanella baltica; aunque en nuestro caso la proteina, presenta un
aminoacido menos en la zona N-terminal, as{ como la insercién de un par de aminoacidos

en las posiciones D65 y A60, tanto en la cepa A como en la cepa A’ (figura 4.37).

Los miembros de la familia de IS3 se caracterizan por longitudesdeentre 1200 y
1550 bp, y por repeticiones invertidas de 20-40pb en sus extremos que, aunque son
variables, presentan la estructura 5-TG-----CA-3’; generalmente, estos elementos presentan
dos pautas de lectura consecutivas y parcialmente solapadas. Sin embargo, muchos
miembros presentan una organizacion que no se corresponde con la organizacion general
de la familia 1S3 ["*"]. Debido a que ISPal3, cumple casi todos los requisitos requeridos
para pertenecer a la familia IS3, pensamos que efectivamente podria pertenecer a ella,

aunque las dos pautas de lectura que presenta no estan solapadas.
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Sb MSLKKSHKSYPQAFKDEAVLMVLEQGYSVADAAKSLGVSTSLLYNWKEK 49
A -MTK Y FKAEA GY. L SLLDRW

A’ K Y FKAEA GY| L SLLDRW

Sb HOALQQOGITLEESERD--ELKRLRKENKELRMEKEILKKASAFFAREMK 98

A GV T E LREE LRIEKEVMLKKATAFFARE
A’ GVT E LREE LRIEKEVLKKATAFFARE

Figura 4.37 Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la transposasa de S. baltica (Sb) y las

del elemento I1SPal3 localizado en el gen gprD de las cepas A y A’. En verde se han marcado las

diferencias en la secuencia de aminoacidos. Los guiones indican la ausencia de aminoacidos.

La otra pauta de lectura presenta elevada homologia con una parte de una
integrasa de Nitrosomonas enropaea, en concreto, unicamente se alinea con los primeros 187
aminoacidos de ésta (la proteina homodloga consta de trescientos aminoacidos), aunque su
similitud no es muy elevada, como puede observarse en la figura 4.38. La presencia de
multiples mutaciones y un codon stop prematuro, podrian ser los responsables de que el

resto de secuencia no se alinee con la proteina de N. exropaca.

Ne MCGVFREGVAVRYARIEQLRQHHAVAAMCRILDVSESGYHAWRQRPPSAR 50
A DVSRSG WRQREP

A' DVSRSG WRQREP

Ne QQENLRLETEVKAAHQRTRETYGPRRLRSDLADHGIQTSLYRIKRIRRKL 100
A Q---CLHREVKDIH YG L G Y

Al QO---CLHREVKDIH YG L G Y|

Ne GLRCKQKRKFKATTDSRHALPLAPNLLDRQFTVAAPDRAWVSDITYVATD 150
A GVACRO TTDSBHGLPVAPNLLKRQFT P Wi

A’ GVACROQ TTDSDHGLPVAPNLLKRQFT P Wi

Ne EGWLYLAGIKDLFNGELVGYAMSERMTTSLVSQALFRAVAAKRPARGLIH 200
A - TSL

A'

Ne HSDRGSQYCAHAYRKQLOQQFGMQOASMSRKGNCWDNAPMESFWGSLKNELV 250
A __________________________________________________

A

Ne HHRRFTTRTQARQEITEYIEIFYNRIRKQARLGYLSPAQFTQKYHAKQIAA 300
A ___________________________________________________

A' ___________________________________________________

Figura 4.38 Alinecamiento de la secuencia de aminoacidos de la integrasa de N. ewropaea (Ne) y las
del elemento ISPal3 localizado en el gen gprD de las cepas A y A’. En verde se han marcado las

diferencias en la secuencia de aminoacidos. Los guiones indican la ausencia de aminoécidos.

En el resto del inserto no se puede leer ninguna otra pauta de lectura que sea

consistente con una posible proteina.
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A modo de ejemplo, la figura 4.39 muestra la secuencia del elemento ISPal3
localizado en el gen gprD de la cepa A (como ya se ha comentado, el de la cepa A’; es el

mismo, con algunas diferencia en la secuencia de aminoacidos).

1 ctacgcagatgcgacatgcgtcatgcaattttgcgacagcacggtaaagaatcecgtcecget
61 tcgaaacctcaactatcgccaagaaacactgggtgctataagttagcgccgacaagaaga
121 agtagccgatgaactggtctaattggagcggacaccccgggaagcecctcatactggaggea
181 ttggaggtgttcatgaccaagaagacgcgacgtcggtactccgacgaattcaaggctgag
M T K K T R R R Y s D E F K A E
241 gcggtcaacatggttcgaggagagggttatgccatctccgaggctgeccaggecggectggat
AV N MV R G E G Y A I S E A A R R L D
301 atcgatcgcagcctgctagatcgectggtgtcgeccagcaacgtgaccgggaggatggtgtyg
I b rR S L L DR W C R O ©Q R D R E D G V Transposasa
361 actgacgaccaggcagatgagcgggatgccgagatcaagaaacttcgcgaagaagttcegt
T b D Q A D E R D A E I K K L R E E V R
421 aagttggggattgaaaaggaggttttaaaaaaggccacggccttcttcgcgagagagteg
K L 6 I £ K E Vv L K K A T A F F A R E S
481 agctgagataccagttcatcgagtcggagaaggcctacttcccagtggeggtgectgtgecgt
S
542 gtcatggacgtcagccgcagtggcttctatgectggecgtcagegtgaacccgatgagecag
M DV S R S G F Y A W R Q R E P D E Q
602 cgccagtgcctgcaccgggaggtcaaggacatccacgatcagaaacgtggtagectatggg
R ¢ ¢ L H R E V K D I H D Q K R G S Y G
662 agccggcgaatggccaaggaactccgtcgcagaggtcatgeggtecggtegttatcaggeg
S R R M A K E L R R R G H AV G R Y Q A
722 cgtagcctgatgcaggaagcgggtgtcgcctgccgacagecgtcgeccgectaccggecatacg
R s L. M 9 E A G V A C R Q R R R Y R H T Integrasa
782 acggacagcgaccacgggctgccagtggctcccaacctgctcaagcggcagttcacggtyg
T b s b H G L P VA P N L L K R Q F T V
842 cctgagcccaatcaggcgtggtggcgacatcactgccatttggaccttggaaggctggtt
P E P N Q A W W R HH C H L D L G R L V
902 gtacctggcggccgtgctggacctctacgaccgacaggtcatcggectggccatggeccgac
v P G G R A G P L R P T G HUR L A M A D
962 catatgaagacgtcactcaccctgacgccctgagatggcaattgeccgeccgacgecteecg
H M K T s L T L T P
1022 ggagtgctcacactcgatcgcgcagccagtacgectctecgtgegtatcgecgaacgactge
1082 aagcacggtcagctcatgagcgcaggaactgtggacatgcgtcatgagcgectctcecgetcet
1142 ctgaagagcgaatggctgaggacagcggtatgacccgccagtcagcgaggcgcgacgtcg
1202 tgacctatatcgagatggagtacaacagctgccggctccactcgacccttggctaccaca
1262 cgccgagggagatcgagaaaatcgcggaagcagcttaataaaagtgtccgectacgacttyg
1322 accagaacacgtcactgcggcactgtgatggcagagataatttcaaaaccaaaggagcaa
1382 tcacacgtcactgcggcactgtgatggcagagataatttcaaaaccaaaggagcaatcaca
1442 atgaaagtgatgaagtggagcgccattgcactggcggtttce

Figura 4.39 Secuencia de nucleétidos y aminoacidos del elemento ISPal3 localizado en el gen gprD
de la cepa A (en azul). En color negro se ha indicado la secuencia correspondiente a OprD. Las
25pb subrayadas en los extremos 5’ y 3” de ISPal3 representan las posibles repeticiones invertidas

imperfectas, que caracterizan a estos elementos.

La diferencia mas importante entre las dos ISs es la zona en la que se han insertado.
En A el inserto se ha situado en la zona del promotor del gen de la OprD, delante del ATG
inicial, cosa que hace que, a pesar de su insercion, gprD esté integro, y por tanto, también lo
deberia estar la protefna; es por ello que no es de extrafiar que en la electroforesis de

proteinas de membrana externa de la cepa A, la OprD esté presente (figura 4.33).
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Debido a esto, la cepa A es una cepa sensible al imipenem, ya que la presencia de
OprD permite el paso del antibiético al interior celular. Esto se confirma al observar la
secuencia de gprD, ya que las mutaciones presentes él, no sén mutaciones que esten
implicadas en la biogénesis de la proteina (figura 4.40). Hasta ahora, la presencia de estos
elementos unicamente se habfa descrito en cepas resistentes, donde producian una
inactivacion de la trascripcion del gen gprD. En nuestro caso la presencia del inserto parece

no afectar la trascripcién génica.

1 ctacgcagatgcgacatgcgtcatgcaattttgcgacagcacggtaaagaatccgtcget
61 tcgaaacctcaactatcgccaagaaacactgggtgctataagttagecgccgacaagaaga
121 agtagccgatgaactggtctaattggagcggacaccccgggaagcctcatactggaggea
181 ttggaggtgttcatgaccaagaagacgcgacgtcggtactccgacgaattcaaggctgag
241 gcggtcaacatggttcgaggagagggttatgccatctccgaggctgeccaggecggectggat
301 atcgatcgcagcctgctagatcgctggtgtcecgeccagcaacgtgaccgggaggatggtgtyg
361 actgacgaccaggcagatgagcgggatgccgagatcaagaaacttcgcgaagaagttegt
441 aagttggggattgaaaaggaggttttaaaaaaggccacggceccttcttcgecgagagagtcg
481 agctgagataccagttcatcgagtcggagaaggcctacttcccagtggeggtgetgtgec
542 gtgtcatggacgtcagccgcagtggcttctatgecctggegtcagegtgaacccgatgagea
602 gcgccagtgcctgcaccgggaggtcaaggacatccacgatcagaaacgtggtagctatgg
662 gagccggcgaatggccaaggaactccgtcgcagaggtcatgecggteggtegttatcagge
722 gcgtagcctgatgcaggaagcgggtgtcgectgeccgacagegtcgecgectaccggecatac
782 gacggacagcgaccacgggctgccagtggctcccaacctgectcaagecggcagttcacggt
842 gcctgagcccaatcaggcgtggtggcgacatcactgccatttggaccttggaaggctggt
902 tgtacctggcggceccgtgctggacctctacgaccgacaggtcatcggetggeccatggecga
962 ccatatgaagacgtcactcaccctgacgccctgagatggcaattgeccgecgacgectecece
1022 gggagtgctcacactcgatcgcgcagccagtacgectcectegtgegtatecgegaacgactg
1082 caagcacggtcagctcatgagcgcaggaactgtggacatgcgtcatgagecgectctegetce
1142 tctgaagagcgaatggctgaggacagecggtatgacccgeccagtcagegaggecgegacgte
1202 gtgacctatatcgagatggagtacaacagctgccggctccactcgacccttggcectaccac
1262 acgccgagggagatcgagaaaatcgcggaagcagcttaataaaagtgtccgctacgactt
1322 gaccagaacacgtcactgcggcactgtgatggcagagataatttcaaaaccaaaggagca
1382 atcacaatgaaagtgatgaagtggagcgccattgcactggecggtttccgcaggtagecact

M K vV ™M KW S A I A L A V S A G S T

1442 cagttcgccgtggccgacgcattcgtcagecgatcaggccgaagcgaaggggttcatcgaa
Q F AV A DA F V S D QA E A K G F I E
1502 gacagcagcctcgacctgctgctccgcaactactatttcaaccgtgacggcaagagcggce
b s s L DL L L R N Y Y F N R D G K S G
1622 agcggggaccgcgtcgactggacccaaggcttcctcaccacctatgaatccggecttcacce
s G bR VDW T Q G F L T T Y E S G F T
1682 caaggcaccgtgggcttcggcgtcgatgecttcggectacctcggectgaagectcgacgge
Q G T v G F G v D A F G Y L G L K L D G
1742 acctcggacaagagcggtaccggcaacctgccggtgatgaacgacggcacgccccgtgac
T S b K S G T GG N L P V M N D G T P R D
1802 gactacagccgcgccggtggcgeccgtgaaggtacgcatctccaagaccatgttgaagtgg
DYy $S R A G G A V K V R I § K T M L K W
1862 ggcgagatgcagccgaccgctccggtcecttecgecgectggeggcagecgectgttecececgecag
G EM Q P T A P V F A A G G S R L F P 0Q
1922 accgcgaccggcttccaactgcagagcagcgaactcgaagggctcecgatctcgaagcaggce
T A T G F Q0 L Q S S E L E G L D L E A G
1982 cacttcaccgaaggcaagcagggcaccaccaccaagtcgcgecggcgaactctacgecaacc
H F T E G K Q@ 6 T T T K S R G E L Y A T
2042 tatgcaggcgagaccgccaagagcgccgatttcattgggggccgectacgcaatcaccgat
Yy A G E T A K S A D F I G G R Y A I T D
2102 aacctcagcgcctccecctgtacggtgctgaactcgaagacatctatcgtcagtattacctg
N L S A S L Y G A E L E D I Y R Q Y Y L
2162 aacagcaactacaccatcccactggcatccgaccaatcgctgggcttcgatttcaacatce

N S N Y T I P L A S D O S L G F D F N I
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2222 taccgcacaaacgatgaaggcaaggccaaggccggcgacatcagcaacaccacttggtece
Yy R T N D E G K A K A G D I S N T T W S
2282 ctggcggcagcctacactctggatgcgcacactttcaccttggectaccagaaggtccat
L A A A Y T L DA H T F T L A Y Q K V H
2342 ggcgatcagccgtttgattatatcggcttcggecgagaacggttccggeggeggeggtgac
G b P F DY I G F G ENG S G G G G D
2402 tcgattttcctcgceccaactcecgtccagtacteccgacttcaacggeccctggecgagaaatcece
s I F L AN S V QY S D F N G P G E K S
2462 tggcaggcccgctacgacctgaacctcgectcectatggegttecccggectgactttcecatg
w o A R Y DL N L A S Y G V P G L T F M
2522 gtccgctatatcaatggcaaggacatcgatggcaccaagatgtctgacaacaacgtcgge
v R Y I N G K b I D G T K M S D N N V G
2582 tataagaactacggctacggcgaggacggcaagcaccacgagaccaacctggaagccaag
Yy K N Y G Y G E D G K H H E T N L E A K
2642 tacgtggtccagtccggtccggccaaggacctgtegtteccgecateccgecaggectggecac
Yy v v s G P A K D L S F R I R Q A W H
2702 cgcgccaacgccgaccaggccgaaggccaccagaacgagttecctecctgtacgtegtectat
R A N A D O AU E G H QN E F L L Y V V Y
2762 ccgctgtcgatcctgtaatcgaccgacaggcaacgaaaaaacccggcatcgecgggtttt
P L S I L -
2822 ttcttcttggcggcaacgcgectataaagg

Figura 4.40 Secuencia de nucledtidos y aminodcidos de la proteina OprD de la cepa A (en negro).
El color azul muestra el elemento ISPal3. En rojo se han marcado los cambios de aminoacidos, y
en sombreado gris se han marcado los cambios de nucleétidos, respecto a la cepa de referencia
PAO1, que resultan en un cambio de aminoacido. Las 25pb subrayadas representan las posibles

repeticiones invertidas imperfectas de ISPal3.

La cepa A’ sin embargo, presenta unicamente una parte del gen de la OprD, ya que
el inserto esta situado en la zona que corresponderia a los cuatro primeros /ogps de la
proteina (figura 4.41), concretamente la disrupcion del gen se produce hasta el nucleétido
232, en el que empieza la proteina. Esto concuerda con el perfil de resistencia, pero no con
el de proteinas de la membrana externa en geles de poliacrilamida (figura 4.33). El hecho de
no presentar parte del gen, nos hace pensar que la biogénesis de la proteina queda afectada
y, por tanto, ésta no deberia estar presente en la membrana externa, por lo que la célula
presentarfa resistencia al imipenem. La cepa A’ es una cepa resistente a este carbapenem,

pero cuando analizamos las proteinas de su membrana externa, observamos OprD en ella.

Una posible explicacion a esto, podria ser la existencia de una segunda copia del gen
en otra parte del genoma que no presentase mutaciones que afectasen a la sintesis de
OptD. Esto queda descartado ya que, en la reaccion de PCR, tnicamente se observa un
amplificado, que corresponde al del gen que presenta el inserto. Actualmente se estan

analizando otras posibles explicaciones a este hecho.
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1 ctacgcagatgcgacatgcgtcatgcaattttgcgacagcacggtaaagaatccgtcecget
61 tcgaaacctcaactatcgccaagaaacactgggtgctataagttagcgeccgacaagaaga
121 actagccgttgaactggtctaattggagcggacaccccggtaagecctcatactggaggea
181 ttggaggtgttcatgaccaagaagacgcgacgtcggtactccgacgaattcaaggctgag
241 gcggtcaacatggttcgaggagagggttatgccatctccgaggctgeccaggecggetggat
301 atcgatcgcagcctgctagatcgectggtgtcgeccagcaacgtgaccgggaggatggtgtyg
361 actgacgaccaggcagatgagcgggatgccgagatcaagaaacttcgcgaagaagttcegt
421 aagttgcggattgaaaaggaggttttaaaaaaggccacggccttcttecgecgagagagtcg
481 agctgagataccagttcatcgagtcggagaaggcctacttcccagtggecggtgetgtgece
541 gtgtcatggacgtcagccgcagtggcttctatgectggegtcagegtgaacccgatgage
601 agcgccagtgcctgcaccgggaggtcaaggacatccacgatcagaaacgtggtagctatg
661 ggagccggcgaatggccaaggaactccgtcecgecagaggtcatgeggteggtegttatcagg
721 cgcgtagcctgatgcaggaagcgggtgtcgectgeccgacagecgtcgecgectaccggeata
781 cgacggacagcgaccacgggctgccagtggctcccaacctgcectcaagcggcagttcacgg
841 tgcctgagcccaatcaggcgtggtggcgacatcactgccatttggaccttggaaggetgg
901 ttgtacctggcggceccgtgctggacctcectacgaccgacaggtcatcggectggeccatggecg
961 accatatgaagacgtcactcaccctgacgccctgagatggcaattgeccgeccgacgectec
1021 cgggagtgctcacactcgatcgcgcagceccagtacgectectegtgegtatcgecgaacgact
1081 gcaagcacggtcagctcatgagcgcaggaactgtggacatgcgtcatgagecgectcteget
1141 ctctgaagagcgaatggctgaggacagcggtatgacccgecagtcagcgaggecgegacgt
1201 cgtgacctatatcgagatggagtacaacagctgccggctccactcgacccttggectacca
1261 cacgccgagggagatcgagaaaatcgcggaagcagcttaataaaagtgtccgcetacgact
1321 tgaccagaacactatcgtcagtattacctgaacagcaactacaccatcccactggcatcc
Y R 0 Y ¥ L N S N Y T I P L A S
1381 gaccaatcgctgggcttcgatttcaacatctaccgcacaaacgatgaaggcaaggccaag
b ¢ S L G F D F N I Y R T N D E G K A K
1441 gccggcgacatcagcaacaccacttggtccctggcggcagectacactctggatgecgeac
A G D I s N T T W S L A A A Y T L D A H
1501 actttcaccttggcctaccagaaggtccatggcgatcageccgtttgattatatecggettce
T ¥ T L A Y Q K V H G D @ P F D Y I G F
1561 ggcgagaacggttccggcggcggcggtgactcgattttectecgeccaacteccgtgcagtac
G E N G S G G G G D S I F L A N S V QY
1621 tccgacttcaacggcecccggcgagaaatcecctggcaggecegctacgacctgaacctegece
s D F N G P G E K S W QAR Y D L N L A
1681 tcctatggcgttcccggectgactttcatggteccgetatatcaatggcaaggacatcgat
s 'y G v.. » 6 L T F M V R Y I N G K D I D
1921 ggcaccaagatgtctgacaacaacgtcggctacaagaactacggctacggcgaggacggc
G T K M S D NNV G Y K N Y G Y G E D G
1981 aagcaccacgagaccaacctcgaagccaagtacgtggtccagtccggtccggeccaaggac
K H H E T N L E A K Y V V Q S G P A K D
2041 ctgtcgttccgcatccgeccaggecctggcaccgecgeccaacgeccgaccaggecgaaggegac
L s F R I R Q A W H R A N A D Q A E G D
2101 cagaacgagttccgcecctgatcgtcgactatccgectgtcgatecctgtaatcgaccgacagg
Q N E F R L I Vv DY P L S I L -
2161 caacgaaaaaacccggcatcgccgggttttttcttecttggecggcaacgegectataaagg

Figura 4.41 Secuencia de nucleétidos y aminoacidos de la proteina OprD de la cepa A’ (en negro).
El color azul muestra el elemento ISPal3. En rojo se han marcado los cambios de aminoacidos, y
en sombreado gris se han marcado los cambios de nucleétidos, respecto a la cepa de referencia
PAO1, que resultan en un cambio de aminodacido. Las 25pb subrayadas representan las posibles

repeticiones invertidas imperfectas de ISPal3.

En la siguiente figura (figura 4.42) se muestra el alineamiento de la OprD de las
cepas A y A’ con la cepa de referencia PAOT1, en el cual se puede observar que la proteina
OprD de la cepa A’ empieza en el ultimo aminoacido del /op 4, por lo que no seria posible

que ésta proteina llegase a la membrana.
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L1l
PAO1 MKVMKWSATALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYFNRDGKSGSGD 61
A MKVMKWSATALAVSAGSTQFAVADAFVSDQAEAKGFIEDSSLDLLLRNYYEFNRDGKSGSGD
N
L2
PAO1 RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKTGTGNLPVMNDGKPRDDYS 121
A RVDWTQGFLTTYESGFTQGTVGFGVDAFGYLGLKLDGTSDKISGTGNLPVMNDGITPRDDY S
A' ____________________________________________________________
L2 L3
PAO1 RAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSEFEGLDLEAGHFT 181
A RAGGAVKVRISKTMLKWGEMQPTAPVFAAGGSRLFPQTATGFQLQSSELEGLDLEAGHET
A
L3 L4
PAO1 EGKEPTTVKSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNSN 241
A EGKOGTTITKSRGELYATYAGETAKSADFIGGRYAITDNLSASLYGAELEDIYRQYYLNSN
A" mm e YRQYYLNSN
L5
PAO1 YTIPLASDQSLGEFDFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGDQ 301
A YTIPLASDQSLGFDFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGDQ
A’ YTIPLASDQSLGFDEFNIYRTNDEGKAKAGDISNTTWSLAAAYTLDAHTFTLAYQKVHGDQ
L6 .7
PAO1 PFDYIGFGRNGSGAGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVRY 361
A PFDYIGFGENGSGGGGDSIFLANSVQYSDFNGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTFMVRY
A’ PFDYIGFGENGSGGGGDSIFLANSVQYSDENGPGEKSWQARYDLNLASYGVPGLTEFMVRY
L7 L8
PAO1 INGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRAN 421
A INGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQOSGPAKDLSFRIRQAWHRAN
A’ INGKDIDGTKMSDNNVGYKNYGYGEDGKHHETNLEAKYVVQSGPAKDLSFRIRQAWHRAN
L8
PAO1 ADQGEGDQNEFRLIVDYPLSIL 443
A ADQAEGHONEFLIYVVYPLSIL
A’ ADQAEGDONEFRLIVDYPLSIL

Figura 4.42 Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de la proteina OprD de de las cepas A y
A’, con la cepa de referencia PAO1. En verde indican los cambios de aminoacidos. Las barras

horizontales indican la posicion de los Agps. Los guiones indican la ausencia de aminoacidos.

Como se puede observar a partir del alineamiento, las diferencias respecto la cepa

de referencia PAOT1 son escasas tanto en A, como en la parte presente de A’.
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Las secuencias de insercién bacterianas fueron identificadas inicialmente durante
estudios genéticos por su capacidad de generar mutaciones como resultado de su
translocacion. El interés en el estudio de la resistencia bacteriana a los antibiéticos reveld
un importante papel de estos elementos moéviles tanto en la  adquisicion, como en la
diseminacion de genes con funciones “accesorias”, como permitir la resistencia a diversos
antibidticos de los microorganismos que los presentan, aunque no debemos olvidar que las
ISs estan implicadas también, en otras funciones. Muchas ISs, forman parte del cromosoma
de la mayoria de las especies bacterianas participando en reorganizaciones cromosomicas e
integracién de plasmidos. Ademds, en ciertos casos, la localizacion de diferentes elementos
IS especificos en lugares definidos del cromosoma es suficientemente estable como para
utilizar estas ISs como marcadores para tipar especies y para estudios epidemiolégicos, en

algunas especies como por ejemplo Mycobacterium tuberculosis, Salmonella spp., o 1 ibrio cholerae.

La presencia de largos insertos o ISs en gprD ya ha sido descrita por Lister ef /. en

86 [158

cepas de Pseudomonas spp. []; también se ha descrito en otros genes de esta especie [ '], asi

. . . . . 159

como en otras porinas de otras especies, por ejemplo Klebsiella pnenmoniae []. En todos
estos casos la insercion estaba relacionada directamente con la resistencia a los
antimicrobianos, poniendo de manifiesto la contribuciéon de estos insertos en el aumento

de las resistencias.

En el caso de oprD, Lister et al., describieron una inactivacion insercional de la
expresion de este gen, cosa que provocaba, evidentemente una perdida de la porina en la
membrana de las cepas; en el caso de la cepa A también seria l6gica esta pérdida, aunque
por la inactivacion insercional del gen, sino porque la inserciéon de ISPal3 ha provocado la
pérdida de aproximadamente la mitad de la proteina. Esta es la primera vez que se describe
que una IS provoca pérdida de una parte de gprD. En el caso de A’ la insercion, o bien no
provoca una disminucion de la expresion, o bien esta disminucién no es suficiente, ya que
esta cepa si presenta OprD en sus membranas; en todo caso estamos delante de una
insercién que no afectaria a la resistencia a los carbapenems. Esto podria ser debido a que
en el caso de A’ el inserto se no se encuentra dentro de gprD, sino justo antes, mientras que
en el caso de la cepas de Lister, éste siempre disrumpia el gen. La presencia de estos
elementos de inserciéon en cepas sensibles al imipenem no se habfa descrito hasta el

momento.
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48 CONSTRUCCION DE UN MODELO ESTRUCTURAL DE
LA PORINA OprD

A falta de un modelo de la proteina basado en la cristalizacién, que todavia hoy no
se ha conseguido, nos propusimos realizar una aproximacion a la estructura tridimensional

de la proteina, mediante la utilizacién de un programa informatico.

Los métodos de prediccion estructural de proteinas a partir de su secuencia de
aminoacidos son, actualmente, objeto de gran interés. Datos experimentales han
demostrado que la informacién necesaria para plegamiento de una proteina se encuentra
contenido en su propia secuencia; los cientificos llaman a este hecho “la segunda parte del
codigo genético”. Se podria pensar que la conformacion espacial que adopta una proteina
corresponde a un minimo de la energfa libre del espacio, de las conformaciones posibles.
Esta idea permitirfa que, mediante métodos teéricos de minimizacién de energia, se pudiese

calcular la estructura que adopta cualquier secuencia de aminoacidos.

En la practica hay numerosas configuraciones posibles para una determinada
secuencia y se utilizan programas que deducen la conformaciéon a partir de diferentes
conjuntos de datos, como la modelizacién por homologia o #hreding, que consiste en
trabajar a partir de estructuras de proteinas ya conocidas y que sean homologas a la que se
estudia; algoritmos cinéticos, que realizan estudios estadisticos para predecir elementos de
estructura secundaria con una optimizacién de tipo cinético, o modelizaciones de novo si se
conocen algunas caracteristicas de estructura y se dispone de datos adicionales de baja

resoluciéon como la membrana externa.

Dado que disponfamos de la secuencia de la proteina OprD de P. aeruginosa, nos
planteamos realizar una aproximacion a la estructura de la proteina. Se trabajé con una

modelizacion a partir de su secuencia.

Para la construccion de un modelo tridimensional de la proteina, se utilizé el
programa Modeller (version 9v2). Este programa realiza una extrapolaciéon de una estructura
de la nueva proteina a partir de las estructuras ya conocidas de otros miembros que

pertenezcan a la misma familia.
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En nuestro caso la OptD de P. aeruginosa tue comparada con la proteina 2mpr de
Salmonella typhimurinm ['*'], que es una maltoporina de la familia de LamB, que aunque es la

proteina con la que mas similitud comparte, no presentan entre ellas elevada homologia.

El objetivo de la modelizaciéon “tedrica” realizada a partir de la secuencia de
aminoacidos de una proteina, no es el de confirmar una estructura obtenida a través de
técnicas de alta resolucion sino la de sugerir, es decir, la de aportar informacion sobre la

distribucion en el espacio de diferentes aminoacidos.

Una vez establecido un modelo preliminar de la estructura de la proteina, se realizo
un refinamiento del modelo, con el objetivo de corregir las transiciones entre los /ogps y las
regiones adyacentes utilizando una minimizacién de energia. Con un proceso de
minimizacién se construy6 una nueva conformacion de las regiones de solapamiento de los
logps. El resto de la estructura fue fijada. Finalmente, se fijaron los atomos de la cadena
principal de la proteina y se realiz6 una minimizaciéon de los residuos de las cadenas
laterales. Esto cambi6 ligeramente las posiciones de las cadenas laterales en funcién de los

residuos vecinos.

Las figuras 4.43 y 4.44 nos muestran el modelo tridimensional de la proteina

obtenida siguiendo esta metodologfa.

Figura 4.43 Topologia de la proteina OprD visualizada mediante el interpretador de imagenes
Python contenido en el programa Pymol. Vista del trimero desde la bicapa. Cada mondémero que

forma parte de la proteina se muestra en un color diferente.
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Figura 4.44 Topologia de la proteina OprD y 2mpr,
visualizadas mediante el interpretador de imagenes Python
contenido en el programa Pymol Cada uno de los
monoémeros que forman parte de las protefnas se muestra
en un color diferente. Vista del trimero desde el exterior

(perpendicular al plano de la membrana) de 2mpr (a) y de

OptD (b). Vista, también desde el exterior del trimero,
(2) donde se observa la apertura “real” de cada uno de los

poros que forman los monémeros de la proteina (c).

(b) ©

Como se puede observar en el modelo esta proteina pertenece al grupo de “porinas
clasicas”, constituidas por tres monémeros que forman un trimero que se inserta en la
membrana. Cada uno de los monémeros forma un canal lleno de agua por donde se
permite el paso de ciertas sustancias. También se puede observar la estructura en forma de
barril que presenta cada uno de los monémeros. Este modelo confirma las predicciones

que, hasta el momento, se han realizado sobre la estructura de la porina OptD.
Actualmente se esta trabajando en la optimizaciéon de este modelo estructural y en

la determinacién de la relacion entre la situacion espacial de los diversos /ogps y su funcion,

tanto en el paso de sustancias, como en la resistencia al imipenem.
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Conclusiones

Las cepas clinicas son mas resistentes a los antibidticos que las cepas ambientales,
debido a la fuerte presién que existe en el entorno hospitalario, y que favorece a las
cepas que desarrollan mecanismos para evadir la accién de diferentes antimicrobianos.
Estas diferencias en la susceptibilidad sugieren, ademas, cierto grado de aislamiento
ecolégico entre las dos poblaciones, ya que las cepas clinicas se encontrarfan en un
habitat, que presenta una elevada presién selectiva por parte de los antibidticos y
desinfectantes, y en cambio las cepas ambientales estarfan en otro habitat separado

donde esta presioén no existe.

Técnicas que miden la variabilidad fenotipica y genotipica como las proteinas totales
(PT), proteinas de membrana externa (OMPs), la electroforesis de campo pulsante
(PFGE) y la amplificaciéon de polimorfismos de DNA al azar (RAPD) utilizando el

primer 208, confirman la distancia entre los aislados de los dos origenes.

El conjunto de los resultados nos sugiere que la poblacion de P. aernginosa en nuestro
entorno (Hospital de Bellvitge y alrededores), podria ser una poblacién clonal
epidémica, en la cual todas las cepas provienen de una poblacién ambiental muy
diversa, y de la que un clon ha emergido para dar lugar a la poblacién clinica que, una

vez establecida, vuelve a diversificarse.

La ausencia/presencia de la proteina OptD en la membrana externa de Pseudomonas
aeruginosa, no explica totalmente los patrones de resistencia/susceptibilidad observados

en las cepas investigadas.

La existencia de cepas sensibles al imipenem que no presentan OprD en sus
membranas externas, sugiere la presencia de otro mecanismo secundario de entrada del

imipenen a las células, independiente de OprD.
A falta de un modelo estructural basado en la cristalizacién, nuestro modelo

tridimensional de la proteina OprD confirma las predicciones, anteriormente realizadas,

de la estructura del heterémero del que esta constituido esta porina.
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