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1.1  Morganella morganii

El génere Morganella, membre de la familia Enterobacteriaceae, esta constituit
actualment per una sola especie: Morganella morganii amb dues subspecies, M. morganii
morganii 1 M. morganii sibonii. M. morganii és un patogen oportunista causant d’infeccions

del tracte urinari i bacteriémies.

1.1.1 CARACTERISTIQUES DEL GENERE

El génere Morganella esta constituit per bacils Gram negatius de petita grandaria (de
0,6 a 0,7 um de diametre i de 1,0 a 1,7 um de llargaria), generalment sé6n organismes mobils

per flagel-lacid peritrica, quimiorganotrofs i anaerobics facultatius [17].

Morganella spp. pot hidrolitzar la urea 1 produir acid i1 gas a partir de glucosa 1
manosa. La temperatura Optima de creixement es situa al voltant dels 37°C. A més pot reduir
els nitrats en nitrits i com tots els integrants de la familia Enterobacteriaceae és oxidasa
negativa. Les soques de M. morganii creixen bé en els medis d’aillament primari com 1’agar
TSA 1 I’agar nutritiu i poden créixer en preséncia de cianur de potassi. La figura 1.1 mostra

algunes imatges de M. morganii al microscopi Optic i en cultiu en placa.

(@) (b)

Figura 1.1. (a) Imatge de M. morganii després d’un tenyiment Gram. (b) Imatge de colonies de M.
morganii crescudes en agar sang.

Va ser al 1906, estudiant 1’etiologia de la diarrea infantil, quan Harry de Reimer
Morgan va descriure un microorganisme negatiu en la fermentacié de la lactosa, indol positiu
1 negatiu en la liquefacci6 de gelatina, completament diferent de Bacillus dysenteriae, fins
llavors conegut com el principal patogen causant de malalties pediatriques a Filipines,
Alemanya 1 Estats Units. Va passar a ser conegut com a “bacil de Morgan” i al 1919 se

I’anomena Bacillus morganii [77].
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Durant I’any 1905 Castellani va descriure un bacteri que havia aillat d’un cas de febre
humana similar a la febre tifoidea que I’anomena Bacillus columbense 1 al 1914 el va estudiar
juntament amb dues soques ideéntiques [28]. Anys més tard, aquestes soques van ser

classificades per Fulton dins del génere Morganella [41].

Al 1936, Rauss realitza més experiments amb aquest grup de bacteris 1 va pensar que
aquestes noves soques formaven part del geénere Proteus [105]. Conseqlientment, en la
cinquena edicio6 del “Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology”, publicada I’any 1939,

€s va anomenar a aquest microorganisme Proteus morganii [17].

El treball desenvolupat per Fulton I’any 1943 1i va permetre formar el génere
Morganella englobant a totes les soques negatives en la fermentaci6 de la lactosa o sacarosa
perd indol positives. Es van descriure dues espécies que van ser M. morganii i M.
columbiensis, pero, Ewing, al 1962, va reidentificar a Bacillus columbense com Escherichia
coli 1 d’aquesta manera el génere va passar a tenir una Unica especie, M. morganii, encara

que, I’espécie morganii, fou relegada 16 anys més al génere Proteus [38].

El génere Morganella fou incorporat a la familia de les Enterobacteriaceae 1’any 1978
quan Brenner i els seus col-laboradors, basant-se en estudis d’hibridacid6 de DNA-DNA,
revelaren que només existia una similitud del 13 al 26% entre el DNA d’especies de Proteus i
Providencia amb el DNA de M. morganii. Es confirmava aixi la cessio de les soques
conegudes com Proteus morganii a M. morganii [23]. El nom M. morganii va ser inclos en
les llistes d’aprovacio de noms bacterians (de 1’angles, “Approved Lists of Bacterial Names™)

1 va ser acceptat per la comunitat cientifica [121].

L’any 1980 estudis amb soques cliniques van permetre a Hickman i els seus
col-laboradors descriure dos grups dins del geénere Morganella, basant-se en reaccions
atipiques de lisina i ornitina descarboxilasa. Un grup era lisina positiu i 1’altre ornitina
negatiu, aixo va ser confirmat 5 anys més tard per Farmerlll i els seus col-laboradors que
proposaren als membres del grup lisina positiu no mobil com a M. morganii biogrup 1

[39,51].

Un exhaustiu estudi de tots aquests grups, recolzat per experiments d’hibridaci6é de

DNA, va permetre I’any 1992 definir dues subspecies amb 3 1 4 biogrups: M. morganii
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subsp. morganii que conté 4 biogrups (A, B, C, D) 1 M. morganii subsp. sibonii amb 3
biogrups (E, F, G) [59]. Es va dividir I’espécie en dos biogrups, segons la capacitat de les
soques de M. morganii per fermentar la trehalosa, el biogrup trehalosa-negatiu subdividit en
els biogrups A, B, C, D i el biogrup trehalosa-positiu subdividit en els biogrups E, F i G. Les
subdivisions es basen en les reaccions lisina descarboxilasa 1 ornitina descarboxilasa (taula I)

[51,59].

Taula I. Caracteristiques fenotipiques diferenciadores dels biogrups de M. morganii.

- +

A -

B = + +
C - - -
D = + -
E + + +
F + d+ |-
G + = +

Tre, trehalosa; Lis, lisina; Orn, ornitina
d+ =50 a 89% positiu en 48 hores.

El 90% de les soques de M. morganii pertanyen a M. morganii subsp. morganii i la
majoria d’aquestes al biogrup A. Per tant, es considera tipica aquella Morganella que no
fermenta la trehalosa, és lisina descarboxilasa negativa i ornitina descarboxilasa positiva. Les
morganeles atipiques pertanyen al biogrup B i, finalment, les rares al biogrup C i biogrup D

[57].

M. morganii subsp. sibonii es detecta ocasionalment, les soques més tipiques
pertanyen al biogrup G que curiosament té el mateix fenotip per a la lisina i I’ornitina que el
biogrup A, el predominant en M. morganii subsp. morganii. Generalment, la subspéecie
morganii és més susceptible a tetraciclina que M. morganii subsp. sibonii, encara que la

susceptibilitat a tetraciclina no €s un parametre diferenciador de subspecies [57].

Algunes caracteristiques utils per diferenciar les dues subspéecies de M.morganii de les

especies de Proteus 1 Providencia es mostren a la taula II.
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Taula Il. Caracteristiques comparatives de Proteus, Providencia i M.morganii [59]

M.morganii subsp. morganii

Biogrup A + - + + - + - - + - + - - - - -
Biogrup B + + + + = + - d- - - + - - - - -
Biogrup C + - - + = + - d+ d+ - + - = - - -
Biogrup D + + - + = + - d- - - + - - - - -
M.morganii subsp. sibonii

Biogrup E + + + + - + - - + - + - + - - -
Biogrup F + d+ = d+ - + - - d+ - T B + B _ _
Biogrup G + - + d+ - d+ - d- + - + - + - - -
Proteus mirabilis + + - d+ |+ + + + + - - + - - -
Proteus vulgaris + - - + d- |+ + + + + = + d- | - - -
Proteus penneri + = = = = + d+ d- d+ + = + d+ | - - -
Proteus myxofaciens + - = - d+ |+ + - + = = + + - - -
Providencia rettgeri + - = + + + = - + - 4 - - + + d+
Providencia stuartti d- - - + + + - = d+ = + - + - - -
Providencia alcalifaciens - - - + + + - = + - + = = + - -
Providencia rustigianii - - - + d- |+ = - d- - + - - - - -
Providencia heimbachae - - = = = = = - d- - + d- - s - R

Ur, urea; Lys, lisina descarboxilasa; Orn, ornitina descarboxilasa; Ind, indol; Cit, citrat; KCN, creix en preséncia de KCN; Gel, gelatina; TSI, triple sucre ferro; Mot,
mobilitat; X, Xilosa; Mn, manosa; Ma, maltosa; Tre, trehalosa; Ad, adonitol; Mt, manitol; Er, eritritol; +, >90% positiu en 48h; -, >10% positiu en 48h; d+, del 50 al

89% positiu en 48h; d-, 11-49% positiu en 48h.
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1.1.2 PATOGENICITAT DE M. morganii

M. morganii és un microorganisme ubic que pot trobar-se al terra, en ’aigua i
colonitzant el tracte digestiu de I’ésser huma i de nombroses espécies animals. Es causa
coneguda d’infeccions del tracte urinari i1 fora d’aquest pot produir diversos tipus
d’infeccions. Es un invasor oportunista, aillat normalment en bacteriémies, tracte respiratori,

sang i tracte urinari [90].

El seu comportament s’associa al d’un patogen oportunista essent causa d’infeccions
nosocomials, €s a dir, aquella infeccié en la que no hi ha evidéncia de que el bacteri sigui
present o en periode d’incubacié en el moment de 1’admissié del malalt a 1’hospital. Es
important destacar que les infeccions nosocomials séon una de les principals causes de

morbilitat i mortalitat en malalts hospitalitzats amb complicacions.

Aquest agent poques vegades causa infeccions invasives en persones
immunocompetents perd, com a patogen oportunista que €s, M. morganii pot causar
infeccions nosocomials en persones immunocompromeses, normalment individus que estan
hospitalitzats 1 pateixen malalties subjacents. La majoria d’aquestes infeccions s’originen
principalment a causa de la utilitzacié de cateters. Tot i1 ser una especie patogena per a I’home

M. morganii té una incidéncia baixa, de menys del 1% de les infeccions nosocomials [75].

Com ja s’ha comentat anteriorment, s’han descrit diverses infeccions causades per M.
morganii. A finals de la década de 1930 es va identificar com a causant d’una infeccié del
tracte urinari, la més comuna de totes les infeccions causades per aquest microorganisme. Les
bacteriémies causades per Morganella son, en la seva gran majoria, secundaries a les
infeccions del tracte urinari. La manipulacié de les vies urinaries en forma de cateteritzacio
uretral, reseccid transuretral de la prostata o cistoscopia, son els factors de risc més relacionats

amb I’aparici6 de bacteriemies [89].

Altres infeccions menys freqiients causades per M. morganii sén les corioamnionitis.
Una infeccid de les membranes placentaries i del liquid amniotic que pot causar bacteriemia
en la mare i provocar un part prematur amb una greu infeccio en el neonat [26,60]. Associada
a aquesta infeccié maternal es poden donar casos de sepsis neonatal en nadons prematurs que

ocasionalment s’han relacionat amb 1’exposicié a ampicil-lina o amoxicil-lina durant una
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terapia antibiotica prévia a I’embaras que podria ser causa d’una colonitzacié vaginal per
aquest inusual microorganisme [21,27,37,103,109,112]. M. morganii també¢ ha estat causant

de meningitis tant en neonats com en altres situacions [53,54,69,72,115].

La primera vegada que es va descriure a aquest microorganisme com a causant d’artritis va ser

I’any 1988 en un pacient d’edat avangada, i des d’aleshores s’ha descrit en varies ocasions [42,116].

A més, M. morganii és un inusual perd devastador causant d’endoftalmitis, una
complicacié d’operacions intraoculars poc comuna (0.1%-0.3%) freqlientment desencadenant

d’una perdua de visio [34,126].

També s’han descrit casos esporadics de piomiositis, un trastorn inflamatori dels
musculs [5], peritonitis, inflamaci6 del peritoneu [55], pericarditis, inflamacions del pericardis

[120] , abscessos cerebrals i infeccions del sistema nervios central [58,104].

1.1.3 FACTORS DE VIRULENCIA

El génere Morganella presenta diferents factors de viruléncia, com son alguns enzims

(ureases 1 hemolisines) que poden causar lesions en I’hoste.

Les ureases bacterianes son metaloenzims que contenen niquel i catalitzen la hidrolisis
de la urea, formant entre d’altres compostos, amoniac, sent aquest una font preferencial de
nitrogen per molts microorganismes. Degut a la preséncia d’urea a la natura, la capacitat de
sintetitzar ureases esta considerablement estesa entre els microorganismes. L’estructuracio
dels gens de la ureasa, siguin aquests funcionals o no, esta conservada entre els membres de la
familia Enterobacteriaceae. Basant-se en 1’elevada producci6 d’ureasa Morganella morganii
va ser classificada com a Proteus morganii. L’enzim de Morganella sembla tenir més afinitat
per la urea que els enzims de Proteus 1 Providencia i s’expressa constitutivament, a més, el
gen de la ureasa de Morganella no hibrida amb els corresponents gens de les especies més
properes de Proteus [52]. Guo 1 Liu van trobar que la ureasa de M. morganii és
serologicament diferent de la de Proteus mirabilis, Proteus vulgaris 1 Providencia rettgeri
[48] La produccié d’ureases es relaciona, entre altres efectes a pielonefritis, comes hepatics,

hiperamoneémia i urolitiasis [61].
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M. morganii també produeix I’exotoxina hemolisina HlyA que pertany a una gran
familia d’hemolisines anomenades RTX, totes elles actuen creant porus en les membranes
cel-lulars dels eucariotes. Aquesta activitat hemolitica la presenten entre el 56 i el 100% de les

soques de Morganella que expressen aquest enzim [64].
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1.2 LA RESISTENCIA BACTERIANA ALS ANTIBIOTICS
1.2.1 GENERALITATS

El descobriment dels antibiotics ha estat una de les revolucions més espectaculars en
la medicina del segle XX. Tot i que durant el segle XVII ja s’utilitzaren algunes substancies
quimiques pel tractament de malalties infeccioses 1 parasitaries, la quimioterapia com a
ciéncia va comengar a finals del segle XIX amb Paul Ehrlich, pioner en la recerca empirica de
productes quimics de sintesi i segui després amb Gerhard Domagk que al 1935 descobri
I’efectivitat terapeutica de les sulfamides. L’any 1940 els britanics H.W. Florey i E.B. Chain
demostraren que la penicil-lina, observada per Fleming al 1929, podia convertir-se en una
substancia quimioterapica efectiva. Des de llavors, s’han descobert i sintetitzat gran quantitat
d’antimicrobians que son efectius en el tractament de la malaltia infecciosa i han permes, des
de finals dels anys 40, véncer infeccions que abans eren considerades incurables (pneumonies,

meningitis, tuberculosis, sifilis, etc.).

Perd I’home i els microorganismes evolucionen conjuntament de manera que, si
I’ésser huma va aprendre a defensar-se de la malaltia infecciosa mitjancant els antibiotics,
cinquanta anys després, la rapida adaptabilitat de les poblacions bacterianes ha portat a
I’aparici6 de soques resistents a diferents antimicrobians. Les primeres noticies sobre soques
resistents daten del segon any de I’aparicio del primer antibiotic, quan es van detectar soques
d’estafilococs resistents a la penicil-lina [81]. En els anys setanta, la indastria farmacéutica
creia que els antibiotics de qué disposava eren suficients per combatre les malalties
infeccioses 1 fer front als fenomens de resisténcia, que aleshores es pensava que estaven
confinats en els hospitals. A finals dels anys vuitanta, ’aparici6 de soques multiresistents i de
resisténcies extrahospitalaries, va fer plantejar a la industria farmacéutica la necessitat de

sintetitzar nous agents antimicrobians capacos d’eludir problemes de resisténcia.

Els bacteris presenten caracteristiques que poden influir de manera molt important en
I’emergencia, la persisténcia i la transmissio dels gens que codifiquen per a la resisteéncia als
agents antimicrobians. Entre aquests, cal destacar les propietats intrinseques que els fan
resistents als antibiotics, la facilitat d’intercanvi de material genctic, 1’elevada capacitat de
supervivéncia després d’haver modificat les condicions ambientals, la facilitat de

colonitzaci6 1 d’infeccid bacteriana i, molt especialment, la seva capacitat de créixer seguint
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una cinética exponencial que els permet fixar caracteristiques en les poblacions en un temps

molt curt.

Entre els factors que afavoreixen 1’expansié de microorganismes resistents, s’ha de
destacar, d’una banda, la pressi6 selectiva exercida per 1’us dels antibidtics, 1 d’altra banda, la
facilitat amb la que els microorganismes resistents arriben als seus hostes a través de la
infeccio. L’0s extensiu i en ocasions 1’ablis d’antibiotics ha ocasionat un augment en la
freqliencia d’aillament de microorganismes resistents. Entre els abusos cal mencionar la
utilitzacio d’antibiotics en situacions que no ho requereixen com 1’automedicacié per part
d’individus mal informats. També cal destacar que la introduccié d’agents antimicrobians
d’ampli espectre ha generat una pressid selectiva sobre un elevat nombre i varietat de
microorganismes. Un altre factor que contribueix de forma notdria a 1’evolucié de bacteris
cap a la multiresisténcia és 1’as d’antibiotics en medicina veterinaria i en I’alimentacio
d’animals. A la ramaderia, els antibiotics son utilitzats amb una finalitat profilactica,
terapéutica o com a promotors del creixement (Antibiotic Growth Promoters —AGPs-). Alguns
d’aquests AGPs estan relacionats estructuralment amb antibiotics utilitzats en medicina
humana de manera que bacteris resistents trobats en animals poden facilment ser resistents a
antibiotics utilitzats per humans. Es el que es coneix com a resisténcia creuada. Aquests
bacteris resistents poden constituir per si mateixos una amenaga per a la salut humana o poden

transferir els gens de resisténcia a bacteris capagos de colonitzar I’home.

La rapidesa amb la que han aparegut els gens de resisténcia indica que ja havien
d’existir anteriorment en les poblacions bacterianes. El problema ha estat que no es va
descriure la seva presencia fins a I’inici de “I’era antibiotica”. Es creu que els gens de
resisténcia presents en bacteris patdogens han sorgit de microorganismes productors
d’antibiotics [113]. Els antibiotics son metabolits secundaris, és a dir, es tracta de metabolits
que es produeixen una vegada s’ha acabat la fase activa del creixement i generalment
s’excreten a I’exterior. L’expulsidé dels antibiotics podria ser la funcid principal, en els
organismes productors, d’exportaci6 de restes metaboliques que si s’acumulessin en 1’interior
dels bacteris resultarien toxiques. Encara que també hi ha la possibilitat que els gens de
resisténcia a antibiotics derivin d’alguns gens del metabolisme, per exemple, els enzims
implicats en la resistencia als aminoglucosids derivarien d’enzims implicats en el
metabolisme dels sucres, mentre que les B-lactamases, que proporcionen resisténcia als

antibiotics B-lactamics, provindrien de proteases. En qualsevol cas, el que esta clar és que els
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bacteris productors ens permeten obtenir antibiotics mentre que als bacteris els capaciten per
resistir a aquests antibiotics en un comportament que podem definir com neutral en la lluita

entre 1’home i els microbis.

1.2.2 AGENTS ANTIMICROBIANS

Inicialment, es denomina antibidtic a qualsevol substancia produida per un
microorganisme capa¢ d’inhibir el desenvolupament d’altres microorganismes. Aquesta
definicié pero podria portar a confusions ja que sota aquesta inclouriem també substancies
elaborades pels microorganismes, com acids, alcohols o peroxid d’hidrogen, capaces d’inhibir
el creixement de determinats microorganismes, perd que no poden considerar-se en sentit
estricte com antibiotics. Altrament, aquesta definicid no inclouria substancies d’origen sintetic
o semisintétic avui dia considerades antibiotics. Es denomina antibidtic a tota substancia
d’origen natural, sintétic o semisintétic amb efecte antimicrobid, que actui a nivell molecular,

en un procés metabolic o en una estructura concreta d’un microorganisme [43].

La caracteristica més rellevant d’un antibiotic €s la seva toxicitat selectiva. La toxicitat
selectiva ve donada per les diferéncies intrinseques existents entre 1’hoste i 1’organisme
invasor. Aquest és un dels principals factors que permet crear antibiotics contra els bacteris, ja
que aquests son procariotes i per tant difereixen de manera significativa de les cél-lules
humanes. Aquesta propietat suposa que I’antibiotic ha de tenir un mecanisme d’accidé que
afecti estructures o processos bacterians que no existeixin o siguin marcadament diferents en

les cél-lules de ’hoste.

Els agents antimicrobians els podem classificar segons el seu origen, efecte

antimicrobid, espectre d’activitat i mecanisme d’accio.

Els antibiotics poden tenir un origen natural, com per exemple les penicil-lines de la
floridura Penicillium o els antibiotics que deriven del genere Streptomyces com
I’estreptomicina, les tetraciclines, el cloramfenicol o I’eritromicina. També hi ha agents
sintétics, s’obtenen per sintesis quimica com les sulfonamides, i finalment, els agents
semisintetics, obtinguts per modificacions quimiques d’antimicrobians naturals amb
I’objectiu de millorar-los, com ara les penicil-lines d’ampli espectre o algunes cefalosporines

0 aminoglucosids.
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L’efecte antimicrobia dels antibiotics ¢és bactericida quan 1’acci6 és letal sobre els
microorganismes i per tant, aquests perden irreversiblement la seva viabilitat, i bacteriostatic

si s’atura el creixement.

Segons el patr6 de sensibilitat als microorganismes, els antibiotics poden classificar-se
en agents d’ampli espectre i compostos d’espectre reduit. Els antibiotics d’ampli espectre
son actius en front microorganismes Gram positius 1 Gram negatius 1 per tant el seu us
determina una gran avantatge davant infeccions causades per agents desconeguts. Tot 1 aixi
aquests antibiotics d’ampli espectre poden alterar de forma significativa la microbiota humana
1 aix0 possibilita sobreinfeccions per colonitzacido d’altres microorganismes. Els antibiotics
d’espectre reduit en canvi, son Utils només per un grup concret de microorganismes i son la
millor opcid quan es coneix 1’agent causal; actuen de forma preferent sobre els agents causals

mentre que so6n en general inactius sobre gran part de la microbiota autoctona.
Segons el seu mecanisme d’accid els agents antimicrobians es classifiquen en:

inhibidors de la sintesis d’acids nucleics, inhibidors de la sintesi de proteines, inhibidors de la

sintesi de peptideglica i desestabilitzadors de membrana (figura 1.2).
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Inhibicio de la sintesi de peptideglica:
« Inhibidors de la sintesi de precursors en el citoplasma: Fosfomicina
« Inhibidors del transport de precursors: Bacitracina
« Inhibidors de I’ensamblatge: glicopéptides (Vancomicina) i B-lactamics

(Penicil-lines, Cefalosporines, Monobactames i Carbapenems). Inhibidors de la sintesi d’acid nucleic:

« Inhibidors de la DNA girasa:
Quinolones (acid nalidixic,
norfloxacina o ciprofloxacina)
Inhibidors de la RNA polimerasa:

Inhibidors de la integritat
de la membrana:
Polimixines

Inhibidors de la sintesi proteica:
« Inhibidors de la subunitat 50S:

Inhibidors de la sintesi d’acid nucleic: Macrolids (Eritromicina)

Inhibidors del metabolisme de nucleotids (de la gi?rfg?nﬁei?iﬁsl
biosintesis de 1’acid tetrahidrofolic -THFA-, substrat o .
. L. . . « Inhibidors de la subunitat 30S:
donador de carbonis en la sintesi de purines i e
Tetraciclina

pirimidines): Trimetroprim i Sulfonamides Aminoglucosids (Espectinomicina,

Estreptomicina, Gentamicina,
Tobramicina, Amikacina)

Inhibidors de la sintesi de tRNA: Mupirocina

Figura 1.2. Esquema dels llocs d’accio dels diferents agents antimicrobians (PABA= acid para-
aminobenzoic, mMRNA=RNA missatger, tRNA=RNA transferéncia, DHFA=acid dihidrofolic,
THF A=acid tetrahidrofobic, substrat donador de carbonis en la sintesi de purines i pirimidines) [81].

1.2.3 MECANISMES DE RESISTENCIA ALS ANTIBIOTICS

Es denomina resisténcia a la sensibilitat disminuida o nul-la d’una soca bacteriana a un
agent antimicrobid. La resisténcia als antibiotics en els microorganismes pot ser deguda a
condicions intrinseques (resisténcia natural) o bé a I’adquisicié de canvis genetics (resisténcia
adquirida). La resisténcia natural o intrinseca als agents antimicrobians s’associa a diferents
factors. En primer lloc, algunes especies no tenen la diana d’atac de I’agent antimicrobia. Per
exemple, la penicil-lina interfereix en la sintesi del peptideglicaA de manera que si un
organisme no té aquest compost sera resistent de forma natural, per tant, la penicil-lina no es
dona per tractar infeccions causades per virus, fongs, protozous o bacteris que no tinguin paret

cel-lular. Altres especies son resistents de forma natural perque la substancia antimicrobiana
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no pot penetrar la cel-lula 1, per exemple, els bacteris Gram negatius estan protegits contra

’accid de molts antibiotics per la impermeabilitat relativa de la seva membrana externa.

Hi ha soques bacterianes que degut a canvis genétics poden arribar a ser resistents als
antibiotics (resisténcia adquirida). Aquests canvis genetics no estan causats pels antibiotics,
sind que es donen de forma espontania, com passa amb totes les mutacions o intercanvis
genétics. Encara que, quan existeixen grans concentracions d’antibiotics en el medi ambient,
les soques sensibles a aquests son eliminades, mentre que les soques resistents persisteixen i
poden arribar a ser dominants. La resisténcia als antibiotics és deguda a la preséncia de gens

que codifiquen proteines que protegeixen els microorganismes.

L’adquisici6 de resisténcia a antibiotics pot ser deguda a una mutacié cromosomica, a
I’expressio induida d’un gen cromosomic que estava latent o per 1’adquisicié de material

genetic nou i exogen a través dels mecanismes de transformacid, transduccid o conjugacio.

En I’adquisicié de resisténcia per mutacié normalment es produeix resisténcia a un
unic antibiotic (o grup d’antibiotics) i és heretada pels seus descendents. Aquestes mutacions
modifiquen les porines, proteines que habitualment permeten la permeabilitat de la membrana
amb el pas dels antibiotics 1 altres molécules hidrofiliques i1 provoquen la impermeabilitat de
la cel-lula bacteriana. També mutacions en les B-lactamases poden alterar la susceptibilitat del
bacteri a antibiotics [B-lactamics, i1 finalment, algunes mutacions cromosomiques poden
comportar una sobreexpressio de les bombes de reflux, la qual cosa també pot portar a la

multiresisténcia.

L’adquisicié de nous gens de resisténcia €s freqiient a través de gens que es troben
localitzats principalment en estructures genctiques mobils com son plasmidis, transposons i
els descrits més recentment integrons. Els transposons son seqiiéncies de DNA amb capacitat
de canviar d’ubicacio (transposicid) en els diferents DNAs. Es caracteritzen per presentar
extrems amb seqiiéncies nucleotidiques invertides i complementaries que son reconegudes per
I’enzim fonamental per la seva mobilitat: la transposasa. Els integrons no es mobilitzen per si
mateixos perod tenen gran importancia en relacid a la resisténcia ja que son petits sistemes
genétics modulars que desenvolupen una funcié important en 1’adquisici6 i la disseminacio
dels gens de resisténcia, tal 1 com veurem en 1’apartat 2.5 d’aquest capitol. Aquesta resisténcia

adquirida es caracteritza per afectar a la susceptibilitat a més d’un antibiotic i per poder
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intercanviar-se entre diferents espécies 1, fins 1 tot, géneres bacterians. Aquestes estructures
tenen tendéncia a evolucionar de formar modular, és a dir, adquirir successivament diferents

gens de resisténcia.

Existeixen tres formes de transferéncia geénica entre bacteris de manera natural:

1. Transformacié

Algunes espécies bacterianes tenen en els seus cromosomes gens que les capaciten per
absorbir DNA present en el medi. El DNA cromosomic que s’endinsa en la cel-lula per
transformacio trobara una part homologa del cromosoma en el qual s’incorporara. Existeix un
nombre més gran de bacteris patdogens que son capacos de realitzar la transformacié natural
que de bacteris no patogens; alguns exemples de bacteris patdogens que es transformen de
manera natural son Streptococcus pneumoniae 1 Bacillus en Gram positius i en Gram negatius
Neisseria gonorrhoeae 1 Haemophilus influenzae. A les cél-lules capaces d’incorporar DNA
per aquest mecanisme se les coneix amb el nom de cél-lules competents, en alguns casos com
els géneres Neisseria i Haemophilus 1’estat de les cel-lules competents és natural en canvi en
altres bacteris, per exemple E. coli, només determinades condicions ambientals els permeten

trobar-se en estat competent.

2. Transducci6

Es la transferéncia de gens cromosomics mitjangant bacteriofags que contenen DNA
bacteria. Segons la seva manera de multiplicar-se existeixen dos tipus de bacteriofags que
permeten diferenciar dos tipus de transducci6. En la transduccio generalitzada els bacteriofags
virulents infecten bacteris unint-se a la superficie de la cél-lula i injectant el seu DNA a
I’hoste, quan aquests deixen la cel-lula, algunes particules viriques encapsiden DNA de
I’hoste enlloc del genoma viric (cicle litic), i quan aquest DNA s’introdueix en un nou bacteri,
s’haura transferit DNA d’un bacteri a un altre. Aquest fragment transferit pot incloure gens de
resisténcia o fins i tot ser un plasmidi de resisténcia sencer o un fragment d’un plasmidi. A
vegades, ’acid nucleic del virus s’incorpora al genoma bacteria de manera que Unicament
s’expressen alguns gens virics (cicle lisogenic). En aquest cas, quan 1’estat de lisogenia es
trenca i el genoma viric recupera I’autonomia, pot emportar-se alguns gens que flanquegen el

punt d’insercié del DNA viric en el genoma bacteria, aleshores, quan aquesta particula virica
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infecti un altre bacteri, s’hauran transferit també aquests gens bacterians, €s la transduccio
especialitzada. Tant el cicle litic com el lisogénic permeten incorporar gens bacterians que en

un cicle posterior seran introduits en altres microorganismes.

La transduccid, tot i ser un mecanisme de transferéncia molt eficag, esta limitada a
I’intercanvi entre microorganismes filogenéticament molt propers. Degut a 1’alta especificitat
entre el virus i el bacteri no sembla ser el mecanisme d’intercanvi genétic més important pel

que fa a la transferéncia horitzontal de factors de resisténcia als antibiotics.

3. Conjugacio

Consisteix en la transferéncia d’informacio genetica entre dos bacteris que estableixen
un contacte cel-lular mitjangant uns ponts intercel-lulars anomenats pili. La conjugacid es
realitza mitjancant plasmidis conjugatius que poden codificar la capacitat de transferir-se a
una altra cél-lula. A través de la conjugacid s’han transmes molts gens entre bacteris Gram
negatius com enterobacteris, Pseudomonas i també entre espécies anaerobies Gram positives.

Es comuna també¢ la transferéncia de Gram positius a Gram negatius, pero no al revés.

Els principals mecanismes moleculars i bioquimics que porten a la resisténcia als
antibiotics poden ser atribuits a: 1’alteracié o destruccié de I’antibiotic, modificacié de la
diana de I’antibiotic per mutacions estructurals o reguladores dels gens, alteracions en la
membrana externa que produeixen una disminucid en la permeabilitat 1 extrusido dels
antibiotics mitjangant bombes de reflux que expulsen 1’agent antimicrobia fora del bacteri
(figura 1.3). Tots aquests mecanismes no son excloents, ja que en un sol microorganisme
poden ser presents alguns d’ells i actuar de forma cooperativa, de manera que s’arribi a nivells

tan significatius de resisténcia com els que desenvolupen els bacteris [35].
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Figura 1.3. Mecanismes de resisténcia als antibiotics. (a) Inactivacié de I’antibiotic per un
enzim. (b) Modificacid de la diana de I’antibiotic. (¢) Extrusié de 1’antibiotic per accié d’una
bomba de reflux.

1.2.3.1 Inactivacio enzimatica dels antibiotics

Es tracta d’un mecanisme de interferéncia ampliament estés en la natura. El bacteri
sintetitza un enzim que modifica I’antibiotic i I’inactiva. La inactivacid pot tenir lloc a nivell

intracel‘lular o, en ocasions, extracel-lular.

Un exemple son les B-lactamases, enzims especifics d’origen cromosomic i/o plasmidic
que actuen davant compostos B-lactamics hidrolitzant 1’enlla¢ amida de 1’anell B-lactamic i
I’inactiven. Les [B-lactamases dels bacteris Gram negatius son diferents en molts aspectes,
sobretot en la localitzacid, als enzims de les espécies Gram positives. La gran quantitat de [3-
lactamases que les espeécies Gram positives alliberen al medi extracel-lular tenen un efecte en la
poblacio, mentre que la secrecidé de ’enzim a ’espai periplasmatic en bacteris Gram negatius,
restringeix 1’accidé de la P-lactamasa fins que I’antibiotic B-lactamic ha penetrat en ’espai
periplasmatic. En conseqiiencia, el nivell de resisténcia és una propietat individual de cada
cellula i depen de la competencia que s’estableix entre les velocitats de penetracié de 1’antibiotic

i de la inactivacio [87].
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En I’actualitat es coneixen més de tres-centes [-lactamases diferents, tant en bacteris
Gram positius com Gram negatius. Es troben en diferents soques d’Escherichia coli 1 en generes
com Klebsiella, Serratia, Proteus, Enterobacter i altres bacteris Gram negatius aerobics causants

d’infeccions nosocomials i1 que presenten una multiple resisténcia adquirida als antibiotics [76].

Les PB-lactamases han estat descrites des dels anys 50 fins a l’actualitat. La seva
nomenclatura és molt complexa, en un principi el nom de la B-lactamasa era assignat pel nom de
la soca o del plasmidi que la produia. Amb els anys aquests enzims han estat anomenats per les
caracteristiques bioquimiques, peculiaritats de la seqiiéncia, lloc on van ser descoberts,
localitzacio del gen en el cromosoma, soques bacterianes, el malalt d’on prové la mostra, o
inclus, 'investigador que descriu I’enzim. Alguns enzims tenen més d’un nom, altres han tingut
un nom provisional fins que la seva seqiiéncia ha demostrat que provenien de -lactamases tipus
TEM o SHV. Alguns noms han perdut la seva coheréncia perd es continuen fent servir; aixi, per
exemple, PSE-1 ( de I’anglés, “Pseudomonas-specific enzim”) ha estat trobat en E.coli 1 altres
Enterobacteriaceae i alguns enzims CTX-M hidrolitzen I’antibiotic ceftazidime amb més

eficacia que cefotaxime [56].

Les primeres classificacions es basaren en el perfil del substrat, el punt isoeléctric, el pes
molecular, en la capacitat de I’enzim de ser induible o no i en la localitzaci6 del gen productor de
I’enzim ja sigui en el cromosoma o en el plasmidi. Més recentment, al poder concixer la
seqiiencia aminoacidica d’algunes B-lactamases, s’ha utilitzat la classificacio d’Ambler de ’any
1980 que classifica els enzims en quatre classes segons la seva estructura molecular: A, B, CiD.
Aquesta classificacio va ser revisada ’any 1995 per Bush, Jacoby i Medeiros, basant-se en la
relativa activitat de les B-lactamases en front diferents antibiotics. Van reconeixer quatre classes
de P-lactamases, encara que el grup 2, el més nombrds i heterogeni, s’ha subdividit en 8

subgrups tal i com es mostra en la taula III [3,25].

19



Introduccio

Taula I11. Classificaci6 esquematica de les B-lactamases.

1(C) Cefalosporines Crom | Enzims cromosomics de bacteris Gram negatius

Plasm | MIR.1, MOX-1, FOX-1, CMY-2

2a (A) Penicil-lines Crom/ | Penicil-linases de bacteris Gram positius
Plasm
2b (A) Cefalosporines de 1a generacio, Plasm | TEM-1, TEM-2, SHV-1, OHIO-1, ROB-1
penicil-lines Croms | SHV-1
2be (A) | Cefalosporines 1a-3a generacio, Plasm | TEM-3 a TEM-29, TEM-42, TEM-43, TEM-46 a
penicil-lines i monobactamics TEM-50, TEM-52 a TEM-58, TEM-60 a TEM-63,

TEM-66 a TEM-72, TEM-75, TEM-80 a TEM-90,
SHV-2, SHV-2a, SHV-30, TOHO-1, TOHO-2, CTX-
M-1 a CTS-M-9, PER-1, PER-2

Crom | K1

2br (A) | Penicillines, inhibidors de B-lactamases | Plasm | TEM-30 a TEM-41, TEM-44, TEM-45, TEM-51,
TEM-59, TEM-65, TEM-73, TEM-74, TEM-76 a

TEM-79
2¢c (A) Cefalosporines 1°-3° generacio, Plasm | PSE-1, PSE-3, PSE-4
penicil-lines, carbenicil-lina
2d (D) Penicillines, cloxacilina Plasm | OXA-1aOXA-19
Crom | Aeromonas
2e (A) Cefalosporines Crom | Proteus vulgaris
2f(A) Cefalosporines 1°-3° generacio, Crom | Enterobacter cloacae NMC-A, IMI-1
penicil-lines, carbapenems Serratia marcescens Sme-1
3(B) Cefalosporines 1°-3° generacio, Crom | Stenotrophomonas maltophilia L1,
penicil-lines, carbapenems Bacteroides fragilis Ccr-A,

Plasm | Pseudomonas aeruginosa IMP-1

4 Penicil-lines Crom/ | Burkholderia cepacia

Plasm

* La lletra en paréntesis correspon a la classificacié de Ambler.
® Crom: cromosomics; Plasm: plasmidics

La majoria dels enterobacteris, com molts altres bacteris d’altres grups, tenen en el seu
cromosoma un gen que codifica per a una [-lactamasa. Aquesta resisténcia natural dels
enterobacteris als antibiotics -lactamics depén tant de la classe de ’enzim com de la quantitat

produida.
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A M. morganii s’han descrit fins al moment tant B-lactamases cromosomiques com
plasmidiques. Les pB-lactamases cromosomiques son de classe C, aquestes -lactamases, que no
son sensibles a 1’acid clavulamic i son induibles particularment per cefoxitina i imipenem,
s’expressen en nivells moderats. Inactiven rapidament a cefalosporines de primera generacio,
algunes de segona 1 les carboxipenicil-lines, perd no a I’ampicil-lina, ni a cefazolina ni a moltes
penicillines. Quan estan desreprimides, aquestes [-lactamases, originen un descens en la
susceptibilitat a les cefalosporines de tercera generacid (ceftazidima, cefotaxima i ceftriaxona) i
als monobactamics (aztreonam). Les mutacions en els gens reguladors poden implicar una
elevada i continua produccidé de I’enzim que inactiva a tots els [-lactamics, excepte als
carbapenems, encara que, en preséncia d’alteracions en les porines, els carbapenems també
poden inactivar-se [68]. Aquesta [-lactamasa també esta present en els géneres Citrobacter,
Enterobacter, Proteus, Providencia, Yersinia i Pseudomonas. Tant la inducci6 com la
desrepressio de I’enzim requereixen de cinc gens: ampC, ampR, ampD, ampG 1 ampE. Fins al

moment a M. morganii s’han clonat i seqiienciat els gens ampC 1 ampR. [6,96].

Recentment s’han descrit i caracteritzat tres noves variants de la B-lactamasa AmpC de
M. morganii que presenten algunes diferéncies amb les AmpC descrites fins al moment:
I’ampicillina s’hidrolitza amb més eficacia que la penicil-lina, s’ha detectat una eficiéncia
notable en la hidrolisis de I’imipenem 1 els antibiotics aztreonam, carbenicil-lina i tazobactam sén
inactivadors transitoris eficagos d’aquestes variants. A més aquests estudis han predit un model
en 3D de la B-lactamasa AmpC basant-se en la estructura amb raigs X de I’enzim AmpC d’E.
coli que presenta una similitud d’un 65,7% amb el de M.morganii (Figura 1.4) [100].

Figura 1.4. Prediccio del model en 3D de la B-lactamasa AmpC de
M.morganii de Power et al [100].
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Les B-lactamases plasmidiques son generalment constitutives i el seu nivell d’expressid
¢s variable, podent incrementar la seva produccio bassal degut a variacions en la localitzacio del
gen 1 D’existéncia de multicopies del plasmidi o dels gens. Per tant, pot haver-hi tant nivells
baixos com hiperproducci6 d’aquests enzims. La majoria de les B-lactamases plasmidiques
descrites a M. morganii sén PB-lactamases d’espectre estés tipus TEM, concretament, fins al

moment, s’han descrit TEM-10, TEM-21 1 TEM-72 [8,94,125].

Un nou grup de B-lactamases plasmidiques que s’ha incorporat a la classe A (subgrup
2be) son les PB-lactamases d’espectre estes de la familia CTX-M, tenen una afinitat de substrat
molt preferent per la cefotaxima 1 son susceptibles a la inhibicié per inhibidors de B-lactamases,
aquests enzims s’han aillat en arees geograficament distants com Alemanya, Italia, Espanya 1
Argentina, la qual cosa suggereix una amplia difusi6. Concretament a Buenos Aires, s’ha descrit
per primera vegada en M. morganii una [-lactamasa d’aquesta familia, CTX-M-2, que confereix

resisténcia a oximino-cefalosporines i esta associada en alguns casos a I’integr6 de classe 1 In

116 [99].

Entre els bacteris aerobis, la resisténcia a aminoglucosids com la kanamicina, la
gentamicina, la tobramicina, I’amikacina o I’estreptomicina, ve donada principalment per la
hidrolisi enzimatica codificada en plasmidis o en el cromosoma bacteria. Molts d’aquests enzims
estan codificats en transposons. Es diferencien tres tipus segons la modificacié que introdueixen
en la molécula aminoglucosidica: enzims acetilants, fosforilants i nucleotidants. Aquests
enzims normalment actuen de forma associada i més d’un pot ser produit per una mateixa soca
bacteriana resistent a aminoglucdsids. El lloc d’accio dels aminoglucosids és intracel-lular, es
fixa a la subunitat 30S i indueix modificacions en el lloc de fixacié del tRNA. La inactivacid
enzimatica de I’aminoglucosid es produeix en el procés de transport cap a I’interior de la cel-lula
per arribar al ribosoma. La resisténcia, per tant, a un aminoglucosid ¢és el resultat del balang entre
la captaci6 intracel-lular d’aquest i la seva inactivacié enzimatica. També s’han descrit pero

sistemes de reflux i mutacions al rRNA com a causants de la resisténcia a aquest antimicrobia.

En el cas de la resisténcia a cloramfenicol, la produccié de I’enzim cloramfenicol
acetiltransferasa és el mecanisme més comt que tenen Gram positius i Gram negatius. Aquest
enzim converteix a 1’antibidtic en monoacetat o diacetat, derivats incapacos d’adherir-se a la

subunitat 50S ribosomal del bacteri inhibint la funci6 del cloramfenicol. Hi han diferents tipus de
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cloramfenicol acetiltransferasa produits per diferents especies bacterianes. Un segon mecanisme
més general de resisténcia a cloramfenicol €s la disminucié de la permeabilitat de la membrana

1/0 un sistema de reflux de 1’antibiotic.

1.2.3.2 Modificacio de la diana de I’antibiotic

Les dianes cel-lulars poden alterar-se per mutacions o modificacidé enzimatica, de
manera que es redueix 1’afinitat de I’antibiotic per la diana. Hi ha nombrosos exemples que
son deguts tant a mutacions cromosomiques com a la preseéncia de plasmidis que alteren la
diana de I’antibiotic. Pel que fa a mecanismes d’origen plasmidic s’ha descrit la resisténcia a
antibiotics com I’eritromicina en soques d’estafilococs i estreptococs. En el cas de les
mutacions, s’originen resisténcies a antibiotics com macrolids, quinolones, B-lactamics 1 els

antagonistes de la sintesi de folat.

La penicil-lina, al igual que altres membres de la familia dels antibiotics B-lactamics,
inhibeix la sintesi de la paret cel'lular ja que actua bloquejant la sintesi del peptidoglica
mitjancant la inhibici6 de transpeptidacié en la cara externa de la membrana bacteriana i
inactivant I’inhibidor d’enzims autolitics de la paret bacteriana (autolisines) que porten a la lisis
cel-lular. Aquestes autolisines son enzims que en condicions normals de creixement participen en
la renovacid de la paret cel-lular. Els receptors enzimatics reben el nom de Proteines Fixadores
de Penicillines (PBPs) i son un conjunt de transpeptidases, carboxipeptidases i endopeptidases
responsables de les ultimes etapes de la sintesi del peptideglica. Les proteines PBPs també tenen
la funcid de reorganitzar la paret durant el creixement 1 la divisi6 cel-lular. La uni6 de les PBPs a
I’antibiotic determina la inactivaciéo enzimatica. Les diferents espeécies bacterianes varien
ampliament en tipus, nombre, estructura i funcionalitat de les PBPs i la importancia d’una PBP
concreta en la sintesi de la paret cel-lular. Les PBPs d’elevat pes moleculars, entre 65 1 120 KDa,
semblen essencials pel bacteri i el seu nombre varia entre dos i quatre, en canvi, les de baix pes

molecular, no son essencials i es sap que actuen com D-alanina carboxipeptidases.

La resisténcia a -lactamics deguda a una afinitat disminuida de les PBPs per I’antibiotic
¢s més comu en Gram positius que en Gram negatius. Aixi, dintre del primer grup, trobem una
resisténcia deguda a una menor afinitat de les PBPs en les espécies Streptococcus pneumoniae,
S. aureus i Staphylococcus epidermidis 1 en el cas dels Gram negatius destaquen especies com H.

influenzae, Neisseria gonorrhoeae 1 Neisseria meningitidis. El desenvolupament de resisténcies
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degudes a afinitats disminuides de PBPs es creu que és un procés gradual, implicant la
introduccié de multiples substitucions d’aminoacids en multiples PBPs d’elevada massa

molecular [122].

Els mecanismes principals de resisténcia bacteriana a quinolones son tres: resisténcies de
tipus cromosomic que donen lloc a mutacions en els gens gyrd i1 parC que codifiquen la
subunitat A de la DNA-girasa i I’enzim Topoisomerasa IV respectivament, i produeixen
resisténcies d’ampli espectre a tots els membres del grup de les quinolones. En segon lloc, les
resisténcies per alteracions en la membrana externa dels bacteris Gram negatius que
disminueixen I’entrada de 1’antibiotic i1 finalment, resisténcies degudes a 1’expulsio de

’antibacteria des del medi intracel-lular a I’extracel-lular per acci6 de transportadors [130].

Un altre cas de modificacié de la diana és I’alteracido de llocs d’uni6 del ribosoma.
Aquesta és deguda a la produccio d’enzims, metilases d’origen plasmidic, que metilen els residus
d’adenina en el 23S rRNA provocant una reducci6 en la uni6 a nivell ribosomal de macrolids 1
lincosamides al induir un canvi conformacional en el ribosoma. Aquest és el tipus de resisténcia

que apareix en bacteris Gram positius als macrolids com I’eritromicina.

Una altra forma d’alteracié del lloc d’accié és la utilitzacid de rutes metaboliques
alternatives com succeeix en la resistencia a les sulfonamides 1 al trimetroprim. La resisténcia a
les sulfonamides entre aillaments d’enterobacteris es dona per la utilitzacid de 1’enzim
dehidroteroapto sintetasa que €s resistent a la unié de sulfonamides i per tant s’inhibeix la seva
accid. Aquesta resisténcia €s transmesa per un plasmidi que, amb una freqiiencia del 45%,

s’associa amb la resisténcia a ampicil-lina.
En la resisténcia al trimetroprim la pérdua de I’enzim timidino sintetasa (inhibit pel

trimetroprim) crea la necessitat al bacteri d’una font exodgena de timidina per a la sintesi de

PABA i per tant I’efecte inhibitori del trimetroprim no és efectiu.
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1.2.4 ELS SISTEMES DE REFLUX

Totes les cel-lules, tant procariotes com eucariotes, tenen sistemes de transport de
membranes involucrades en la captacioé de nutrients essencials, I’excrecié de productes toxics
1 el manteniment de 1’homeostasi general, un gran nombre dels quals s’han identificat en els
ultims anys degut al desenvolupament de les técniques de clonacid i seqiienciacio. Aixo ha
permes identificar diferents families de transportadors i s’ha demostrat que molts d’aquestes
sistemes juguen un paper important conferint resisténcia a compostos toxics. Entre aquests
agents transportadors destaquen les bombes de reflux, que son sistemes proteics que
bombegen I’antibiotic fora del citoplasma amb una gran eficacia, disminuint la concentracid

intracel-lular d’algunes substancies a nivells per sota la toxicitat.

Les bombes de resisténcia a multiples antibiotics (MDRs), que es troben ampliament
distribuides en el mon bacteria, sén translocases de membrana que tenen la sorprenent
habilitat d’extreure fora de la cél-lula una gran varietat de substancies no relacionades. Un
gran nombre d’estudis ha demostrat que es pot adquirir resisténcia a un gran nombre
d’antimicrobians a través de I’activitat de les bombes de reflux, per tant I’evolucié ha dotat als
bacteris amb moltes possibilitats de sobreviure en un ambient toxic [131]. En el cas de les
cel-lules eucariotes, un dels sistemes de reflux més coneguts és el de la glicoproteina P,
codificada per el gen mdrl huma i de rosegador, que confereix resisténcia a un ampli rang
d’agents citotoxics via exportacié depenent d’ATP. La glicoproteina P és membre d’una
superfamilia de transportadors ATP-binding cassette (ABC), present també en el mon

bacteria.

L’organitzaci6 d’aquest tipus de sistemes és diferent en bacteris Gram negatius i
bacteris Gram positius, degut principalment a les diferéncies estructurals d’aquests dos grans
grups. En bacteris Gram negatius els transportadors estan organitzats en sistemes de
multicomponents, les bombes de reflux més freqiients soén del tipus RND com AcrB de E. coli
0 MexB en Pseudomonas aeruginosa. En bacteris Gram positius, les bombes de reflux soén
més simples d’organitzacio i tenen un Unic component situat en la membrana citoplasmatica
com és el cas de les bombes MFS en NorA o QacA en Staphylococcus aureus 1 PmrA de

Streptococcus pneumoniae.
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Segons criteris estructurals i bioenergetics, els transportadors de resisténcia a multiples
antibiotics es poden dividir en dos grups principalment [101Putman]: els transportadors
secundaris de multiples antibiotics (SMT, de ’anglés, Secondary Multidrug Transporters) 1
els transportadors ABC de multiples antibiotics (ABC, de 1’angles, ABC, Multidrug
Transporters). En les figures 1.5 1 1.6 es mostra un esquema del mecanisme d’accio

d’aquestes dos classes majoritaries de transportadors.

l EXTERIOR

S LE IR 444 1SS 41
LRI BB o UL

T INTERIOR
Substrat f\ Substrat
ADP ATP +
+Pi H

Figura 1.5. Representacio esquematica de les dues classes majoritaries de
transportadors de multiples antibiotics. A. Els transportadors ABC utilitzen 1’energia
lliure de la hidrolisis del ATP per bombejar antibiotics fora de la cellula. B. Els
transportadors secundaris de multiples antibiotics actuen extrusionant compostos
estructuralment no relacionats en un intercanvi amb protons o ions de sodi.

Recentment, s’ha descrit, en bacteris Gram negatius, I’existéncia d’una nova familia
de transportadors denominada familia d’extrusié de multiples antibiotics i de compostos
toxics (MATE, de I’angles Multidrug and Toxic Compound Extrusion Family) que tenen una
topologia membranal semblant als transportadors MFS 1 utilitzen un gradient electroquimic

d’ions de Na+ per obtenir I’energia [22].
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Figura 1.6. Diagrama esquematic dels sistemes transportadors d’antibiotics en bacteris. OM:
membrana externa; P: espai periplasmatic, CM: membrana citoplasmatica; MFP: proteina de fusio
periplasmatica; TETs: tetraciclines; CAT: cloramfenicol; FQs: fluoroquinolones; CDDs: substancies
cationiques i detergents; AMGs: aminoglucosids; MACs: macrolids; BLAs: B-lactamases [70].

1.2.4.1 Transportadors secundaris de multiples antibiotics (SMT)

L’extrusi6é d’antibidtics i altres compostos citotoxics en els organismes procariotes
normalment és deguda a I’accidé de bombes en les que el procés de reflux té lloc per I’influx
d’un protd. Aquests transportadors estan involucrats en el transport de sucres, anions i
antibiotics 1 sén conduits pel gradient electroquimic, normalment per la for¢ca protd-motriu.
Aquestes bombes s’anomenen amb freqiliéncia antiportadors de protons i poden subdividir-se
en diferents families de proteines, agrupades segons la mida i les similituds de les seves
estructures primaria 1 secundaria: MFS (major facilitator superfamily), SMR (small
multidrug resistance family), RND (resistance-nodulation-cell division family) 1 DME
(drug/metabolite efflux family), poc descrita fins al moment [22]. La taula IV mostra les

caracteristiques d’aquestes tres families.
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Taula V. Transportadors secundaris de multiples antibiotics SMT.

MFS Transporten sucres, 12 segments NorA Staphylococcus aureus
intermediaris del cicle de | transmembrana | Bmr y Blt Bacillus subtilis
Krebs, ésters fosfatats, (12-TMS) LmrP Lactococcus lactis
oligosacarids, antibiotics Ber, MdAfA i | Escherichia coli
(quinolones, EmrD Streptococcus pneumoniae
cloramfenicol, PmrA Mycobacterium tuberculosis
aminoglucosids, Tap Mpycobacterium fortuitum
tetraciclina), acriflavina,
bromur d’etidi. 14 segments Bmr3 Bacillus subtilis
transmembrana | ErmB Escherichia coli
(14-TMS) LfrA Mpycobacterium smegmatis
QacA i QacB Staphylococcus aureus
VceB Vibrio cholerae
SMR Sén les proteines de EbrA, EbrB, YKkC y YkkD Bacillus subtilis
reflux més petites dins EmrE (MvrC) Escherichia coli
d’aquest tipus. Mmr Mycobacterium tuberculosis
Transporten antibiotics QacE Bacteris Gram -
(quinolones, QacEAl Bacteris Gram - i Gram +
eritromicina), compostos | QacG Staphylococcus spp.
d’amoni quaternaris, QacH Staphylococcus saprophyticus
bromur d’etidi, telurit Smr (Ebr/QacC/QacD) Staphylococcus aureus
potasic, acriflavina.
RND Interaccionen amb una AmrB Burkholderia pseudomallei
proteina de fusio (MFP)i1 | AcrB, AcrF (EnvD)i YhiV Escherichia coli
una proteina de HI0895 Haemophilus influenzae
membrana externa per MexB, MexD, MexF i MexY Pseudomonas eruginosa
permetre el transport a MtrD Neisseria gonorrhoeae
través de la membrana
interna i externa de
bacteris Gram negatius.
Transporten antibiotics
(quinolones, eritromicina,
aminoglucosids,
macrolids, B-lactamics),
detergents, colorants
basics.

Es important destacar que dins de la familia MFS hi ha dos tipus de proteines que

exhibeixen 12 6 14 segments transmembranals. Dins de tots dos tipus hi ha indistintament

transportadores d’un unic antimicrobia o de multiples antibidtics, per tant no existeix una

distincié fonamental entre aquests dos tipus de bomba [102].
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A la figura 1.7 es mostra la topologia dels principals sistemes transportadors
secundaris d'antibidtics amb un esquema del seu mecanisme d’acci6 i el tipus d’antibiotic que

transporten.

SMR RND
o Mgt 4’ i ; )
o L CosH A L0
) ] HipEpE FiEpn
S vt 1A : 14 TMS
= oo ‘
au o 0o
,.1 ¥ J?'h‘P % Ir
..“,. COGH
-
[P e
At
4H
3 e Ly
1= v o b
w o o
= o i
< -
S |
= | Substrats Substrat Substrats ;
lipofilics uostrats anfifilics, mono- o
multicationics anfifilics dicationics
& tetraciclina -y tetraciclipa & tetraciclina
eritromina fluoroquinolones fluoroquinolones
» sulfamiacina eritromicina eritromicina
R rifampicina rifampicina
-— licosamides
Q f-lactamics .
= fluoroquinolones cloramfenicol
g | acid fusinic aminoglucosids
cloramfenicol
aminoglucosids

Figura 1.7. Topologia, mecanismes d’acci6 i antibiotics
transportats per les principals families de transportadors secundaris
de multiples antibiotics [127].

Els transportadors més comuns en bacteris Gram negatius son els de la familia RND,
tenen una estructura tipica en la que comparteixen tres elements organitzatius: el
transportador localitzat en la membrana interna, el canal de la membrana externa (OMF, de
I’angles, outer membrane factor) i la proteina de fusid periplasmatica (MFP, de 1’angl¢s,
membrane fusion protein). La bomba de reflux RND-MFS-OMP esta representada per la
bomba AcrRAB-TolC ampliament caracteritzada en E.coli 1 en molts altres membres de la

familia Enterobacteriaceae. Es un sistema molt semblant al dels transportadors MFS (per
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exemple, EmrAB-TolC ) i ABC (per exemple, MacAB-TolC) encara que els membres
d’aquest ultim hidrolitzen ATP per obtenir energia [98].

L’Gnica bomba de reflux descrita i caracteritzada fins al moment a M. morganii és
AcrAB que pertany a la familia RND (resistance nodulation-cell division family)
freqiientment associada amb bombes de resisténcia a multiples antibiotics (MDRs).
Seqilienciada 1’any 2005 en Morganella, aquesta bomba de reflux, juga un paper molt
important en la reduccio dels nivells de susceptibilitat a tigeciclina, una nova tetraciclina
semisintética d’espectre estés capa¢ d’eludir els mecanismes classics de resisténcia de la
tetraciclina com soén la proteccid ribosomal o les bombes de reflux especifiques per
tetraciclina. Algunes espécies de Gram negatius son intrinsecament més susceptibles a
tigeciclina, entre elles es troben Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp., Providencia spp. 1
M. morganii. Algunes soques de Klebsiella pneumoniae, en canvi, s’han aillat amb una
decreixenca de susceptibilitat a tigeciclina adquirida. Aquesta disminucié de susceptibilitat a
tigeciclina ja s’havia associat anteriorment a sistemes de reflux d’altres microorganismes, per
exemple, la bomba de reflux MexXY de Pseudomonas aeruginosa i AcrAB de Proteus

mirabilis 1 Klebsiella pneumoniae [111].

1.2.4.2 Transportadors ABC de multiples antibiotics

La familia de transportadors de membrana ABC constitueix el principal mecanisme de
reflux en els organismes eucariotes i, a diferéncia del que passa en els organismes procariotes,
€s un mecanisme on les proteines obtenen la seva energia del transport de la hidrolisi de
I’ATP [22]. La bomba glicoproteina P, que confereix resisténcia a substancies
anticancerigenes, forma part d’aquesta familia. S’han identificat algunes proteines
homologues a aquesta bomba en bacteris, com el transportador LmrA de Lactococcus lactis i
el transportador de E. coli MacB, involucrat en el reflux de macrolids. Encara que la majoria
de transportadors ABC es van descobrir com a transportadors de drogues, freqlientment
transporten un ampli rang de substrats, incloent colorants, lipids, alguns péptids i esteroids. A
la figura 1.8 es mostra 1’organitzacio6 topologica dels transportadors ABC amb un esquema del

seu mecanisme d’accid i el tipus d’antibiotic que transporten.
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Figura 1.8. Topologia, mecanismes d’accid i
antibiotics transportats per la familia ABC [127].
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1.2.5 ELS INTEGRONS

El terme integrd va ser proposat per Stokes i Hall en 1989 [122] encara que ’actual
definici6 va ser introduida 1’any 1995 per Hall i Collis [49]. Els integrons so6n una familia
d’elements geénics potencialment mobils amb la capacitat d’integrar 1 expressar
majoritariament, perd no exclusivament, gens de resisteéncia als antibiotics. Els estudis inicials
es van efectuar amb plasmidis del grup d’incompatibilitat Inc-W 1 amb transposons
relacionats amb Tn21 que tenien gens de resisténcia a antibiotics en un mateix lloc delimitat
per seqiiencies de nucleotids altament conservades [63]. Estudis posteriors, amb enzims de
restriccid 1 seqiienciacid nucleotidica, van establir que les regions de DNA que delimiten
aquests gens son molt similars entre diferents plasmidis i transposons. A finals de la decada
dels 80 Stokes i Hall van demostrar que aquestes seqiiéncies de DNA que delimiten les
regions de gens de resisténcia son zones conservades, amb un extrem 5’ conservat (5’-CS) i
un extrem 3’ conservat (3°-CS), 1 la zona amb els gens de resisténcia presenta una longitud

variable i és depenent del nombre de gens inserits en I’integro.

El dinamisme dels integrons és degut a la capacitat dels cassettes per escindir-se en
forma de cercles autonoms (no replicatius) 1 a la capacitat d’aquests cercles autonoms per

integrar-se en un integro diferent (figura 1.9).

Els integrons s’han descrit principalment en DNA plasmidic i DNA cromosomic de
bacteris Gram negatius fermentadors, principalment en membres de les families
Enterobacteriaceae 1 Vibrionaceae [62,74], 1 també en alguns microorganismes no
fermentadors, com Pseudomonas aeruginosa [20] i Acinetobater baumannii [46]. En bacteris
Gram positius, en canvi, s’han descrit pocs integrons, es va trobar un integr6 en el cromosoma
d’una soca de Mycobacterium fortuitum 1 s’ha descrit un integrd funcional en una soca de

Corynebacterium glutamicum [80].
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1.2.5.1 Estructura i classificacio

Els components essencials d’un integrod, situats tots ells en la regidé constant 5’,
inclouen el gen integrasa (intl), el lloc d’unid (attl) i els promotors, encarregats de promoure

I’expressio de qualsevol cassette de gen integrat (figura 1.9).

. Regi6 variabl .
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Figura 1.9. Representacio esquematica d’un integr6 de classe 1 i un model d’adquisicié d’un gen de
resisténcia. El procés mitjancant el qual un gen cassette recircularitzat (gen resisténcia 2) s’inserta en
el lloc attl en un integro de classe 1 que ja conté un cassette de resisténcia (gen resisténcia 1) esta
marcat a la figura. Els gens i els llocs de lectura oberts (open reading frames) a les regions 5°’-CS i 3°-
CS d’un integré de classe 1 esquematic s’indiquen en requadres grocs. Els cassettes de resistencia
inserits dins de I’integron s’indiquen en requadres taronja i blau. P; i P, sén promotors associats a
I’integron, P;, és el promotor del gen integrasa (intll). Els gens qacEAI i sull en la regi6 3°-CS
confereixen resisténcia a components d’amoni quaternari i sulfonamides, respectivament.

El gen intl codifica per a una proteina amb activitat recombinasa especifica de lloc
(Intl), la integrasa, que forma part d’una familia d’enzims que tenen com a prototip la
integrasa del bacteridofag A, denominada tirosina-recombinasa. A aquesta familia pertanyen la
majoria de les integrases de bacteriofags i proteines de resolucié de genomes circulars, tant en
bacteris com en plasmidis (XerC i XerD d’Escherichia coli, Cre del plasmidi P1) [128]. S’han
descrit 4 families d’integrons segons 1’homologia de la integrasa. Les tres primeres estan

directament relacionades amb 1’expressi6 de gens de resisténcia i les seves integrases
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presenten entre un 43 1 un 58% d’identitat d’aminoacids, suggerint una divergeéncia evolutiva
per un periode superior a 50 anys, el que correspon, aproximadament a 1’era antibiotica [10].
En canvi, la quarta familia, descrita en el petit cromosoma de Vibrio choloreae, esta
relacionada amb gens anteriors a I’era antibiotica. En els integrons de classe 1, per exemple,

la integrasa €s una proteina de 337 aminoacids amb una mida de 38 KDa.

Adjacent al gen intl esta el lloc de recombinacio especific, attl, en el que s’integra el
cassette genctic de resisténcia. El lloc d’uni6 attl és practicament igual en tots els integrons,
tot i aquesta constancia no hi ha consens sobre els limits d’attl, una de les propostes, per
analogia amb attC, és un palindrome imperfecte de 45pb GCAAC...(35pb)...GTTAG
[44,92].

Entre intl 1 attl es situen dos promotors divergents, un €s el promotor Pj, que
s’encarrega de I’expressio del gen intl, 1 el segon, el promotor P, localitzat en I’extrem 5°-CS
de Dl’integron és D’encarregat de 1’expressié dels gens estructurals inserits, donat que la
majoria, per si sols, no tenen promotor [107]. En el cas concret dels integrons de classe 1, hi
ha dos promotors P, potencials, son els promotors P; i P,, situats en I’extrem conservat 5’-CS.
Una aparent polaritzacio d’expressio existeix entre aquest dos promotors ja que el nivell més
alt de polaritzacid s’obté pel primer cassette localitzat directament riu avall del promotor, en
canvi, cassettes de gens distanciats del promotor s’expressen débilment degut a una prematura
terminacio6 de la transcripcio que té lloc en 1’element de 59pb o lloc a#tC. Per tant, el nivell de
resisténcia a un determinat antibiotic, codificat per un cassette genetic de resisténcia, depen de
la seva posicid a I’integrd. Aixi quan els gens de resisténcia es situen en el primer cassette, el
més proper al promotor, els bacteris manifesten nivells de resisténcia més elevats i aquests

nivells baixen a mida que el gens es situen en cassettes més allunyats del promotor [33].

A continuaci6 d’aquest tres components essencials per un integro hi ha la regio
central variable, en aquesta regio es localitzen els gens estructurals de 1’integré en nimero
variable, normalment oscil-la entre 1 i 4 gens, i son habitualment gens de resisténcia a
antibiotics. Es coneixen pero integrons descarregats, anomenats Int0, que es caracteritzen
perque no tenen cap gen de resisténcia en la seva regio central i, per tant, la regié constant 5°-
CS 1 la regio central variable estan només separades pel lloc de recombinacid especifica, att/

(figura 1.10) [32].

34



Introduccio

5°CS 3°CS

intl] atl | qacEAl  — sull | ORFs

Figura 1.10. Estructura d’un integré descarregat, In0.

Els cassettes genétics constitueixen un grup divers de petits elements mobils que
normalment tenen una sola regid de lectura oberta completa (orf) i una regi6 codificant (gen)
[106]. A més, formant part de la seva estructura, a continuacid de la regid orf, existeix un lloc
de recombinacio especifica per la integrasa denominat element de 59 parells de base (59-pb) o
lloc attC , amb una mida de 60 a 110 parells de bases [30]. A més de tenir una mida variable,
els cassettes genétics també son molt variables en la seva seqiiéncia i només presenten alguna
analogia en els extrems, existeix una similitud en les seqiiencies dels llocs a#tC i1 aixd permet
la formacié d’un palindrome imperfecte que els dona la capacitat de formar estructures tipus
bucle quan estan com DNA de cadena senzilla o de formar figures cruciformes quan es
localitzen com DNA superenrotllat. La seqiiéncia més freqiient en els extrems dels llocs attC
¢s CTAAC---(60-110pb)...GTTAG [44]. Tot i que els cassettes genctics es consideren

elements mobils, no codifiquen per productes involucrats en la seva propia mobilitat.

La inserci6 especifica dels cassettes genéctics a I’interior de la regid variable dels
integrons ha estat només detectada en les cél-lules que expressen ’activitat de I’enzim
integrasa, aix0 indica que aquesta recombinasa €s necessaria per la integracié dels cassettes.
A més, aquesta integracié es dona normalment en el lloc att/ de I’integro, encara que també €s
possible la recombinacid entre dos llocs a##C. La integrasa, per tant, pot interactuar amb els
dos llocs primaris de recombinaci6, el lloc a#tl dels integrons i el lloc a#tC de cada cassette
genetic, tot 1 que la unid €s més forta amb att/ que amb attC . Els cassettes poden trobar-se
lliurement com a moléecules circulars covalentment tancades, al escindir-se d’un integr6d per

I’accio d’una recombinasa [30].

En la majoria dels integrons de classe 1 existeix, després de la regidé conservada, la
regié constant 3’ altament conservada (3’CS) amb els gens gacEAI, sull i orf5 que donen

resisténcia, respectivament, a components d’amoni quaternari, sulfonamides i a una proteina
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amb funci6 desconeguda. Les altres classes d’integrons relacionades amb la resisténcia a
antibiotics no tenen I’extrem 3’-CS tant conservat, ja que les seves seqiiéncies a I’extrem

poden variar per insercid o deleccié d’alguns gens [123].

Integrons de classe 1

Representen ’estructura més comuna i molts dels elements que pertanyen a aquesta
classe s’han caracteritzat per la preséncia de dos zones conservades, I’extrem 5 (5’-CS) 1
I’extrem 3’ (3°-CS). Fins al moment s’han descrit més de 60 cassettes de gens de resisténcia i

més d’un integr6 de classe 1 s’ha observat en la mateixa cél-lula bacteriana [73]

Integrons de classe 2

S’inclouen dins de la familia de transposons Tn7 [129]. El transpos6 Tn7 conté 3
cassettes genctics integrats (dhfrAl-sat-aadAl) adjacents a la integrasa int/2, localitzada en
5°-CS. El lloc attl del Tn7 esta situat entre el gen int/2 1 el primer gen de resistencia inserit, al
igual que els integrons de classe 1. Els integrons de classe 2 no contenen el gen sull pero
inclouen gens que promouen la transposicié de Tn7. S han trobat integrons de classe 11 2 tant

en plasmidis com en transposons [124].

Integrons de classe 3

Fins al moment, només s’ha descrit un integré de classe 3 aillat en una soca de
Serratia marcescens resistent a carbapenem, que inclou el gen cassette blapp 1, al igual que
les metallo-B-lactamases, confereix resisténcia a carbapenems. La seqliencia de 1’integro
també¢ inclou el gen cassette aacA4, aquest confereix resisténcia a aminoglucosids. El gen
integrasa (int[3) presenta un 59% de identitat (72% de similitud) amb el gen int/l dels

integrons de classe 1 [4,31].
Tot 1 les diferéncies en les seqiiéncies de la integrasa i el lloc att/, els mateixos gens de

resisténcia son adquirits per totes tres classes d’integrons, s’han trobat cassettes geneétics

ideéntics en integrons de classe 1 i classe 2 i entre els de classe 1 i classe 3 [49].
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Integrons de classe 4

S’ha descrit el gen intl4 en el petit cromosoma de Vibrio cholerae. Aquest gen
codifica per una integrasa, associada amb el “gen-VCR”, les VCRs ( de 1’angles “Vibrio
cholorae repeated sequences”) son seqiiencies repetides (de 60 a 100 copies), situades en un
fragment que correspon al 10% del genoma de Vibrio cholerae 1 molt similars a les
seqiiéncies que caracteritzen els gens de resisteéncia als antibiotics dels integrons. Els cassettes
VCR es troben en algunes espécies del geénere Vibrio, incloent la soca V. metschnikovii aillada
a I’any 1888, suggerint que aquest mecanisme d’adquisicio de gens és anterior a 1’era

antibiotica [74].

1.2.5.2 Implicacio clinica de I’associacio6 integron-cassette genétic de resisténcia

La disseminaci6 de gens de resisténcia augmenta considerablement quan formen part
de cassettes mobils ja que es facilita la seva transferéncia horitzontal, 1 alguns d’aquests gens
de resisténcia, mitjancant la integrasa, tenen la capacitat de mobilitzar els cassettes entre
integrons. Si aquests integrons formen part d’un transposé poden transposar-se des del
cromosoma cap al plasmidi o viceversa. A més a més, si aquests plasmidis son conjugatius
poden transferir-se d’un bacteri a un altre tant de la mateixa espécie com entre especies
diferents, essent un fenomen genétic important degut a la pressid selectiva existent a nivell

nosocomial [2,129].

Els cassettes de gens dels integrons confereixen resisténcia a una amplia gamma de
compostos antibacterians, que inclouen antibidtics com aminoglucosids, cefalosporines,
cloramfenicol, penicil-lines, rifampicina, tetraciclina, sulfonamides, quinolones. S’han descrit
diversos cassettes de gens per cada una d’aquestes classes d’antibiotics, per exemple,
cassettes de gens que codifiquen per B-lactamases d’espectre estés o carbapenemases (blavp,
blaygs.1, blayiv) o 15 gens diferents que codifiquen per aminoglucosid-adeniltransferases
(aad) o aminoglucosid-acetiltransferases (aac) 1 donen resisténcia a aminoglucosids que junt

amb diferents gens dihidrofolat-reductases (dhfr) donen resisténcia a trimetoprim [4,65,97].

La resisténcia a cloramfenicol ve donada normalment per gens tipus B cloramfenicol-

acetiltransferasa (catB) o per gens que codifiquen per bombes de reflux (cml). També s’han
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descrit gens de resisténcia a la rifampicina (arr-2) 1 a ’eritromicina (ered), gens que

confereixen resisténcia a estreptomicina i espectinomicina (aadA) [24].

Els integrons es troben amb freqiiéncia en soques d’origen nosocomial, perd també
s’han identificat en bacteris aillats d’ambients aquatics [108] i en animals domeéstics [45], aix0
ens indica I’amplia disseminaci6 en la naturalesa d’aquests elements genics. Algunes classes
d’integrons s’han detectat exclusivament en soques ambientals com 7reponema denticola,

Geobacter sulfurreducens i Shewanella putrefaciens.
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1.3 LA MEMBRANA EXTERNA DE MICROORGANISMES GRAM
NEGATIUS

Tots els bacteris, a excepcio dels micoplasmes, produeixen una paret cel-lular que té
com a component comu el peptideglica o mureina, que contribueix a conferir al bacteri certa
rigidesa mecanica, dona forma a la cél-lula 1 protegeix davant la lisi osmotica [12]. Els
bacteris Gram negatius contenen una capa addicional, coneguda com a membrana externa,

situada per sobre de 1’anterior.

1.3.1 ESTRUCTURA DE LA MEMBRANA EXTERNA

La membrana externa és una interficie activa que governa interaccions amb el medi
extern en bacteris Gram negatius 1 mostra una estructura trilaminar caracteristica en
micrografies electroniques de seccions d’aquests bacteris. De manera similar a la membrana
citoplasmatica, la membrana externa esta formada per una doble capa lipidica que conté

fosfolipids i proteines, perd que a més conté grans quantitats d’un lipid unic, el lipopolisacarid

(figura 1.11).
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Figura 1.11. Esquema de la paret dels bacteris Gram negatius.
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La membrana externa dels bacteris Gram negatius €s un bicapa asimeétrica. La cara
interna conté aproximadament un 50% de fosfolipids mentre la resta soén proteines. Aquests

fosfolipids son similars als de la membrana interna, amb un lleuger augment de
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fosfatidiletanolamina. La cara externa dels enterobacteris, en canvi, esta formada

exclusivament per LPS.

El LPS és una molecula complexa amb un pes molecular de mitjana d’uns 10 KDa.
Quimicament, esta formada per un heteropolisacarid fosforilat complex, unit a un lipid
d’estructura tnica, el lipid A. La fracci6 polisacarida es divideix a la vegada en dues parts,
una regio interna, denominada nucli o core 1 una més externa denominada cadena lateral O o
antigen O. La seva composicid quimica varia entre els diferents grups bacterians Gram
negatius. La molécula de LPS més estudiada i que pot considerar-se com a exemple és la
present a Salmonella typhimurium, amb una estructura molt similar a la que es troba a E.coli i

altres enterobacteris.

Les soques salvatges de Salmonella, Escherichia 1 altres Gram negatius que son
capaces de sintetitzar molecules completes de LPS s’anomenen soques S (de 1’anglés, smooth)
per la seva capacitat per formar colonies llises en medi solid. D’altra banda, les soques
incapaces de sintetitzar molécules completes que presentin cadena lateral O, son anomenades

R (de I’anglés, rough) ja que freqlientment presenten una morfologia rugosa.

Associats a la paret dels Gram negatius hi ha altres tipus de polisacarids com I’antigen
comu dels enterobacteris (ECA) 1 els polisacarids capsulars. L’antigen comu dels
enterobacteris €s un polisacarid acid que conté N-acetil-D-glucosamina, acid N-acetil-D-
manosaminuronic 1 4-acetamida-4,6-dideoxi-D-galactosa. Pot representar fins al 0.2% del pes
sec d’E.coli 1 esta unit a la membrana externa a través d’un enlla¢ de tipus covalent amb
fosfolipids en aquelles soques que contenen I’ECA en la forma “no immunogenica”. A les
anomenades soques ECA immunogeniques, I’antigen esta unit covalenment al nucli del LPS

[88].

Hi ha dos tipus de polisacarids capsulars als enterobacteris. El primer, 1’antigen M o
acid colanic, es troba ampliament distribuit dintre de la familia 1 esta format per glucosa,
galactosa, fucosa 1 acid glucuronic. Aquest tipus de polisacarid només es produeix sota
determinades condicions fisiologiques, com ara elevada osmolaritat del medi, una baixa
temperatura o una baixa humitat. Un segon tipus de polisacarid inclou I’antigen K, son els

polisacarids capsulars classics.
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La composicié proteica de la membrana externa €s caracteristica i totalment diferent
de la de la membrana citoplasmatica. Les proteines majoritaries que formen part son: la
lipoproteina i1 proteines formadores de canal. Aquestes ultimes poden ser agrupades a la
vegada en: porines, proteines canal especifiques de substrat i altres proteines transportadores.
També¢ hi ha proteines menys abundants a la membrana implicades en el reflux de toxines i
colicines, com la proteina TolC a E.coli, que es creu que interacciona amb bombes de reflux

per al transport d’antibiotics fora de la cel-lula.

La proteina més abundant en bacteris entérics €és la lipoproteina de la mureina o
lipoproteina de Braun, una petita lipoproteina d’uns 7200Da que es troba en un gran nombre
de copies per cél-lula (7 x 10° copies/cél.). Un ter¢ de la produccio s’uneix al peptideglica
covalentment a través del grup amino de la lisina del C-terminal, mentre que la resta és
proteina lliure [91]. S’ha determinat la seqiiencia de la lipoproteina i s’ha vist que la cadena
polipeptidica presenta una forma o-helicoidal i que presenta una elevada composicid
d’aminoacids hidrofilics. Sembla ser que només la seva porcid lipidica penetra dins la
membrana externa i que la part proteica no és essencial pel creixement. Es possible la unid
oligomerica, és a dir, la uni6 entre diferents lipoproteines i es creu que la seva funcio és la

d’estabilitzar 1’estructura del complex membrana externa-peptideglica.

A més de les porines, hi ha altres proteines de la membrana externa que també
faciliten el transport de soluts. En aquest cas, pero, es tracta d’un procés de difusio facilitada.
Les proteines implicades contenen punts d’unid esteroespecifics pels seus substrats i la difusio
dels soluts segueix una cinctica de saturacid molt similar a la cinctica enzimatica de
Michaelis-Menten [83] 1 molt diferent a la de les porines no especifiques on es segueix la

primera llei de difusié de Fick.

Hi ha un tercer tipus de molécules transportadores implicades en el procés de transport
actiu de grans molécules, com és el cas de complexos de quelat de ferro (Fe **) i la vitamina
B12. Aquestes substancies entren a I’interior de la cél-lula gracies a un sistema format per
receptors proteics d’alta afinitat situats a la membrana externa i la proteina TonB de la
membrana interna, que actua com un translocador associat a una sortida d’energia. Totes les
proteines que participen en el transport de quelats de ferro sembla ser que s’indueixen en
condicions de limitaci6 de ferro i, a vegades, en aquestes condicions es converteixen en

proteines majoritaries de la membrana externa.
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1.3.2 LES PORINES

Va ser ’any 1976 quan Nakae, treballant en el laboratori de Nikaido, va proposar per
primera vegada el nom de “porina” per aquelles proteines formadores de canal no
especifiques. La permeabilitat de la membrana externa a diferents nutrients és deguda, en gran
part, a aquestes proteines conegudes com porines que constitueixen canals o porus
relativament inespecifics i permeten la difusié passiva d’ions i petites molécules hidrofiliques
[83]. Des de llavors, tal i com es va predir, s’han descrit i caracteritzat en cada especie de
bacteri Gram negatiu estudiat, fins i tot s’han trobat en un grup de bacteris Gram positius, el
grup Corynebacterium—Nocardia-Mycobacterium, que produeix una paret rica en lipids. En
Gram negatius, estan presents en bacteris molt diferents com E. coli, S. typhimurium, P.

mirabilis, H. influenzae, N. gonorrhoeae i M. morganii [86].

La funci6 de les porines no és unicament la d’actuar com a canal 1 permetre el pas de
substancies hidrofiliques a través de la membrana externa, sind que també intervenen en altres
funcions. Les porines juguen un paper molt important en la resisténcia als antibiotics,
modulant la variacié en la grandaria de porus, variant I’expressiéo de porines o fins i tot,
canviant de carrega 1 pertorbant la difusié normal de I’antibiotic. Les porines son també
receptors de bacteriofags o bacteriocines, dianes d’anticossos del sistema immunitari o punts
d’unié de components de la cascada del complement. Finalment, poden actuar com a efectors

en la patogenesi o estimular la resposta immunologica [1].

Les porines pertanyen al grup de proteines transportadores formadores de canal segons
la descripci6 realitzada a I’any 2000 per M.H. Saier, que va establir quatre grups de proteines
transportadores: canals, carriers, transportadors actius primaris i transportadors secundaris.
Aquest primer grup, al que pertanyen les porines, es subdivideix a la vegada en cinc
subclasses segons la seva estructura, funcid i origen filogenétic: canals tipus a, son els més
coneguts, presents a totes les membranes d’organismes tant procariotes com eucariotes,
travessen les membranes formant estructures en a-hélix. Porines B-barril, riques en fulles 3
antiparal-leles que adopten una configuracio en cilindre o barril. Estan presents a la membrana
externa dels bacteris Gram negatius, a la membrana dels mitocondris i dels cloroplast i a les
membranes externes d’acids grassos de bacteris Gram positius com Mycobacterium, Nocardia
i Corynebacterium. Toxines proteiques i peptidiques formadores de porus que son

sintetitzades per una c¢l-lula 1 inserides a la membrana d’una altra c¢l-lula on formara un
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porus transmembranal. Tenen un efecte toxic perqué permeten el flux lliure d’electrolits i
altres petites molécules. Holines, presents tant a bacteris Gram positius com Gram negatius i

finalment, canals no sintetitzats ribosomicament formadors de porus.

1.3.2.1 Propietats fisico-quimiques

Les porines formen canals plens d’aigua amb un diametre de porus que oscil-la entre
0,6 nm i 2,3 nm, limiten I’entrada d’algunes substancies i permeten l'influx de petites
molécules hidrofobiques indispensables per la vida bacteriana com sucres, aminoacids, petits
peptids, ions inorganics i alguns antibiotics com [-lactamics, tetraciclines, aminoglucosids,
cloramfenicol i algunes quinolones [82] i el reflux de productes toxics com ara drogues o
solvents organics. Aquest flux de soluts ¢és independent d’energia i segueix, per tant, la

primera llei de difusio6 de Fick.

Les porines son proteines inespecifiques tot i que poden presentar certa selectivitat
10nica, majoritariament cationica com les porines OmpF 1 OmpC d’E.coli 1 en algunes
ocasions anidnica, com ¢€s el cas de la proteina PhoE d’E.coli. No és una selectivitat ionica
absoluta, donat que a I’interior del canal hi ha presents tant aminoacids carregats positivament
com negativament. Les porines tamb¢ presenten petites preferéncies per la mida dels soluts,
OmpF, per exemple, permet la permeabilitat de soluts lleugerament més grans que la porina

OmpC [86].

Algunes porines presenten canals dependents de voltatge en lipid bilayer membranes.
Probablement aix0 representi un artefacte de reconstituci6 d’aquestes porines en liposomes
perque en cel-lules intactes I’Unic potencial possible a través de la membrana externa és el
potencial Donnan que s’ha demostrat que no genera canvis en la conformaci6 de les porines
[84]. Aquest és un fet diferenciador amb les porines dels mitocondris (VDAC, de I’anglés,
voltage dependent anion channels) que requereixen de potencials de entre 20-40 mV per
produir el tancament del canal, mentre en el cas de porines bacterianes es requereixen
potencials de 100mV, com a minim, per tancar [12]. Altres estudis demostren que les porines
tenen un comportament for¢ca complex i dinamic i que poden adoptar conformacions
d’obertura i tancament o, fins i tot, poden romandre en un estat inactiu en funci6 de diversos
parametres fisics 1 quimics com ara el pH, el voltatge i poliamides naturals com cadaverina,

putrescina i espermidina que inhibeixen 1’acci6 de les porines [36].
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Les porines son generalment associacions trimeriques. Aquests homotrimers son
resistents a detergents ionics desnaturalitzats com el SDS i a l’atac proteolitic. El pes

molecular dels monomesr oscil-la entre 28 1 48 KDa [117].

El contingut total de porines ¢s relativament constant i abundant, de fet s’ha estimat de
’ordre de 10* — 10° copies per cél'lula i estan associades fortament, perd no covalentment, al
peptideglica 1 al LPS. En el cas de la uni6 de les porines al peptideglica, s’ha demostrat que
aquesta uni6 pot ser trencada amb 0.5-1 M de NaCl. EI LPS sembla que intervé en el procés
de trimeritzacié de les porines aixi com també afecta a les funcions del trimer de porina
ensamblat. S ha vist que propietats d’obertura del canal son alterades en preséncia del LPS o,
fins 1 tot, s’ha observat que bacteriofags que s’uneixen al receptor de porines en E.coli, només

ho fan en preséncia de LPS [119].

1.3.2.2 Estructura

Les porines presenten dues caracteristiques molt diferents de la resta de proteines de
membrana. En primer lloc, tenen una composicié d’aminoacids més polar que la present a les
proteines solubles en aigua. I en segon lloc, son riques en estructures en fulla 3, a diferéncia
de la majoria de proteines de membrana, amb dominis transmembranals hidrofobics i
estructures en helix-o (Nikaido 1 Milton). Aquesta estructura 3 esta present Uinicament a la

membrana externa de bacteris, cloroplasts i mitocondris.

La topologia de les proteines de membrana a nivell de resoluci6 atomica es coneix
gracies a I’aplicacio de diverses técniques com ara estudis espectroscopis, microscopia
electronica o difraccié de raigs X a partir de cristalls en 2D o 3D, encara que la estructura
cristal-lina només s’ha aconseguit en algunes porines, és indubtablement el progrés més
important en 1’estudi de les porines ja que permet la visio de les estructures tri-dimensionals
de les porines trimeriques (figura 1.12) [110]. La primera porina trimerica estudiada amb
aquesta técnica fou Rhodobacter capsulatus, seguida immediatament per les porines OmpF i

PhoE d’E.coli i OmpK36 de Klebsiella pneumoniae.
Totes aquestes porines formen tres canals plens d’aigua per trimer. Cada monomer

conté de 250 a 450 aminoacids i esta constituit per 16 lamines [ antiparal-leles que formen un

cilindre amb girs curts a la cara periplasmatica i loops llargs a la cara externa de la cél-lula. El
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tercer loop, L3, no esta exposat a la superficie cel-lular sind6 que es doblega cap a I’interior,
formant una zona de constricci6 a la meitat d’aquest canal que contribueix a determinar el
limit d’exclusi6 d’aquest porus. Les porines d’enterobacteris contenen la seqiiéncia

caracteristica PEFGGD en el loop 3 [86].

Figura 1.12. Estructura de la porina Omp1 de Serratia marcescens. (a) Associacid trimérica del canal
d’Ompl. (b) Topologia del monomer en visid lateral, es mostren les 16 estructures en fulla f3,
enrotllades en configuracio de barril. (c) Topologia del monomer en visid frontal, es pot observar que
el loop 3 (L3) és I’tinic que es projecta cap a I’interior del canal [110].

1.3.2.3 Regulacio de I’expressio de les porines

Les porines OmpF i OmpC del bacteri Gram negatiu E.coli foren les primeres
identificades. La regulacido de 1’expressié d’aquestes porines no especifiques d’E.coli esta
ampliament estudiada. El proposit d’aquesta regulacié es va veure clar quan es va descobrir
que OmpF produeix un canal lleugerament més gran que OmpC, d’aquesta manera productes

com antibiotics 1 acids biliars difonen millor a través del canal d’OmpF.

Les condicions d’elevada osmolaritat 1 elevada temperatura del tracte intestinal
(habitat normal d’E.coli) afavoreixen la produccié d’OmpC i reprimeixen la produccid
d’OmpF. En canvi, sota condicions de baixa osmolaritat i temperatura, per exemple, en
I’aigua d’un llac, s’incrementa la produccido d’OmpF beneficiant a E.coli perque li facilita

I’influx de nutrients.
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L’activitat osmotica mediambiental €s captada per la proteina osmosensora EnvZ, de
450 aminoacids 1 50,4 KDa, localitzada a la membrana interna del bacteri. A baixa osmolaritat

EnvZ utilitza ATP per fosforilar-se i fosforila alhora a una altra proteina reguladora, OmpR.

El gen ompF, que té¢ una alta afinitat pels llocs d’unié d’OmpR, es transcriu inclus
quan OmpR esta poc fosforilada, per exemple, sota condicions de baixa osmolaritat. Tot 1
aixo, quan la concentracié d’OmpR activada incrementa, també incrementa la transcripcid
d’ompC 1 la repressi6 d’ompF. D’altra banda, les altes temperatures incrementen la
transcripcio de micF, un gen que codifica per un mRNA de 174 bases complementari a una
regi6 de 74 bases del mRNA d’ompF inhibint la seva traducci6. Finalment, I’estres oxidatiu 1
la preséncia de salicilat també incrementen la transcripcié del gen micF 1 prevenen la

produccié de porines OmpF postranscripcionals.

Sota condicions d’anaerobiosis la proteina OmpC s’expressa altament, fins 1 tot amb
nivells d’osmolaritat no gaire alts, i la repressio6 d’OmpF amb activitat osmotica es veu
afavorida amb condicions aerobies. Un altre factor ambiental que actua algunes vegades en el
sistema EnvZ-OmpR ¢és el pH. A pH acid, com 5.2, es reprimeix la produccié de la porina

OmpF 1 s’incrementa I’expressio d’OmpC.

La regulacio de I’expressi6 de les porines també es dona com a resposta als
components quimics de I’ambient. A 1’any 1991 es va trobar que el salicilat a I’ambient
minimitzava la sintesis d’OmpF. Ara sabem que forma part d’una regulacio global de porines,

donada per tres proteines reguladores MarA, SoxS i Rob [86]

1.3.2.4 Evolucio de les porines

Les poblacions bacterianes evolucionen, entre altres factors, per mutacions en els
loops exposats a I’exterior de les porines al interaccionar amb anticossos, bacteriofags i
colicines, un exemple ¢s OmpF que junt amb el LPS ¢és el receptor del bacteriofag K20 i de
les colicines A i N. Un altre exemple és el canal LamB especific de maltodextrines, els loops
d’aquest canal evolucionen rapidament a les alteracions de I’estructura com ho demostra
clarament la comparacié de les seqiiéncies de la mateixa porina en diferents soques de la

mateixa especie o en soques d’especies properes.
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En experiments “d’evolucié” a nivell de laboratori s’ha observat amb regularitat que
quan es fa créixer E.coli durant uns quants centenars de generacions en condicions de glucosa
limitants hi ha una sobreproduccié del canal especific LamB, el qual facilita la difusié de la
glucosa. En canvi, quan la tinica font de carboni €s el disacarid lactosa en un medi minim, les
soques evolucionen sobreproduint la porina OmpF enfront OmpC, a més es produeixen
mutacions en el gen ompF que modifiquen els residus en la regioé de constriccid o provoquen

una petita deleccio en el loop L3 o canal de constriccio [86].

1.3.3 EL PAPER DE LA MEMBRANA EXTERNA DELS BACTERIS GRAM
NEGATIUS EN LA RESISTENCIA INTRINSECA ALS ANTIBIOTICS

La membrana externa en bacteris Gram negatius €s important perqueé confereix
resisténcia davant factors de defensa de 1’hoste, evita I’atac immune especific i finalment,
actud com a barrera selectiva, evitant I’entrada de moltes molecules nocives presents en el
medi 1 afavorint el reflux de productes toxics [84]. Els bacteris Gram negatius, presenten, de
forma natural, resisténcia a alguns antibiotics que no poden entrar al bacteri per causes
naturals. En canvi, antibiotics de petita grandaria (tetraciclina, cloramfenicol,
fluoroquinolones) utilitzen els canals formats per porines per entrar dins el bacteri. En el cas
d’antibiotics grans 1 lipofilics (macrolids, rifampicina, novobiocina, acid fusidic) tenen

dificultat per passar a través de les porines.

Els bacteris Gram negatius presenten resisténcia intrinseca davant I’accidé de molts
antibiotics que son efectius en altres bacteris, com els macrolids, novobiocina 1 rifampicina,
degut a la baixa permeabilitat que confereix la membrana externa a molecules hidrofobiques,
especialment en bacteris entérics. Aquesta impermeabilitat també la presenten en front
detergents, com SDS o sals biliars i1 als colorants hidrofobics (eosina, blau de metil, verd

brillant).

La principal barrera de permeabilitat és I’estructura que presenten en la membrana
externa en forma de bicapa lipidica. En canvi, en bacteris Gram positius, la gruixuda
estructura del peptideglica no sembla oferir gran resisténcia a la difusi6 de petites molécules
com els antibiotics. Tot el contrari, els bacteris Gram negatius presenten una resisténcia
intrinseca als antibiotics que podria ser deguda a la barrera de permeabilitat que suposa la

membrana externa [85].
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La part externa de la membrana contribueix a la baixa permeabilitat amb la preséncia
del LPS, un lipid inusual format per cadenes d’acids grassos saturats. La membrana interna, al
contrari, esta formada per acids grassos insaturats fent que sigui una estructura més fluida. A
més, el LPS cont¢é 6 o 7 cadenes d’acids grassos unides covalenment evitant el pas
d’antibiotics més hidrofobics que si passarien a través de la membrana citoplasmatica. La

presencia del LPS contribueix, per tant, a conferir resisténcia al pas d’antibiotics lipofilics.

Paral-lelament, els bacteris Gram negatius presenten un elevat nombre de canals
hidrofilics en la membrana externa que permeten tant I’entrada com la sortida d’antibiotics.
Un dels principals impediments de I’entrada d’antibiotics és el diametre i la carrega dels
porus, essencials en la determinacié del pas d’antibiotics. La majoria d’aquests canals a
E.coli, per exemple, tenen un diametre de porus de 7 x 10 A, que permet I’entrada de nutrients
perd no I’entrada de molts antibiotics. A més, la zona de constriccidé del porus presenta un
nombre d’aminoacids carregats electrostaticament de manera que poden restringir el pas
d’algunes molécules a través de la membrana. Les molecules d’aigua a dins del porus

dificulten I’entrada de molécules lipofiliques.

Hi ha diversos factors que poden fer incrementar la resisténcia intrinseca davant agents
antimicrobians. S’ha observat que la pérdua de porines incrementa les MICs d’alguns
antibiotics hidrofilics en molts patogens clinics com E.coli, K.pneumoniae, S.marcescens,
Enterobacter spp. 1 P.aeruginosa. Per exemple, la pérdua de la porina OprD en aillaments
clinics de P.aeruginosa es suficient per conferir resisténcia als antibiotics imipinem i
meropenem. La pérdua de la porina OmpF d’E.coli, per on difonen molt antibiotics, provoca
una resisténcia a multiples antibiotics. En bacteris com Klebsiella spp. i Enterobacter spp.,
s’han descrit mutacions que produeixen una disminucié del nombre de porines en la
membrana externa fent augmentar la resisténcia a antibiotics B-lactamics i en menor grau a
tetraciclines, cloramfenicol i aminoglucosids. En aquelles soques que presenten una
deficiéncia en porines ha estat dificil demostrar la contribucid especifica de 1’alteracié en
I’expressio de porines en la resisténcia als antibiotics perque es troben altres mecanismes de

resisténcia [47].

El nostre grup de recerca ha estudiat el paper de la membrana externa en I’acumulacio
de quinolones a S. marcescens. S’ha constatat que les quinolones menys hidrofobiques poden

penetrar dins el bacteri a través de la porina Omp3 de S. marcescens 1 que mutants deficients
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en aquesta porina disminueixen significativament els nivells d’acumulacié d’aquests agents
antimicrobians [18]. La sintesi d’Omp3 queda reprimida amb 1’addicio de salicilat a
concentracions iguals o superiors a 3 mM, fent que el bacteri esdevingui resistent a diferents
antibiotics, incloses les quinolones menys hidrofobiques, [’ampicil-lina 1 diverses
cefalosporines [101]. Aixi mateix, s’han estudiat les porines Ompl i Omp2 de S. marcescens
[110], en aquests cas, I’entrada d’antibiotics a I’interior cel-lular es realitza preferentment per
la proteina formadora de canal Ompl, possiblement degut a una major grandaria d’aquesta

porina.
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Objectiu

L’aillament d’una soca clinica de M. morganii multiresistent €s un fet irregular i poc
freqlient. Aquest va determinar que ens centréssim en esbrinar els mecanismes de resisténcia
que presenta aquest microbi.

L’objectiu general es va subdividir en els seglients objectius experimentals:

1. Investigar la susceptibilitat antimicrobiana de la soca HUB198351 de Morganella

morganii d’origen clinic.

2. Investigar la importancia de la permeabilitat de les envoltes cel-lulars bacterianes de

M. morganii a diferents antibiotics.

3. Estudiar la possible funcionalitat de bombes de reflux que poguessin expulsar els

antibiotics fora de la cél-lula.

4. Obtenir la porina de M. morganii purificada i realitzar estudis fisico-quimics seguint la

tecnica de lipid planar bilayer.

5. Investigar sobre I’existéncia d’integrons en la soca de M. morganii i obtenir les

seqiiencies dels gens de resisténcia inserits en aquests integrons.
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Material i metodes

3.1 SOQUES BACTERIANES

Les soques bacterianes utilitzades en aquest treball 1 les seves caracteristiques més
rellevants s’exposen a les taules 1 II.

Taula I. Relacio de soques de Morganella morganii.

SOQUES  |FONT
HUB 198351 Orina
CECT 173 Soca de la col‘leccid espanyola de cultius tipus

Taula I1. Relacié de soques de Serratia marcescens i d’Escherichia coli.

SOQUES CARACTERISTIQUES
S.marcescens 2170 Soca proporcionada per Prof. Ackerman (Université Laval, Canada)
E.coli UH302 Soca mancada de les proteines de membrana Cole et al.,1982

externa: OmpA, OmpC i OmpF.

3.2 MEDIS DE CULTIU
3.2.1 BROU DE TRIPTONA I SOJA (TSB)

Medi liquid altament nutritiu utilitzat pel creixement d’una gran varietat de
microorganismes. Fou utilitzat com a medi d’is general en el creixement de les soques
bacterianes.

La seva composicio en g/l és la segiient:

Peptona de caseina..........ccccecvevereenene. 17.0
Peptona de s0ja......ccccoeveeieniencncenenne, 3.0
NaCl..oooiiiiiicieeeeeee 5.0
KHoPOyooiiiiiiiiciiiiccicce, 25
GlUCOSA.....cuiviiiiiicicicccccee 2.5

Preparacio6: Dissoldre 30g en 11 d’aigua destil-lada, ajustant el pH a 7.3 £ 0.2 a 25°C.

Esterilitzar a I’autoclau a 121°C durant un periode de 20 minuts.

3.2.2 AGAR DE TRIPTONA I SOJA (TSA)

Medi solid equivalent al TSB pero sense glucosa ni fosfat, utilitzat pel creixement en

medi solid i la conservaci6 a curt termini de les soques bacterianes.
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La seva composicio en g/l és la segiient:

Peptona de caseina...........coceeeveeveeennnns 15.0
Peptona de s0ja......ccceveerienieenieninennnnn, 5.0
NaACL..eoiieeeeee e 5.0
AT oo 15.0

Preparacio: Dissoldre 40g del producte en 11 d’aigua destil-lada, ajustant el pH a 7.3 +
0.2 a 25°C. Bullir durant 1 minut per dissoldre completament 1’agar. Esterilitzar a 1’autoclau a
121°C durant un periode de 20 minuts, deixar refredar a 50°C 1 distribuir en plaques de Petri a

ra6 de 20 ml per placa.

3.2.3 LURIABROTH

Medi de cultiu liquid utilitzat per experiments de genética molecular amb M.morganii.
La seva composici6 en g/l és la segiient:

Peptona triptica de caseina................... 10.0

Extracte de llevat.......ccccccevevveiiiinninnn.. 5.0

Preparacio: Dissoldre 15g del producte en 1 1 d’aigua destil-lada, ajustant el pH a 7.2

0.2 a 25°C. Esterilitzar a I’autoclau a 121°C durant un periode de 20 minuts.

3.24 BROU DE MULLER-HINTON

Medi nutritiu utilitzat en els experiments de sensibilitat a agents antimicrobians pel
metode de microdilucio en brou de M.H.

La seva composici6 en g/l és la segiient:

Hidrolizat de caseina..............ccoouu...... 17.5
Extracte de carh........coceevvveeeevvevcnnnnee.. 4.0
MO 1.5

Preparacio: Dissoldre 21 g del producte en 1 litre d’aigua destil-lada, ajustant el pH a

7.4 £ 0.2 a 25°C. Esterilitzar en 1’autoclau a 121 °C durant 20 minuts.
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3.25 AGAR DE MULLER-HINTON

Medi nutritiu utilitzat en els experiments de sensibilitat a agents antimicrobians.

La seva composicid en g/l és la segiient:

Hidrolizat de caseina............cccccevueennene 17.5
Extracte de carn..........cocceeveenieneennnne. 4.0
MidO....ouiiiiiaiieieiee e 1.5
WX < | SRS 15

Preparacio: Dissoldre 38 g del producte en 1 litre d’aigua destil-lada, ajustant el pH a
7.3 £0.2 a 25°C. Bullir per dissoldre el medi completament. Esterilitzar en 1’autoclau a 121

°C durant 20 minuts.

3.2.6 BROU DE TRIPTONA SOJA AMB GLICEROL

Medi de conservacio utilitzat per congelar a llarg termini les soques bacterianes

estudiades.

La seva composici6 és TSB i glicerol al 20%. Per preparar el medi resuspendre 3g
de TSB en 80 ml d’aigua destil-lada i afegir 20 ml de glicerol. Esterilitzar la barreja a

I’autoclau durant 20 minuts a 121°C.
Per conservar els bacteris a llarg termini seguir el segiient procediment:

o Es va cultivar el bacteri en 5 ml de TSB durant 18 hores a 37°C.

o Seguidament fou centrifugat 1 ml a 8000 x g durant 5 minuts a temperatura ambient.

o El sediment es va resuspendre en 1 ml de medi de conservacio i es va guardar en tubs
a —20°C fins la seva utilitzacio.

Tots els medis van ser subministrats per Scharlau (Barcelona, Espaiia).
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3.3 DETERMINACIO DE SUSCEPTIBILITAT MICROBIANA ALS
ANTIBIOTICS

3.3.1 AGENTS ANTIMICROBIANS

Per a I’estudi de susceptibilitat bacteriana es van utilitzar antibidtics comercials en
pols, discs d’antibiotics comercials, dos colorants i quatre inhibidors metabolics.
ilu i stock 1 ici e u
Els diluents, les concentracions de cada stock i les condicions de conservacid per a cadascun

dels agents antimicrobians son els segiients:

e ANTIBIOTICS:

o La ciprofloxacina i I’acid nalidixic es van preparar a una concentracid stock de 1
mg/ml en NaOH 0.5 N. Es va conservar en solucié a temperatura ambient i protegida
de la llum.

o La tetraciclina es va preparar a una concentracid stock de 5 mg/ml en 50% (v/v)
d’aigua i etanol. Es va conservar a -20 °C i protegida de la llum.

a El cloramfenicol, I’eritromicina i la rifampicina es van preparar a una concentracid
stock de 10 mg/ml en etanol. Es van conservar a -20°C.

o Els antibiotics B-lactamics utilitzats foren preparats a una concentracio stock de 10
mg/ml en aigua destil-lada estéril. Conservats a -20°C.

a L’estreptomicina, la gentamicina, la novobiocina i la kanamicina es van preparar a una

concentracio stock de 10 mg/ml en aigua destil-lada estéril. Conservats a -20°C.

La ciprofloxacina va ser subministrada amablement pels laboratoris Cenavisa (Reus,
Espana) i la resta d’antibiotics van ser subministrats per Sigma (Sigma Aldrich Corporation,

St. Louis, Missouri, USA).

e COLORANTS:

o Cristall violeta: es prepara en solucio aquosa i1 es conserva a temperatura ambient.

o Acriflavina: es prepara en soluci6 aquosa i es conserva a temperatura ambient.

Es van fer stocks de 10mg.ml-1 de tots dos colorants. Van ser subministrats per Sigma

(Sigma Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, USA).
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e INHIBIDORS METABOLICS:

a Carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (CCCP): es prepara en solucidé alcoholica en
metanol 1 es va conservar a -20°C, protegit de la [lum.

o Cianur de potassi (KCN): es prepara en solucié aquosa i es conserva a temperatura
ambient.

o Reserpina: es prepara en uns soluci6é al 1% d’acid acetic en metanol:aigua a una

proporcié 50:50. Es conserva a temperatura ambient.

Tots els inhibidors metabolics van ser subministrats per Sigma (Sigma Aldrich

Corporation, St. Louis, Missouri, USA).

3.3.2 ANTIBIOGRAMA

La sensibilitat dels bacteris als agents antimicrobians pot ser valorada in vitro utilitzant

el metode de difusid en medi solid.

o Es van resuspendre varies colonies d’un cultiu en placa del microorganisme en 2 ml de
MH.

o Seguidament es va mullar extensament un escobill6 estéril en el tub i1 es va sembrar
I’inocul en plaques de MHA sense inhibidor i amb cadascun dels quatre inhibidors
metabolics. La sembra es va fer lliscant ’escobill6 per tota la placa, en tres direccions,
tenint la certesa que quedava tota ella ben sembrada.

o Passats 10 minuts, es dipositaren els discs d’antibiotics a la superficie de I’agar amb

unes pinces esterils. Les plaques foren incubades a 37%c durant 18 hores.

La lectura es va realitzar mesurant els diametres dels halo d’inhibicié complets de
creixement que es van produir al voltant dels discs, expressant els resultats en mil-limetres.
Segons el diametre d’aquest halo 1 utilitzant unes taules de referéncia el microorganisme es va

classificar com a resistent o sensible a 1’antibiotic estudiat.
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Els antibiotics utilitzats en aquest estudi foren els segiients: imipenem 10ug (IMI),
ceftazidima 30pug (CAZ), ticarcil'lina 75ug (TC), kanamicina 30ug (K), ofloxacina Sug
(OFX), amikacina 30ug (AK), tobramicina 10pug (TN), cloramfenicol 30ug (C), gentamicina
10pg (GM), piperacil-lina 100pg (PRL), eritromicina 15pug (E), novobiocina 30ug (NO),
optoquina 5ug (OP).

Els inhibidors metabolics es van preparar a diferent concentracions stock: el CCCP a

una concentracié de 1 mg.ml™, la reserpina a Img.ml™, el cianur de potassi a 10mg.ml’

3.3.3 CONCENTRACIO MINIMA INHIBITORIA

La determinacié de la MIC (Minimal Inhibitory Concentration) es realitza pel test de

microdilucié en brou. El métode seguit fou el segiient:

o Es van incubar durant 18 hores a 37°C cultius cel-lulars en brou MH. Passat aquest
temps es van diluir aquests cultius 1000 vegades en brou fresc.

o Seguidament es van inocular 10ul de la dilucié del cultiu a cadascun dels pouets de la
placa de microtitter que contenien dilucions seriades dels antibiotics i en alguns casos
dilucions dels inhibidors metabolics. Es van incubar les plaques durant 18 hores a
37°C.

o Es va realitzar la lectura i es va determinar la MIC que és la minima concentracid

d’antibiotic que inhibeix el creixement bacteria.
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3.4 EXPERIMENTS DE REFLUX
3.4.1 ASSAIG DE CREIXEMENT I INHIBICIO DE M.morganii
3.4.1.1 Corba de creixement

Es va determinar la corba de creixement per totes les soques de M.morganii. Es va seguir

el segiient procediment:

o A partir de cultius de 24 hores en plaques de agar TSA, es van realitzar suspensions
bacterianes en 100 ml de medi TSB, fins una densitat Optica a 550 nm al voltant de 0.2-
0.3.

o Els cultius es van incubar a 37 °C i es van anar realitzant mesures de densitat optica a
550 nm, en intervals de temps d’una hora. Les mesures de densitat optica obtingudes es
van representar en front el temps.

o Paral'lelament, es van sembrar plaques de TSA de les mostres preses a cada instant,
previa dilucié de les mateixes. Aquestes es van incubar tota la nit a 37 °C, amb un 5 % de
COs.

o El recompte del nombre de colonies crescudes en las plaques va permetre establir una

correlaci6 entre els valors de densitat Optica obtinguts i la concentracio.

3.4.1.2 Assaig d’inhibicio del creixement

Per realitzar aquest assaig es va seguir el protocol descrit per Beyer et a/ [19].

0 A partir d’un cultiu de 24 hores en TSA, es va realitzar una suspensi6 bacteriana en 100
ml de medi TSB fins una densitat optica a 550 nm d’aproximadament 0.2-0.3.

O A aquesta suspensid s’hi va afegir una concentraci6 de ciprofloxacina de ' la
concentraciéo minima inhibitoria.

o El cultiu es va dividir en dos volums iguals, a un s’hi va afegir CCCP a una
concentracio final de 10 pg/ml.

0 Ambdos cultius es van incubar a 37°C 1 es van anar realitzant mesures paral-leles
d’absorbéncia a 550 nm, a intervals de temps d’una hora.

o Les diferents mesures de densitat Optica es van representar en front el temps.
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3.5

3.4.1.3 Efecte de la concentracié de ciprofloxacina en el creixement bacteria,
en presencia i abséncia de CCCP

Per realitzar aquest assaig es va seguir el protocol descrit per Beyer et a/ [19].

A partir d’un cultiu en TSA, es va realitzar una suspensié bacteriana en 100 ml de medi
TSB fins una densitat optica a 550 nm d’aproximadament 0.2-0.3.

Aquesta suspensio es va repartir en deu tubs amb volums iguals, als quals se’ls hi va
afegir concentracions creixents de ciprofloxacina. Es va prendre com a valor més elevat
el corresponent a la MIC de la soca i es van realitzar dilucions a la meitat. De cada un
d’aquests tubs es van traspassar 5 ml a altres tubs i se’ls hi va afegir CCCP a una
concentracio final de 10 pg/ml.

Tots els tubs es van incubar a 37°C durant 7 hores, passades aquestes hores es van
realitzar les corresponents mesures de densitat optica a 550 nm.

Els valors obtinguts es van representar graficament.

EXPERIMENTS DE FLUORIMETRIA

Es va utilitzar el meétode fluorimetric descrit per Mortimer 1 Piddock (1991)

lleugerament modificat [95]. El procediment seguit fou el segiient:

La soca bacteriana a assajar es va cultivar en medi TSB a 37°C fins que va arribar a una
absorbencia a 600 nm de 0.5-0.7.

Es van sedimentar les c¢l-lules per centrifugacié a 8.000 x g durant 15 minuts a
temperatura ambient.

El sediment fou resuspes en PBS (de I’angles, Phosphate pH Saline) a pH 7,5 1 es va
tornar a centrifugar en les mateixes condicions. Aquesta vegada pero, es va resuspendre
el sediment concentrant-lo 10 vegades en PBS pH 7.5.

A partir d’aquesta mostra, es van preparar aliquotes de 1 ml i foren mantingudes a 37°C.
Es va afegir a cada tub la dissoluci6 de ciprofloxacina necessaria per arribar a una
concentracio final de 10 pug/ml. Fou incubat amb 1’antibiotic a temps de 0, 0,25, 0.50,
1.5, 3,517 minuts i en altres casos a 0, 0.50, 1, 1.5, 6, 8, 10 1 12 minuts.

Es va centrifugar immediatament a 11.000 x g a 4°C i durant 1 minut.
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0o El sediment fou rentat amb 1 ml de PBS pH 7.5 fred (d’aquesta manera s’aconsegueix
un augment de retenci6 cel-lular de la quinolona) i es va resuspendre en 1 ml de 0.1 M
HCI-Glicina pH 3. La soluci6 es va incubar un temps minim de 2 hores a temperatura
ambient i protegida de la [lum.

o Transcorregut aquest temps, la suspensido fou centrifugada a 11.000 x g durant 10
minuts per tal d’eliminar restes cel-lulars.

0 Finalment, es va determinar la concentracié en el sobrenedant per fluorimetria
(Fluorimetre Hitachi model f-2000) a partir d’'una corba de calibratge préviament
establerta per a les condicions de treball experimental. Les longituds maximes
d’excitaci6é (Aex) i emissio (Aem) determinades en 0.1 M HCI-Glicina pH 3 per a la

ciprofloxacina foren de 279 i 447 nm, respectivament.

Tots els experiments es van realitzar per duplicat minim en tres ocasions diferents.

Solucié PBS (Phosphate pH Saline)

Utilitzada com a solucié amortidora de pH en el rentat i manteniment de cel-lules
bacterianes. Es prepara com a soluci6 stock a una concentracié deu vegades la d’utilitzacio.

La seva composicid en g /1 és:

NACT .. 80.0
KHoPO 4o 2.0
NayHPO4. .o 11.44
KCL e 11.0
Aigua destil-lada q.8.p. «eeeeeeeiieriieieeeeeee, 11

Preparacio: dissoldre en 1 1 d’aigua destil-lada 1 ajustant el pH a 7,5 + 0,2. Esterilitzar

a ’autoclau a 121°C durant 20 minuts i deixar refredar.

Soluci6 Glicina-HCI pH 3
Solucid A: glicina 0.2 M
Soluci6é B: HC1 0.2 M

Als assaigs fluorimetrics s’utilitza la solucié 0.1 M HCI-Glicina pH 3 prenent 50 ml de

la solucid A, 12 ml de la solucié B i aigua destil-lada fins a un volum final de 100 ml.
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3.6 EXTRACCIO DE DNA CROMOSOMIC | PLASMIDIC

3.6.1 AILLAMENT I PURIFICACIO DE DNA CROMOSOMIC DE
M.morganii

El métode utilitzat fou una modificacio del metode de Marmur (1961) [66].

a Esvainocular M. morganii en 5 ml de LB i fou incubada 18 h a 37°C.

o A partir del cultiu, s’inocula 1 ml del creixement bacteria en 500 ml de LB i s’incuba
durant 18 h a 37°C en agitacio.

a Es recolliren les cel-lules per centrifugacié a 10.000 x g durant 10 minuts a 4°C i es
van resuspendre en 50 ml d’una solucié de 0.15 M NaCl i 0.01 M EDTA pH 8.0.
Posteriorment, s’afegi a aquesta solucié 1 ml de lisozim al 1% en 0.25 M Tris-HCI
pH 8.0 i es deixa la mescla en gel durant 10 minuts.

a Es van afegir 10 pl d’una solucié de proteinasa K preparada a una concentracié de 10
mg /ml 1 s’agitd suaument la mescla.

o Les cellules van ser lisades afegint 2.63 ml de 20% SDS (fins arribar a una
concentracio final del 1%) en un bany a 78-85°C (I’interval de temperatura esta dintre
del marge del 10% a la Ty, de M.morganii) durant 10-15 minuts. Un canvi brusc en la
viscositat és indicatiu de la lisi cel-lular.

o Es va deixar refredar la suspensio a temperatura ambient. S’afegiren 13.16 ml de 5 M
NaClO4, de manera que la concentracio final del perclorat sodic va ser de 1 M, i
s’agitd. Una elevada concentracié de sals ajuda a dissociar les proteines dels acids
nucleics.

a S’afegi 32.9 ml (0.5 volums) d’una mescla de cloroform:isopentanol, en proporcid
24:1, a la solucid i es va agitar vigorosament durant 30 minuts en un agitador orbital
fins aconseguir una emulsio lletosa.

o L’emulsio es va centrifugar a 17.000 x g durant 10 minuts a 4°C i amb 1’ajut d’una
pipeta de vidre esteril de 10 ml invertida es va recolli la fase superior aquosa procurant
no prendre res de interfase blanca. Aquesta matéria blanca, clarament visible, esta
composta de restes cel-lulars.

o Es repeteix 1’extraccid6 amb cloroform:isopentanol i es van recollir totes les fases
aquoses aixi resultants en un vas de precipitats de vidre esteril.

o EI DNA cromosomic es va precipitar per addicié de dos volums d’etanol al 95% fred i

es recolli simultaniament enrotllant-lo amb una vareta de vidre esteril.
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Seguidament, es va dissoldre el DNA en 15 ml de solucié amortidora de pH SSC x
0.1. Un cop resuspes, fou ajustada la concentraciéo de SSC fins a x 1 afegint 0.85 ml
de SSC x 20.

Es va eliminar el RNA present a la suspensi6 amb un tractament de RNAsa a una
concentracio final de 50 ug - ml”' i incubar durant 30 min a 37°C.

Després del tractament amb RNAsa, es va transferir la solucié a tubs de polipropile i
es va afegir el mateix volum d’una soluci6 de fenol:cloroform. Es va mesclar i
centrifugar a 10.000 x g durant 10 minuts.

Fou recollir la fase aquosa i es torna a repetir I’extraccié amb fenol:cloroform fins que
hi va haver una total abséncia d’interfase de proteines cel-lulars.

Finalment, s’afegi a la mostra igual volum de cloroform:isoamilic. S’agita i
centrifugd. Aquesta extraccid permet eliminar restes de fenol que poguessin haver
quedat en la fase aquosa.

Es va precipitar el DNA solubilitzat en la fase aquosa mitjancant I’addicié de 0.125
volums de 3 M acetat sodic 1 0.625 volums d’isopropanol. Es deixa la solucio6 a -20°C
durant 2 hores 1 el DNA fou sedimentat per centrifugacioé a 10.000 x g a 4°C durant 10
minuts.

El sediment es va rentar un cop amb etanol al 70% fred (sense resuspendre’l) i es va
repetir la centrifugaci6 decantant el sobrenedant 1 assecant els restes d’etanol al buit.
El DNA cromosomic fou resuspés, un cop sec, en 2 ml de solucio TE.

Es va determinar espectrofotométricament la seva concentracid, mesurant

I’absorbéncia a 260 nm i calculant la concentracio a través de la formula:

[DNA] (ug - mi-1) = Azgo/ 0,020

Soluci¢ de fenol:

Fenol bidestil-lat equilibrat a pH 7.8. Afegir a 250 ml de fenol 0.25 g de 8-
hidroxiquinoleina que actua com antioxidant i proporciona una coloracid groguenca
que permet distingir la fase fenolica de I’aquosa. Barrejar amb un excés de solucid
amortidora de pH, 0.5 M Tris-HCI pH 8.0 i deixar que les dues fases es separin.
Eliminar periodicament el tampo, reemplagant-lo per un aport nou. Controlar el pH de
la fase aquosa i quan aquest es situi per sobre de 7.8 pot donar-se per finalitzat

I’equilibri. Conservar el fenol a 4°C protegit de la llum.
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Solucio6 de fenol:cloroform:

Barreja de 50% de solucié de fenol i solucié de cloroform:isoamilic.

Solucié de cloroform:isoamilic:

24 volums de cloroform i 1 volum d’alcohol isoamilic.

Solucié SSC x 20:
0.015 M Citrat trisodic, pH 7.0
0.15 M NacCl

Solucié TE:
10 mM Tris-HCL, pH 8.0
0.5 M EDTA, pH 8.0

3.6.2 AILLAMENT DE DNA PLASMIDIC

Per a I’aillament de DNA plasmidic es va seguir una modificacié del metode descrit

per Feliciello i Chinali (1993) [40].

o Es va fer créixer durant 18 h. la soca desitjada a 37°C en medi LB amb I’antibiotic o
antibiotics adient/s.

o Seguidament, es va sedimentar el cultiu bacteria per centrifugacio a 8.000 x g durant
10 min a temperatura ambient i fou decantat el sobrenedant.

a Per tal de rentar les cel-lules, el sediment es va resuspendre en 0.5 ml de solucid
amortidora STE fred i fou centrifugat de nou a 4°C durant 5 min.

o Es va aspirar el sobrenedant i es van resuspendre les cél-lules en 125 ul de solucid 1
freda (€s molt important que aquesta resuspensio sigui completa).

o S’afegi a la mescla 250 pl de soluci6 II 1 s’homogeneitza la mostra per inversio del tub
uns sis cops.

o Posteriorment, es va incubar en gel uns cinc minuts per tal de permetre la lisi cel-lular
1 es va afegir, transcorregut aquest temps, 375 ul de solucio III. S’agita la mescla
vigorosament i s’incuba en gel durant 10 min.

a El lisat cellular es va centrifugar a 10.000 x g a 4°C durant 10 min i fou transferit el

sobrenedant resultant a un tub esteril procurant no prendre gens de sediment.
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Es precipita el DNA plasmidic afegint 350 ul de 2-propanol i sedimentant-lo per
centrifugacio a temperatura ambient durant 5 min. Un cop sedimentat, es va assecar el
DNA al buit.

Per tal d’eliminar el RNA de la mostra, s’incuba la mescla en preséncia de 125 ul de
10 mg/ml de RNAsa en solucié amortidora TE i es va incubar 15 min a 37°C.
Seguidament, es torna a precipitar el DNA plasmidic afegint 150 pl de 88% 2-
propanol i 0.2 M d’acetat potassic i incubant-lo 10 minuts a temperatura ambient. Es
va centrifugar a 10.000 x g a temperatura ambient durant 5 min, es va assecar el
sediment i fou resuspes en 40 pl d’aigua destil-lada esteril.

Opcionalment, i segons el grau de puresa desitjat, en aquest punt es va afegir fenol al

DNA plasmidic obtingut.
STE:

NaCl 0.1 M
Tris-HCI, pH 8.0 10 mM
EDTA, pH 8.0 1 mM
Solucio6 I:

Glucosa 09¢g
Tris-HCI, pH 8.0 25 mM
EDTA, pH 8.0 10 mM
Solucid I1:

NaOH 02M
SDS 1%
Solucio I1I:

Acetat potassic 4 M
Acid acétic 2M
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3.7 TECNIQUES DE MANIPULACIO DE DNA
3.7.1 DIGESTIO AMB ENZIMS DE RESTRICCIO

Els enzims de restriccié utilitzats van ser subministrats per New England Biolabs i

Fermentas (Lituania) i es van utilitzar segons les indicacions del fabricant.

a El contingut total de cada digestid va ser de 50ul que incloien:
- 1 ul d’enzim (aproximadament 10 unitats)
- 5 ul de tampo6 recomanat pel fabricant
- 25 ul de producte de DNA
- Aigua de MilliQ esteril fins a 50 ul

o Les digestions es van incubar tota la nit a 37°C.

0 Finalment, els enzims es van inactivar a 65°C durant 10 minuts.

3.7.2 PURIFICACIO DE FRAGMENTS DE DNA

Els fragments de DNA digerits amb enzims de restriccid, es van purificar abans de ser
utilitzats en posteriors reaccions enzimatiques. Es va utilitzar el kit de la casa comercial

Qiagen, MinElute Reaction Cleanup (Ref. 28204).

3.7.3 PRECIPITACIO DE DNA

Es va seguir el protocol descrit per Sambrook et al. (1989) [114] amb alguna

modificacio:

a S’afegiren 0.1 volums de 3 M acetat sodic pH 4.8 1 2 volums d’etanol absolut fred.

o Es vaincubar en un bany de gel sec/etanol durant 30 min o a -20°C durant 2 h.

o Posteriorment, fou centrifugat a 4°C a 10.000 x g durant 30 min.

o Es varentar amb etanol al 70% fred.

o S’asseca al buit i es va resuspendre en un volum adient d’aigua destil-lada o solucio

amortidora TE, segons els casos.
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3.7.4 TECNICA D’ELECTROFORESI EN CAMP POLSANT (PULSED-
FIELD GEL ELECTROPHORESIS)

Per a la realitzacio de 1’electroforesi de camp polsant, s’utilitza el meétode descrit per
Maslow et al. [71] 1 Schwartz et al. [118], modificats lleugerament, tal i com es descriu a
continuacio. Totes les electroforesis es van dur a terme en una unitat CHEF-DRIII (BioRad,

Hercules, CA, USA).

La tecnica d’electroforesi en camp polsant s’utilitza per analitzar fragments de gran
mida que no poden separar-se per tecniques electroforetiques convencionals en les que
s’aplica un camp constant o estatic. La técnica d’electroforesi en camp polsant es caracteritza

per tenir la orientacio del camp eléctric variable periodicament.

Aquesta técnica s’ha aplicat amb freqiiéncia en estudis epidemiologics en
bacteriologia, per tal d’obtenir patrons de restriccid senzills que representen DNA

cromosomic bacteria distribuit en unes poques bandes amb mobilitat electroforctica diferent.

En el nostre estudi vam utilitzar aquesta técnica per detectar la presencia de plasmidis

en la soca multiresistent HUB 198351.

3.7.4.1 Extraccio del DNA

o Es va fer créixer M.morganii en un medi ric a 37°C durant 24 hores.

o Es va resuspendre una colonia en 500ul de tamp6 PIV i a continuacié es centrifuga
durant 3 min a 13.000 rpm.

o S’elimina el sobrenedant i es va resuspendre el sediment en 200u1 de PIV.

o Es van barrejar 100pul de la solucid anterior amb 100ul d’agarosa fosa al 1°5% (es va
deixar refredar fins a 42°C aproximadament).

a Es van distribuir gotes de 20ul de la barreja anterior sobre vidres rentats amb alcohol
70%.

o A continuacid es van cobrir les gotes amb portaobjectes coberts de parafilm i rentats
amb alcohol 70% (préviament s havien col-locat separadors laterals per impedir que
les gotes s’aixafessin massa).

o Es deixa solidificar ’agarosa durant 10 min aproximadament, i es van obtenir discos

d’agarosa que contenien la soca de M.morganii HUB198351.
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Per tal que es produis la lisi cel-lular, es van introduir els discos en 1ml de tamp6 de
lisi (ST) i s’incuben a 37°C durant 5 hores.

Posteriorment es decanta la solucid ST i1 es va substituir per una solucié (ES) de
proteinasa-K recent preparada.

S’incuba tot durant 18h a 50°C.

Es decanta la soluci6 de proteinasa-K i s’afegi tamp6 TE.

A continuacié es disposaren els tubs en un agitador orbital i s’agitaren suaument
durant 30-45 min.

Finalitzats els rentats, es van mantenir els discos a 4°C en tamp6 TE, fins a la seva

utilitzacio.

Tampé PIV:

Tris-HC1 1 M, pH 8 10 ml
NaCl 5SM 200 ml
Aigua destil-lada, g.s.p. 11.

Autoclavar durant 15min a 121°C.

Solucié d’agarosa al 1’'5% :
Agarosa 15¢g
Tamp6 TBE x 1 100 ml

Escalfar la barreja en un bany a 100°C o en un microones fins que es dissolgui 1’agarosa.

Soluci6 basica de Lisi (ST):

Tris-HCI 1 M, pH 8 0.6ml
NaCl 5SM 20 ml
EDTA 0.5M pH 8 20 ml
Desoxicolat Sodic 10% (w/v) 2 ml
Sarcosil 10% (w/v) Sml

Autoclavar durant 15min a 121°C.
Abans de la seva utilitzaci6 s’ha d’afegir:
Sul/ml d’una solucié de RNAsa 10mg/ml

2ul/ml d’una soluci6 de Lisozim 50mg/ml.
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Soluci6 ES per a incubacié amb proteinasa-K:

EDTA 0.5M pH 8 90 ml

Sarkosyl 10% (w/v) 10ml

Autoclavar aquesta soluci6 durant 15min a 121°C i afegir proteinasa-K a ra¢ de 1 mg/ml just

abans de la seva utilitzacio.

Tampé TE:

Tris-HCL 1 M, pH 7.5 10 ml
EDTA 0.5M pH 8 2 ml
Aigua bidestil-lada, q.s.p. 11

Autoclavar durant 15min a 121°C.

3.7.4.2 Digestio del DNA amb enzims de restriccio

La digestio del DNA es realitza amb I’enzim de restriccid Spel, que és un enzim de

baixa freqiliencia de tall. La soluci6 de restriccio ha de ser recent pel seu us.

a En 40 ul de solucid SR s’afegi el disc d’agarosa corresponent.

0 A continuacio s’incuba durant 18h a 37°C.

Soluci6 de restriccid (SR):

2.5U per reaccio6 de I’enzim Spel
Tampo Spel x1

0.4ul BSA (Bovin Seric Albumin)

3.7.4.3 Visualitzacié dels fragments

o Es va preparar un gel d’agarosa al 1% en 0°5x TBE en la cubeta de PFGE de BioRad.

O A continuacié es va introduir a cada pou del gel el disc corresponent. També es van
incloure controls de pes molecular (figura 3.1.) que determinaren I’efectivitat de
I’electroforesi.

o Finalment es van separar els fragments de restriccido durant 20h a 14°C 1 6 v/cm amb
polsos de temps d’entre 0.5 1 15 s. Es va tenyir el gel tal i com es descriu en 1’apartat

3.10.3
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Soluci6 d’agarosa al 1% (100ml):
Agarosa Ig
TBE x 1 100ml

1040 —
1455 —

ar.an—

485 —
23.1 —

Q.42 —
655 —

.56 —

232 —
2.03 —

Figura 3.1. Marcador Low Range PFG

3.7.5 ELECTROFORESI DE DNA EN GELS D’AGAROSA

Per separar i identificar fragments de DNA s’utilitza com a mectode rutinari

I’electroforesi en gels d’agarosa ,segons el procediment descrit per Sambrook et al. (1989)

[114].

Els fragments de DNA es van separar bullint 1% agarosa (DNA cromosomic) o 0.7%
agarosa (DNA plasmidic) en una soluci6 de Tris-acetat (TAE). Les mostres s’acondicionaren
per a la seva carrega en el gel mitjancant I’addici6 de solucié blau de bromofenol a una
proporcid 1:5 del volum total de les mateixes. Es va realitzar 1’electroforesis a un voltatge
constant de 85 volts en soluci6 TAE. La mida aproximada dels fragments de DNA fou
determinada per comparaci6 amb la dels marcadors moleculars Gene Ruler 100bp DNA
ladder Plus (Fermentas, Lituania) (Figura 3.2a) o DNA del bacteriofag A digerit amb I’enzim
HindIIT (Figura 3.2b). Per visualitzar els fragments de DNA es va tenyir el gel d’agarosa
amb bromur d’etidi a una concentracio final de 0.5 mg/ml 1 es va observar amb llum UV de

360 nm de longitud d’ona.
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Solucié TAE x 50

Tris 242 g
0.5M EDTA,pH 8.0 100 ml
Acid acétic glacial 57.1 ml
Aigua destil-lada, q.s.p. 11

Solucio blau de bromofenol x 6
Blau de bromofenol  0.25%
Xylen-cyanol 0.25%
Glicerol 30%

bp._nof0.5pg__ % bp ng.spg %
N0 7TA 156
2000 550 110
1600 302 78
129 Ry B 23130° 2384 477
aio 293 RO Q416 OF1 194
B0 281 &2 G557 GFE 135
700 279 4§ v oaEn ¢
i1 |%j 4T 450 90
a0 B0 B0 90 Mmoo 48
00 250 50 2027 A9 42
900 %0 50
100 250 50

125 13 03

1.7% amrnse

1.0% agamee

Figura 3.2. (a) Marcador Gene Ruler 100bp DNA ladder Plus. (b) Marcador A-HindIII.

3.7.6 RECUPERACIO DELS FRAGMENTS DE DNA A PARTIR DE GELS
D’AGAROSA

Es va utilitzar el meétode de Gene-Clean seguint la metodologia que s’exposa a

continuacio:

o Es va preparar el gel d’agarosa tal i com s’ha descrit a I’apartat 3.6.5 en solucié TAE x
1.
o Es va retallar la banda de DNA desitjada del gel d’agarosa, intentant prendre la menor

quantitat d’agarosa que no contingués DNA i fou posat en un tub. S’afegi 3 volums
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de solucié 6 M Nal i s’incuba a 55°C durant 5 min. Aquesta incubaci6 permet extreure
el fragment de DNA de I’agarosa. Si en acabar ’agarosa no s’ha dissolt, deixar el tub
a temperatura ambient durant uns minuts (el fet d’excedir el temps d’incubacio a 55°C
pot afectar el DNA).

o Seguidament, es va afegir el glassmilk (una matriu de silica que s’utilitza per recuperar
fragments de DNA a partir de gels d’agarosa), uns 5 ul per cada 5 ng de DNA (en el
cas qué la quantitat del fragment de DNA sigui major, afegir 1 pul més de glassmilk per
cada 0.5 ng de DNA) i es va incubar la soluci6 en gel durant 10 min.

o La solucid fou centrifugada a 8.000 x g durant 1 min i es descarta el sobrenedant.

o Es va tornar a centrifugar i1 s’aspira el sobrenedant que restava per les parets del tub.
Posteriorment, es va rentar tres cops el sediment amb 1 ml de solucié de rentat freda.
Es va centrifugar a 8.000 x g durant 1 min a 4°C. L’0ltim cop és important que no
quedi res de sobrenedant.

o El sediment s’asseca al buit i va ser resuspeés en un volum adequat d’aigua destil-lada
esteril.

o La solucié fou incubada a 55°C durant 3 min, per tal d’extreure els fragment de DNA
de la matriu de silica i es va centrifugar per separar el sobrenedant.

o Es va repetir ’operacié anterior amb el sediment, tornant a resuspendre’l en aigua
destil-lada.

o Es van ajustar els sobrenedants obtinguts.

Glassmilk:
Preparar 10 g de silica en 100 ml de solucié PBS. Deixar sedimentar durant 2 h i
treure el sobrenedant. Repetir I’operacio i, finalment, centrifugar a 2000 x g durant 2 min i

resuspendre el sediment en 3 M Nal a una concentracié de 100 mg de silica/ml.

Solucié PBS (Phosphate Buffer Saline):

NaCl 80
KH,PO, 20¢g
Na,HPO, 1144 ¢
KCl 20¢g

Aigua destil-lada, q.s.p. 11
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Solucié de rentat:

NaCl 50mM
Tris-HCl pH 7.5 10 mM
EDTA pH 8.0 2.5mM
Etanol 50% (v/v)

3.8 DETERMINACIO DE SEQUENCIES DE GENS

Es van realitzar extraccions de DNA cromosomic i plasmidic de ambdues soques en
estudi de M.morganii i es van amplificar per PCR regions que contenien integrons en el DNA
plasmidic, segons el métode descrit per Levesque et al. [67]. En la taula III es presenten els
oligonucleotids utilitzats. Posteriorment a la purificaci6 1 preparaci6 dels fragments
amplificats obtinguts mitjangant la PCR, es van portar al Servei de Seqiienciaci6 dels Serveis
Cientific-Tecnics de la Universitat de Barcelona. La determinaci6é de les seqiiéncies
d’aquestes regions es va dur a terme automaticament amb deoxinucleodtids fluorescents, amb

el ABI PRIMS Big Dye Terminator Sequencing Ready Reaction Kit.

o Els oligonucleotids 3°CS 1 5’CS utilitzats per amplificar els integrons foren els
dissenyats per Levesque ef al. [67]. A més es van utilitzar els oligonucleotids INT21 I

INT22 com a primers interns de I’integré Int2,0.

Taula I11. Relacié dels oligonucleotids emprats en I’amplificaci6 dels integrons Intl1,5 i
In2,0.
Primer Seqiiencia de nucleotids
3°CS 5’AAGCAGACTTGACCGATS’
5°CS 5’GGCATCCAAGCAGCAAGC 3’
INT21 5’GAGTCTTGAATGGTGAAC3’
INT22 5’ACTGCGGAGCCGTACAAATGS’

a El contingut total de cada reaccié de PCR va ser de 50ul que incloien:
- 2 pl de DNA plasmidic o cromosomic
- 0.25 pl de Taq polimerasa 5 u/ul (1.25 u/reaccid), (Fermentas, Lituania).
- 5 ul de tampd10 x (concentraci6 final 1 x)
- 5 ulde dNTPs 2000 uM (concentraci6 final 200 uM)
- 5 ul de MgCl, 25 mM (concentracio final 2.5 mM)
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- 0.5 pl de cada oligonucleotid 100 uM (concentracio final 1 uM)
- Aigua de MilliQ esteril fins 50 pl

a Les condicions dels cicles de la PCR utilitzades en tots els casos foren les segiients:

Temperatura Temps Nombre de cicles

94°C 5’ 1
94°C I

55°C 1’ 35%
72°C 5’

72°C 10° 1

*S’afegiren 5 segons a cada cicle de la fase d’hibridacio.

Els productes de PCR es van visualitzar amb bromur d’etidi després de fer una

electroforesis en gel d’agarosa.

3.9 COMPARACIO | ALINEACIO DE SEQUENCIES

En la actualitat hi ha diversos metodes per comparar i alinear seqiiéncies, es poden
diferenciar dos grups fonamentals: els métodes formals i els métodes aproximatius. Els
metodes formals possibiliten la realitzacido de cerques complexes que permeten determinar
coincidencies exactes, multiplicitats, insercions i deleccions, perd comporten més temps per la
seva realitzacid. Per altre banda, els métodes aproximatius també possibiliten el mateix tipus
de determinacions, perd no garanteixen trobar les millors comparacions i poden perdre
algunes similituds significatives. Els més utilitzats son FASTA 1 BLAST, ambdds basats en la

realitzaci6 d’analisis comparatius entre seqiiéncies.

En aquest treball s’ha utilitzat 1’algoritme BLAST (Basic Local Alignment Tool) del
NCBI (National Center for Biotechnology Information) en la comparacid 1 cerca de
seqiiencies homologues. La principal caracteristica de BLAST és la seva velocitat, facilitant

en pocs minuts qualsevol cerca en totes les bases de dades.
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3.10 HIBRIDACIO DE DNA PLASMIDIC AMB UNA SONDA
ESPECIFIC

3.10.1 TRANSFERENCIA DEL GEL PER CAPILARITAT A UN FILTRE DE
NYLON. TECNICA “SOUTHERN?".

En el nostre treball la técnica de “Southern” es va fer servir per detectar la preséncia

dels fragments de DNA dels integrons en el plasmidi mitjangant una sonda especifica.

Abans de procedir a la transferéncia per capilaritat es van dur a terme els segiients

Ppassos:

o Es va realitzar un gel d’agarosa tal i com es descriu en 1’apartat 3.6.4. amb el plasmidi
digerit amb 1’enzim de restriccié BamHI.

o Es va desnaturalitzar el gel afegint NaOH 0,5M i NaCl 1,5M durant 45 minuts.

o La neutralitzacié del gel es va realitzar afegint Tris-HCl (pH8.0) IM 1 NaCl 1,5M

durant 20 minuts.

El procés de transferéncia per capilaritat va ser el segiient:

o Es va omplir una cubeta amb NaOH de manera que el tampé de transferéncia passés
de la cubeta al gel i d’aquest a la membrana de nylon (BioRad)

o El muntatge es realitza tal i com s’esquematitza a la figura 3.

o La transferéncia es desenvolupa durant tota la nit.

o Passades 24 hores, es va fixar el DNA a la membrana irreversiblement a través de
raigs UV durant uns minuts. Aquesta uni6 irreversible es produeix per la formacié de
enllagos covalents entre les molécules de la membrana i el DNA.

o Seguidament es va rentar la membrana de nylon amb aigua destil-lada estéril 1 es va

assecar a 37°C durant 24 hores.

3.10.2 OBTENCIO DE LA SONDA DE DNA

Es va realitzar una PCR amb els primers 3°CS 1 5°CS, tal i com es descriu en 1’apartat

3.7., per generar els fragments de DNA dels integrons que es farien servir com a sonda.
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Un cop purificat aquest DNA lineal es va seguir el procediment descrit en el DIG DNA
Labeling and Detection Kit (Roche Applied Science, Alemanya, ref. 11093657910) per tal
d’obtenir les sondes de DNA marcades amb digoxigenina-11-dUTP (figura 3.3), aquesta
molécula s’incorpora cada 20-25 nucledtids en la nova cadena complementaria de DNA que
es sintetitza a través de I’enzim Klenow. D’aquesta manera es van obtenir unes sondes

especifiques marcades amb digoxigenina.

Figura 3.3. Molécula DIG-11-dUTP

3.10.3 PREHII%RIDACIO | HIBRIDACIO DEL FILTRE AMB LA SONDA
ESPECIFICA

L’objectiu de la prehibridaci6 €s evitar la uni6 inespecifica de la sonda que més tard
incubarem amb el filtre i bloquejar els grups + de la membrana de nylon que no estan ocupats
per el DNA transferit. El procés que es va seguir a la prehibridacié i hibridacié va ser el

seglient:

o Es van afegir 20ml de la solucié de prehibridaci6, préviament atemperada a 42°C
sobre el filtre de nylon evitant la formaci6é de bombolles.

o Es vaincubar el filtre en agitacié suau a 42°C durant 30 minuts.

0 15 minuts abans de que s’arribés als 30 minuts de prehibridacié es va preparar la
sonda, és a dir, es va desnaturalitzar el DNA marcat durant 10 minuts a 100°C en un
bany sec seguit de 2 minuts en gel.

o S’afegi la sonda i1 es va deixar incubant a 42°C en agitacio durant 18 hores

(hibridacio).
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3.10.4 RENTATS | DE:I'ECCIO DE LES BANDES ESPECIFIQUES
D’HIBRIDACIO

Finalitzada la hibridacid el filtre es va rentar amb solucions amortidores de pH de
forca idnica progressivament menor per eliminar la sonda que no hagués hibridat. Els passos

seguits foren:

o Fer 2 rentats de 5 minuts a T* ambient 1 agitacié suau amb 25 ml de la soluci6 de
rentat 1.

o Seguidament, fer 2 rentats en agitacié suau de 15 minuts a 52°C amb 25 ml de la
solucid de rentat 2 atemperada a 52°C.

0 Rentar la membrana amb la solucié 3 durant 5 minuts a T* ambient.

Immediatament es va procedir a la detecci6 de les bandes especifiques de hibridacio,
en el nostre treball el fragment de restriccié que conté seqiiencies de homologia amb la sonda
el vam detectar per un metode enzimatic ja que la nostra sonda estava marcada amb

digoxigenina.

La deteccio es realitza mitjancant un anticos anti-DIG que s’uneix a la sonda, aquest
anticos porta unida covalenment una fosfatasa alcalina que transforma el substrat cromogenic
(NBT/BCIP) en un producte de color blau, de manera que en les zones de la membrana on
s’ha donat la reaccid, és a dir, alla on s’ha unit el anticos, veurem unes bandes blaves. En la
figura 3.4 s’esquematitza el protocol de deteccid dels fragments hibridats amb la sonda

marcada amb digoxigenina (DIG).
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Membrana de nylon

T Fragment de DNA
3 NBT/BCIP
5 £ DIG (11-dUTP digoxigenina)
W O Anti-DIG fosfatasa alcalina
ke,
.

Figura 3.4. Detecci6 amb la sonda marcada amb digoxigenina

Per a la deteccid es va seguir els segiient protocol:

o Es va incubar la membrana durant 30 minuts amb 20 ml de la soluci6 de bloqueig 1X.

0 Seguidament, es va incubar durant 30 minuts amb 10 ml de solucié de bloqueig 1X
amb 1ul d’anti-DIG AP conjugada (Roche Applied Science, Alemanya).

o Es va fer 2 rentats durant 15 minuts amb 15 ml de la soluci6 3 de rentat.

o Durant 5 minuts es va equilibrar amb 20 ml de la solucié de deteccio.

o Es van afegir 10 ml de soluci6 de deteccio amb 85ul de solucio de revelat NBT/BCIP
(Roche Applied Science, Alemanya).

o Es va mantenir la membrana en la obscuritat fins que passades 24 hores va aparcixer

la banda i es va parar la reaccio amb 10 ml d’aigua.

La comparacié d’aquesta banda amb la fotografia del gel d’agarosa transferit, ens va
permetre identificar els fragments de restriccid que contenen aquesta seqiiencia de DNA

homologa a la sonda marcada.

Solucié de prehibridacio:

SSCx 5

Formamida x 50

N-laurosylsacosini 0,1 x w/v

SDS 0,02 x w/v

Solucid de bloqueig 2x (Roche Applied Science, Alemanya)
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Solucié de rentat 1:
SSC 2 x
SDS 0,1%

Solucié de rentat 2 (T2 52°C):
SSC 0,1 x
SDS 0,1%

Soluci6 de rentat 3:

Acid malic 0,1M

NaCl 0,1M

Tween 20 (pH 7,5) 0,3% w/v

Solucié de detecci6 (pH 9,5):
Tris HC10,1M

NaCl 0,1M

MgCl, 50mM

3.11 ANALISI DE PROTEINES DE LA MEMBRANA EXTERNA
3.11.1 AILLAMENT DE MEMBRANA EXTERNA

S’utilitza el metode descrit per Puig ef al., (1993) que breument es descriu a

continuacio.

o Esva fer créixer la soca desitjada en 10 ml de medi durant 18 hores.

o Seguidament, es va centrifugar a 8.000 x g durant 20 min a temperatura ambient i es
va resuspendre el sediment en 5 ml de solucié amortidora de pH, 10 mM Hepes pH
7.4.

o Posteriorment, es torna a centrifugar la suspensid i1 es resuspengue en 2 ml de la
mateixa solucio.

o La suspensio cel-lular fou sonicada durant tres periodes d’un minut cadascun, amb
intervals de 30 segons i mantenint la mostra en un bany de gel. Amb I’objectiu de
retirar les cél-lules senceres, es centrifuga la mostra durant 20 min a 8.000 x g.

o El sobrenedant obtingut fou centrifugat a 100.000 x g durant 90 min a 20°C a fi de

sedimentar les membranes totals. Per tal de solubilitzar la membrana interna, es va
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rentar el sediment en 0.2 ml de SLS (laurilsarcosinat sodic) al 2% en solucio
amortidora 10 mM HEPES pH 7.4 i es deixa reposar durant 30 min a temperatura
ambient.

o Un cop transcorregut aquest temps, es sedimenta la membrana externa per
centrifugacio a 60.000 x g durant 60 min a 20°C.

a El sediment fou resuspés en 50 pul de soluciéo 10 mM Hepes pH 7.4.

3.11.2 PURIFICACIO DE LA PROTEINA OMP36

Per a la purificacié de la proteina Omp36 en les soques M.morganii HUB198351 i

CECT173 es va seguir la técnica descrita per Benz [15], tal i com es descriu a continuacio:

o Es van fer créixer les soques a 37°C i en agitacid durant 18 hores en 500 ml de medi
LB.

o Seguidament, es va sedimentar el cultiu bacteria per centrifugacio a 8.000 x g durant
10 min a temperatura ambient i es descarta el sobrenedant.

o Es va resuspendre el sediment en 5 ml de solucié amortidora 50 mM Tris-HCI pH 7.2
i es va centrifugar de nou a temperatura ambient durant 10 min.

o Les cel-lules foren resuspeses en 5 ml de solucié S0mM Tris-HCI pH 7.7

a Amb I’objectiu d’obtenir envoltes bacterianes, les cél-lules foren trencades a 6.2 MPa
en una premsa de French repetint tres vegades el cicle.

a Per tal de retirar les cel-lules senceres, es centrifuga la mostra durant 10 min a 8.000 x
g a temperatura ambient.

o El sobrenedant fou centrifugat a 100.000 x g durant 45 min a 20°C per tal de
sedimentar les membranes totals.

o Amb el proposit de solubilitzar la membrana interna, es va rentar el sediment en 5 ml
de SDS (dodecilsulfat sodic sodic) al 2% en soluciéo 10 mM Tris-HCI pH 7.7 1 10mM
de EDTA, es deixa reposar durant 30 min a temperatura ambient.

o Un cop transcorregut aquest temps, es sedimenta la membrana externa per
centrifugacio a 100.000 x g durant 45 min a 23°C.

o El sediment fou subjecte a un segon rentat amb SDS.

o El sediment aixi obtingut fou resuspes en una solucid que contenia 10 mM Tris-HCI

pH 7.7, 10mM de EDTA 1 2% de detergent Genapol® (Fluka).
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o La mescla fou incubada durant 30 minuts a temperatura ambient i1, posteriorment,
centrifugada a 100.000 x g durant 30 minuts a 23°C. El sobrenedant obtingut contenia
la proteina Omp36 purificada. El detergent Genapol® ¢és utilitzat per solubilitzar les
porines de la membrana externa.

o Per tal de visualitzar el grau de puresa de la proteina es va preparar un gel SDS-PAGE

al 12% i1 es va tenyir amb Blau de Coomassie.

3.11.3 VISUALITZACIO D’OMP PER ELECTROFORESI EN GELS DE
POLIACRILAMIDA

Per visualitzar les proteines de la membrana externa es realitzaren electroforesis en

gels de poliacrilamida en condicions desnaturalitzants.

Totes les electroforesis es van dur a terme en un aparell Mini-Protean II (BioRad). La

mida dels gels fou de 100 mm d’amplada, 80 mm de llargada i 1 mm de guix.

e Preparacio del gel de poliacrilamida

La mostra es visualitza en gels de poliacrilamida amb dodecilsulfat sodic (SDS-
PAGE), segons el meétode descrit per Laemmli (1970) i modificat per Annes et al, (1974). Les
concentracions d’acrilamida foren del 12% al gel separador 1 del 4% al gel apilador o

iniciador.

Gel separador (12% d’acrilamida):

Aigua destil-lada 1.68 ml
Tris-HCI 1.5 M, pH 8.8 1.25 ml
SDS 10% (w/v) 50.0 pl

Solucid d’acrilamida/bisacrilamida 2.0 ml

Aquesta soluci6 es desgasa al buit durant 15 min. A continuaci6 s’hi afegiren els component

seguients:
Persulfat amonic 10% 25.0 pl
TEMED 2.5l
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En ocasions, al gel separador se li afegi urea fins a una concentracio final de 4 M. La
urea permet que la resolucio de bandes a la zona corresponent als pesos moleculars entre 25 1

45 kDa sigui mes elevada. En aquest cas, la composicid d’aquest gel separador fou la segiient.

Gel iniciador (4% d’acrilamida):

Aigua destil-lada 3.05ml
Tris-HC1 0.5 M, pH 6.8 1.25 ml
SDS 10% (w/v) 50.0 pl
Solucié d’acrilamida/bisacrilamida 0.65 ml

Aquesta soluci6 també es desgasa al buit durant 15 min 1 a continuaci6 s’afegiren els
components seglients:

Persulfat amonic 10% 25.0 wl

TEMED 50ul

Persulfat amonic al 10%: S’ha d’utilitzar immediatament després d’haver-se

preparat o b¢ distribuir-lo en aliquotes i conservar-lo a -20°C.

Solucio d’acrilamida/bisacrilamida:

Acrilamida 292 ¢g
N’,N’-bis-metilenacrilamida 08¢g
Aigua destil-lada, q.s.p. 100 ml

La soluci¢ es filtra i es guarda a 4°C a la foscor.

e Recorregut electroforétic

El recorregut electroforétic (en solucié amortidora de pH o solucié de recorregut) es

realitza a voltatge variable de 70 V al gel iniciador 1 de 110 V al gel separador. Els gels d’urea

4M es deixen correr durant 30 min més, després que el front s’escapi per la part inferior.
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Soluci6 de recorregut (x 5):

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

equilibrat a un pH de 8.3

e Tenyiment de les mostres

Pel tenyiment de les mostres es van utilitzar dos métodes diferents.

Meétode 1:

o S’afegi una soluci6 I de Blau de Coomassie als gels i es va mantenir durant una hora
en agitacio constant.

o Posteriorment, es va decantar la soluci6 de tenyiment 1 s’afegi la solucio II de fixacio,
mantenint-la durant una hora amb dos o tres canvis de soluci6 nova.

o Finalment, es va tornar a hidratar el gel amb solucié III. Es pot mantenir el gel en

aquesta solucid durant forga temps.

Solucio I:

Metanol 450 ml
Acid aceétic 50 ml
Blau de Coomassie 1.0g
Aigua destil-lada 450 ml

Solucid I1: Solucié composta per metanol, acid acétic i aigua destil-lada en proporcid 5:1:5.

Solucid I11: Solucidé composta per aigua destil-lada, metanol i acid acétic en proporcié 18:1:1.

Meétode 2:

Un segon meétode utilitzat per tenyir les mostres fou el de tenyiment en plata

reversible, tal i com es descriu a continuacio:

o Esva fixar el gel 10 minuts en la solucid A.
O A continuaci6 es van realitzar dos rentats de 5 minuts amb aigua bidestil-lada.
0 Seguidament, es va sensibilitzar el gel amb 50 ml de la solucié B 1x durant 1 minut i

dos rentats de 20 segons amb aigua bidestil-lada.
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o Es va rentar amb aigua destil-lada a la que s’afegiren 10 ml de la solucio D 1x només
durant uns minuts.

o Finalment es va revelar amb 50 ml de la solucié D x1 + 100 pl Na;S,03 10mg/ml + 25
ul de formaldehid al 37% fins a I’aparicio de les bandes en el gel.

o Es va aturar la coloracio afegint 2,5ml d’acid citric 2,3M 1 mantenir el gen en aigua

bidestil-lada.

Solucié A:
50ml d’etanol al 50%
25 pl de formaldehid al 37%

Solucio B 5x:
O,Sg N328203
500ml d’aigua bidestil-lada

Solucio C:
0,06g de nitrat de plata
50 ml d’aigua bidestil-lada

Solucié D 5x:

75g NaZSZO3
500ml d’aigua bidestil-lada
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3.12 EXPERIMENTS PER MESURAR LA CAPACITAT FORMADORA
DE PORUS: BLACK LIPID BILAYER TECHNIQUE.

3.12.1 MESURA DE LA CONDUCTANCIA DE CANALS SIMPLES

Hi ha una gran varietat de sistemes de reconstitucio que han permes demostrar in vitro

la funcié de canals formadors de porus que tenen les porines.

El primer métode fou descrit per Nikaido I’any 1973 i desenvolupat més tard per
Nakae (1975). Consisteix en formar proteoliposomes a partir de fosfolipids, LPS i porines i
ser resuspesos en una solucié que contingui un sucre petit marcat radiactivament amb '*C
(solut permeable) i un polisacarid gran marcat amb *H (solut impermeable que serveix de
control, per exemple, el dextrd). A partir d’aquests proteoliposmes es fan mesures de reflux de

radioisotops i es pot determinar el limit d’exclusio aproximat de la porina.

El segon metode també fou desenvolupat por Nakae, consisteix en la formacio de
proteoliposomes que continguin un enzim en el seu interior (a—glucosidasa, tripsina o
fosfatasa alcalina). Es realitzen calculs de permeabilitat dels substrat a través de les porines i

seguint les cinetiques de Michaelis- Menten.

El tercer métode consisteix en realitzar mesures Optiques de I’inflament osmotic de
liposomes per estimar la velocitat d’entrada de substancies. Consisteix en formar
proteoliposomes i observar-los quan s’afegeix un substrat. Si el substrat passa a través de les
porines, hi ha un influx d’aigua continu per mantenir 1’equilibri osmotic. A mesura que el
liposoma augmenta de grandaria, els indexs de refracci6 canvien i és possible realitzar

mesures per densitat Optica per observar aquests canvis.

Finalment, el quart i ultim meétode és un procediment de mesura de la conductivitat

d’ions a través de les porines. El procés fou desenvolupat per Benz i Hancock 1’any 1981.

En aquesta tesi es va utilitzar el quart metode posat a punt al laboratori del Prof. R.
Benz, basat en la mesura de la conductancia, en diverses condicions, de porines que son

afegides a una cambra de tefl6 separada en dos compartiments per un enva també de tefldo que

. . . . 2
deixa en el centre una petita finestra amb una superficie d’aproximadament 0.4 mm (fig.
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3.12.1) [13,16]. Al voltant d’aquest forat es formara una bicapa lipidica, que amb 1’ajut d’un
telescopi observarem de color negre (quan els lipids es disposen en forma de bicapa no es

reflecteix la llum i visualment és negre).

El métode de preparacio consisteix en omplir ambdues bandes de la cubeta amb una
solucio salina que contingui el 16 que es vol utilitzar, posteriorment formar la bicapa lipidica
en la finestra. En aquestes condicions no hi pot haver pas de ions a través de la bicapa, i per
tant no es detecta pas de corrent. Les solucions salines aquoses (grau analitic, subministrades
per la casa Merck, Alemanya) foren utilitzades sense solucié amortidora i a un pH aproximat
de 6. La temperatura fou mantinguda durant tots els experiments a 20°C. Les membranes es
van formar a partir d’una solucié de difitanoil fosfatidilcolina (DiPhPC) al 1% (pes/volum)
(Avanti Polar Lipids, Alabaster, AL) en n-deca que es van dipositar en aquesta cambra de
tefl6. Una vegada es va formar la bicapa lipidica, aquesta és relativament estable, de manera

que es poden anar provant condicions diferents.

Font d’alimentaci6 Regulador

4{ 0_ Oscil-loscopi

Amperimetre

Amplificador

Impresora

T

Bicapa lipidica

Figura 3.5. Esquema del sistema emprat per la técnica de Lipid Planar Bilayer.
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L’instrument esta provist d’un parell d’electrodes connectats a una font d’alimentacio,
un regulador 1 un parell d’eléctrodes de mesura de Ag/AgCl connectats en série a un
amplificador de corrent (Keithley 427), un oscil-loscopi 1 una registrador. El senyal
d’amplificacio va ser monitoritzat amb 1’oscil-loscopi i el registrador. Quan la bicapa lipidica
va estar ben estabilitzada, és a dir, era Opticament negra a la llum reflectida, es va addicionar a
un dels compartiments o als dos, la solucid que contenia la proteina Omp36 pura de M.
morganii (aproximadament 100 ng/ml). A un potencial de membrana de 20 mV es van
enregistrar les pertorbacions de la conductancia de la membrana artificial, que posteriorment

van servir per calcular la conductivitat (G).

Els experiments es van realitzar en les segiients solucions salines:
a) KClales concentracions de 0.1,0.3,1.0i3.0 M
b) LiCl a la concentraci6 de 1.0 M.

c) Acetat potassic a la concentracié de 1.0 M.

3.12.2 ESTUDI DE LA SELECTIVITAT DEL CANAL | AVALUACIO DE LA
DEPENDENCIA DE VOLTATGE

Per analitzar si la conducci6 de la membrana provocada per 1’Omp36 depenia del
voltatge aplicat, es va dissenyar I’experiment segiient. Es van formar membranes en una
solucié de 100 mM de KCl i es va anar afegint proteina fins a una conductancia de almenys
0.1 nS, que corresponia a la insercidé d’un nombre suficient de canals d’Omp36. Seguidament,
es va portar el voltatge a zero (el valor del potencial de membrana en aquest punt es designa
per v,,) 1 es va establir un gradient de KCl, cinc vegades major, afegint una solucié de 3M KCl
a un costat de la membrana, en agitacid. El voltatge de membrana de corrent zero va arribar al

seu valor estacionari en 2-5 minuts després de 1’addicié de la solucié de KCI.
Amb el valor de v, i coneixent les concentracions i0niques en els dos compartiments

de la cambra de teflé6 (100 mM i 500 mM de KCI) es pot calcular el coeficient de
permeabilitat anid/catio (Pa/Pc) utilitzant 1’equacio de Goldman-Hodgkin-Katz [14].
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on:

L

~cll +P,-cl

R és la constant de gasos

T és la temperatura absoluta

F ¢és la constant de Faraday

cl és la concentracio més diluida

cll és la concentracid més alta

P

c
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Resultats i discussio

4.1 SUSCEPTIBILITAT ALS ANTIBIOTICS DE M. morganii

La sensibilitat dels bacteris als antibiotics varia com a conseqiiéncia de 1’aparicio de
gens de resistencia i la posterior seleccid de les soques que els expressen. Aquesta resisténcia
pot ser deguda a diferents factors, com son la incapacitat de 1’antibiotic per travessar 1I’envolta
cel-lular, alteracions de les dianes especifiques de I’antibiotic, la capacitat del microorganisme
d’expulsar I’antibiotic, o la produccid, per part del bacteri, d’un enzim que inactiva
I’antimicrobia. La resisténcia a I’antibidtic pot ser innata a tots els membres d’una espécie,
Morganella morganii produeix una B-lactamasa induible codificada cromosémicament que li

confereix una resisténcia natural a aminopenicil-lines i a algunes cefalosporines [100].

La seleccido d’un antimicrobia amb una bona eficacia clinica no és senzilla, tot 1 la
disponibilitat de nombrosos antimicrobians i dels diferents mecanismes d’acci6 d’aquests. A
més, la diversitat d’organismes causants d’infeccions i 1’emergeéncia de soques cliniques
resistents als antibiotics compliquen el tractament apropiat contra el bacteri. Per solucionar
tots aquests problemes donats per la rapida emergencia de la resisténcia bacteriana es

necessita un desenvolupament de nous procediments terapéutics i profilactics [29].

M. morganii és principalment, un agent causant d’infeccions urindries amb les
complicacions que es puguin derivar de la infeccio, ja que totes les parts de I’aparell urinari

estan connectades per un medi liquid i la infeccio pot disseminar-se i afectar a altres zones.

Es va determinar el patr6 de sensibilitat antimicrobiana de M. morganii HUB198351
degut a la seva implicacio clinica. Aquesta soca s’havia aillat d’unes mostres de sang i orina
d’un malalt mascle de 73 anys afectat amb una diabetes Mellitus Tipus II insulina depenent
amb una malaltia pulmonar obstructiva cronica 1 un carcinoma a la traquea. En el moment de
I’ingrés a 1’hospital el malalt va presentar una alteraci6 respiratoria causada per Aeromonas
hydrophila, una sobreinfeccio del tracte urinari i finalment una bacteriémia causada per M.

morganii HUB198351.

M. morganii CECT173 és una soca de la col-leccio espanyola de cultius tipus que no
ha estat sotmesa a la pressid selectiva dels antibiotics i, per tant, presenta un patré ampli de
sensibilitat, és per aix0 que es va prendre com a referéncia en tots els estudis realitzats en

aquest treball.
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La sensibilitat dels bacteris als agents antimicrobians va ser valorada realitzant
antibiogrames en MHA amb el métode descrit a ’apartat 3.3.2. de material 1 métodes. També
es van determinar les concentracions minimes inhibitories de diferents antibiotics en M.

morganii pel test de microdiluci6 en brou descrit a 1’apartat 3.3.3. de material i metodes.

Amb la finalitat d’establir un patré de sensibilitat de les soques HUB198351 i
CECT173, es van escollir antibiotics de tres grups diferents d’antimicrobians: inhibidors de la
sintesis proteica (cloramfenicol, tetraciclina, estreptomicina, gentamincina, eritromicina,
novobiocina), inhibidors de la sintesis del peptideglica (penicil-lina, ampici-lina, ceftriaxona,
cefalotina, cefoxitina, ceftazidime, imipenem) i inhibidors de la sintesi d’acids nucleics
(rifampicina, quinolones: ciprofloxacina i acid nalidixic). La taula I mostra el patré de
sensibilitat determinat per [’antibiograma i la taula II el patré determinat per les

concentracions minimes inhibitories de les soques de M. morganii.

Taula I. Susceptibilitat als antibiotics assajats determinat per antibiograma [78].

ANTIBIOTIC = M.morganii HUB198351 =~ M.morganii CECT173

IMI
OFX
AK
CAZ
TC
K

C
TN
GM
NO
PRL
(0)

95}
95}

N L L L L Y Y n Y YN

AR AR RA 0 R n R

=

IMI (imipenem 10pg), OFX (ofloxacina 5ug), AK (amikacina 30ug),
CAZ (ceftazidime 30ug), TC (ticarcil-lina 75ug), K (kanamicina 30ug),
C (cloramfenicol 30pg), TN (tobramicina 10pg), GM (gentamicina
10ng), NO (novobiocina 30ug), PRL (piperacil-lina 100ug), OPID
(optoquina 5ug); R , soca resistent; S, soca sensible.
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Taula

Concentracions minimes inhibitories (pg/ml) de les soques HUB198351 i

CECT173 de M. morganii.

ANTIMICROBIA = M.morganii HUB198351

M.morganii CECT173

B-lactamics

Ampicil-lina 800 1.5
Penicil-lina 1600 25
Cefalotina 3200 200
Cefoxitina 100 6.25
Ceftriaxona 1.6 0.007
Aminoglucosids

Estreptomicina 1600 6.25
Kanamicina 8 1
Gentamicina 50 0.4
Macrolids

Eritromicina 400 100
Quinolones

Ciprofloxacina 32 0.0035
Acid nalidixic 64 0.125
Altres

Cloramfenicol 64 4
Novobiocina 100 6.25
Rifampicina 12.5 0.2
Tetraciclina 100 0.25
Cristall violeta 100 1

El NCCLS (National Committe for Clinical Laboratory Standards) estableix per a

cada microorganisme uns criteris de sensibilitat davant diversos antibiotics [79]. Aquests

valors van permetre classificar les soques de M.morganii en sensibles (S), resistents

intermedies (I) o resistents (R) enfront els diferents antibiotics tal i com es presenta a la taula

I1I.
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Taula 1ll. Patro de resisténcia d’ambdues soques de M. morganii enfront els 15

antimicrobians.

ANTIMICROBIA = M.morganii HUB198351 = M.morganii CECT173

B-lactamics

Ampicil-lina R S
Penicil-lina R I
Cefalotina R R
Cefoxitina R S
Ceftriaxona S S
Aminoglucosids

Estreptomicina R

Kanamicina

Gentamicina

Macrolids

Eritromicina R R
Quinolones

Ciprofloxacina

Acid nalidixic R

Altres

Cloramfenicol R S
Novobiocina R S
Rifampicina R S
Tetraciclina R S
Cristall violeta R S

R, soca resistent; S, soca sensible: I, resisténcia intermédia

Aquests assaigs van confirmar la sensibilitat als diferents antibiotics de M. morganii

CECT173 a més de servir com a control en la determinacio de les MICs.

El patr6 de resisténcia de M. morganii HUB198351, un aillament clinic, va ser
clarament diferent al que presenta la soca CECT173. En primer lloc, vam analitzar la
resisténcia enfront penicil-lines, cefalosporines 1 altres antibiotics que pertanyen a la familia

de les B-lactames.

Cefalosporines de primera i segona generacié com cefalotina i cefoxitina no van
presentar activitat sobre M. morganii HUB198351, tal i com es demostra en el fet que la soca

fora resistent. Ceftriaxona i ceftazidime, en canvi, son cefalosporines d’ampli espectre de
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tercera generacid que actuen sobre M. morganii HUB198351, ja que aquesta soca va ser

sensible en front aquests antibiotics.

Tal i com hem comentat a la introduccid, M. morganii produeix una [B-lactamasa
cromosomica induible (de classe C) que inactiva rapidament a cefalosporines de primera
generacio, algunes de segona i a carboxipenicil-lines. A Morganella també s’han descrit
soques resistents a B-lactamics degut a la preséncia de B-lactamases codificades per plasmidis
tipus TEM-10, TEM-21 i TEM-72. La resisténcia a cefalosporines de tercera generacid ¢és

deguda a una desinhibici6 d’aquestes [-lactamases [8,94].

L’ampicil-lina és un altre B-lactamic facilment hidrolitzable per les variants de la [3-
lactamasa Amp C recentment descrites a M. morganii [100] i, per tant, podria atribuir-se el
patrd de resisténcia a amplicil-lina de la soca multiresistent HUB198351 a ’accié d’aquesta
B-lactamasa. Al igual que la resisténcia a ticarcil-lina, una carboxipenicil-lina amb una accid

molt similar a la ampicil-lina.

L’imipenem, un altre antibiotic del grup dels B-lactamics, es diferencia dels anteriors
per la preséncia d’un nucli carbapenem que li confereix una elevada resisténcia a la hidrolisi
enzimatica per part de les B-lactamases. Ambdues soques assajades foren sensibles a aquest

antimicrobia.

Els aminoglucosids com 1’estreptomicina, la kanamicina, I’amikacina, la netilmicina,
la gentamicina i la tobramicina actuen en els ribosomes, inhibint la sintesi proteica. Aquests
antimicrobians s’uneixen a una sola diana, la proteina ribosémica 12S de la subunitat 30S, per
inhibir la sintesi proteica. El fet de presentar un unic punt d’acci6 facilita 1’aparici6 rapida de
soques resistents, ja que es requereix una Unica mutacid per aconseguir aquesta resisténcia.
Dels antibiotics que es van assajar, la estreptomicina, la gentamicina i la tobramicina
presentaven resisténcia, en canvi, M. morganii presentd sensibilitat enfront la kanamicina i

I’amikacina, un derivat de la kanamicina.
La soca HUB198351 va ser resistent a la tetraciclina. La tetraciclina €s un agent

bacteriostatic que inhibeix la sintesi proteica, en concret, inhibeix I’enllag de 1’aminoacil

tRNA a la subunitat ribosomal 30S del bacteri. En general, la resisténcia a tetraciclina
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s’atribueix a una permeabilitat reduida o a la inactivaico de 1’antibiotic a I’interior de la

céel-lula.

El cloramfenicol és un altre dels antibiotics que actua a nivell ribosomal, interferint en
I’accio de la peptidiltransferasa 1 bloquejant, per tant, la uni6 dels aminoacids a la cadena
peptidica present a la subunitat 50S. La resisténcia enfront aquest antimicrobia és deguda a la
inactivacié del mateix per part de ’enzim acetiltransferasa. La soca HUB198351 presenta

novament un patro6 de resisténcia al cloramfenicol.

Els macrolids com I’eritromicina es fixen a un receptor de la subunitat 50S del bacteri
1 inhibeixen la sintesi proteica, interferint en les reaccions de translocacié i formacié de
complexes d’iniciacid. La resisténcia a I’eritromicina pot resultar de 1’alteracié del receptor
del RNAr i ser transmissible a través d’un plasmidi. En aquest cas, M. morganii HUB198351

va presentar una resistencia molt elevada a aquest antibiotic.

La rifampicina és un antibiotic que inhibeix la transcripcid, unint-se fortament a la
RNA polimerasa. De la mateixa manera, la funcié principal de la novobiocina consisteix en la
inhibicié de la sintesi de DNA 1 RNA. Aquests antibiotics son actius sobre Gram positius i
només sobre alguns Gram negatius. En M. morganii HUB198351 observem un patré de
resisténcia a tots dos antibiotics, fet que corrobora que aquest agent és poc actiu front bacteris

Gram negatius.

L’activitat de les fluoroquinolones assajades va ser molt uniforme, la soca
HUB198351 va ser resistent tant a la ciprofloxacina com a ’acid nalidixic i a I’ofloxacina.
Aquest grup d’antibiotics actuen inhibint la sintesi de DNA degut al bloqueig de la DNA

girasa i/o topoisomerasa V.
Aquests resultats ens indiquen que M. morganii HUB198351 presenta un patrd de

resisténcia a una gran varietat d’antimicrobians indicant-nos que aquest és un aillament clinic

multiresistent tant als diferents antibiotics utilitzats com al colorant cristall violeta.
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4.2 ESTIMACIO DE LA IMPLICACIO DEL REFLUX EN LA
RESISTENCIA A DETERMINATS ANTIMICROBIANS

4.2.1 ACCIO D’INHIBIDORS METABOLICS SOBRE LA
SUSCEPTIBILITAT ALS ANTIMICROBIANS

Les proteines de reflux transporten compostos estructuralment diversos fora del
bacteri, incloent antibiotics com les fluoroquinolones i cations toxics com el bromur d’etidi,
preveient la seva acumulaci6 intracel-lular. Les activitats de moltes d’aquestes bombes poden
ser inhibides per diferents substancies com 1’alcaloide reserpina, i 1’inhibidor metabolic
carbonil cianida m-clorofenilhidrazona (CCCP), compostos que no es poden utilitzar en la

practica clinica degut a la seva alta toxicitat.

A M. morganii s’ha descrit fins al moment una bomba de reflux, AcrAB, que pertany
a la familia RND (resistance nodulation-cell division family). Els gens de la bomba AcrAB de
M. morganii tenen entre un 60 i un 80% d’identitat amb la seqiiencia de nucleotids del gens
de la bomba AcrAB de Proteus mirabilis. Aquest mecanisme de reflux augmenta la
resisténcia a 1’antibiotic tigeciclina, una nova tetraciclina semisintética d’espectre estés, motiu
pel qual la majoria de les soques de M. morganii tenen una MIC amb uns valors entre 11 4

pg.ml™! [111].

Amb I’objectiu de determinar si la resisténcia a alguns antimicrobians en M. morganii
HUB198531 podia atribuir-se a 1’accié d’una bomba de reflux, es van determinar les
concentracions minimes inhibitories d’alguns antibiotics reconeguts com a substrats de
bombes de reflux en preséncia i abseéncia dels inhibidors CCCP, reserpina i cianur de potassi,
tot 1 que el genere Morganella es caracteritza per poder créixer en presencia d’aquest ultim.
En principi la possibilitat d’obtenir evidéncies de I’extrusié quan els inhibidors metabolics

bloquegen la bomba de reflux té¢ conseqiiéncies directes en els valors de la MIC.

Els resultats de les concentracions minimes inhibitories de diferents antimicrobians en
la soca HUB198351 en presencia i abséncia dels I’inhibidors metabolics CCCP, reserpina i
cianur de potassi, es presenten en la taula IV. La concentraci6 dels inhibidors metabolics fou
en tots els casos 1/2 de la MIC d’aquests compostos. La concentracié de CCCP fou de 12,5
pg.ml”’, la reserpina es va utilitzar a una concentracid de 50 pg.ml’ i finalment la

concentracié de cianur de potassi va ser de 500 pug.ml™.
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Taula V. Concentracions minimes inhibitories de M. morganii HUB198351 en preséncia i
abséncia de CCCP, reserpina i KCN, expressades en pug/ml i determinades pel metode de

microdilucid en brou.

M.morganii HUB198351
ANTIMICROBIA  sense inhibidor metabolic =~ +CCCP  +Reserpina = +KCN
B-lactamics
Ampicil-lina 800 400 800 200
Penicil-lina 1600 1600 1600 1600
Cefalotina 3200 25 400 400
Cefoxitina 100 100 100 50
Ceftriaxona 1.6 0.025 0.4 0.8
Aminoglucosids
Estreptomicina 1600 1600 800 1600
Gentamicina 50 6.25 12.5 50
Macrolids
Eritromicina 400 25 400 100
Quinolones
Acid nalidixic 64 32 32 32
Ciprofloxacina 32 8 32 8
Altres
Cloramfenicol 64 32 64 16
Novobiocina 100 50 12.5 50
Rifampicina 12.5 0.8 6.25 12.5
Tetraciclina 100 0.75 50 12.5
Cristall violeta 100 100 100 200

Si comparem els valors de les MICs en preséncia i en abséncia dels tres inhibidors
metabolics estudiats, CCCP, reserpina i cianur de potassi, pot observar-se que els valors
obtinguts en la gran majoria dels antimicrobians en preséncia dels inhibidors sén molt
similars als valors obtinguts sense la seva preséncia, en la majoria dels antibiotics les MICs no
disminueixen més de 1/4 de la concentracié minima inhibitoria en abséncia dels inhibidors,
aquest ¢és el cas de Iampicil-lina, 1’acid nalidixic, la ciprofloxacina, el cloramfenicol i la
novobiocina, en alguns inclis la variacid €és nul-la, com en els antibiotics cefoxitina,
estreptomicina, penicil-lina i el colorant cristall violeta. Aquestes petites diferéncies podrien
suggerir-nos que en aquest bacteri no hi ha una extrusié evident, per part d’un mecanisme de

reflux, de substancies susceptibles de ser expulsades.
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En canvi, la preséncia dels inhibidors causa en algunes ocasions un increment molt
elevat de la susceptibilitat, aquest és el cas de la rifampicina que en preséncia de CCCP el
valor de la MIC disminueix considerablement (1/8) o la tetraciclina que presenta valors de
fins a 1/64 el de la MIC en abséncia de I’inhibidor. Aix0, en canvi, podria ser un indicador de
que algun mecanisme de reflux esta actuant en el bacteri, encara que, no hi ha una evidéncia

clara de 1’existéncia de bombes de reflux.

Per tant, tal i com es pot observar, no hi ha diferéncies significatives entre els valors
de les MICs obtinguts amb els inhibidors als obtinguts en abséncia de 1’inhibidor, sent molt
similars en la majoria dels casos estudiats. Encara que 1’activitat de reflux no pot ser només
mesurada comparant MICs, ja que tal i com s’ha descrit les MICs estan influenciades per
llargs periodes de incubacid necessaris per determinar-les [18], per aix0, les dades van ser
confirmades amb experiments de fluorimetria en els que 1’activitat de bombes de reflux va ser

mesurada en curts periodes de temps.

422 EXPERIMENTS DE FLUORIMETRIA

4.2.2.1 Estudi comparatiu d’acumulacié de ciprofloxacina en diversos bacteris
Gram negatius

Existeixen, principalment, tres mecanismes de resisténcia bacteriana a las quinolones
deguts a:

1. Mutacions en una regid concreta dels gens que codifiquen per a la DNA girasa i la
topoisomerasa IV, denominada QRDR.

2. Expulsi6 de I’antibacteria des del medi intracel-lular a 1’extracel-lular per accid de
transportadors.

3. Alteracions en la membrana extena dels bacteris Gram negatius que originen
modificacions en els gens que codifiquen per a les porines impedint 1’entrada de

I’antimicrobia en el bacteri.

En aquest ultim cas, s’ha demostrat a E.coli que, mutants deficients en OmpF sén
menys susceptibles a totes les quinolones, en canvi, mutants deficients en Omp C s6n tan
susceptibles com les seves soques salvatges. Aixo pot ser degut també a les diferéncies en els

diametres de les dues porines.
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Per tal de comparar la susceptibilitat a ciprofloxacina i demostrar si es donaven
diferéncies en l’entrada de ciprofloxacina en les soques HUB198351 i CECT173 amb
diversos bacteris Gram negatius es van realitzar estudis d’acumulacié utilitzant el metode

fluorimetric de ’apartat 3.5. de material i métodes.

Vam decidir treballar amb M.morganii juntament amb altres dos generes, Serratia

marcescens 2170 1 Escherichia coli UH302 deficient en porines. Els resultats es presenten a la

figura 4.1.
4
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Figura 4.1. Assaig d’acumulacié de ciprofloxacina (pug/ml) en M.morganii HUB198351, M.morganii
CECT173, S.marcescens i E.coli UH302.

La cinética d’acumulacié de ciprofloxacina es satura als pocs minuts. En totes les
espécies assajades I’acumulacié és un procés rapid, arribant a 1’equilibri estacionari als pocs
minuts d’incubacié amb 1’antibiotic, tot i que la soca d’E.coli UH302, deficient en porines,
presenta uns valors d’acumulacié de I’antibiotic significativament menors que els altres
microorganismes, tal i com era d’esperar al no haver-hi entrada de I’antibiotic a través de les

proteines de canal.

4.2.2.2 Estudi fluorimetric d’acumulacio de ciprofloxacina en M. morganii
amb preséncia i absencia de CCCP

L’acumulaci6 de ciprofloxacina intracel-lular final reflexaria I’equilibri entre I’entrada
1 el reflux. Per tal de comprobar si existeixen diferéncies en I’acumulacié degut al reflux, les
cel-lules de M.morganii es van incubar amb preséncia i abséncia de 1’inhibidor metabolic

CCCP i es van realitzar experiments fluorimétrics.
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L’objectiu principal d’aquest estudi fou confirmar la possible preséncia d’una bomba
de reflux en la soca multiresistent HUB198351 mitjangant experiments amb periodes de
temps molt curts. Per dur a terme aquest proposit es va estudiar la possible contribucio de la
resisténcia a ciprofloxacina per part d’una bomba de reflux de manera quantitativa mitjancant
I’aplicacid6 d’un métode fluorimetric. Aquest metode va consistir en la determinacié de la
concentracio de ciprofloxacina acumulada en cada soca segons el metode descrit per
Mortimer i Piddock [95]. La concentracid de fluoroquinolona acumulada es va determinar tant

en preséncia com en abséncia de 1’inhibidor CCCP.

Les lectures de fluoresceéncia per M.morganii HUB198351 en els assaigs de
fluorimetria es van realitzar en intervals molt curts de temps durant un total de 7 minuts. Tal i
com es descriu a I’apartat 3.5. de material i métodes tots els experiments es van realitzar com
a minim en tres ocasions independents i per duplicat i es van determinar els valors mitjans de

la quantitat de ciprofloxacina acumulada en la soca resistent HUB198351 per unitat de temps.

En la figura 4.2. esta representada I’acumulacié de ciprofloxacina en M. morganii
HUB198351. Com es pot observar tant en preseéncia com en abséncia de 1’inhibidor metabolic

CCCP existeixen poques diferéncies.
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Figura 4.2. Acumulacio6 de ciprofloxacina (ug/ml) en la soca M. morganii HUB198351 en preséncia i
absencia de CCCP.
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Quan I’acumulaci6 de ciprofloxacina es va mesurar en els 7 primers minuts, tant en
preséncia com en abseéncia de 1’inhibidor CCCP, es van detectar poques diferéncies, tot i que

n’hi van haver algunes entre els valors d’acumulacié amb i sense CCCP.

L’acumulacio en presencia de CCCP va ser superior, aix0, en principi faria pensar
que el CCCP estaria inhibint ’expulsio de I’antibiotic i, per tant, presumptivament inhibiria
una bomba de reflux. Donat que la bomba descrita en ’especie €s AcrAB tot apuntaria cap a
una inhibicid activa d’aquest sistema. De totes formes els petits marges en la diferéncia de
valors fan pensar que, en tot cas, el paper jugat per acrAB a I’hora de determinar el quadre de

resisténcia de HUB198351 és de escassa importancia.

4.2.3 ASSAIG D’INHIBICIO DEL CREIXEMENT

Es va desenvolupar un assaig basat en I’estudi de L.R. Peterson et a/ [93], mesurant
I’efecte de D’inhibidor CCCP en preséncia de ciprofloxacina. Les concentracions de

ciprofloxacina van ser 4 vegades inferiors al valor de la MIC de M. morganii.

L’assaig d’inhibicid del creixement es va realitzar amb M. morganii CECT173, com a
control, ja que presentava una clara sensibilitat a ciprofloxacina, 1 M .morganii HUB198531
resistent a ciprofloxacina perd sense un comportament clarament indicatiu de la contribucid

d’una bomba de reflux en la resisténcia a aquest antibiotic.

Els assaigs d’inhibicio del creixement utilitzant CCCP conjuntament amb 1’agent
antibacteria es van dur a terme per detectar 1’actuacié d’un sistema de reflux susceptible a
CCCP. Els resultats obtinguts segons aquest metode descrit al punt 3.4.1.2. de material i

metodes es mostren a la taula V.
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Taula V. Efecte del CCCP en el creixement (densitat optica a 550 nm) de M. morganii
HUB198351 1 CECT173, en preséncia de ciprofloxacina a 1/4 del valor de la MIC.

M.morganii HUB198351 M.morganii CECT173

t (hores)
- CCCP + CCCP - CCCp + CCCP
0 0,131 0,125 0,126 0,127
1 0,144 0,125 0,123 0,121
2 0,152 0,132 0,139 0,141
3 0,182 0,128 0,181 0,17
4 0,32 0,139 0,233 0,21
5 0,452 0,138 0,301 0,28
6 0,669 0,139 0,444 0,401
7 0,986 0,127 0,74 0,68
8 1,068 0,131 0,825 0,736

A la figura 4.3. i 4.4. es mostren les representacions grafiques dels valors que

apareixen a la taula V.
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Figura 4.3.Representacio de les corbes d’inhibicio del creixement de M. morganii HUB198351 a una
concentracié de 1/4 el valor de la MIC de ciprofloxacina, en preséncia i abséncia de CCCP.
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Figura 4.4. Representaci6 de les corbes d’inhibicid del creixement de M. morganii CECT173 a una
concentraci6 de 1/4 el valor de la MIC de ciprofloxacina, en preséncia i abséncia de CCCP.

El creixement de M.morganii en preséncia de 1’antibidtic va ser lleugerament més lent
de I’habitual, segons estudis previs de corbes de creixement. A 1’afegir I’inhibidor CCCP en
els cultius i concentracions subletals de I’antibiotic, es mostra clarament la diferéncia entre les
dues soques. La soca CECT173, a diferéncia de la soca HUB198351 no va presentar gaires
diferéncies en el creixement amb presencia i abseéncia de CCCP. Aixo €s degut a que és una
soca sensible a ciprofloxacina, en la que no actua cap mecanisme de reflux, per tant, I’efecte
del CCCP tampoc es va observar. En canvi, en la soca HUB198351, a I’afegir el CCCP als
cultius, no es va detectar creixement. Aixo s’explicaria per 1’efecte del CCCP en la inhibicio
de la expulsié de ciprofloxacina per una bomba de reflux i la conseqiient acumulacié de
I’antibiotic a I’interior de la cél-lula. Per tant, si es fa servir aquesta metodologia, es posa de
manifest que la bomba de reflux es funcional i, tot i que com hem apuntat abans pugui tenir

un paper secundari aquest pot €sser significatiu sobre tot si coopera amb altres mecanismes.

424 EFECTEDE LA CONCENTRACIO DE CIPROFLOXACINA EN EL
CREIXEMENT BACTERIA, EN PRESENCIA | ABSENCIA DE CCCP

Es va desenvolupar un assaig paral-lel a 1’assaig descrit a 1’apartat anterior amb la
finalitat d’avaluar 1’efecte de la concentraci6é de ciprofloxacina en presencia i abséncia de
CCCP en el creixement de la soca HUB198351 de M. morganii que presentava resisténcia a
ciprofloxacina probablement causada per un mecanisme de reflux i aixi confirmar la possible

implicacio d’una bomba de reflux en aquesta soca multiresistent.
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Els resultats dels assaigs realitzats es presenten a la taula VI, on es mostren els valors
de densitat optica a 550 nm dels cultius crescuts durant 7 hores a diferents concentracions de
ciprofloxacina, en preséncia i abséncia de CCCP (8 pg/ml) tal i com es descriu en I’apartat 3.4.1.3. de

material 1 métodes.

Taula VI. Efecte de la concentracio de ciprofloxacina en preséncia i abséncia de CCCP en la

cinctica de mort de les soques HUB198351 1 CECT173.

M.morganii HUB 198351 M.morganii CECT 173

[CIP] (ng/ml)

+ CCCP - CCCP + CCCP
0 1,076 0,636 1,05 0,985
0,25 1,044 0,638 0,904 0,786
0,5 1,042 0,593 0,318 0,171
1 1,014 0,576 0,224 0,161
2 1,004 0,512 0,178 0,151
4 0,929 0,486 0,153 0,143
8 0,808 0,4 0,142 0,138
16 0,458 0,301 0,139 0,138
32 0,207 0,188 0,135 0,129

Les representacions grafiques corresponents es presenten a les figures 4.5.14.6., en les
que es poden observar els valors de densitat optica en el creixement a diferents concentracions

de ciprofloxacina, amb i sense CCCP.

J—
\S}

—_

=
[ee]

DO (550 nm)
o
N

S o
T~

S N

0 5 0 15 20 25 30 35
concentracié CIP (mg/ml)

—4&—sense CCCP —=— amb CCCP

Figura 4.5. Representacio de I’efecte de la concentracié de ciprofloxacina en el creixement de M.
morganii HUB198351, en preseéncia i abseéncia de CCCP.
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Figura 4.6. Representacio de I’efecte de la concentracié de ciprofloxacina en el creixement de M.
morganii CECT173, en preséncia i abséncia de CCCP.

En les grafiques representades pot observar-se que els valors de densitat Optica en
abséncia de CCCP son, en tots dos casos, superiors als valors en preséncia de 1’inhibidor. Tot
1 aix0, I’efecte de CCCP en la soca CECT173, conjuntament amb la ciprofloxacina a diferents
concentracions, no ¢s destacable comparat amb el creixement de la soca en abséncia de

CCCP.

En la grafica corresponent a la soca HUB198351 s’observa que a concentracions molt
inferiors al valor de la MIC, quant menor és la concentracio de 1’antibiotic, més gran ¢és la
diferéncia entre les dues condicions assajades. En aquest cas s’observa una disminucid del
creixement en preséncia de CCCP, aquests mutants confirmen la interpretaci6 donada en

’apartat anterior.
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4.3 ESTUDI DE LES PROTEINES DE MEMBRANA EXTERNA DE
M.morganii

4.3.1 ANALISI DE LES OMPS DE M.morganii

Per completar aquests estudis de susceptibilitat amb el paper de la membrana externa
en la resisténcia, vam realitzar una analisi dels perfils de proteines de membrana externa de la
soca multiresistent HUB198351 1 la soca control CECT173 en gels desnaturalitzants de

poliacrilamida.

La figura 4.7. mostra el perfil electroforétic de la proteina de membrana externa
Omp36 de M.morganii detectada en aquest estudi. Les cel-lules foren crescudes en TSB i
I’extraccié de les proteines de membrana externa fou obtinguda segons la metodologia
descrita a 1’apartat 3.11.1 de material i metodes 1 visualitzada per electroforesi en gels
desnaturalitzats d’acrilamida segons el métode descrit per Laemmli. També es va visualitzar

la porina en gels tenyits de plata tal i com es descriu en I’apartat 3.11.3 de material i metodes.

En tots dos casos el tractament amb calor, és a dir, bullint les mostres a 100°C durant
10 minuts ens va permetre visualitzar el monomer de 36 KDa. En el gel tenyit en plata, en les
mostres sense bullir, es va visualitzar la banda de la configuracio6 nativa trimérica de la porina

de M.morganii.
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Figura 4.7. (a) Perfil electroforétic en SDS-PAGE de les proteines de membrana externa. Carril 1:
marcador molecular; carril 2: proteina de 36 kDa parcialment purificada de M. morganii HUB198351;
carril 3: proteina de 36 kDa parcialment purificada de M. morganii CECT173. (b) Perfil electroforétic
en tincio de plata. Carril 1: presenta la proteina Omp36 tractada préviament a 100°C durant 10 min. de
M.morganii HUB198351; carril 2: proteina de 36 KDa parcialment purificada de M. morganii
HUB198351 sense bullir; carril 3: presenta la proteina Omp36 tractada préviament a 100°C durant 10
min. de M.morganii CECT173; carril 4: proteina de 36 kDa parcialment purificada de M. morganii
CECT173 sense bullir.

En principi no s’observen diferéncies significatives en els perfils electroforétics. En
totes dues soques localitzem una banda majoritaria que correspon a la porina Omp36 de M.
morganii amb un pes molecular estimat de 36 kDa (figura 4.7 a). L’expressié d’aquesta
proteina de membrana externa €¢s molt similar en la soca salvatge (CECT173) i en la soca

resistent (HUB198351).

Aquest oligomer ¢és presumiblement un trimer en analogia amb altres bacteris enterics

amb un pes molecular aparent de 66,5 kDa (figura 4.7 b). Amb aquests resultats preliminars
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no podem establir a priori cap relacid entre la resisténcia a antibiotics hidrofilics i I’expressiod

de porines.

4.3.2 PURIFICACIO D’OMP36

Hi han dues propietats importants comuns a totes les porines que han permes
desenvolupar processos de purificacié d’aquestes proteines. La primera propietat és que son
insolubles en detergents ionics fortament desnaturalitzats com el SDS a baixes temperatures,
probablement degut a la seva associacié no covalent, perd forta, amb la capa de peptideglica.
La segona, és que les porines poden ser eluides del peptideglica i solubilitzades per una
combinacio de sals (0,1-0,5 M NaCl), 10 mM EDTA i 2% SDS o Genapol® [15]. Aquesta
segona propietat es deu a I’estabilitat de 1’estructura terciaria i quaternaria de les porines al

tractament amb detergent a moderades temperatures.

Seguint el meétode descrit a 1’apartat 3.11.2. de material i métodes es va obtenir la
proteina Omp36 purificada tal 1 com es mostra a la figura 4.8. d’ambdues soques de

M.morganii.
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Figura 4.8. Perfil SDS-PAGE de la proteina Omp36 solubilitzada en Tris-HCL pH=7,7, 2% Genapol
i 10mM d’EDTA. Carril 1 mostra el marcador de pesos moleculars. Carril 2 mostra la proteina Omp36
sense bullir de M.morganii HUB198351; Carril 3 presenta la proteina Omp36 tractada préviament a
100°C durant 10 min. de M.morganii HUB198351. Carril 4 mostra la proteina Omp36 sense bullir de
M.morganii CECT173. Carril 5 presenta la proteina Omp36 tractada préviament a 100°C durant 10
min. de M.morganii CECT173.

En aquest gel es pot observar tant la forma monomeérica (carrils 3 i 5) com la

polimerica (carrils 2 1 4), que possiblement €s una associacio trimerica.
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4.4 EXPERIMENTS DE “BLACK LIPID BILAYER CONDUCTANCE”

Hi ha una gran varietat de sistemes de reconstitucié que han permes demostrar in vitro
la funcidé formadora de canals que tenen algunes porines. Destaquem entre aquests metodes, la
formacié de proteoliposomes utilitzant un reflux de radioisotops, la formacio de
proteoliposomes contenint un enzim i permetent 1’entrada del seu substract, 1’inflament de
liposomes (liposome swelling assay) i1 I’estudi de conductancia a través d’una bicapa lipidica
(planar lipid bilayer technique). Aquest ultim metode és un procediment de mesura de la
conductivitat d’ions a través de les porines. El métode fou desenvolupat per Benz i Hancock

I’any 1981.

L’aparell en el que es dur a terme I’experiment inclou una cambra de teflé dividida en
dos compartiments que estan separats per un enva de teflo que conté un petit forat de 1-2 mm®
i que connecta ambdds espais. Hi ha electrodes en tots dos compartiments en la solucid
aquosa. En aquest forat es forma una membrana lipidica utilitzant com a solvent n-deca. La
membrana que es forma és una bicapa que és Opticament negre quan la mirem amb llum
natural i és impermeable als ions. Per aix0, quan s’aplica un voltatge entre les dues capes de
I’enva, no s’observa conduccié de corrent. Si s’afegeixen porines en un costat de la bicapa
s’observen fluctuacions en la conductancia. Aquestes fluctuacions poden ser interpretades
com els passos d’incorporacid d’oligomers formadors d’un unic porus a la membrana.
L’augment de corrent és petit, aproximadament de 10™'" 0 10™'% A, mitjangant un amplificador
de senyal pot ser enregistrat. Aquest metode té I’inconvenient que tinicament es pot estudiar la
permeabilitat a ions. Tanmateix, permet estimar el diametre del porus, estudiar la selectivitat
del porus per una gran quantitat d’anions i cations, ens dona informacié sobre els llocs d’uni6

dels ions al canal 1 determinar si el canal és regulat per voltatge.

A partir de la purificacid de la proteina Omp36 de M.morganii es procedi a I’aplicacid

d’aquesta teécnica.

4.4.1 ANALISI DE CONDUCTANCIA DEL CANAL PRODUIT PER LA
PORINA OMP36 DE M. morganii

Es va analitzar la formacio del canal de la porina de 36 KDa de M.morganii amb
experiments de conductancia. Es van afegir petites quantitats de porina (aproximadament

100ng/ml) a la fase aquosa d’una o ambdues cares de I’enva que separa els compartiments de
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la cambra descrita a I’apartat 3.12.1. de material i metodes. Després d’un temps d’inactivitat
d’aproximadament un o dos minuts, probablement a conseqiiencia de la lenta difusi6 aquosa
de la proteina, es va observar un augment esglaonat de corrent similar al observat en d’altres
porines de Gram negatius [Benz el al 1978 i 1988]. Cada salt representa la insercié dins de la
membrana d’una unitat conductiva (un canal de membrana). La figura 4.9. ens presenta
I’experiment després d’afegir la porina de M. morganii HUB198351, uns cinc minuts després
de la formaci6 de la membrana. Sota aquestes condicions, 1’augment de corrent és lent i la
conductancia d’aquest canal arriba fins els 2 nS quan s’afegeix la porina a la membrana
preexistent. Tanmateix, la conductancia dels esglaons de corrent va ser també de 2 nS quan
després de la formacidé de la membrana es va afegir la porina de M.morganii CECT173 (figura
4.10.). Els canals tenen un temps de vida llarg perqué en cada experiment foren observats

almenys durant uns deu minuts.

2,5nS
25pA

20s

Figura 4.9. Registre de conductancia de canals simples de la porina de M.morganii HUB198351 en
una membrana de difitanoil fosfatidilcolina/n-deca aplicant un voltatge de 10mV. La fase aquosa
contenia 1 M KCIl. La temperatura de I’experiment va ser de 20°C.
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25pA

20s

Figura 4.10. Registre de conductancia de canals simples de la porina de M.morganii CECT173 en una
membrana de difitanoil fosfatidilcolina/n-deca aplicant un voltatge de 10mV. La fase aquosa contenia
1 M KCIl. La temperatura de I’experiment va ser de 20°C.

Aquestes dues figures mostren el registre esglaonat tipic de conductancia de canals de
porina, indicant cada salt, la introducci6é d’una unitat conductiva en la membrana preexistent.
Es important destacar que la conductancia de 2,0 nS de la porina Omp36 de M.morganii és
molt propera a la conductancia d’altres porines de bacteris Gram negatius, com les porines
OmpC i OmpF d’E.coli, les quals presenten uns valors de conductancia entre 1,5 1 2,0 nS sota
les mateixes condicions [Benz 1988, 1978,1985, 1979] 1 Omp1 de S.marcescens que presenta

un valor de conductancia de 2,0 nS també¢ sota les mateixes condicions [110].

Aquests registres van ser representats posteriorment en un histograma (figura 4.11.)
que presenta el percentatge de totes les unitats conductives observades en la proteina Omp36
de M.morganii HUB198531 reconstituida en una membrana de difitanoil fosfatidilcolina/n-
deca. La soluci6 aquosa contenia 1 M de KCI 1 el voltatge aplicat fou de 10mV amb una
temperatura de 20°C. Aquesta distribuci6 ¢és el resultat de nombrosos registres ( 214 ) de 3

assaigs.
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Figura 4.11. Histograma de totes les unitats conductives observades en membranes DiPhPC/n-deca en
presencia d’aproximadament 10ng/ml de la proteina Omp36 de M.morganii HUB198351. La solucio
aquosa contenia 1 M KCI.

La distribucid de canal simple presenta un maxim a I’histograma que correspon a un
canal de 2 nS que representa probablement la resolucié de trimers monomerics de la porina de

M.morganii HUB198351.

De la mateixa manera es va representar posteriorment en un histograma (figura 4.12.)
el percentatge de totes les unitats conductives observades en la proteina Omp36 de
M.morganii CECT173 reconstituida en una membrana de difitanoil fosfatidilcolina/n-deca. La
soluci6 aquosa contenia 1 M de KCl 1 el voltatge aplicat fou de 10mV amb una temperatura

de 20°C. Aquesta distribucio és el resultat de nombrosos registres ( 219 ) de 3 assaigs.
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Figura 4.12. Histograma de totes les unitats conductives observades en membranes DiPhPC/n-deca en
preséncia d’aproximadament 10ng/ml de la proteina Omp36 de M.morganii CECT173. La solucid
aquosa contenia 1 M KCl.
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En aquest cas els resultats foren els mateixos, la distribuci6é de canal simple presenta
un maxim a I’histograma que correspon a un canal de 2 nS que representa probablement la

resolucid de trimers monomérics de la porina de M.morganii CECT173.

Posteriorment, es van realitzar experiments analegs als anteriors, utilitzant com a
soluci6 salina altres concentracions de KCl 1 altres ions com LiCl 1 M 1 acetat potassic 1 M.
Les figures 4.13. 1 4.14. representan el percentatge de totes les unitats conductives observades
en la proteina Omp36 de M.morganii HUB198351 i M.morganii CECT173 reconstituida en
una membrana de difitanoil fosfatidilcolina/n-deca utilitzant com a soluci6 aquosa LiCl 1M i
acetat potassic 1M respectivament. El voltatge aplicat en tots els experiments fou de 10mV
amb una temperatura de 20°C. Aquesta distribuci6 és el resultat de nombrosos registres, en la
figura 4.13.(a) foren 235, en la figura 4.13.(b) 252, en la figura 4.14.(a) 171 i finalment en la
figura 4.14.(b) 183 registres.
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Figura 4.13. Histogrames de totes les unitats conductives observades en membranes DiPhPC/n-deca
en preséncia d’aproximadament 10ng/ml de la proteina Omp36 de M.morganii HUB198351 (a) i
M.morganii CECT173 (b). La soluci6 aquosa contenia 1 M LiCl.
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Figura 4.14. Histogrames de totes les unitats conductives observades en membranes DiPhPC/n-deca
en preséncia d’aproximadament 10ng/ml de la proteina Omp36 de M.morganii HUB198351(a) i
M.morganii CECT173 (b). La soluci6 aquosa contenia 1 M d’acetat potassic.

La taula VII mostra un resum dels resultats de conductancia obtinguts. En aquest cas,
les membranes també van formar-se a partir de 1% de difitanoil fosfatidilcolina dissolt en n-
deca, a 20°C. El pH de les solucions de sals aquoses fou aproximadament de 6 almenys que
s’indiqui el contrari. G representa la mitjana de conductancia calculada a partir de 100 porus

conductius similars als de la figura 4.9. i figura 4.10.
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Taula VII. Mitjana de la conductancia de canal simple G de la porina Omp36 de les soques
CECT173 1 HUB198531 de M.morganii mesurada amb diverses solucions de sals a

concentracions (M) diferents.

Conductancia G (nS) Conductancia G (nS) de
de la soca CECT173 la soca HUB198351

Concentraci6 (M)

LiCl 1,0 1,0 1,5
KClI 0,1 0,2 0,1
KCl 0,3 0,5 0,6
KCl 1,0 2,0 2,0
KCl 3,0 6,0 6,0
KCH;COO (pH 7) 1,0 1,0 1,0

Respecte la selectivitat del canal, a partir d’aquests experiments de conductancia de
canals simple podem observar que el porus de la membrana de les dues soques de M.morganii
presenten moderada selectivitat cationica. Aixo se’n pot concloure dels experiments de canal
simple, en els quals el KCI fou reemplacat per LiCl o acetat potassic, els ions mobils K™ i CI
foren reemplacats per ions menys mobils com Li' i acetat (taula VII). La conductancia del
canal simple a IM LiCl i a IM acetat potassic disminueixen aproximadament en un factor de
dos. També observem que la conduccio per als ions de les diferents sals utilitzades en
I’experiment segueix més o menys la seqiiencia de mobilitat que tenen els ions en la fase
aquosa, que son la meitat de 1M de KCI. Aixo és el que s’esperaria quan s’assumeix que la
porina de membrana externa de M.morganii es podria comportar com un ampli canal ple
d’aigua per on es mourien els ions, sense lligands que hi conferissin un moviment especific,
tal i com s’ha suggerit per la seva conductancia d’un tnic canal en 1M de KCl. Mesures a
diferents concentracions de KCI son consistents amb aquesta observacié perque la
conductancia de canal simple fou una funci6 lineal de la conductancia que tenen els ions a la
fase aquosa (taula VII) la qual cosa ¢és tipic de les porines de difusi6 general de les

enterobacteriacies [12].
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442 MESURES DE POTENCIAL DE MEMBRANA A CORRENT ZERO

Les mesures de potencial de membrana en preseéncia de gradients de sal es van
realitzar establint una diferéncia cinc vegades major de gradient a un costat de la membrana,
per addici6 de petites quantitats de solucié KCl, després de la incorporacié d’un gran nombre
de canals en membranes banyades en 100 mM de KCI. Pel KCI el costat més diluit de la

membrana va esdevenir lleugerament positiu i presentava un potencial promig de 20mV.

Aquest resultats indiquen, en realitat, que existeix un moviment preferencial del
potassi a través del canal, és a dir, selectivitat lleugerament cationica. L.’analisi del potencial
de membrana a corrent zero utilitzant 1’equacié de Goldman-Hodkin-kantz [Benz et al 1979]
va revelar un coeficient de permeabilitat catié/ani6 (Px/P¢j) = 2 (equacid X de I’apartat 3.12.2.
de material i métodes) la qual cosa vol dir que per a cada ani6 de Cl passen aproximadament
2 cations de K. Aquest potencial de membrana de corrent zero demostra, de la mateixa
manera que en els experiments de conductancia, que existeix unicament una diferéncia de
permeabilitat petita entre anions i cations, la qual cosa indica que el canal de membrana

externa de M.morganii representa un porus de difusié general.

443 AVALUACIO DE LA DEPENDENCIA DE VOLTATGE

Els experiments d’avaluacié de dependéncia de voltatge es van realitzar formant una
membrana amb molts porus. El voltatge a través de la membrana es va establir amb un rang
de 10 a 100 mV 1 la corrent de membrana es va enregistrar amb un oscil-loscopi.
Immediatament després de D’aplicacidé del voltatge, la corrent era una funcié linear del

potencial de membrana.
La disminucié de conductancia es va observar en ’intérval de 70mV a 100mV en

M.morganii HUB198351 (figura 4.15.), en aquest intérval de valors de potencial, la

conductancia G va passar a ser un 10-15% menor del valor inicial Gy,
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1 GIGo
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Figura 4.15. Corba del ratio G/G, mesurat en funcié del potencial de membrana a M.morganii
HUB198351.

En el cas de M.morganii CECT173 les mesures nomes arribaren fins a 80 mV. En
aquesta soca la disminucié de conductancia es va observar en I’interval de 50 a 80 mV, tot i
que el valor inicial de conductancia Gy només va disminuir un 20% (conductancia G). La

figura 4.16. mostra el ratio G/ Gy com a funci6 del potencial transmembranal Vy,

L1 Gico

0,9 - u
.I. ’ [ |

|
0,8 ]
]

07

r T T T TI57 T T

-100 -80 -60 -40 -20 O 20 40 60 80 100
vm/ mV

Figura 4.16. Corba del ratio G/G, mesurat en funcié del potencial de membrana a M.morganii
CECT173.

Aquests resultats ens indiquen que la porina Omp36 d’ambdues soques esta regulada
per voltatge, és a dir es depenent de voltatge. Els potencials transmembranals per sobre de 50
mYV redueixen la conductacia. Aquest és el comportament tipic de les porines bacterianes, que
requereixen potencials de 100mV aproximadament, per produir el tancament del canal. La
conductancia G dividida per Gy, conductancia en abséncia de potencial de membrana, dibuixa

aquesta curva tipica en forma de campana.
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444 ESTIMACIO DEL DIAMETRE DEL CANAL FORMAT PER OMP36.

Amb els experiments anteriors es van obtenir registres discrets de conductancia, que
pertanyien a la formaci6é d’un canal de porina Omp36. La conductancia (G) pot utilitzarse per

estimar el diametre del canal de la porina, segons 1’equacio segiient [11]:

G=p.n.r*/1

(XX)

essent p : conductancia de la fase aquosa, composta de KC1 1 M (110nS/cm)

Assumint que el porus esta omplert de la mateixa fase aquosa del medi i que el porus
¢s cilindric, amb una longitud / de 6nm (aproximadament el gruix d’una membrana
plasmatica). Aplicant I’equacio XX i considerant una conductancia de 2 nS pels canals de la

proteina Omp36, hem estimat un diametre de porus (d = 2r) de 1,18 nm.

Aquest valor de diametre de porus de 1,18 nm és idéntic al descrit per la porina Omp1
de S.marcescens [110] 1 s’aproxima forga al descrit per les porines d’E.coli. En el cas de la
proteina OmpF s’han descrit valors de 1,2 nm de diametre de porus i en el d’OmpC de 1 nm
de diametre, seguint la mateixa metodologia [50]. S’ha de dir, perd, que el valor estimat dels
diametres de porus s’ha de prendre com el limit inferior de la grandaria dels canals, ja que la
tecnica de la conductancia en bicapes lipidiques subestima en certes condicions la grandaria
dels canals. Pero, d’altra banda, s’ha comprovat que les dades que generen aquests calculs
estan forca d’acord amb les que es generen quan s’utilitzen altres meétodes (microscopia

electronica o dades cristal-lografiques) [14].
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45 DETECCIO | DETERMINACIO DE LES SEQUENCIES DELS
INTEGRONS PLASMIDICS Intl,5 i Int2,0 DE M. morganii

Esta ampliament descrita la implicacio dels plasmidis en la transferéncia d’informacio
genética, tant entre dos bacteris actuant com a plasmidis conjugatius com en la disseminacio
de gens de resisténcia a través d’elements mobils com els transposons i els integrons. Els
transposons son elements que es caracteritzen per tenir seqiiéncies de DNA amb capacitat
propia per moure’s en el genoma sense necessitar homologia amb la seqiiéncia receptora i els
integrons, estructures descrites a principis dels anys 80 es caracteritzen per ser estructures
geniques capaces d’integrar o mobilitzar gens cassette que poden codificar per gens de

resisténcia als antibidtics o gens amb altres funcions.

Els integrons s’han descrit ampliament entre les espécies d’Enterobacteriaceae, un
treball realitzat per Goldstein i els seus col-laboradors va demostrar que un 52% del total dels
aillaments d’enterobacteris en estudi contenien integrons de les classes 1 o 2, es va observar
que un 92% presentava la integrasa de classe 1, un 42% la integrasa de classe 21 un 13 % la

integrasa de classe 3 [45].

La poténcia dels integrons ve donada per la seva versatilitat, és a dir, 1’habilitat de
reconeixer una amplia varietat de seqliencies de recombinacio i I’aparent capacitat il-limitada
d’intercanvi de gens cassette. Aquesta flexibilitat permet una rapida adaptacio al flux dels

ninxols ecologics.

Amb el proposit de continuar caracteritzant la soca multiresistent M.morganii
HUB198351 es van realitzar experiments per detectar la preséncia d’algun plasmidi i en cas
positiu estudiar la seva possible implicacio en el patrd de resisténcia que presentava aquesta

Soca.

451 DETECCIO I AILLAMENT DEL PLASMIDI PML2003 EN M. morganii

La presencia del plasmidi va ser detectada pel métode electroforesisen camp polsant
seguint la metodologia descrita per Barton i els seus colaboradors (figura 4.17.) [9].
Seguidament es va realitzar un aillament tal i com es descriu a 1’apartat 3.6.2. de material i
metodes, es va digerir amb enzims de restriccio 1 es va visualitzar mitjancant electroforesis en

gel d’agarosa (figura 4.18.).
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Kb
194
145,5

48,5
23,1

9.4
6,5

4,3

Figura 4.17. Perfil del plasmidi detectat a M.morganii HUB198351 mitjangant la ténica Electroforesis
en Camp Polsant. Carril 1: marcador Low range PFG; carril 2: plasmidi de M.morgani.
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Figura 4.18. Gel d’agarosa al 1%. Carril 1: marcador A-HindIII; carril 2: plasmidi pML2003 detectat
en M. morganiii HUB198351; carril 3: pML2003 digerit amb 1’enzim de restricci6 BamHI amb una
mida aproximada de 6,6Kb.

Tal i com ens presenten les dues figures, es va detectar la preséncia d’un plasmidi en
M.morganii HUB198351, se’l va anomenar pML2003, amb una unica diana per a BamHI. La

seva mida aproximada va ser de 6,6 Kb.
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452 DETECCIO DELS INTEGRONS

Com a vehicle dels gens de resisténcia, vam buscar elements genétics, concretament
integrons, capagos d’integrar aquests gens de resisténcia en el genoma cromosomic o
plasmidic del bacteri. Per detectar la preséncia dels integrons en la nostra soca, es va realitzar
una PCR de DNA total utilitzant els primers 5’CS 1 3’CS que corresponen a les regions
conservades 5 1 3’ dels integrons de classe 1, els més freqlientment aillats en mostres
cliniques. Com a producte de la PCR amb DNA plasmidic vam observar dos integrons de
2000 pb i 1500 pb (Figura 4.19.). En el cas de la PCR amb DNA cromosomic no es va obtenir

cap producte amplificat.

pb
3000 BT

2000 IS 2000pb

1500 B2 1 «—— 1500pb
1200 Bt
—

=
500 -

Figura 4.19. Productes amplificats amb els primers 3°CS i 5°CS en DNA plasmidic de la soca
M.morganii HUB198351. Els fragments es van separar per electroforesis en gel d’agarosa al 0,7%.
Carril 1: marcador Gene Ruler 100bp DNA. Carril 2: fragments corresponents a 1,5 Kb i 2,0 Kb
aproximadament.

Per confirmar que els dos integrons obtinguts formaven part del genoma plasmidic i
no del cromosomic es va realitzar la hibridacié d’una membrana on previament s havia
transferit el plasmidi pML2003 mitjancant la técnica Southern descrita a 1’apartat 3.9. de
material 1 metodes. Es va utilitzar com a sonda especifica els amplicons de 1,5 Kb i 2,0 Kb

marcats amb digoxigenina (figura 4.20.).
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—» 6,6Kb

(a) (b)

Figura 4.20. (a) Membrana de nylon amb la hibridacio del plasmidi amb la sonda especifica. (b) Gel
d’agarosa amb el plasmidi pML2003.

Tal 1 com s’observa en la figura 4.20.(a), la sonda especifica va hibridar amb el
plasmidi préviament transferit, d’aquesta manera es demostrava que efectivament els dos

integrons es troben al plasmidi pML2003 de la soca multiresistent HUB198351.

453 DETERMINACIO DE LES SEQUENCIES DELS INTEGRONS INT1,5
I INT2,0 DE M. morganii

Tal 1 com hem comentat a I’inici d’aquest capitol, esta ampliament descrita la
importancia dels integrons com a mecanisme d’adquisicid de nous gens de resisténcia.
Actualment en bacteris Gram negatius hi han descrits més de 60 gens cassette de resistencia,
sent alguns dels darrers els gens codificadors d’oxacil-linasa (oxa20), gens que confereixen
resisténcia al cloramfenicol (catB6 i cmlA2) 1 el gen que confereix resisténcia al trimetroprim

(drfAl) [73].

Fins al moment a M. morganii s’ha descrit un integr6 de classe 2 amb el cassette de
gens dhfrAl-sat-aadAl que confereix resisténcia a amoxicil-lina, ampicil-lina, cefalotina i

trimetoprim [7].
Per tal de coneixér quins gens de resisténcia formaven part dels dos integrons detectats

en el plamidi pML2003 de M.morganii HUB198351 es va procedir a seqilienciar ambdos

integrons.
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4.5.3.1 Determinacio de la sequéncia de I’integr6 de 1,5 kb

Es van recuperar i purificar els productes amplificats per PCR i es van determinar les
seqiiéncies de DNA tal i com es descriu a 1’apartat 3.8. de material i métodes. La seqiiéncia

d’aquest integré de 1,5Kb es detalla a la figura 4.21.

1 tgggagcagcaacgatgtttacgcagcagggcagtcgcccctaaaacaaagttagecctt
attl
61 atggacacaacgcaggtcacattgatacacaaaattctagctgcggcagatgagcgaaat
Mm D T T Q V T L I HK 1 L A A A DE RN
121 ctgccgetctggatcggtgggggctgggcgatcgatgcacggctagggecgtgtaacacgce
L PLWI1 GG GWAIDARULGRV TR
181 aagcacgatgatattgatctgacgtttcccggcgagaggcgcggcgagctcgaggcaata
K HDD1 DULTUFWPGEIRI RS GETLE A I
241 gttgaaatgctcggcgggcgcgtcatggaggagttggactatggattcttagcggagatc
vV E ML 6GG6G RV MEELDYG F L A E I
301 ggggatgagttacttgactgcgaacctgcttggtgggcagacgaagcgtatgaaatcgceg
G DELULUDTCEWZPAWWAIDTEAYETILIA
361 gaggctccgcagggctcgtgcccagaggcggctgagggcgtcatcgecgggecggecagte
E AP QG SCWPEAAETGV I AGRPYV
421 cgttgtaacagctgggaggcgatcatctgggattacttttactatgccgatgaagtacca
R C NS WEATII11 WDYFY Y ADVEV P
481 ccagtggactggcctacaaagcacatagagtcctacaggctcgcatgcacctcactcggg
P v DwWPTIKWHI1 ESYRULACTS L G
541 gcggaaaaggttgaggtcttgcgtgccgctttcaggtcgecgatatgcggcecctaacaattc
AAE KV EVLRAAFWRSI RYAA -
601 gtccaagccgacgccgcettcgecggcgeggcttaactcaggtgttagacggcaaagtcaca
attC
661 gaccgcgggatctctatgaccaactactttgatagccccttcaaaggcaagctgctttct
M T N Y F D S P F K G K L L S
721 gagcaagtgaagaaccccaatatcaaagttgggcggtacagctattactctggctactat
E Q VXK NPNIT1T KV GRY SY Y S G Y'Y
781 catgggcactcattcgatgactgcgcacggtatctgtttccggaccgtgatgacgttgat
H GH S FDDU CARYLFPDRUDTDVD
841 aagttgatcatcggtagtttctgctctatcgggagtggggcttcctttatcatggctggce
K L 1 1 6S F CS 1 6GS GASFI1I MAG
901 aatcaggggcatcggtacgactgggcatcatctttcccgttcttttatatgcaggaagaa
NQ GHRY DWASSFUPVFZFY MOQE E
961 cctgcattctcaagcgcactcgatgccttccaaaaagcaggtaatactgtcattggcaat
P AF S S ALUDAFZGQIKAGNTV 1 G N
1021 gacgtttggatcggctctgaggcaatggtcatgcccggaatcaagatcgggcacggtgcg
D VwWIGSEAMVMPGTIHI K1 GHG A
1081 gtgataggcagccgctcgttggtgacaaaagatgtggagccttacgctatcgttggcggc
v 1 66 S RSLVTIKWUDVEWPYAI VGG
1141 aatcccgctaagaagattaagaaacgcttcaccgatgaggaaatttcattgcttctggag
NP A K K1 K KR FTDEIET S L L L E
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1201 atggagtggtggaattggtcactggagaagatcaaagcggcaatgcccatgctgtgctcg
M E W WNWSLE KT KAAMPMTUL C S
1261 tctaatattgttggcctgcacaagtattggctcgagtttgccgtctaacaaatcaatcaa
S N1 VvV 6L HKYWULEFAYV -
1321 tgccgaatcttcgcggcacggcatatatcaggcgttagatgcactaagcacataattgct
attC
1381 cacagccaaactatcaggtcaagtct

Figura 4.21. Seqiiéncia parcial de nucleotids de I’integré Intl,5 amb les seqiiéncies deduibles
d’aminoacids dels gens aadB (nt 61 al 595) i catB3 (nt 676 al 1308). En vermell s’indica la regio
corresponent al lloc d’integracié attl, en vermell fosc els pentanucleodtids corresponents al lloc
d’integracié de artl. En blau I’element de 59bp o lloc a#tC i en blau fosc els pentanucleotids
corresponents al lloc d’integracio de attC (accession number DQ 237858).

Aquest resultats ens presenten la identificacid del lloc de recombinacid especific o
regio attl del nucleotid 9 al 59 i en aquesta regido es van localitzar les seqiiéncies més
freqlients en els extrems inicial 1 final que formen el palidrome imperfecte 5°-

GCAAC...(40pb)...GTTAG-3".

A més es van identificat dos gens de resisténcia, el primer d’ells és el gen de
resisténcia aminoglicosid adeniltransferasa (aadB) que confereix resisténcia a
aminoglucosids; el segon és el gen cassette cloramfenicol acetiltransferasa (catB3), aquest
gen confereix resisténcia a cloramfenicol. Com era d’esperar, els antibiotics als quals els gens
cassette confereixen resisténcia coincideixen amb les resisténcies fenotipiques determinades

ens els estudis de susceptibilitat de I’apartat 4.1.

D’altra banda, tamb¢ s’ha identificat el lloc a#tC o element de 59bp de cada un dels
gens cassette amb els pentanucleodtids corresponents al seu lloc d’integracidé amb la seqiiéncia
caracteristica en els extrems 5’-CTTAC......... GTTAG-3’. Aquests elements es caracteritzen
per situar-se a continuaci6 de la regi6 codificant (gen) i son seqiiéncies de recombinaci6d de
lloc especific que en molts casos permeten el reconeixement i la mobilitzacio dels gen

cassette [31].
Les seqiiencies dels gens de resisténcia foren comparades i alineades amb altres gens

d’enterobacteris tal i com es mostra en les figures 4.22. i 4.23. El programa BLAST fou

utilitzat per obtenir el percentatge d’identitat entre cada seqiiéncia.
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Aquest percentatge d’identitat respecte el gen de resisténcia aadB de M.morganii amb
el de Pseudomonas aeruginosa, E.coli, Salmonella typhimurium 1 Proteus mirabilis fou en

tots els casos d’un 100%.

Els percentatges d’identitat respecte el gen de resisténcia catB3 de M.morganii foren

de: 93% per, Klebsiella pneumoniae, S.typhimurium i Serratia marcescens, 1 un 83% per P.

Figura 4.22. Alineacio de la seqiiéncia d’aminoacids del gen de resisténcia aadB de M.morganii

aeruginosa.
M.morganii 1 MDTTQVTLIHKILAAADERNLPLWIGGGWAIDARLGRVTRKHDD IDLTFPGERRGELEALI
P.aeruginosa 1 MDTTQVTLIHKILAAADERNLPLWIGGGWAIDARLGRVTRKHDD IDLTFPGERRGELEALI
E.coli 1 MDTTQVTLIHKILAAADERNLPLWIGGGWAIDARLGRVTRKHDD IDLTFPGERRGELEALI
S. typhimurium 1 MDTTQVTLIHKILAAADERNLPLWIGGGWAIDARLGRVTRKHDD IDLTFPGERRGELEALI
P.mirabilis 1 MDTTQVTL IHKILAAADERNLPLWIGGGWAIDARLGRVTRKHDD IDLTFPGERRGELEALI
M.morganii 61 VEMLGGRVMEELDYGFLAEIGDELLDCEPAWWADEAYEIAEAPQGSCPEAAEGVIAGRPV
P.aeruginosa 61 VEMLGGRVMEELDYGFLAE IGDELLDCEPAWWADEAYE IAEAPQGSCPEAAEGV IAGRPV
E.coli 61 VEMLGGRVMEELDYGFLAEIGDELLDCEPAWWADEAYEIAEAPQGSCPEAAEGVIAGRPV
S. typhimurium 61 VEMLGGRVMEELDYGFLAE IGDELLDCEPAWWADEAYE I AEAPQGSCPEAAEGV IAGRPV
P.mirabilis 61 VEMLGGRVMEELDYGFLAEIGDELLDCEPAWWADEAYEIAEAPQGSCPEAAEGVIAGRPV
M.morganii 121 RCNSWEAIIWDYFYYADEVPPVDWPTKHIESYRLACTSLGAEKVEVLRAAFRSRYAA
P.aeryginosa 121 RCNSWEAI IWDYFYYADEVPPVDWPTKHIESYRLACTSLGAEKVEVLRAAFRSRYAA
E.coli 121 RCNSWEAI IWDYFYYADEVPPVDWPTKHIESYRLACTSLGAEKVEVLRAAFRSRYAA
S. typhimqrium 121 RCNSWEAI IWDYFYYADEVPPVDWPTKHIESYRLACTSLGAEKVEVLRAAFRSRYAA
P.mirabilis 121 RCNSWEAIIWDYFYYADEVPPVDWPTKHIESYRLACTSLGAEKVEVLRAAFRSRYAA

amb el de P. aeruginosa, E.coli, S. typhimurium i P.mirabilis.

M.morganii 1 MTNYFDSPFKGKLLSEQVKNPNIKVGR--—————————— FDDCARYLFPDRDDVDKLIIG
K.pneumoniae 1~ MTNYFDSPFKGKLLSEQVKNPNIKVGRYSYYSGYYHGHSFDDCARYLFPDRDDVDKLI1G
S.typhimurium 1 MTNYFDSPFKGKLLSEQVKNPNIKVGRYSYYSGYYHGHSFDDCARYLFPDRDDVDKLI IG
P.aeruginosa 1 MKNYFNSPFKGELLSEQVKNPNIRVGRYSYYSGYYHGHSFDECARYLFPDRDDVDKLI IG
S.marcescens 1 MTNYFDSPFKGKLLSEQVKNPNIKVGRYSYYSGYYHGHSFDDCARYLFPDRDDVDKLIIG
M.morganii 61 SFCSIGSGASFIMAGNQGHRYDWASSFPFFYMQEEPAFSSALDAFQKAGNTV IGNDVWIG

K.pneumoniae
S.typhimurium
P.aeruginosa
S.marcescens

M.morganii
K.pneumoniae
S.typhimurium
P.aeruginosa
S.marcescens

M.morganii
K.pneumoniae
S.typhimurium
P.aeruginosa
S.marcescens

Figura 4.23. Alineacié de la seqiiencia d’aminoacids del gen de resisténcia catB3 de
M.morganii amb el de K. pneumoniae, S.typhimurium, P.aeruginosa i

121
121
121
121
121

181
181
181
181
181

SFCSIGSGASF IMAGNQGHRYDWASSFPFFYMQEEPAFSSALDAFQKAGNTV IGNDVWIG
SFCS1GSGASFIMAGNQGHRCDWASSFPFFYMQEEPAFSSALDAFQKAGNTVIGNDVWIG
SFCSIGSGASF IMAGNQGHRHDWASSFPFFYMQEEPAFSSALDAFQRAGDTVIGNDVWIG
SFCSIGSGASFIMAGNQGHRYDWASSFPFFYMQEEPAFSSALDAFQKAGNTVIGNDVWIG

SEAMVMPGIK1GHGAV IGSRSLVTKDVEPYATVGGNPAKK IKKRFTDEE I SLLLEMEWWN
SEAMVMPG IKIGHGAV IGSRSLVTKDVEPYAIVGSNPAKK IKKRFTDEE I SLLLEMEWWN
SEAMVMPGIK1GHGAV IGSRSLVTKDVEPYATVGGNPAKK IKKRFTDEE I SLLLEMEWWN
SEAMIMPGIKIGDGAV IGSRSLVTKDVEPYAL I GGNPAKQ IKKRFSDEE I SLLMEMEWWN
SEAMVMPG IKI1GHGAV IGSRSLVTKDVEPYATVGSNPAKK IKKRFTDEE I SLLLEMEWWN

WSLEK 1 KAAMPMLCSSN IVGLHKYWLEFAV
WSLEK 1 KAAMPMLCSSNIVGLHKYWLEFAV
WSLEK 1 KAAMPMLCSSN 1VGLHKYWLEFAV
WPLDK IKTTMPLLCSSN I EGLHKYWREFAV
WSLEK 1 KAAMPMLCSSN IVGLHKYWLEFAV

aminoacids marcats en negreta i subratllats indiquen les diferéncies.
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De la comparacio6 de seqiiéncies s’observa, tal i com era d’esperar, que les seqliencies
dels gens de resisténcia catB3 i aadB de M.morganii son en el cas del gen de resisténcia aadB
100% identiques als mateixos gens de resisténcia dels altres bacteris i en el cas del gen de
resisténcia catB3 son practicament idéntiques, tot i que cal destacar la delecci6 de 12

aminoacids entre la posicio 27 1 39 d’aquest gen de resisténcia catB3 en M.morganii.

4.5.3.2 Determinacio de la sequiencia de I’integro de 2,0 kb

Per obtenir la seqiiencia completa de I’integron es van dissenyar els primers interns
INT21 1 INT22, la seva seqiiéncia es presenta a 1’apartat 3.8 de material i métodes. La

seqiliencia d’aquest integré de 2,0Kb es detalla a la figura 4.24.

1 aaaaccgaccatactggggttacttacatgaagtttttattggcattttcgcttttaata
attl M K F L L A F S L L 1

61 ccatccgtggtttttgcaagtacttcaaagtttcagcaagttgaacaagacgttaaggca
P SVVFASTSKFQQV E QD V KA

121 attgaagtttctctttctgctcgtataggtgtttccgttcttgatactcaaaatggagaa
Il EV S L SAR 1T GV SV LDTQNGE

181 tattgggattacaatggaaatcagcgcttcccgaaaacaagtacttttaaaacaatagct
Y WD Y NGNIQRFPKTSTFKT 1A

241 tgcgctaaattactatatgatgctgagcaaggaaaagttaatcccaatactacagtcgag
C AKLULYDAEU QG KVNWPNTTVE

301 attaagaaagcagatcttgtgacctattcccctgtaatagaaaagcaagtagggcaggca
Il K K ADL V TY S PV I EKQV G Q A

361 atcacactcgatgatgcgtgcttcgcaactatgactacgagtgataatactgcggcaaat
I T L DDACZFATMTTSDNTAAN

421 atcatcctaagtgctgtatgtggccccaaaggcgttactgattttttaagacaaattggg
Il 1 L S AV CGWPIKGV TDFULRQTI G

481 gacaaagagactcgtctagaccgtattgagcctgatttaaatgaaggtaagctcggtgat
b K ETRULIDW RIT EPDILNEGK L G D

541 ttgagggatacgacaactcctaaggcaatagccagtactttgaataaatttttatttggt
L RDTTTWPIKAIASTTULNIKTFULFG

601 tccgcgctatctgaaatgaaccagaaaaaatta aatcaagtc
S AL SEWMNO GQ K KILESWMVNNAQV

661 actggtaatttactactttcagtattgccggcgggatggaacattgcgaatcgctcaggt
T 6GNLL L SV L PAGWNTILIANRSG

721 (gctggggcatttggtgctcggagtattacagcagttgtgtggagtgagcatccagcccca
AG AFGARSIT TAVV WS EUHUPAP

781 attatggggagcccttatctagctcaaacacagcctccaatggcagagggaaatgatgca
I M 6 S P YL AQTQPPMATETGND A

841 attgtcaaaattggtcattcaatttttgacgtttattcttcacaggccccctgataaggce

Il v X1 66 HS 1T F DVY S S Q AP -
901 taacaggccatcaagttgacggctttccgtcgcttgttttgtggtttaacgttacgctac
attC

961 cacaaaatcaactccaaagccgcaacttatggcggcgttagacatctcatgagggtagceg
M R V A

1021 gggaccatcgaaatttcggacccaatatcagaggtgcttagcgtcattgagcgccatctg
G T1LE1 SDWP1 S EV L SV I ERHIL

1081 aaatcaacgttgctgaccgtg ggatggcgtcctgaagcca
K S T L L TV HULY GS AV DGV L K P

1141 tacagcgatattgatttgttggttactgtggccgtaaagcttgatgaaacgacgcggcga
Yy S bIlr btL L v TVAYV K LDETTRR
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1201 gcattgctcaatgaccttatggaggcttcggctttccctgtcgagaacgagacgctccgce
A LLNIDWLMEASAFU®PVENZETLR
1261 gctatagaagtcacccttgtcgtgcatgacgacatcatcccgtggcgttatccggctaag
Al EV T LV VHDT DTI1I 1T PWRY P AIK
1321 cgcgagctgcaatttggagaatggcagcgcaatgacattcttgcgggtatcttcgagcca
R EL Q F G EWOQRNDT 1 L AGI F E P
1381 gccatgatcgacattgatctagctatcctgcttacaaaagcaagagaacatagcgttgcc
A-M 1 DI DL A1 L L TIKARIEWHS VA
1441 ttggtaggtccggcagcggaggaattctttgacccggttcctgaacaggatctattcgag
L v G P AAEEFZFDUWPVPEIOQDTULF E
1501 gcgctgagggaaaccttgaagctatggaactcgcatcccgactgggccggcgatgagcga
A LRETWLIKILWNSHUPDWAGT DER
1561 aatgtagtgcttacgttgtcccgcatttggtacagcgcaataaccggcaaaatcgcgccg

NV VL TLSRI1IT WY S AI TG GI KT AP
1621 aaggatgtcgcttccgactgggcaataaaacgcctacctgcccagtatcagcccgtctta
K bv AASDWAI KRLPAOQY Q P V L

1681 cttgaagctaagcaagcttatctgggacaaaaagaagatcacttggcctcacgcgcagat
L EAKOQAYULGO QK EDHLASIRAD

1741 cacttgcaagaatttattcgctatgaggaaggcgagatcatcaagtcagttggtaaatga
H L Q E F I R Y EEGET 1 K SV G K -

Figura 4.24. Seqiiéncia parcial de nucleotids de I’integréo Int2,0 amb les seqiiéncies deduibles
d’aminoacids dels gens blaP1b (nt 28 al 894) i aadA2 (nt 1009 al 1800). En vermell s’indica la regio
parcialcorresponent al lloc d’integracid attl, en vermell fosc un pentanucleotid corresponent al lloc
d’integracié de attl. En blau I’element de 59bp o lloc a##C i en blau fosc els pentanucleotids
corresponents al lloc d’integracié de attC. En verd els primers interns utilitzats per completar la
seqiienciacio de Int2,0 (accession number DQ 237857).

Aquesta seqiiéncia ens indica, parcialment, el lloc de recombinacié especific o regié

attl del nucleotid 1 al 23 amb només la seqiiencia de I’extrem final descrita més frequentment

5’-GTTAG-3".

A més es van identificat dos gens de resisténcia, el primer d’ells el gen cassette
carbenicilinasa (blaP1b) que confereix resisténcia a [-lactamases, el segon, el gen de
resisténcia adeniltransferasa (aadA42), aquest gen confereix resisténcia a estreptomicina. Com
era d’esperar, els antibiotics als quals els gens cassette confereixen resisténcia coincideixen

amb les resisténcies fenotipiques determinades ens els estudis de susceptibilitat de 1’apartat

4.1.

D’altre banda, també s’ha identificat el lloc a#tC o element de 59 bp del primer gen
cassette amb els pentanucleotids corresponents al seu lloc d’integracié amb la seqiiéncia en
els extrems caracteristica 5’-CTTAC......... GTTAG-3" i amb un tamany considerable de
100pb, aquestes seqiiéncies tenen normalment una mida de entre 60 a 110 pb. Aquest element

es caracteritza per situar-se a continuacié de la regié codificant (gen) i soén seqiiéncies de
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recombinacio6 de lloc especific que en molts casos permeten el reconeixement i la mobilitzacid

dels cassette [31].

La seqiiéncies dels gens de resisténcia foren comparades i alineades amb altres gens
d’enterobacteris tal i com es mostra en les figures 4.25. 1 4.26. El programa BLAST fou
utilitzat per obtenir el percentatge d’identitat entre cada seqiiéncia.

Aquest percentatge d’identitat respecte el gen de resisténcia blaPIb de M.morganii

amb el de P.aeruginosa, S. typhimurium 1 E.coli fou de tots els casos d’un 94%.

Els percentatges d’identitat respecte el gen de resisténcia aadA2 de M.morganii foren

de: 94% per E.coli, P. aeruginosa, Vibrio cholerae 1 un 93% per Salmonella enterica subsp.

enterica.
M.morganii 1 MKFLLAFSLL IPSVVFASTSKFQQVEQDVKAIEVSLSARIGVSVLDTQNGEYWDYNGNQR
P.aeruginosa 1 MKFLLAFSLLI PSVVFAS§SKFQQVEQDVKAI EVSLSARIGVSVLDTQNGEYWDYNGNQR
S.typhimurium 1 MKFLLAFSLLIPSVVFASSSKFQQVEQDVKAIEVSLSARIGVSVLDTQNGEYWDYNGNQR
E.coli 1 MKFLLAFSLLI PSVVFAS§SKFQQVEQDVKAI EVSLSARIGVSVLDTQNGEYWDYNGNQR
M.morganii 61 FPKTSTFKTIACAKLLYDAEQGKVNPNTTVEIKKADLVTYSPVIEKQVGQAITLDDACFA
P.aeruginosa 61 FPLTSTFKTIACAKLLYDAEQGKVNPNSTVEIKKADLVTYSPVIEKQVGQAITLDDACFA
S.typhimurium 61 FPLTSTFKT 1ACAKLLYDAEQGKVN PN§TVE I1KKADLVTYSPVIEKQVGQAITLDDACFA
E.coli 61 FPLTSTFKTIACAKLLYDAEQGKVNPNSTVEIKKADLVTYSPVIEKQVGQAITLDDACFA
M.morganii 121 TMTTSDNTAANIILSAVCGPKGVTDFLRQIGDKETRLDRIEPDLNEGKLGDLRDTTTPKA
P.aeruginosa 121 TMTTSDNTAANIILSAVGGPKGVTDFLRQIGDKETRLDRIEPDLNEGKLGDLRDTTTPKA
S.typhimurium 121 TMTTSDNTAANI ILSAVGGPKGVTDFLRQIGDKETRLDRIEPDLNEGKLGDLRDTTTPKA
E.coli 121 TMTTSDNTAANIILSAVGGPKGVTDFLRQIGDKETRLDRIEPDLNEGKLGDLRDTTTPKA
M.morganii 181 IASTLNKFLFGSALSEMNQKKLESWMVNNQVTGNLLLSVLPAGWNIANRSGAGAFGARSI
P.aeruginosa 181 IASTLNKFLFGSALSEMNQKKLESWMVNNQVTGN LLRSVLPAGWNIADRSGAGGFGARSI
S.typhimurium 181 1ASTLNKFLFGSALSEMNQKKLESWMVNNQVTGN LLBSVLPAGWN IAQRSGAGGFGARS 1
E.coli 181 IASTLNKFLFGSALSEMNQKKLESWMVNNQVTGNLLRSVLPAGWNIADRSGAGGFGARSI
M.morganii 241 TAVVWSEHPAP IMGSPYLAQTQPPMAEGNDAIVKIGHSIFDVYSSQAR
P.aeruginosa 241 TAVVWSEHQAPI1VSIYLAQTQASMAERNDAIVKIGHSIFDVYTSQSR
S.typhimurium 241 TAWWSEHQAP IlVSlYLAQTQA_SMAERNDA IVKIGHSI FDVYISQ§R
E.coli 241 TAVVWSEHQAPI1VSIYLAQTQASMAERNDAIVKIGHSIFDVYTSQSR

Figura 4.25. Alineaci6 de la seqiiéncia d’aminoacids del gen de resisténcia blaP1b de M.morganii
amb P.aeruginosa, S.typhimurium 1 E.coli. Els aminoacids marcats en negreta i subratllats indiquen
les diferéncies.
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M.morganii 1 MRVAGTIEISDPISEVLSVIERHLKSTLLTVHLYGSAVDGVLKPYSDIDLLVTVAVKLDE
E.coli 1 MRVAVTIEISNQLSEVLSVIERHLESTLLAVHLYGSAVDGGLKPYSDIDLLVTVAVKLDE
P.aeruginosa 1 MRVAVTIEISNQLSEVLSVIERHLESTLLAVHLYGSAVDGGLKPYSD IDLLVTVAVKLDE
V.cholerae 1 MRVAVTIEISNQLSEVLSVIERHLESTLLAVHLYGSAVDGGLKPYSDIDLLVTVAVKLDE
S.enterica 1 MRVAVTIEISNQLSEVLSVIERHLESTLLAVHLYGSAVDGGLKPYSDIDLLVTVAVKLDE
M.morganii g1 TTRRALLNDLMEASAFPVENETLRAIEVTLVVHDDI IPWRYPAKRELQFGEWQRNDILAG
E.coli 61 TTRRALLNDLMEASAFPGESETLRAIEVTLVVHDD I IPWRYPAKRELQFGEWQRNDILAG
P.aeruginosa g1 TTRRALLNDLMEASAFPGESETLRAIEVTLVVHDDI IPWRYPAKRELQFGEWQRNDILAG
V.cholerae 61 TTRRALLNDLMEASAFPGESETLRAIEVTLVVHDD I IPWRYPAKRELQFGEWQRND ILAG
S.enterica 61 TTRRALLNDLMEASAFPGESETLRAIEVTLVVHDD I IPWRYPAKRELQFGEWQRNDILAG
M.morganii 121 IFEPAMIDIDLAILLTKAREHSVALVGPAAEEFFDPVPEQDLFEALRETLKLWNSHPDWA
E.coli 121 IFEPAMIDIDLAILLTKAREHSVALVGPAAEEFFDPVPEQDLFEALRETLKLWNSQPDWA
P.aeruginosa 121 IFEPAMIDIDLAILLTKAREHSVALVGPAAEEFFDPVPEQDLFEALRETLKLWNSQPDWA
V.cholerae 121 IFEPAMIDIDLAILLTKAREHSVALVGPAAEEFFDPVPEQDLFEALRETLKLWNSQPDWA
S.enterica 121 IFEPAMIDIDLAILLTKAREHSVALVGPATEEFFDPVPEQDLFEALRETLKLWNSQPDWA
M.morganii 181 GDERNVVLTLSRIWYSAITGKIAPKDVASDWAIKRLPAQYQPVLLEAKQAYLGQKEDHLA
E.coli 181 GDERNVVLTLSRIWYSAITGKIAPKDVAADWAIKRLPAQYQPVLLEAKQAYLGQKEDHLA
P.aeruginosa 181 GDERNVVLTLSRIWYSAITGK1APKDVAADWA IKRLPAQYQPVLLEAKQAYLGQKEDHLA
V.cholerae 181 GDERNVVLTLSRIWYSAITGKIAPKDVAADWAIKRLPAQYQPVLLEAKQAYLGQKEDHLA
S.enterica 181 GDERNVVLTLSRIWYSAITGKIAPKDVAADWAIKRLPAQYQPVLLEAKQAYLGQKEDHLA
M.morganii 241 SRADHLQEFIRYEEGE I IKSVGK

E.coli 241 SRADHLEEFIRFVKGEI IKSVGK

P.aeruginosa 241 SRADHLEEFIREVKGE I IKSVGK

V.cholerae 241 SRADHLEEFIRFVKGEI IKSVGK

S.enterica 241 SRADHLEEF IRFVKGEI IKSVGK

Figura 4.26. Alineacio de la seqiiéncia d’aminoacids del gen de resisténcia aadA2 de M.morganii amb
E.coli, P.aeruginosa, V.cholerae, S.enterica. Els aminoacids marcats en negreta i subratllats indiquen
les diferéncies.

De la comparacié de seqiiencies s’observa, tal i com era d’esperar, que les
seqliencies dels gens de resistencia blaPlb 1 aadA2 de M.morganii sén practicament

identiques a les seqiiéncies dels mateixos gens de resistéencia dels altres bacteris.
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Resum i conclusions

M. morganii HUB198351 es va aillar d’un malalt a la UCI que va morir d’una
infeccio. S’ha demostrat que es tracta d’un microorganisme multiresistent amb una
resisténcia a ampicil-lina, penicil-lina, cefalotina, cefoxitina, estreptomicina,
gentamicina, eritromicina, ciprofloxacina, acid nalidixic, cloramfenicol, novobiocina,

rifampicina, tetraciclina, ticarcil-lina, tobramicina, piperacil-lina i cristall violeta.

La porina tnica de M. morganii HUB198351 ¢€s una porina trimérica de 36 KDa. Aixo
la diferencia d’altres enterobacteris que presenten dues (E.coli) o fins i tot tres

(S.marcescens) porines majoritaries.

L’analisi de conductancia de canal simple produit per la proteina Omp36 de M.
morganii 1 les mesures de potencial de membrana a corrent zero, demostren que es
tracta d’una proteina formadora de canal, amb uns valors de conductancia de 2nS
similars als obtinguts en altres porines de Gram negatius i no sembla ser responsable
de la resisténcia als antibiotics observada. Aquesta proteina presenta una lleugera
selectivitat cationica, amb un coeficient de particié entre el potassi i el clor de 2, una

mida de poro de 1,18 nm i és depenen de voltatge.

M. morganii HUB198351 dur un plasmidi de 6,6 kb que hem aillat, purificat i estudiat
al qual hem anomenat pLM2003.

M. morganii HUB198351 conté dos integrons en el plasmidi, un d’ells amb dos gens
de resisténcia; el gen aminoglicosid adeniltransferasa (aadB) que confereix resisténcia
a aminoglucosids i el gen cloramfenicol acetiltransferasa (catB3), que confereix
resisténcia a cloramfenicol. El segon integro també conté dos gens de resisténcia, el
primer d’ells el gen cassette carbenicilinasa (blaP1b) que confereix resisténcia a [3-
lactamases, el segon, el gen de resistéencia adeniltransferasa (aadA2), aquest gen

confereix resisténcia a estreptomicina.
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