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Caracterizacion in silico de los genes EmrA, ArnA y MarR involucrados en resistencia a
medicamentos en cepas de Pseudomonas aeruginosa con fenotipo multidrogorresistente
(MDR)

Resumen

Las infecciones nosocomiales generadas por Pseudomonas aeruginosa se han convertido en una
problemética de importancia en salud publica, debido a la alta tasa de morbilidad y mortalidad
alrededor del mundo, como consecuencia del aumento de resistencia a antibidticos, a tal punto de
bajar la efectividad de los farmacos mas fuertes. A partir de lo anterior, surge la necesidad de la
busqueda de nuevas terapias, por lo que es vital el estudio de nuevos blancos terapéuticos para
tratar esta bacteria. Es por ello que en el presente estudio se realizd la caracterizacion in silico de
tres genes (EmrA, ArnA y MarR) relacionados a la resistencia para determinar si podrian ser de
utilidad en la implementacion de nuevos tratamientos. Se realizd el alineamiento mdltiple de
nucledtidos y aminoacidos de las cepas MDR 03 y 04, junto con la cepa de referencia y los
ortélogos encontrados, donde se observaron mutaciones, las cuales pueden estar relacionadas a la
resistencia de los aislados clinicos colombianos. Asi mismo, se predijo la estructura terciaria de
las proteinas de estudio por medio de la herramienta bioinformatica I-TASSER, los modelos
seleccionados presentan puntajes TM y C-score dentro de los pardmetros, que permiten evidenciar
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la confiabilidad de ésta para el presente estudio y los que se puedan derivar de éste. De igual
manera, los resultados obtenidos, podrian ser empleados en otros estudios para evaluar inhibidores

especificos para dichas proteinas.

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, proteina, gen, multidrogorresistencia, blancos

terapéuticos.

Abstract

Nosocomial infections caused by Pseudomonas aeruginosa have become an important problem in
public health, due to high rates of morbidity and mortality worldwide, as a consequence of the
increase in antibiotic resistance, until the point to reduce the most potent drug effectiveness. Based
on the above, the need to search for new therapies arises, for that, it is vital the study of new
therapeutic targets to treat this bacterium. For this reason, the present study of the characterization
in silico of three genes (EmrA, ArnA and MarR) was made to determine if they could be used in
the implementation of new treatments. The nucleotides and amino acids multiple alignments of
MDR 03 and MDR 04 strains were made, together with reference strain and orthologues found,
where mutations were observed, which may be related to Colombian clinical isolates resistance,
however, future studies are needed to corroborate this. Likewise, tertiary structure protein was
predicted by bioinformatic tool I-TASSER, the selected models have TM and C scores within the
parameters, which provide evidence of reliability of that for the present study and what can be
generated based on this one. Similarly, the obtained results might be used in other studies to test

specific inhibitors for these proteins.

Key words: Pseudomonas aeruginosa, protein, gene, multidrug resistance, therapeutic targets.
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Introduccién

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria Gram negativa presente en el ambiente y en el agua,
conocida por su alta prevalencia en pacientes hospitalarios e inmunosuprimidos, provocando
infecciones graves con altas tasas de morbilidad y mortalidad; es por eso que a partir del afio 2017
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) incluyé a Pseudomonas aeruginosa dentro de la lista
de bacterias con prioridad critica para la bisqueda y desarrollo de nuevos antibiéticos, debido a su
importancia en el ambiente hospitalario, infecciones asociadas a dispositivos médicos y su
frecuente resistencia a farmacos como carbapenemicos Y cefalosporinas, ademas de sus altas tasas

de resistencia a mdkiples farmacos (MDR) 12,

La aparicion de cepas de P. aeruginosa resistentes a antibioticos se ha convertido en un problema
anivel de salud publica, en Europa la tasa de resistencia es superior al 10% para la mayoria de los
antimicrobianos bajo  vigilancia (ceftazidime, fluoroquinolonas, aminoglucosidos,
carbapenémicos, entre otros); tan solo para el 2015, segin los informes de los Centros Europeos
para la prevencion y control de enfermedades, el 13,7% de los aislados de P. aeruginosa eran
resistentes al menos a tres grupos de antimicrobianos y el 55% a los cinco grupos de
antimicrobianos bajo vigilancia®. Por otro lado, en un estudio donde se evalu6 y compar6 la
prevalencia de Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos en toda América Latina, en
los afios 2002-2013, se encontrd que Latinoamérica supera los porcentajes de prevalencia, (26%)
en comparacion con Europa Occidental y América del Norte (17% y 13%, respectivamente) y se
evidencié que las infecciones nosocomiales causadas por esta bacteria poseen una tasa de
mortalidad del 50%°.

En Colombia, en el 2016, se registrd en el informe de vigilancia de resistencia antimicrobiana de
Infecciones Asociadas a Atencion en Salud (IAAS), que P. aeruginosa mostré resistencia a
carbapenémicos, 31% en UCI y 23% en no UCI, muy similar a lo reportado el afio anterior
(porcentaje de 33% en UCIy 24% en No UCI)?2
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En cuanto a la prevalencia de fenotipos MDR en diferentes &reas geograficas, se ha visto que ésta
oscila entre el 15-30% en el 2010 al 2015, lo que acrecentd la preocupacion de la diseminacion de
las cepas MDR por todo el mundo 34513, En Espafia, en dos estudios realizados se evidencié que
la prevalencia de cepas MDR oscilé entre 28% y 65 %Yy se observo que un porcentaje importante
(15% - 17% de los aislados) cumplia criterios de extremadamente resistente (XDR)®12 y en Europa
se encontrd que las tasas de MDR reportadas fueron del 24,7% al 27,7% entre 2015y 201715,

Por otra parte, para América Latina seguin un estudio realizado entre los afios 2004 a 2015, se
encontrd que de 3613 aislados de Pseudomonas aeruginosa el 26,7% eran multirresiste ntes
(MDR)!, resultado similar al estudio realizado entre 2015 - 2017 donde se obtuvo que la tasa de
prevalencia, aumenté 6,5%, pasando de 16% a 22,5%%6. Para Colombia, se ha reportado un
aumento de la presencia de cepas MDR principalmente en aislados clinicos, como es el caso del
estudio realizado por el Instituto Nacional de Salud (INS), en donde del total de aislados el 75,4%
tenian fenotipo MDR (2012-2013)7. De igual manera, en el 2018, se reportd una prevalencia de

66,7%, en una investigacion realizada en los hospitales principales de Santiago de Calit®.

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno hace parte de las IAAS conocidas como nosocomiales,
principalmente vinculado a la neumonia asociada a ventilador (NAV), estimandose que
aproximadamente el 24% de los casos de NAV es ocasionado por esta bacteria principalmente en
Europa y Estados Unidos®. Igualmente, segin la Red Nacional de Seguridad Sanitaria (NHSN) de
Estados Unidos, P. aeruginosa es el segundo patdgeno encontrado en pacientes con NAV y la
mayoria de cepas presentes suelen ser de fenotipo MDR, lo cual esta estrechamente relacionado
con un aumento en la mortalidad y una estancia hospitalaria mas prolongada’13. Este
microorganismo también estd presente en patologias del tracto urinario intrahospitalarias
comlnmente posteriores a una intervencion quirdrgica o a la presencia de sondas, donde tiene una
prevalencia que oscila entre 12,3% y 23,5 %, muchas veces por encima de patdgenos como E.coli

o Klebsiella pneumoniae, clasicamente asociados a este tipo de infecciones!?12,

A pesar de que P. aeruginosa tiene una mayor prevalencia en ambientes hospitalarios, es
importante resaltar que su prevalencia en la comunidad ha ido aumentando, de tal forma que esta

siendo asociada a neumonia adquirida en comunidad (NAC), frecuentemente en pacientes de la
14



tercera edad®. Es asi, como en una de las areas geograficas en las que méas se ha reportado
prevalencia de Pseudomonas aeruginosa en NAC es América del Sur con tasas mayores al 5,5%
y circulacion de cepas MDR asociadas a NAC °.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, el estudio del genoma y mas adn del resistoma
en cepas de P. aeruginosa MDR para identificar genes asociados a estos fenotipos resistentes es
indispensable, en este sentido en este proyecto se pretendid responder a la siguiente pregunta
problema: ;Cuales son las caracteristicas in silico que presentan los genes emrA, arnA y marR
identificados en el genoma de dos cepas de Pseudomonas aeruginosa MDR que permitan

catalogarlos como posibles moléculas blanco?

Objetivos

Objetivo general

Caracterizar in silico los genes emrA, arnA y marR involucrados en resistencia a medicamentos en
cepas de Pseudomonas aeruginosa con fenotipo multidrogorresistente (MDR).

Objetivos especificos

- ldentificar las principales mutaciones asociadas a resistencia presentes en las secuencias
de los genes emrA, arnA 'y marR de las cepas de Pseudomonas aeruginosa MDR.

- Evaluar las secuencias de los genes emrA, arnA y marR de Pseudomonas aeruginosa MDR
con secuencias de genes ortdlogos en otras bacterias para entender su relacion filogenética.

- Determinar las estructuras secundarias y terciarias de las proteinas predichas a partir de los

genes emrA, arnA y marR de Pseudomonas aeruginosa MDR.
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1. Antecedentes

En los ultimos afios la resistencia antimicrobiana ha ido en aumento, debido al uso indiscriminado
de farmacos, lo que ha generado nuevos mecanismos de defensa en los que se incluyen mutaciones
y sobreexpresion de genes. Lo anterior se ha conocido gracias al uso de herramientas innovadoras,
incluyendo la secuenciacion de nueva generacion. Kos et al®2, en el afio 2014, realizd un estudio
referente a resistoma en 390 aislados clinicos de Pseudomonas aeruginosa obtenidos en diferentes
lugares del mundo utilizando la herramienta de secuenciacion de proxima generacion. Se analizo
principalmente los genes asociados a resistencia de antibidticos como meropenem, amikacina y
levofloxacina. Se identificaron genes de resistencia a quinolonas como GyrA, GyrB, ParEy ParC,
ademas de OprD asociado a resistencia a Betalactamicos, y otros genes que inducen resistencia en
la bacteria por medio de factores como MLBs, KPC y Bombas Efflux, dentro de los genes
principalmente asociados a este Gltimo, se encontrd los genes MexAB, MexXY, MexZ y OprM,
ademas de un mecanismo de asociacién a modificaciones de lipido A, lo que hizo resistentes a

colistina a dos de los aislados de P. aeruginosa3?.

También, Murugan et al*3, 2016, realizd la caracterizacion fenotipica de la cepa VRFPA04 MDR
de Pseudomonas aeruginosa, aislada de un paciente con queratitis, se hizo para determinar el grado
de resistencia a multiples farmacos. Con ayuda de la secuenciacion del genoma bacteriano, se
encontrO que presentaba los genes Aph3, strB, bla TEM, bla PAO, bla OXA-50 y blaVIM-2
vinculados con la resistencia  a aminoglucésidos, betalactamicos 'y carbapenémicos
respectivamente. Adicionalmente se informd la presencia de varios tipos de sistema de secrecién
I al VIII, presencia de proteinas de bombas de eflujo de la familia RND MexCD-Opr] y MexEF-
OprN, mutaciones en porinas, zonas CRISPR-cas y 58 regiones de plasticidad gendmica (RGP),
este Ultimo al ser un genoma accesorio, segun los autores le atribuyen un papel importante en la
resistencia de la cepa virulenta. Lo anterior es relevante ya que, aporta informacion para el
desarrollo de intervenciones médicas efectivas, asi como para identificar genes dianas para la

elaboracion de farmacos.
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Actualmente se estan realizando numerosos estudios caracterizando el resistoma bacteriano, como
en la investigacion de Jaillard et al** 2017 en la que presenta la caracterizacion del resistoma de
672 cepas de P. aeruginosa con genomas completos y valores de concentracion minima inhibitoria
(MIC). El estudio se basa en nueve antibiéticos pertenecientes a seis familias de farmacos anti- P.
aeruginosa, donde se identifico 147 loci que previamente se creia que causaban resistencia como
en la bomba de eflujo mexXY para la amikacina. Asimismo, también se encontré que las formas
alélicas bla OXA son importantes en la resistencia a la cefepima, lo anterior se identificé a partir
de andlisis bioinformaticos y las bases de datos permitieron agrupar caracteristicas nuevas de la
coleccion de los genes que conforman el resistoma identificado. Se demuestra la utilidad de la
linea de bioinformética desarrollada para catalogar el contenido completo de genes de resistencia

y la caracterizacion de la composicion de integrones.

Galetti et al*®, 2018, investigd el resistoma del aislado de P. aeruginosa HC84 productora de SPM-
1, proveniente de Brasil. Se hizo un andlisis in silico para comparar la cepa con otras registradas
en el mundo. Se encontr6 que contaba con genes de resistencia como bla SPM-1, rmtD, aacA4,
aadA7, bla OXA-56, bla OXA-396, bla PAO entre otros. Algunos genes se presentan normalme nte
en plasmidos, pero el aislado no tenia, por lo que los genes estaban en el genoma propio, a raiz de
lo anterior, esta cepa clinica altamente resistente se considera un ejemplo de acumulacion
cromosémica de genes de resistencia adquiridos, que estaria directamente implicado en la

prevalencia del aislado en hospitales de Brasil.

En el estudio de Madaha et al®®, en el 2020 donde se evalud los genomas completos de dos cepas
de P. aeruginosa MDR (MDRUY1PSABAL yUY1PSABALZ2) aisladas de lavado broncoalveo lar
con el fin de obtener informacion sobre los genes implicados en su resistencia y virulencia. Por
medio de aplicaciones bioinformaticas se realizd la busgqueda de varios genes implicados en la
patogenicidad del microorganismo. Como resultados, la cepa UY1IPSABAL mostrd resistencia
frente al 60% de los farmacos, mientras que UY1PSABAL2 fue resistente al 41%. En el genoma
se identifico genes de resistencia a quinolonas (CRPP, gryA, parE), betalactamicos (BlaPAO,

BlaOXA), aminoglucésido (aph, rmtB), entre otros.
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La terapia antibiotica para tratar infecciones sospechosas provocadas por P. aeruginosa incluye la
monoterapia o terapia combinada, sin embargo, actualmente dicha terapia no es eficaz a raiz de la
multi resistencia del microorganismo, lo que ha provocado un aumento en la mortalidad de los
pacientes especialmente  inmunosuprimidos e intrahospitalarios. Como respuesta a la
problemética, el disefio de farmacos y la busqueda e identificacién de nuevos blancos terapéuticos
es muy importante, esasi como Sedighi et al*” 2015 realizd la caracterizacion in silico del factor
Sigma (RpoS) que esta asociado a la respuesta del Pseudomonas aeruginosa ante estrés, por lo
que controla la produccion de varios factores de virulencia, incluido el alginato extracelular, la
exotoxina A y la formaciébn de biopeliculas. Los autores por medio de herramientas
bioinformaticas analizaron la secuencia primaria, ademas, predijeron la estructura secundaria y
tridimensional de la proteina, e identificaron posibles epitopes importantes a considerar para la

elaboracién de un farmaco o inhibidor.

Igualmente, Dash et al*® (2016) realiz6 un andlisis in silico de la proteina ATPasa, enzima que
proporciona la energia para el funcionamiento del sistema de secrecion tipo Il presente en
Pseudomonas aeruginosa Yy otras bacterias Gram negativas. El objetivo del estudio era identificar
sitios de union favorable y residuos claves de la ATPasa en relacion con el sistema de secrecion,
para lo anterior, se utilizd la secuencia de la proteina, y por medio de herramientas bioinformaticas
se realizd el analisis filogenético e identificar los sitios de union favorable. Se obtuvo que
efectivamente la ATPasa interactla con varias proteinas de translocacion asociadas al sistema de
secrecién, asi como proteinas regulatorias y de exportacion. Se concluye que el estudio es Util para
brindar informacion para la creacion de terapias alternativas para Pseudomonas aeruginosa y otros

patdgenos Gram negativos.38

En la revision del estudio in silico realizado por Pramanik et al*® 2017, mediante herramie ntas
bioinforméaticas se realizd un andlisis filogenético de la fosfatasa alcalina en diferentes cepas de
Pseudomonas aeruginosa estudiando sus propiedades fisicoquimicas, por otro lado, se predijo su
estructura secundaria y se modelé la proteina en 3D, con el fin de comprender mejor el aspecto
funcional de un componente tan importante de la via del metabolismo del fosfato en diferentes
cepas de la bacteria. La prediccion del modelo 3D permitio el andlisis estructura-funcion de la

proteina, mostré principalmente dos motivos funcionales, uno de los cuales pertenece a la
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superfamilia de la fosfatasa alcalina y el otro a la metaloenzima, datos de suma relevancia ya que,
con este analisis se evidencian nuevas formas de utilizar la enzima en bacterias para trazar nuevos
blancos de ataque en el metabolismo3?.

Otra de las soluciones planteadas para buscar alternativas en el tratamiento de Pseudomonas
aeruginosa, se encuentran las terapias no relacionadas directamente con la creacion de
antibiéticos. Burrows et al*?, en el 2018 realizd una revision de nuevas terapéuticas en estudio,
como lo es la creacion de inhibidores de las bombas de expulsion para tratar de potenciar a los
antibidticos existentes, pero su uso esta limitado ya que solo atacan a una de las muiktiples bombas
efflux. La parte de inmunologia se ha trabajado en el aspecto de la elaboracion de anticuerpos
especificos contra P. aeruginosa para opsonizar y mejorar la destruccién inmunoldgica en
conjunto con la sinergia de los farmacos*®. Por otro lado, se ha trabajado en el desarrollo de
péptidos antimicrobianos por su maltiples acciones posibles sobre la bacteria ya sea provocando
la muerte, inhibiendo la formacion de biopeliculas o potenciando la accién de los farmacos, un
ejemplo de lo anterior es el desarrollo del péptido antimicrobiano ELIGO-3233 realizado por
EligoChem?0.

De lo mencionado anteriormente, So et al*!, 2019, realizd ensayos clinicos en pacientes adultos
con un anticuerpo especifico (MED1-3902) que tiene la capacidad de reconocer la proteina PcrV
que forma la punta del sistema de secrecion tipo 11 y el polisacarido de la matriz de biopelicula y
de esa manera evitar la expulsion de exotoxinas. Se evidencio que puede servir como prevencion
de neumonia nosocomial en personas de alto riesgo con seguridad y eficacia, ya que no se observd

efectos adversos graves.*!

Asi mismo, Pang Z et al*2, 2019, informaron los Gltimos avances realizados en la bisqueda para
mejorar el tratamiento contra Pseudomonas aeruginosa. Segun los autores se estd trabajando
principalmente en la inhibicion de la deteccion de quérum, el cual es un sistema que controla la
expresion génica bacteriana, que al inhibirlo permite regular la virulencia y formacion de
biopeliculas, esta estrategia es comprometedora debido a que tiene un bajo riesgo de desarrollo de

resistencia bacteriana.
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Adicionalmente, se investiga el uso de la quelacion del hierro, que consiste en disminuir la
concentracion de hierro extracelular o evitar su absorcion. Se evidencié que sustancias como el
galio (analogo del hierro) interrumpe el metabolismo bacteriano al actuar como sustituto, asi como
quelantes del hierro 2,2'-dipiridilo (2DP), acido dietilentriaminopentacético (DTPA) y EDTA, que
afectan el desarrollo de P. aeruginosa y la formacion de biopeliculas?®. Por Ultimo, se encuentra
el desarrollo de nuevos farmacos como POL7001 que inhiben el transporte de LPS ala membrana
externa bacteriana, este es usado actualmente en ensayos clinicos con murinos dando un buen
resultado a la hora de combatir la infeccion, sin embargo, se sigue estudiando sus posibles efectos

secundarios*2.

En la actualidad se esta estudiando el uso de diferentes herramientas como CRISPR-CAS para la
edicién de genes importantes en las bacterias como estrategia para el desarrollo de una terapia
antimicrobiana, es por esto que Xu Z et al*3 en el 2020 utilizaron IF CRISPR-Cas, un sistema de
edicion de genes en un solo paso. Xu plantea el problema de Edicion del genoma en aislados de P.
aeruginosa con otros tipos de sistemas CRISPR-Cas 0 en otras células procariotas o eucariotas
que carecen de un sistema CRISPR-Cas nativo Y, en el estudio se demostrd que, al usar promotores,
plasmidos, mniCRISPR, secuencias proto espaciadoras como 5-AATTG-3 'y 5-AAA-3 ' se
puede lograr eliminar un gen que contiene multiples objetivos disefiando un casete de mini-

CRISPR que incorpora simultaneamente de dos a tres espaciadores.

En los Ultimos afios también se ha investigado la terapia fagica, Luscher et al** realizaron un
estudio en 2020 donde evallan una nueva alternativa de terapia usando bacteriéfagos en
combinacién con un antibiético (ciprofloxacina) para tratar una linea epitelial infectada por P.
aeruginosa, la combinacién redujo la carga bacteriana y en cuanto a la respuesta inflamatoria
debido a la lisis inducida por fagos no se pudo establecer claramente. Sin embargo, encontraron
que la mayoria de los genes proinfllmatorios regulados positivamente en células Calu-3 por
flagelina también fueron inducidos por P. aeruginosa tratada con el céctel de fagos e antibiotico
y al utilizar los fagos individualmente al igual que los antibiéticos no mostraron ninguna respuesta

inmune positiva, por lo que Alexandre concluye su estudio resaltando la necesidad de
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combinaciones de cocteles de fagos / antibidticos para disminuir la carga bacteriana con el fin de

evitar la aparicion de resistencias.*

De igual manera, Broniewsk et al*®, en el afio 2021, analizé la relacion entre sistemas de defensa
de Pseudomonas aeruginosa como Quorum Sensing (QS) y CRISPR-cas (sistema de inmunidad
de la bacteria) ante la nueva terapia empleada con bacteriéfagos liticos. Parael estudio se us6 fagos
DMS3vir en la bacteria y se adiciond anti-Quorum sensing (Dimetilsulfoxido o Baicalein).
Encontraron que la inhibicién quimica de QS baja la adsorcion fagica debido a la regulacion de
pili tipo 1V y que puede haber disminucién en la eficacia de fagos-pili especificos. Por lo que,
aunque en estudios anteriores se mostraba una ventaja en el uso de quimicos anti QS para disminuir
la evolucion de la bacteria y uso de inmunidad por CRISPR-cas, se requieren mas estudios para

evaluar si es efectivo en conjunto con la terapia fagica.

2. Marco referencial

2. 1 Generalidades de Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una especie de bacteria Gram negativa, con motilidad unipolar, se
caracteriza por generar diversos pigmentos dentro de los cuales estan: piocianina (azul verdoso),

fluoresceina (amarillo verdoso fluorescente), piorrubina (rojo pardo), y piomelanina (negro)4.

Es un microorganismo muy variable puesto que, aunque puede ser muy beneficioso en procesos
de biorremediacion debido a su capacidad de degradar hidrocarburos, también es un patdgeno
oportunista en el hombre y animal. Es aerobio (aunque puede desarrollarse en condiciones
anaerdbicas utilizando nitrato como fuente de energia), puede sobrevivir con bajos niveles de
nutrientes y crecer en rangos de temperatura de 4 a 42°C>°, Se encuentra ampliamente distribuido
en la naturaleza, enel agua, en los suelos himedos, en los vegetales y en alimentos; también puede
formar parte del microbiota normal de algunas zonas himedas de la piel como las regiones

sudoriparas.
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La transmision en humanos Yy animales se produce principalmente a través del contacto de la piel
lesionada y de las mucosas con el agua o con objetos contaminados. Constituyen una fuente de
infeccion sobre todo para los pacientes en el ambito hospitalario, tratados con instrumental

quirtrgico, respiradores, catéteres, entre otros 6.

2. 1. 1 Caracteristicas morfologicas, bioquimicas y microbiologicas.

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo recto o ligeramente curvado, con un tamafo
promedio de 2-4 x 0,5-1 micras®’. Es motil debido a que presenta uno o varios flagelos polares.
Se considera un microorganismo no exigente nutricionalmente puesto que se adapta segin las
condiciones del ambiente ya que a pesar de que no fermentan hidratos de carbono, produce acido
a partir de azlcares como la glucosa, fructosa, lactosa o sacarosa y la mayoria de las cepas

presentan un olor caracteristico frutal o citrico.

Generalmente crece en agar Macconkey y en agar sangre se observa de color gris, como cera de
vela, con colonias no definidas y sobrepuestas. Como medio selectivo, se emplea el agar
Cetrimide, en donde las colonias al crecer presentan una pigmentacion verde palida. Es oxidasa
positivo, arginina dihidrolasa y Simmons citrato positivo. Con respecto a la morfologia de las

colonias generalmente son redondas y presentan pigmentos.

2. 2 Infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa

Dentro de las infecciones més comunes causadas por Pseudomonas aeruginosa se encuentran
infecciones sanguineas, es decir bacteriemia presentada en pacientes inmunocomprometidos,
infecciones de la valwula del corazon, infecciones pulmonares como neumonia, sobre todo
presentada en adultos mayores, infecciones oculares como queratitis, infecciones del tracto
urinario (rifiones y vejiga), infecciones en la piel por quemaduras, infecciones en los oidos (otitis
aguda). Las infecciones generadas por esta bacteria son por lo general de origen intrahospitalario

principalmente en Unidad de Cuidados Intensivos (UCIs), ya que se asocian a la inmunosupresion
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de los pacientes, sumado asu permanencia en dispositivos médicos generado por sus biopeliculas,

lo que les ayuda a colonizar diferentes 6rganos.

2. 3 Tratamiento para infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa

A lo largo del tiempo las infecciones ocasionadas por Pseudomonas aeruginosa han sido tratadas
con variedad de antibidticos, dentro de los que se encuentran diversos Betalactamicos!®17; alli se
incluyen cefalosporinas de tercera y cuarta generacion como Ceftazidima y Cefepimels.
Asimismo, son utilizados otra clase de antibiéticos como los aminoglucosidos, de los que
cominmente se usa la tobramicina, sobre todo en infecciones graves. Otras alternativas de
farmacos empleados para contrarrestar el microorganismo son los carbapenémicos, por ejemplo,
Imipenem y Meropenem, fluoroquinolonas, polimixinas como Colistina, la cual es considerada
como la Gttima opcién terapéutical’. Actualmente se debate y recomienda el tratamiento de
antibiético combinado sobre infecciones causadas por Pseudomona aeruginosa, este tipo de
tratamiento tiene ciertas ventajas como la sensibilidad de la bacteria por alguno de estos
antibiéticos, prevencion de desarrollo de resistencias y efecto sinérgico del antibidticol’. En cuanto
a sinergismo se destaca el que se presenta entre la combinacidon de betalactamicos vy
aminoglucosidos. Dentro de las combinaciones més empleadas se encuentran Piperacilina-
Tazobactam!® (compuesto de un Betalactdmico y un inhibidor de Betalactamasa respectivamente),
Ceftolozane- Tazobactam??, y Colistina con otros antibiéticos antipseudomonas como Imipenem,

piperacilina, aztreonam, rifampicina, ciprofloxacina o ceftazidime.

2. 4 Generalidades de factores de virulencia de Pseudomonas aeruginosa

Los factores de virulencia contribuyen de manera radical en la patogenia del microorganismo y
por lo tanto, en su resistencia, algunos de estos son: la presencia de exotoxinas, fosfolipasa C,
ramnolipidos, elastasa, piocianina, capacidad de formacion de biopeliculas y el sistema de
secrecion tipo 11l (T3SS), este Ultimo es un marcador de los aislamientos bacterianos Yy asociado

a una respuesta negativa del tratamiento, adicionalmente es responsable de la inyeccion de cuatro
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proteinas al citosol de las células humanas, la exoenzima T,S Y y U codificadas por los genes exos,
exoT ,exoY y exoU, respectivamente, de las enzimas mencionadas prevalecen en los aislados
clinicos la exoenzima U asociada a lesiones en tejido epitelial respiratorio superior y en
macrofagos, y exoenzima S, relacionada a infecciones del tracto respiratorio y en pacientes
quemados®8. Por otro lado, la capacidad de formacion de biopeliculas permite la persistencia

bacteriana y dificulta las acciones de los antibioticos.

Se destaca su produccion de biopelicula cuya matriz estd compuesta por diversos factores como
los polisacaridos Pel, Psl, ADN extracelular y proteinas como fimbrias, también se destaca el
sistema de excrecion de toxinas, asi mismo se tiene presente la percepcion de quorum sensing de

forma que la bacteria se adapte a cambios microambientales.

2. 5 Resistencia a farmacos

Como se menciond anteriormente, Pseudomonas aeruginosa se considera un patdgeno
multirresistente, debido al uso indiscriminado de farmacos por un tiempo. Algunos afios atrés se
utilizaban los carbapenémicos especialmente Imipenem y Meropenem como principales recursos
gracias a su potente actividad para tratar infecciones provocadas por este microorganismo, sin
embargo, hoy en dia ya no es una solucién viable debido a que ha adquirido diversos mecanismos
para hacerle frente a este tipo de medicamentos, restringiendo las opciones terapéuticas aun mas
sumado a que Se conoce que ésta posee una resistencia intrinseca a otros antibioticos®>°. Es asi
como se evidencia la presencia de cepas multirresistentes, las cuales son aquellas que son
resistentes a varios antibioticos (minimo tres) de diferente naturaleza quimica utilizados en la
terapia antibidtica 242733

Los principales mecanismos de resistencia asociados son la expresion de bombas de eflujo también
llamadas de salida, la baja permeabilidad de la membrana, la produccion de carbapenemasas
impermeabilidad de la membrana externa, modificacién del blanco antimicrobiano, transferencia
horizontal y cambios en la membrana, de igual forma, lo que permite que este microorganismo
presente esta resistencia son los genes Mex-AB, AmpD y GyrA7 ' las alteraciones o pérdida de

la porina OprDS°.
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La mayoria de las bacterias poseen genes y diferentes tipos de mecanismos de resistencia, hay
mecanismos intrinsecos, que se refiere a aquellos que son propios del género bacteriano sin la
intervencién de un agente externo y son codificados en el cromosoma Unico del microorganismo;
asi como mecanismos de tipo extrinsecos que son aquellos adquiridos por la bacteria por medio de
la transferencia horizontal de genes, en los cuales se agrupan la conjugacién, la transduccion y

transformacidnéo.
2.5.1 Mecanismos de resistencia intrinseca

La presencia de sistemas de expulsion o bombas de eflujo se conoce como principal mecanismo
intrinseco en Pseudomonas aeruginosa, su sobreexpresion produce una elevada resistencia a
distintos antibioticos y se afirma que es el primer mecanismo en activarse ante una exposicion de
un farmaco normalmente ante un carbapenémico, ademéas se afirma que ayuda a las bacterias a
sobrevivir a la presion de los antibidticos y a adquirir determinantes de resistencia adicionales®.
Adicionalmente se ha observado que la presencia de dicho mecanismo en conjunto con otros de
tipo adquiridos como la presencia de carbapenemasas, betalactamasas de espectro extendido
(BLEES), metalobetalactamasas y la pérdida de la porina ocasiona la presencia de un fenotipo

mucho mas resistenteb.

Otro mecanismo intrinseco es la pérdida de porina, la porina es una proteina de Pseudomonas
aeruginosa especifica de sustrato que facilita la difusion de aminoédcidos basicos, péptidos
pequefios y carbapenémicos en la célula®l. Las alteraciones o la pérdida de OprD disminuyen
significativamente la susceptibilidad a los carbapenémicos disponibles para esta bacteria, este va
muy de la mano con el anterior, ya que en la mayoria de ocasiones se presentan en conjunto el bajo

nimero de porinas no especfficas disminuye la permeabilidad de sustancias toxicas®2.

En el gen OPrD que codifica para la porina se ha encontrado una gran variedad de deleciones,
inserciones 'y codones de terminacion prematura, que provoca el bloqueo del funcionamiento
correcto del gen provocando la pérdida de la proteina, ya que por ejemplo la presencia de
mutaciones causa la formacion de secuencias de inserciones (IS) que truncan el gen evitando su
traduccion®2.
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2.5.2 Mecanismos de resistencia extrinseca

La produccion de betalactamasas de espectro extendido (BLEES), metalo-betalactamasas vy
carbapenemasas es un mecanismo extrinseco propio de P. aeruginosa que normalmente se asocia

a elementos mdviles promiscuos (MGE)®8.

Las BLEES se conocen como enzimas propias de una variedad de bacterias Gram negativas,
confiere resistencia a las cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacion Yy
monobactamicos, asi mismo se ha comprobado que reduce la sensibilidad a otros antibidticos

como los aminoglucdsidos y fluoroquinolonas®®.

Por otro lado, como su nombre lo indica las carbapenemasas son proteinas enzimaticas con
capacidad catalitica sobre los carbapenémicos, pero también confiere resistencia a los inhibidores
de las betalactamasas y a todas las generaciones de otros betalactimicos como las cefalosporinas.
Entre los genes implicados en su desarrollo se encuentra el gen bla VIM, bla NDM, bla IMP, bla
SPM-1, bla KPCy bla OXA-48, -23, -24/40 y -58°6.

En cuanto a las metalo-betalactamasas, entre las existentes resalta principalmente la presencia de
la metalo-B-lactamasa-1 de Nueva Delhi (NDM-1), es uno de los determinantes de resistencia a
carbapenémicos adquiridos més importantes y de rapida diseminacion. Esta proteina se encuentra
codificada en elementos mdviles bacterianos y es dependiente de zinc; confiere resistencia a una

amplia gama de antibiéticos incluyendo a los carbapenémicos®.
Segun diversos estudios, la resistencia de Pseudomonas aeruginosa es respuesta de la interaccion

de distintos mecanismos, es decir que su capacidad de evitar la accion de los farmacos es por medio

de la accion de varios de sus mecanismos tanto intrinsecos como extrinsecost9:6.
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2. 6 Principal funcion de los genes de resistencia emrA, arnA y marR

El gen emrA esté estrechamente vinculado a la resistencia a farmacos como: dinitrofenol, acido
nalidixico, tiolactomicina, nitroxolina entre otros. Se presenta comunmente en bacterias Gram
negativas  principalmente E.coli, Shigella, Klebsiella entre otras®364. Este gen codifica una
proteina de fusion de membrana(adaptador periplasmico) que forma una bomba de flujo tripartita
(EmrAB-ToIC) que permite la expulsion de compuestos hidrofobicos, proporcionando la unién
entre EmrB y TolC,la proteina se encuentra anclada en la membrana interna gracias a una hélice
a N-terminal y contiene un sitio de union al farmaco.La presencia y sobreexpresion de bombas de
expulsion como la EmrAB-TolC se considera un mecanismo intrinseco de bacterias Gram

negativas®364,

La resistencia asociada al gen arnA, se produce debido a la modificacion del lipido A con 4-amino-
4-desoxi-L-arabinosa (Ara4N), lo cual desencadena resistencia a la polimixina y los poli péptidos
microbianos cationicos. Cumple con diversas funciones, comenzando por la del proceso
biosintético del lipido A, en la cual se realizan las reacciones quimicas y las vias que dan como
resultado la formacion del lipido A, el grupo glicolipido de los lipopolisacéridos bacterianos, que
consta de cuatro a seis cadenas de acilo graso unidas a dos residuos de glucosamina®%-65, También
esta la funcion de proceso biosintético de lipopolisacaridos, donde se encuentran las reacciones
quimicas y las vias que dan como resultado la formacién de lipopolisacéaridos, sobre todo los
relacionados y estructuralmente complejos de la membrana externa de las bacterias
Gramnegativas. La hexamerizacion de las proteinas es otra capacidad de este gen, asi como la
respuesta al antibiotico y el proceso biosintético que da como resultado la formacién de una UDP-
4-desoxi-4-formamido-beta-L-arabinopiranosa. Finalmente, reacciones quimicas y las vias
también dan lugar a la formacion de UDP-D-xilosa, uridindifosfoxilosa, una sustancia compuesta

de xilosa en enlace glicosidico con difosfato de uridina®0:6.

El gen marR participa en la activacion de genes de resistencia a antibioticos y estrés oxidativo, ya
que es un regulador transcripcional6®. Las proteinas de la familia MarR se unen a reconocibles
secuencias palindromicas dentro de la region intergénica de genes de orientacion divergente, lo

que resulta en atenuacion de la expresion génica al obstaculizar la union de la ARN polimerasa al
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promotor lo cual es una consecuencia comun de la union de la proteina MarR a genes y es cuando
esta empieza a expresar aproximadamente sus siete genes para diversas proteinas relacionadas con
la resistencia®’. Controla indirectamente la expresion a la bomba de salida de mlltiples farmacos
por medio de la represion del operén marRAB este codifica en cascada al activador transcripcional
marA y la sobre expresion de este expresa en la misma cantidad la bomba de salida a mditip les
farmacos AcrAB-TolC71:72

3. Disefio metodoldgico

3.1 Tipo de Investigacion

La presente investigacién es mixta, teniendo en cuenta que es cualitativa, ya que parte del estudio
se realizO por medio de la recoleccion de informacion referente a la bacteria Pseudomonas
aeruginosa y parte de algunos genes de resistencia que hacen parte del resistoma. Ademas, una
parte es cuantitativa puesto que la caracterizacion de los genes implicados se realizd por medio de

analisis in silico o bioinformatico.

3.2 Enfoque de la investigacion

La investigacion tiene un enfoque descriptivo, en la cual se realizd un andlisis y descripcion de los
genes implicados en resistencia, identificados mediante la secuenciacién del genoma completo de
cepas de Pseudomonas aeruginosa con fenotipo multidrogorresistente (MDR) y se compard con

la informacion depositada en las bases de datos genémicas de libre acceso.

3.3 Poblacion y muestra
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En cuanto al universo del estudio es el genoma de Pseudomonas aeruginosa. La poblacion del
estudio son los genes de resistencia a antibidticos en P. aeruginosa Yy como muestra se
seleccionaron las secuencias de los genes emrA, arnA'y marR de Pseudomonas aeruginosa con las

cuales se realizd el analisis in silico.

3.4 Técnicas y procedimientos

3.4.1 Identificacion de los genes emrA, arnA 'y marR a partir de los genomas de dos cepas de

P. aeruginosa MDR

Se utilizaron las secuencias de los genes emrA, arnA y marR obtenidos a partir de la secuenciacidn
del genoma completo de las cepas MDR 03 y 04 de Pseudomonas aeruginosa provenientes de
dos aislados clinicos colombianos de pacientes en Unidad de cuidados intensivos (UCI) con
diagnéstico de neumonia, la cual fue realizada por Romero y colaboradores en la Universidad
Federal de Santa Catarina, Brasil durante el afio 2020. Estos genes fueron escogidos teniendo en
cuenta, que a priori se identificaron los genes relacionados con la resistencia del microorganismo,
adicionalmente se clasificaron los que estaban presentes en las cepas, basandose en los que
compartian y los que no; se predijo la funcién biologica de cada familia de genes, de acuerdo con
lo encontrado en las bases de datos bioinformaticas y bibliograficas consultadas, como NCBI
(https//www.ncbi.nlm.nih.gov/) y CARD (https//card.mcmaster.ca/ontology/36036) Finalmente,
se seleccionaron los tres de mayor interés para el grupo de investigacion con los cuales se hizo el

estudio in silico3’

3.4.2 Comparacion de secuencias de los genes emrA, arnA y marR para determinar

mutaciones puntuales asociadas a resistencia

Para confirmar la identidad de las secuencias de los genes de interés emrA, arnA'y marR obtenidas
mediante la  secuenciacibn del genoma completo, se utilizo la plataforma BlastN

(https//blast.ncbi.nlm.nih.gov/), la cual permite identificar la similitud, asi como inferir la
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funcién bioldgica y evolutiva entre dos o mas secuencias de nucledtidos 37-46:47. De igual forma,
usando la herramienta BlastN, se identificaron secuencias ortologas de los genes emrA, arnA 'y
marR en otras bacterias multidrogorresistentes que presentaron mayor similitud con los de P.
aeruginosa, (Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Salmonella bongori, entre otras), las cuales
junto con las secuencias de estos genes de la cepa de referencia de Pseudomonas aeruginosa
sensible (Cepa PAO1) fueron utilizadas para los alineamientos mdltiples y los analisis

filogenéticos posteriores (Anexo 7).

3.4.3 Analisis filogenético de los genes emrA, arnA 'y marR y sus ort6logos en otras especies

Inicialmente, se realiz6 un alineamiento mdltiple (alineacion de secuencias mdltiples MSA) con
las secuencias MDR de las dos cepas mediante la herramienta web Clustal Omega
(http//www.genome.jp/tools/clustalw/)3748:49 Posteriormente, las secuencias de los tres genes
estudiados se compararon con las secuencias ortdlogas seleccionadas como punto de partida para
realizar un analisis filogenético, para observar el comportamiento Yy las distancias evolutivas de los
genes en las cepas de P. aeruginosa respecto de las deméas secuencias analizadas por medio del
Software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA X). 3746, La historia evolutiva se
infiere utilizando el método de union de vecinos (Neighbor joining), las distancias evolutivas se
calcularon usando el método de méxima wverosimilitud compuesta y estan en las unidades del
nimero de sustituciones de bases por sitio. Adicionalmente, el arbol de consenso bootstrap inferido
de 1000 repeticiones se toma para representar la historia evolutiva de los taxones analizados y las

ramas con valores de bootstrap menores a 50% fueron colapsadas®:46,

3.4.4 Analisis de las secuencias de proteinas codificadas por los genes emrA, arnA 'y marR

Usando la herramienta ORFfinder (https//www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/), a partir de las
secuencias de nucledtidos de los tres genes estudiados se encontraron los marcos abiertos de
lectura posibles que codifican para la proteina en cada uno de los genes y gracias a la herramie nta
ExPASy (https/Awww.expasy.org/) la secuencia proteica fue corroborada®’-°951, Una vez

obtenidas las secuencias proteicas, se realizd un alineamiento multiple entre las secuencias para
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identificar presencia de mutaciones o cambios en los aminocidos, teniendo como referencia la

cepa PAO1 de Pseudomonas aeruginosa (fenotipo sensible)37:52,

3.4.5 Prediccion de estructura secundaria y terciaria de las proteinas

A partir de la secuencia primaria de las proteinas, se predijo la estructura secundaria y terciaria
utilizando las herramientas GOR IV e I-TASSER. Se usé la herramienta ProSA-web para validar
la prediccion de la estructura tridimensional. Lo anterior es de vital importancia para estudiar la
evolucién, estructura y funcion de las proteinas, lo cual es necesario conocer para realizar un
adecuado disefio y blsqueda de farmacos cuando se quiere usar proteinas como posible blanco

terapéutico37:48.53,

4. Resultados

4.1 ldentificacion de los genes emrA, arnA y marR a partir de los genomas de dos cepas de
P. aeruginosa MDR.

Se identificaron los principales genes de resistencia asociados a las cepas MDR 03 y 04 de
Pseudomonas aeruginosa, tras la secuenciacion con Illumina Miseq. Se clasificaron los genes
teniendo en cuenta cudles eran comunes a las dos cepas y cuales eran propios de cada una (Tabla
1).

De acuerdo con el analisis de la funcion biologica de los genes en la bacteria por medio de la
revision de literatura, se eligieron tres genes de resistencia principales, para abarcar durante el

estudio: emrA, arnA'y marR.
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abaF bmrA mdtN mdtB tetd

acr4 cnrd mexA 1 mdtC 1 vanW

acrB 1 | copA 3 | mexd 2 mdtC 2 vaaA

acrB 2 | copB mexB mexR Jjef4

acrB 3 | czed 1 emr4 OhrR JarB 1

acrE czed 2 emrB 1 0gxB10 JarB 2

arnA czeB

arsR2 | czeC [ ] MDRO3yMDRO4
berl mdtD mdtAd smvA norM - MDRO3

ber2 mdtE Jjef4 stp marR ;, MDRO4

Tabla 1. Genes presentes en cepas MDR 03y 04 de P. aeruginosa. Se presentan con distintos
colores los genes en comun y propios de cada cepa de interés.

4.2 Comparacién de secuencias de los genes emrA, arnA'y marR para determinar mutaciones

puntuales asociadas a resistencia.

En primer lugar, la identidad de las secuencias para los genes ermA, arnA y marR fue confirmada
usando la herramienta BlastN. Posteriormente para determinar las mutaciones puntuales se

comparé la cepa de referencia de cada gen con las cepas MDR 03 y 04 de la bacteria.

4.2.1. Mutaciones en la secuencia del gen emrA

En cuanto al alineamiento mdltiple del gen EmrA realizado con la cepa sensible PAOL de P.

aeruginosa y las cepas MDR se evidencid que el gen EmrA presentaba una alta identidad con las

secuencias estudiadas de MDR 03y 04 (99,16 %), en comparacién con Pseudomonas aeruginosa
PAO1(Fig 1).
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Adicionalmente, se encontraron 10 posiciones de cambios en los nucleétidos. Se presentaron

mutaciones de tipo sustitucién, donde el 80 % fueron por transicion y el 20 % por transversién.

Adicionalmente el 70 % fueron mutaciones silenciosas (cambio de nucledtido que genera el mismo

aminoacido), 10 % mutaciones de cambio de sentido conservativas (cambio de nucledtido que

genera un aminocido conla misma naturaleza quimica) y, por dltimo, el 20 % fueron mutaciones

de cambio de sentido no conservativa (cambio de nucle6tido que genera un aminoacido de distinta

naturaleza quimica) (Fig 1, Tabla 2).
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Figura 1. Alineamiento mdltiple de secuencias de nucleétidos del gen EmrA en cepas de P.
aeruginosa MDR 03, 04, y cepa de referencia o sensible P. aeruginosa PAOL1 realizado por medio
de programa Clustal Omega.
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Ubicacion | Cambio | DNA | RNA | A.A Tipo de mutacién
27 T-C ccc | ccc Pro Mutacion silenciosa
73 A-G GTIG | GUG Val Mutacién de cambio de sentido
456 G-A CAA | CAA Gln Mutacion silenciosa
484 T-C CTG | CUG | Leu Mutacion silenciosa
580 G-A ATC | AUC Ile Mutacion de cambio de sentido
conservativa
681 A-G CAG | CAG Gln Mutacion silenciosa
707 A-C ACT | ACU Thr Mutacion de cambio de sentido
870 C-A GGA | GGA Gly Mutacion Silenciosa
1029 T-C CAC CAC His Mutaciéon Silenciosa
1059 A-G CAG | CAG Gln Mutacion Silenciosa

Tabla 2. Mutaciones tipo sustitucion encontradas en el gen EmrA de cepas MDR 03 y 04 en
comparacion con la cepa de referencia PAO1 de P. aeruginosa.

4.2.2 Mutaciones en la secuencia del gen ArnA

En el alineamiento mdltiple del gen ArnA, se obtuvo que las cepas MDR estudiadas presentaban
una alta identidad (99.5 %) con la cepa de referencia PAO1 de Pseudomonas aeruginosa (Fig 3).
Se presentaron mutaciones al comparar la cepa de referencia junto con las cepas MDR 03y 04, en
donde existen 10 lugares clave de cambios de nucledtidos, de los cuales, el 60% corresponde a
mutaciones silenciosas y 40% a mutaciones de cambio de sentido (Fig 3, Tabla 3). Una de estas
mutaciones es no conservativa, por lo que el aminodcido resultante es de naturaleza quimica
distinta, lo que puede conllevar a cambios en el funcionamiento del microorganismo. Asimismo,
el 80% de mutaciones fueron por transicion, es decir, con un cambio de nucleétido de la misma

naturaleza quimica (purinas o pirimidinas) (Fig 3, Tabla 3).
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Figura 2. Alineamiento multiple de secuencias de nucleétidos de cepas de P.aeruginosa MDR 03,
MDR 04 y cepa de referencia o sensible P.aeruginosa PAO1 con gen ArnA realizado por el
programa Clustal Omega.
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Ubicacion Cambio ADN ARN AA Tipo de mutacion

153 C-T TGT uGuU Cys Mutacion silenciosa

216 T-C CGC CGC Arg Mutacién silenciosa

765 C-T GGT GGU Gly Mutacién silenciosa

933 A-G GCG GCG Ala Mutacicn silenciosa

935 G-C TCC ucc Ser Mutacion de cambio de sentido
937 AG GGC GGC Gly Mutacion de cambio de sentido
939 A-G GGC GGC Gly Mutacién de cambio de sentido
1023 -G GGG GGG Gly Mutacién silenciosa

1162 A-G GTC GucC Wal Mutacion de cambie de sentide conservativa
1356 C-T AAT AAU Asn Mutacion silenciosa

Tabla 3. Mutaciones tipo sustitucion encontradas en el gen ArnA de cepas MDR 03y MDR 04 en
comparacion con la cepa de referencia PAO1 de P. aeruginosa.

4.2.3 Mutaciones en lasecuencia del gen MarR

Con respecto a la comparacién entre las cepas MDR 03, MDR 04 y de referencia PAOL, del gen

MarR se encontraron dos lugares de cambio de nucleétidos en la posicion 447 y 448, las cuales

son sustitucion por transversion y el 100 % fueron mutaciones silenciosas. Asi mismo, se evidencio
que las cepas MDR03 y MDRO04 presentan una alta identidad (99,58%) con la cepa PAOL. (Fig 4,

Tabla 4)

39



10 20 30 40 50 €0 70 1] 80 100
R R R e I B B R Tl R I [ [ B I R EEE T EEREY ERTRY PR IR P
PAD1 ATGGGTCACTACAGCGCCTCCGACT TTCCCTTCAAGGGCTCCAT TGGCCAGCTCATCGGCCTCAGTGCCGCGACCAAGCGACCGCATCCTCGAGAAGCACC
MDR3 ATGGGTCACTACAGCGCCTCCGACTTTCCCTTCAAGGGCTCCATTGGCCAGCTCATCGGCCTCAGTGCCGCGACCAACGCGACCGCATCCTCGAGAAGCACT
MDR4 ATGGGTCACTACAGCGCCTCCGACT T TCCCTTCAAGGGCTCCAT TGGCCAGCTCATCGGCCTCAGTGCCGCGACCAAGCGACCGCATCCTCGAGAAGCACT

110 120 130 140 150 160 170 180 150 200
B R R T L e T e B I T R R Ry o B B EEE Y B ey e

PAD1 TCGCCGCGCTGGACATCACCGCCCGCCCAGT TCAACCGTGCTGATCTTCGTCGGTCTCAACCCCGCCAACAGTCCGGTCCGAACTGTGTCGCGAGCTGTCGGT

MDR3 TCGCCGCGCTGGACATCACCGCCGCCCAGT TCAAGCTGCTGATCTTCGTCCGGTCTCAACCGCGCCAACACGTCCGGTCGAACTGTGTCGCGAGCTGTCGGT
MDR4 TCGCCGCGCTGGACATCACCGCCGCCCAGT TCAAGGTGCTGATCTTCGTCGGTCTCAACCGCGCCAACAGTCCGGTCGAACTGTGTCGCGAGCTGTCGGT
210 220 230 240 250 260 270 280 290 o0

T I I I B e R I B I I I e I IR IS IR IR ISR IS IR

PAD1 GGACAGCGGCTCGATGACGCGCATGCTGGCGCGCCTGGAGAARAAAGGGCTGCTGCTGCGCGGCCGCTGTCCCGAAGACCGCCGTTGCCTGCGCCTGGAT
MDR3 GGACAGCGGCTCGATGACGCGCATCGCTGGCGCGCCTGGAGAARA M AGCCGCTGCTGCTGCGCGGCCGCTCTCCCGAAGACCGCCGTTGCCTGCGCCTGGAT
MDR4 GGACAGCGGCTCGATGACGCGCATGCTGGCGCGCCTGGAGAARAAAGGGCTGCTGCTGCGCGGCCGCTGTCCCGAAGACCGCCGTTGCCTGCGCCTGGAT
110 3z EET) 340 3s0 360 a7 180 1s0 400

B I I I e e e R L IEEIT Il ISR IS INI IR IR [ IR NI IR IR IR

PAD1 CTCAGCGAAGCGGGACCGGAAGGTCCAGGAGCAGCTTCCGCTGATCGCCTCGGLGGCGATGAACGAGCTGGTCGCCTGCCTGAGCACGGAAGAATTGCAGA
MDR3 CTCAGCGAAGCGGGACGGAAGGTCCAGGAGCAGCTTCCGCTGATCGCCTCGGLGGCGATGAACGAGC TGGTCGCCTGCCTGAGCACGGAAGAATTGCAGA
MDR4 CTCAGCGAAGCGGGACCGGAAGGTCCAGGAGCAGCTTCCGCTGATCGCCTCGGLGGCGATGAACGAGCTGGTCGCCTGCCTGAGCACGGAAGAATTGCAGA

410 420 430 440 ey 450 460 470
sl o e f we el e i o e e s af s o) s seiallaa [ 8 anlfees o) s esuifea s e
PAD1 CGCTGACCCATCTGCTGACCAAGCGTTCTGCTACACGCCGGCTGCCYGCEGGCCAGCCTGCAGGAGTCCTGA
MDR3 CGCTGACCCATCTGCTGACCAAGGTTCTGCTACACGCCGGCTGCCYTALGGCCAGCCTGCAGGAGTCCTGA

MDR4 CGCTGACCCATCTGCTGACCAAGGTTCTGCTACACGCCGGCTGCCYTALGGCCAGCCTGCAGGAGTCCTGA

Figura 3. Alineamiento mdltiple de secuencias, cepas de P. aeruginosa MDR 03, MDR 04 y de
referencia P. aeruginosa PAO1 con gen MarR realizado por medio de programa Clustal Omega.
En el recuadro color negro se muestra el punto de mutacion evidenciado en el nucleétido 447y
448.

Ubicacién Cambio DNA RNA AA Tipo de mutaciéon
447 G-T CCT CcCuU Pro mutacion silenciosa
448 C-A AGG AGG Arg mutacion silenciosa

Tabla 4. Mutaciones tipo sustitucidon encontradas en el gen MarR de cepas MDR 03 y 04 en
comparacion con la cepa de referencia PAO1 de P. aeruginosa.

4.2.4 Comparacion de secuencias ortélogas del gen emrA, arnAy marR
4.2.4.1 Alineamiento multiple de secuencias ortdlogas del gen emrA
El alineamiento multiple de las secuencias ortologas demostrd que el gen EmrA de Pseudomonas

aeruginosa MDRO03 y MDRO04 compartia identidad con Stenotrophomonas maltophilia (68,37 %),
Hafnia paralvei (54,06 %), K.Oxytoca (57,51 %), E.coli (53,63%), Shigella sonnei, (53,63 %),
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Salmonella bongori (53,80 %), Citrobacter youngae ( 54,66 %), Proteus mirabilis (47,24 %) y

Morganella morganii (55,21 %) (ver anexo 1).

4.2.4.2 Alineamiento multiple secuencias ortologas gen arnA

El alineamiento multiple de las secuencias ortdlogas demostré que el gen ArnA de Pseudomonas
aeruginosa MDRO03 y MDRO04 comparte identidad con Yersinia enterocolitica (59.29 %), Proteus
mirabilis (58.27%), Morganella morganii (68.23%), Klebsiella oxytoca (69.55%), Enterobacter
cloacae (69.75%), Salmonella bongori (64.85%), Escherichia coli (65.60%), Shigella sonnei
(65.76%), Citrobacter youngae (67.17%) y Aeromonas hydrophila (75.00%) (ver anexo 2)

4.2.4.3 Alineamiento multiple secuencias ortélogas gen MarR

El alineamiento de las secuencias ortdlogas demostré que el gen MarR en Pseudomonas
aeruginosa MDR03 y MDR04 comparte identidad con Escherichia coli (46.53%), Citrobacter
youngae (47.69%), Enterobacter ludwigii (48.84%), Klebsiella grimontii (48.38%) , Cronobacter
malonaticus (49.77%), Shigella sonnei (45.83%), Kosakonia radicincitans (47.45%),
Burkholderia ambifaria (40.62%), Klebsiella oxytoca (48.38%) y Salmonella bongori (46.30%)

(ver anexo 3).

Por otra parte, el alineamiento permitio identificar multiples sustituciones de nucledtidos, entre las

cuales se destaca el cambio en la posicion 361 del alineamiento y 346 de la secuencia (G —T), la

cual se encuentra presente en las cepas MDRO3 y 04 de P. aeruginosa a diferencia de los ortélogos

(ver anexo 3).

4.3 Analisis filogenético de los genes EmrA, ArnAy MarR

Se observd que el gen EmrA de las cepas MDR 03 y 04 de Pseudomonas aeruginosa presentan un
distanciamiento evolutivo en comparacion con los ortologos, sin embargo, ambas cepas presentan
una alta similitud con Stenotrophomonas maltophilia (Fig 6A). Ademas, se evidencia que los

microorganismos mas alejados evolutivamente son E. coli y Shigella sonnei (Fig 5A).
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Por otro lado, el arbol filogenético muestra el acercamiento de las diversas cepas asociadas al gen

ArnA. Con base en el estudio, se observa que Aeromonas hydrophila presenta una alta similitud.

Asimismo, las cepas mas alejadas filogenéticamente, incluyen E. coli y Shigella sonnei (Fig 5B).

En cuanto al analisis filogenético del gen MarR, se puede observar que Burkholderia ambifaria

presenta mayor similitud con las cepas MDR 03 y 04 y los microorganismos mas alejados

evolutivamente son E.coli y Shigella sonnei (Fig 5C).
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Figura 4. Arboles filogenéticos de secuencias de los genes EmrA, ArnA, MarR de P. aeruginosa

con relacion a otras bacterias ortdlogas. Se observa el analisis para el gen EmrA, ArnA y MarR en

los apartados A, B y C respectivamente. Se usO el método de Neighbor-joining para inferir la

historia evolutiva de los genes y se construyd por medio del programa MEGA X.
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4.4 Andlisis de secuencias de proteinas codificadas por los genes emrA, arnA 'y marR

4.4.1 Prediccién de los marcos abierto de lectura y secuencias aminoacidicas de las proteinas

codificadas por los genes emrA, arnA y marR

Por medio de las herramientas ORF finder de NCBI y Expasy se obtuvo las estructuras primarias
para las proteinas que codifican los genes ermA, arnA y marR para las cepas MDR 03 y MDR 04,
a través de la busqueda de los marcos abiertos de lectura (ORF), se escogieron los ORF teniendo
en cuenta que permitieran producir las proteinas de mayor longitud y completamente funcionales.
Se encontrd6 que para el gen EmrA de MDR 03y MDR04 se obtuvo una proteina de 394
aminoacidos (Figura 6A). En cuanto al gen arnA de MDR 03 y MDRO4 se obtuvo una proteina de
662 aminoacidos (Figura 6B). Por Ultimo, en cuanto al gen MarR se obtuvo para ambas cepas una
proteina de 164 aminoéacidos (a.a) (Fig 6C).

A. ~5'3" Frame 1

Met TTANSETPA NPKRKRWLLILLAVIVLATLA
8 R W EDTDDAYINGNVVQITPQIVG
T GD VRKGQELVRFDPSDADIALOR
A Q RGLF NVDGYRAEVATREKVAL
A LADDGATISQQ ELAHARDALDS
A NTNRALVDDT ITSHPDIKARA
A RSTIVAPVTGYVAKRSVQVGQ
R VPLDQIWIDANFEKETOLKH Met
R YGSDVRY GTVDSLGVGT SA
F WIKI PVRIHIDPQELGQEK
H VKVDL ALAQQPPREAL
F 5 ADKI EANLAEDHGEKTA
Q

§'3' Frame 1
Met TSKAV

Figura 5. Marcos abiertos de lectura en el gen emrA, arnA y marR de Pseudomonas aeruginosa
MDR 03y MDR 04 obtenidos mediante Expasy. Se muestran los marcos de lectura abiertos (ORF)

de los genes que codifican para las proteinas EmrA (Fig. A), ArnA (Fig. B) y MarR (Fig. C).
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4.4.1 Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos codificados por los genes de

interés

4.4.1.1 Alineamiento multiple de secuencia de aminoacidos codificado por el gen emrA

La comparacion de las secuencias de la proteina codificada por el gen EmrA de P.aeruginosa con
la cepa de referencia PAO1 arrojé un porcentaje de identidad de 99,24 % para ambas cepas.
Asi mismo, se observé una sustitucién de aminodcidos (Met 25 = Val, Val 194 — Tie, Asn 236
— Thr) tanto en MDR 03 como en MDR 04 (Fig 7).

En cuanto a los ort6logos, se obtuvo que para las cepas estudiadas los porcentajes de identidad

oscilaron entre 43,78% a 58, 93%, donde el microorganismo con mayor porcentaje de identidad
fue Stenotrophomonas maltophilia y el menor fue Morganella morganii (ver anexo 4).
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Figura 6. Alineamiento multiple de secuencias aminoacidicas de la proteina EmrA de cepas MDR
03y 04 y cepade referencia PAOL de P. aeruginosa (Fenotipo sensible), realizado por el programa
Clustal Omega. Se muestra la identidad con el fondo color. Las flechas de color negro indican la

sustitucion de aminoacidos evidenciados.

4.4.1.2 Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos codificado por el gen arnA
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Al realizar la comparacion de secuencias del ArnA de las cepas MDR 03y 04, relacionadas a la
cepa de referencia PAO1 de Pseudomonas aeruginosa, se observd que hay un porcentaje de

identidad de 99.50%, donde se evidencia una sustitucién de aminodcidos (Cis 312 — Ser, Ser

313—Cis, lie 388—Val), en las cepas resistentes MDR (Fig.8).

En cuanto a los ort6logos, se observd un porcentaje de identidad entre 66.51y 71,47 %, donde la
bacteria con mayor porcentaje de identidad fue Aeromonas hydrophila, y la de menor porcentaje
de identidad fue Salmonella bongori Se encontraron multiples sustituciones de aminodcidos, en

la que destaca el cambio en la posicién 20 del alineamientoy 18 dela secuencia (Ser 18 — Ala),

presente en la cepa MDR 03y 04, entre otros ortdlogos (ver anexo 5)

Adicionalmente,

se evidencia la presencia de aminodcidos conservados ALA393, SER433,

ASN492, ARG 510, GLN 514, VAL528, ASP615 y ARG 619 en todos los ortélogos Y las cepas
MDR (ver anexo 5)
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Figura 7. Alineamiento multiple de secuencias de aminoécidos de la proteina ArnA de las cepas
MDR 03 y MDR 04, con respecto a la cepa de referencia de Pseudomonas aeruginosa PAO1
realizado por el programa Clustal omega. Se sefiala con flechas negras la sustitucion de
aminoécidos evidenciados.

4.4.1.3 Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos codificadas por elgen marR

En la comparacion de secuencias del MarR de las cepas MDR 03 y 04, relacionadas a la cepa de
referencia PAO1 de Pseudomonas aeruginosa, se observd que hay un porcentaje de identidad de
100%. (Fig 9).

En cuanto a los ortologos, presentan un porcentaje de identidad entre el 18.60% y 42.74%, donde
la bacteria con mayor porcentaje de identidad fue Shigella sonnei y el menor porcentaje de
identidad fue Klebsiella grimontii y Klebsiella oxytoca. Adicionalmente se evidencid la presencia
de la mutacion (GLU40) en las cepas MDR (ver anexo 6).
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Figura 8. Alineamiento mltiple de secuencias aminoacidicas de la proteina MarR de cepas MDR
03y 04y cepade referencia PAO1 de P. aeruginosa (Fenotipo sensible) realizado por el programa

Clustal omega. Se muestra la identidad con el fondo color.

4.5. Prediccion de las estructuras secundaria y terciaria de las proteinas EmrA, AmA y
MarR de P. aeruginosa MDR 03y 04

La prediccion de la estructura secundaria de la proteina se realizd usando GOR IV, los resultados
revelaron que la proteina EmrA de MDR 03 y 04 estaba formada un 46,19% por hélice alfa y
14,47% de cadena beta. Por otro lado, para ArnA tanto la cepa MDR 03 como MDR 04 estaban
formadas en un 36,40% por Alfa hélice, y un 12,99% por Cadenas Beta. Por Ultimo, para MarR la
prediccion mostrd un 58,33% Alfa hélice, 8,97% de cadena Beta (Figura 10).
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Figura 9. Método de prediccion de estructura secundaria GOR 1V, EmrA (1), ArnA (1), MarR(l1)
(visualizacion grafica de la prediccion); azul: hélice a; rojo: cadena extendida (cadena B); violeta:
otros estados (desorganizados) para las proteinas EmrA (1), ArnA (1), MarR(lll) de P. aeruginosa
MDRO03 y MDRO04.

Los modelos tridimensionales de las proteinas en estudio, se obtuvieron por medio de I-TASSER
donde para el caso de todas las proteinas de interés se escogio el primer modelo presentado, debido

a sus puntajes de C-Scorey TM-score que aseguran un akto nivel de confianza y buena calidad.

Los puntajes para EmrA fueron C-Score: -2.22, TM-score: 0.45+0.15 y RMSD: 12.1+4.4A.
Adicionalmente segun los resultados del TM-aling la proteina EmrA tiene una estructura similar a
la proteina ErmA encontrada en E.coli (21,8%). (Fig 12 Al) Por otro lado, para ArnA se obtuvieron
los C-Score: 1.11 TM-score: 0.87+0.07 y RMSD: 5,5+3.5A. De igual manera en el TM-aling se
obtuvo que tiene una estructura cercana a la proteina ArnA de E.coli (68,3 %) y a E.coli mutante
R619M (77,2 %) (Fig 11 All).

Por dltimo, para la proteina de resistencia a multiples farmacos MarR, el modelo seleccionado
presentd un C-Score: 0.07, TM-score0.72+0.11 y RMSD: 4.7+3.1A. En el andlisis de
alineamiento estructural (TM-aling) mostré que el modelo tiene una estructura similar al regulador
transcripcional SlyA de Salmonella sp (22,9 %) y al regulador transcripcional de la familia MarR
de Pseudomonas putida (16,8 %).(Fig 11A 11I)
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Figura 10. Modelo tridimensional de las proteinas deducidas de emrA, arnA y marR de P.
aeruginosa MDRO03 y MDRO04 predicho por medio de la herramienta I-TASSER. I. EmrA; Il
AmA vy IIl. MarR. A. Modelo tridimensional de la proteina. B. Sitios de unién a los ligandos.

En cuanto a la validacion del modelo local, global y de estructura tridimensional de las proteinas
de interés se obtuvieron puntuaciones Z de -4,69, -12,22 y-4,01 para EmrA, AmA y MarR
respectivamente, los cuales muestran que los modelos tienen una calidad razonable porque todos
se encuentran dentro del rango de puntajes tipicamente encontrados en proteinas nativas ya
descritas en Protein Data Bank (PDB) y que poseen un tamafio similar, lo que se ve reflejado en
la ubicacion del punto negro en la grafica, que puede presentarse mas alejado dependiendo de la
longitud de la proteina (Fig 12A). En la figura 12B se muestra los graficos de energia de residuos
de cada modelo, el cual se observa que la estructura tridimensional no tiene fracciones erréneas,
ya que la mayor parte de las fluctuaciones se encuentran en la seccion negativa, sin embargo, es
importante recalcar que para el grafico de energia de EmrA (Fig 12 I-B) presenta algunos picos
hacia la parte positiva ubicados en extremo N-terminal y C-terminal, lo que se relaciona, con que
EmrA esuna proteina transmembranal. Por Ultimo, en la Figura 12C se muestra la estructura 3D
visualizada en Jmol, donde se evidencia que las estructuras en los tres casos son estables ya que la
mayoria de los residuos son de energia negativa (visualizados en color azul) y la cantidad de los

residuos de energia positiva (visualizados en color rojo), no son representativos.
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III

Figura 11. Validacion local, global y estructural de los modelos tridimensionales de EmrA(l),
AmA (II) y MarR (I11) mediante ProSA-web Gréaficos de puntuacion Z (A). Gréafico de energia de
residuos (B). Representacion visual de la energia en las estructuras tridimensionales mediante Jmol

©).
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5. Discusion

El objetivo de este estudio fue la caracterizacion in silico de los genes emrA, arnA y marR, por
medio de bases de datos y herramientas bioinforméaticas que permitieron el analisis de las
secuencias de los genes de interés, debido a que basados en la literatura, la funcion biolégica de
éstos es relevante para el aumento de resistencia en bacterias Gram negativas como Pseudomonas
aeruginosa 63.64.8 En E. coli, por ejemplo, la sobreexpresion del EmrA esta relacionada con un
aumento en la resistencia a la nitroxolina al provocar un aumento de actividad de la bomba MDR
EmrAB-TolC ©8,

Con respecto al gen ArnA, este se ha visto involucrado en resistencia principalmente porque
modifica la estructura del lipido A, uno de los principales componentes (de naturaleza hidréfoba)
de los lipopolisacaridos presentes en la membrana de bacterias Gram negativas®°:%°. Por otro lado,
el gen MarR participa en la resistencia, ya que es un regulador transcripcional y al ser expuesto a
diferentes sustancias se inactiva; esta inactivacion produce la sobreexpresion de MarA que va a
genes diana en la bacteria activando una mayor expresion de la bomba de salida AcrAB-TolC y

asi provocando la liberacion de antibidticos’0’.

Referente a lo encontrado al realizar el alineamiento mdltiple de secuencias de nucleétidos en
relacion con la cepa de referencia PAQOL, se evidencid la presencia de mutaciones de cambio de
sentido en emrAy arnA, lo cual se vio reflejado en el alineamiento de secuencias aminoacidicas
de las proteinas (M25V, V1941, N236T en el caso de las observadas en emrA) (C312S, S313C,
1388V segun lo encontrado en la proteina codificada por arnA ). Estas mutaciones provocan un
cambio en el marco de lectura, lo que puede alterar la funcionalidad de manera negativa o positiva
en la proteina. Comlnmente se asocia con alteraciones en la longitud de ésta, cambios
fisicoquimicos y en la composicion de su estructura tanto secundaria como terciaria, lo que puede

resultar en una proteina no funcional que interrumpe los procesos bioquimicos de la célula®2,

Por otro lado, al realizar la comparacién de las secuencias de nucleétidos de cepas resistentes con

otros organismos ortdlogos se evidencio maltiples cambios en los nucledtidos, entre los cuales se
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destacd el cambio en la posicién 346 (G — T) en el gen MarR presente en MDR03 y MDRO4.

Esta mutacion habia sido registrada en E.coli tolerante al ciclohexano, donde se afirmd que estaba
implicada en la sobreexpresion de la bomba de salida AcrAB-TolC y por lo tanto aumentaba la

resistencia a solventes organicos como el ciclohexano”-71.

Adicionalmente, en la proteina ArnA predicha se encontrd una sustitucion de aminoécidos (S18A)
gue ya previamente ha sido reportada en Klebsiella pneumoniae, la cual estaba involucrada en el
cambio de la ruta del lipido A-Ara4N, que provoca un aumento en la carga negativa en la
membrana externa, lo que reduce su afinidad para interactuar con antibidticos catiénicos, como la

colistina’2.

Es importante resaltar que los aminoacidos en sus respectivas posiciones ALA393, SER433,
ASN492, ARG 510, GLN 514, VAL528, ASP615 y ARG 619, corresponden a sitios activos de la
proteina en P. aeruginosa, fueron descritos previamente en bacterias como Erwinia amylovora,

Salmonella, Yersinia pestis, y E. coli.”.

Nuestros hallazgos respecto de las mutaciones encontradas en la proteina MarR de las cepas de P.
aeruginosa (GLU40) se corroboran con los reportes hechos previamente en cepas de Enterobacter
spp. y E. coli’#, esta mutacién en el auto represor MarR genera la sobreexpresion de MarA que es
una proteina de unién al ADN Yy un activador transcripcional de mdltiples regulones de resistencia
a antibiéticos y superoxido. Ya que las mutaciones en MarR causan que este no se logre unir al
ADN objetivo, es decir al operon MarRAB, no se puede reprimir la expresion de MarA, ya que es
el operon MarRAB quien lo codifica, entonces se genera una sobre expresion de marA, el cual
regula positivamente las bombas de salida a mlltiples farmacos AcrAB aumentando asi la

resistencia a los antibiéticos en especial a fluoroquinolonas y carbapenémicos 79.80.81,

Por medio del programa GOR IV se predijo la estructura secundaria de las proteinas deducidas de
los genes, en el caso de la proteina de exportacion EmrA presenta un dominio periplasmico
formado poruna gran hélice a, que comprende los residuos (88-210) intercalada por una estructura

de hoja B en los extremos Ny C en general. Lo anterior se confirma con el resultado obtenido en
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el estudio anterior realizado en E.coli donde obtuvieron una composicion similar ,ya que la hélice
a estaba compuesta por los residuos 96-213, también, mtercalada por una estructura de hoja f en
los extremos Ny C.82Por otro lado, la proteina represora de MarR en el presente estudio en P.
aeruginosa se observo un dominio al ADN globular en los residuos (36-97) compuesto por hélice
a, en comparacion con resultados anteriores en E. coli donde los residuos (36-97) se encuentran
en la union al dominio globular de hélice o con una lisina, dicho pliegue abarca las hélices 3-4

formado un hélice - giro - hélice .7*

La estructura terciaria fue determinada por medio de la herramienta I-TASSER, los modelos
obtenidos presentaron altos niveles de confianza por los puntajes de C-score obtenidos (-2.22, 1.11
y 0.07 )y TM score (0.45, 0.87 y 0.72) para EmrA, ArnA y MarR respectivamente. El C-score es
el valor de confianza de la prediccion de la estructura, es decir, que evalla la calidad del modelo,
los puntajes normalmente oscilan entre -5y 2 en donde entre mas alto sea el puntaje mayor calidad

y confianza tiene el modelo evaluado’’.

En cuanto al TM score, se afirma que debe ser >0.5 para que el modelo tenga una topologia correcta
y aquellos <0.17 significa que la similitud entre las estructuras es aleatoria. Los puntajes obtenidos
para TM score de dos modelos estan dentro del rango permitido, por lo que apoya el hecho de la
buena calidad de las predicciones’’. Adicionalmente, en la validacién de la estructura 3D por
medio de ProSa-Web, segln los puntajes obtenidos (-4,69, -12,22y -4,0 paraErmA, ArnA y MarR
respectivamente), se considera que los modelos tienen una buena calidad debido a que se
encuentran dentro del rango de puntajes tipicamente encontrados en proteinas nativas ya descritas
en Protein Database (PDB) y que poseen un tamafio similar’®. Se encontré en el grafico de energia
de los residuos de la proteina deducida de emrA que existian fluctuaciones en la parte positiva de
esta, que podrian corresponder a regiones que atraviesan la membrana, como también se presenta

en la proteina transportadora ABC de multidrogas Sav1866 de Staphylococcus aureus’®.

Los resultados encontrados en este estudio, sirven de base fundamental para seguir en la bisqueda
de alternativas terapéuticas contra la bacteria multidrogorresistente P. aeruginosa, ya que
proporcionan informacion pertinente para continuar con el disefio racional de farmacos, por medio

de la busqueda de inhibidores de las proteinas codificadas por los genes de interés, con el uso de
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metodologias computacionales como Docking Molecular que oriente posteriormente los ensayos

de manera in vitro.

6. Conclusiones

Las secuencias analizadas presentan un alto porcentaje de identidad con respecto a la cepa de
referencia  (PAOL), sin embargo, tienen mutaciones, lo que podria justificar la resistencia
presentada relacionada a los genes estudiados en la bacteria Pseudomonas aeruginosa, con
excepcion del gen MarR, que presenta mutaciones silenciosas, éstas cumplen la misma funcién,

por lo que no se ve alterada.

Segun el analisis de secuencias de los nucledtidos y proteinas, los genes estudiados no son
conservados, ya que muestra un amplio rango de diferencia, basados en los porcentajes de
identidad obtenidos en el alineamiento, entre Pseudomonas aeruginosa Y los ortélogos estudiados

en cada caso.

Finalmente, se evidencia la importancia de los estudios in silico, ya que basados en el analisis por
medio de bases de datos y herramientas bioinformaticas, se puede predecir la estructura completa
de una proteina con buena puntuacion de confiabilidad, y de alli determinar los puntos clave, que
podrian ser empleados como objetivos para la busqueda de posibles compuestos inhibidores que

permitan desarrollar nuevos medicamentos para contrarrestar o mitigar la resistencia bacteriana.
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Anexos

1. Alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas del gen EmrA con los organismos ortologos
Stenotrophomonas maltophilia, Hafnia paralvei, Klebsiella oxytoca, E.coli, Shigella sonnei,

Salmonella bongori, Citrobacter youngae, Proteus mirabilis y Morganella morganii.
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ATGACT- - ~ACCCCCAACAGC GAAACCCCCGCCGCCAACCCGAAGCGCAA - - ~-GCGCTGCTTGCT - - ~GATCCTGCTCGCCCTGATCC
ATGACT- - ~ACCCCCAACAGC GAAACCCCCGCCGCCAACCCGAAGCGCAA - - ~-GCGCTGCTTGCT - - ~GATCCTGCTCGCCCTGATCG
ATGAGCCAGACCCAAGACACC GCGGCCCCGG- - - CCGCCCCCAACCGCCG - - CGGCAACCTGCTGCGCGGCCTGTTCGTGATCGTCG

ATGAGTGTCAGTGAGGAAACTCAGGCTGTCCAGCCCCCAGTCCGTAACAARAAACGACAACGCCGTAATGCGCTGATGTTACTGACATTACTGTTTG
ATGAGCGAAAGCGTGGCAGCTCAAACCACTCAGCAGCAACCTTCGAACRARAAGAGACAGCGCARRACGTGGCTCACGATTTTGACCGTTATTTTTG
ATGAGTGTAAATGAGGAAARARAATCCACCTCAGGCTCCCATTCGCAATAARAAAACGAACTCGCCGARATGTTTTATTGCTACTGACTTTTATCTTTA
ATGAGCGCAAATCCGGAGAGCCAAACC
ATGAGCGCAAATCCGGAGACTCAAACC
ATGAGCGCAAATGCGGAGACTCAAACC
ATGAGCGCAAATGCGGAGATTCAAACC
ATGAGCGCAAATGCGGAGACTCAAACC

CCGCAGCAATCGGCTAAGAAGAAAGGCAAACGCAARACGGCGCTGCTACTTCTTACCTTGCTCTTTA
CCGCAGCAACCGGTCAAGAAGAATGGCAAACGTAARAGTATGCTACTCCTGCTGACCTTGCTCTTTA
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TCGCCACCCTGCCCACCCTCGCCTGCCACT TCT TCTACCGCCCCTGCCACCAGCACACCCACGACCCCTACATCAACCCCAACGTCGCTACAGATCAL
TCGCCACCCTGGCCAGCGTGGCCTGGGAGTTCTTCTACGGCCGCTGGCACGAGGACACCGACGACGCCTACATCAACGGCAACGTGGTACAGATCAC
TGCTGCT TGCCCCACTGGCCCTCTGCTACT TCATGT TCCGCCCT TGCT TCCAACAGACCGACGATCCCTACCTCCAGCCCAACCACCTCCAGATCAL
TACTGGGTGCGGCTTACACCGTTTACTGGTTTATGGTGCTCCGCCACCATGAATCGACCGATAACGCCTATGTCACCGGCAACCAGGTGATTGTGAT
TTATTGCTATTCCCTATTTGGCCTAT TGET TCCTCCTACTCCGTCATCATCAGCAAACTGACGATCC T TACCTCACCCCTAATCAGCTCCAGATTAR
TCGCGGGGCTCGCTTATACCGCTTACTGGTTTATGGT TCTTAGACATCATGAAACCACAGATAATGCCTACGTAACAGGCAATCAAATTATGGTTAT
TTGTTGCCCTGCCATACCCCATTTATTGCT T TTTGCTACTCCCTCACTACCAACAGACCGACGACCCCTACCTCCCACCCAATCACGCTACAGATTAT
TTATTGCCGTAGCGATAGGGATTTATTGGTTTTTGGTACTGCGTCACT TCGAAGAARCCGATGACGCATACGTGGCAGGGAATCAAATTCAAATTAT
TTATTGCCGTACCGATAGGCGATTTATTGCTTTTTGCTACTCCCTCAT T TCCAAGAAACCCATGACCCATACCTCGCACCCAATCAGATTCARATTAT
TTATTGCCGTGGCATATGGAATTTATTGGTTTTTAGTATTGCGTCATATTGAAGAGACAGATGATGCTTACGTGGCAGGGAACCAGGTTCAAATCAT
TCATTGCCGTGCCATATCGCATTTATTGCT T TTTACTACTCCCTCATATCCAACGAGACAGACGATCCCTACCTCGCACCCAACCACGCT TCARATTAT
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GCGCTGGAAARAGCACAGGT TGOGCTGGCAAACAGTGTCCGCCAGACACATCAGCAGATGATCAACAGCCGTCAGTTGCTGGCCGGTATTGAAGTCC
GCCTATGAAAAAGCGARAACCGCGCTGGCAAACAGCGTGCGTCARACGCATCAGCTCATCATTAACGGCAAGCAATATCAGGCCAACATCCAGCTGL
GCATTAGATAAAGCAARAACCGCTTTAGCAAATAGTGTCCGTCARATGCATCAGCAAATCATCAATGGTCGTCAATTAAAAGCGAATATTGTTTTAC
GCATTTCAAAAAGCCCAAACCCAGCTCGCCGCCAGCCTACCTCAAACGCGCCAGCAGATCATCAACAGCAACGCAGCTGCAGGCCACCATCGAAGTGA
GCGTTTGAAAARAGCCARAACTGCACTGGCTTCCAGCGTTCGCCARAACCCACCAGCTGATGATTAACAGCAAGCAGTTGCAGGCGAATATTGAGGTGL
GCGTTTGAAAAAGCCAAAACTGCACTCGCTTCCAGCGT TCCCCAAACCCACCAGCTGATCGAT TAACAGCAAACAGT TGCAGGCCAATATTGAGCTGC
GCATTTGAAAAAGCCAAAACGGCGCTGGCCTCCAGCGTGCGTCAGACACACCAGCTGATGATTAACAGCAAGCAGCTACAGGCGAATATCGATGTGL
GCATTTGAAAAAGCCAAAACTGCGCTGGCCTCCAGCGTGCGCCAGACGCACCAGT TGATGATCAACAGCAAGCAACTGCAGGCCAGCATTGAAGTGC
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ACGCTCCCGCTCGCCAAGCCCCACCCCCACTACAACCCCCCCAACAACCTCCCAGACGACCCCCCCAT T TCCCAAGAGCAACTCCCCCACGCCCCLGA
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CCTGGACAGCGCGAAAGCCTCGCTGACCAGCTCGGAACAGCAGTTGAACACCAATCGCGCGCTGGTCGACGACACCCAGATCACCTCCCATCCGGAC
CCTGGACAGCGCGAAAGCCTCGCTCACCACCTCGCAACACCAGT TGAACACCAATCCCCCCCTGCTCGACCGACACCCAGATCACCTCCCATCCGGAL
GCTGGCTGCCGCCGAAGCGGLCGTGGCCGGC TOGCGCGAGACCGTCGAGCGCARCCGCGCGCTGGTCGACGACACCGTGATCGCCACCCAGCCGGAL
CCTGGTCAGCGCCAAAGCCCAGCTCCATCT TCCCACCGACCAGT TTAATGCCAACAARCCCCTGATCCTCCATACCCCGCTGACCGAACAGCCGGLA
GGTTGAAAGCGCTAAAGCCGCGCTGGATGTGGCTATTCAGCAATATAACGCGAACCAAGCATTGATTCTGAACACGCCGCTTGAAAAACAACCCGCG
TGTTGCCACGGCAARAGCGGCAT TAGATGTAGCARAAGAGCAATATAATGCTAATCARGCCAT TATCT TAACCACGCCTAT TGCACAACAACCTTCT
GGTTGCCAGCGCGCAGGCCGAACTGGACGTGGCGATTCAGCAATACAACGCCAACCAGGCGATCGTTCTGGGCACGAAGCTGGAACAACAGCCTGCG
CGTCACCAGTGCCCAGGCGCAACTGGACGTCGCGATTCAACAATACAATGCCAATCAGGCGATGATTCTGGGGACTAAACTGGAAGATCAGCCAGCC

CCTCGCCAGCGCTCAGGCTCAGCTTGATCTCCCAATCCAACAATATAATGCCAACCACGCCAATGATTCTCCCTAGCAAGCTCCAAGATCAACCTGCT
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TCGGCCAGCGCGTGCAACCGGGCACTGCGCTGATGGCCGTGGTCCCGCTGGACCAGATCTGGATCGACGCCAACT TCAAGGAAACCCAGCTCAAGCA

TCGGTGCACAAATCACCCCTGCCACCCCGLTGATGGCCGTGGT TCCGGCCACCGGTATGTGGAT TGACGCCAACT TTAAAGARACCCAGCTCAGCGL
TGGGAGCTCAAATTACACCAAGCACTCCTCTGATGGCCGTCGT TCCCGACAACCAGCTGTGGAT TGACGCCAACTTTAAAGARACTCAGCTCGCTGG
TTGGTGCACAAGT TGCACCGGGTAAACCGTTAATGGCCGTCGTACCTGTCACAGGTATGTGGATAGACGCTAACTTTAAAGAGACGCAACTGGCCAA
CCGGCGCGCAAATCACCACCACTACCCCGCTGATGGCCGTCGT TCCGGCGACCAACCTGTGGAT TGACGCCAACTTCAAAGARACGCAGCTGGCGCA
CTGGGGCGCAAATTAGCCCAACGACGCCGCTGATGGCGGTCGT TCCAGCCACCAATATGTGGGTGGATGCCAACT TTAAAGAGACGCAGATTGCCAR
CTCGCGCCACARATTAGCCCAACCACGCCCCTGATCCCCCTCCT TCCAGCCACCAATATCTCCCTCCGATCCCAACT TTAAACAGACCCACATTGCCAR
CTGGCCCCCAGAT TAGCCCCACCACGCCGTTGATGCCCCTCCTGCCTGCTACCGACCTGTCCGTAGACCCCAACT TTAAAGAGACCCAGCTAGCCAR
CTGGCGCGCAAATTAGCCCGACTACGCCACTGATGGCGGT TGT TCCGGCCACTAACCTGTGGGTGGATGCCAACT TCAAAGARACACAGCTGGCACA
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MDRO4,P.aeruginosa GCGTATCGGCCAGCCGGTCGAGATCCGCTCCGACCTCTACGGCAGCGACGTGCGCTACAGCGCCACCCTCGACAGCCTCGCCCTGGGAACCGGCAGT

MDRO3,P.aeruginosa GCGTATCGGCCAGCCGGTGGAGATCCGCTCCGACCTCTACGGCAGCGACGTGCGCTACAGCGGCACCGTCGACAGCCTCGGCGTGGGAACCGGCAGT
Stenotrophomonas maltophilia GCGCCTGGGCCAGGAAGTGGAGCTGAAGTCGGACCTGTACGCCGGTGACGTGAAGTACAAGGGCCGCATCCAGAGCCTTGGCCTGGGCACCGGCTCC
Morganella morganii GCGTATCGGGCAGCCGGLCAAAGTGATCACTGATTTCTACGGTGACAAAGTGGTCTTCACCGGTACCGT TACCGGGCTGGACATGGGCACCGGTAGT
Hafnia paralvei GCGTATTGGGCAACCAGCCACCGTTATCAGTGATATGTACGGCGATGATGTCGT TTATARAGGCAAAGT TGTCGGCTTAGACATGGGGACCGGTAGT
Proteus mirabilis CCGTATCCCACAGCCCGCCARAATAACCACTGAT TTTTATCCTARAAAAGT TAT T TACCATGCTCCTCTACACCCAT TAGATATCGGAACAGCGCAGT
Klebsiella oxytoca GCGTATTGGTCAGCCTGCCACCGTGATCAGCGACATTTATGGTGATGATGTGAAATACACCGGTARAGTCGTCGGTCTCGATATGGGGACCGGGAGT
E.coli GCGTATCCCTCAGCCCCTCACTATCACCACGGATAT TTACGGCGATCGATGTGARATACACCCCTAAAGTCCT TCCTCTGCATATGGGCACAGCTAGT
Shigella sonnei GCGTATCGGTCAGCCGGTCACTATCACCACCGATATTTACGGCGATGATGTGAAATACACCGGTAAAGTAGT TGGTCTGGATATGGGCACAGGTAGC
Salmonella bongori GCGCATTGGGCAGCCGGTCACGAT TATCACCGATATTTATGGCGACGACGTCAAATACACCGGTARAGTCGT TGGTCTGGATATGGGGACAGGTAGT
Citrobacter youngae GCGTATTGGCCAACCGGCGACCGTTATCAGTGATATTTACGGCGATGACGTGAAATACACCGGGAAAGTCGTCGGCCTGGATATGGGTACGGGCAGT
310 920 930 540 a0 360 %70 380 950
T T T O T A T T T
MDRO4 ,P.aeruginosa TTCTCCCTGCTGCCGGCGCAGAACGCCACCGGCAACTGGATCAAGATCGTCCAGCGGGTGCCGGTGCGCATCCATATCGATCCGCAAGAATTGCAGA
MDRO3,P.aeruginosa TTCTCCCTGCTGCCGGCGCAGAACGCCACCGGCAACTGGATCAAGATCGTCCAGCGGGTGCCGGTGCGCATCCATATCGATCCGCAAGAATTGCAGA
Stenotrophomonas maltophilia TTCTCGCTGCTGCCGGCGCAGAACGCCAGCGGCAACTGGATCAAGATCGTGCAGCGCGTGCCGGTGCGCATCGCCATCGATGCCAAGCAGCTGGCCG
Morganella morganii TTCTCCCTGCTGCCTGCGCAGAATGCCAGTGGTAACTGGATCAAAGTAGTACAGCGTCTGCCGGTGCGTATCGCGCTGGATCCGGCACAGCTGGAGA
Hafnia paralvei TTCTCTCTGCTACCCGCACAGAATGCCACCGCTAACTGCATCARACTGGT TCAGCGC T TACCCCTCCCTATCCAAT TAGATGCCAAACAGATTGCAC
Proteus mirabilis TTCTCACTATTACCGGCACAAAATGCCAGTGGTAACTGGATARAAGTAGTTCAGCGCTTGCCGGTACGTATTTCCCTTGATGAARAAGAAGTTGCAG
Klebsiella oxytoca TTCTCGCTGCTGCCTGCCCAGAACGCTACCGCCAACTCCATCARACTGGT TCAGCCCCTGCCCCTACCTATCCAGCTCCATGAAAAACACCTGCCAC
E.coli TTCTCACTGCTTCCAGCGCAAAATGCGACCGGTAACTGGATCAAAGTCGTTCAGCGTCTGCCTGTGCGTATCGAACTGGACCAGAAACAGCTGGAGT
Shigella sonnei TTCTCACTGCTTCCCGCCCARRATGCCACCGCTAACTCCATCARACTCGTTCACCCTCTGCCTCTGCCTATCCAACTGCACCAGAAACACCTGGAGC
Salmonella bongori TTTTCGCTGTTGCCCGCGCAAAACGCGACGGGTAACTGGATTAAAGTCGTTCAGCGTCTGCCGGTACGTGTCGAACTGGATGCCCGGCAGT TAGAGT
Citrobacter youngae TTCTCCCTGCTGCCGGCACAAAACGCGACCGGTAACTGGATCAAAGTCGTCCAGCGT TTGCCGGTACGTATCGAACTGGATGCACAGCAGCTGGCAL
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MDRO4,P. aeruginosa ATCCGCTGCGCATCGGCCTGTCGATGGACGTCAAGGTCGACCTGCACGACCAGAGCGGCCCGGCCCTGGCCCAGCAGCCACCGCGCGAAGCGCTGTT
MDRO3,P.aeruginosa ATCCGCTGCGCATCGGCCTGTCGATGGACGTCAAGGTCGACCTGCACGACCAGAGCGGCCCGGCCCTGGCCCAGCAGCCACCGCGCGAAGCGCTGTT
Stenotrophomonas maltophilia ACCCGCTGCGCATCGGCCTGTCGATGAAGGCTGAAGTGAGCCTGCGCGACCAGAAGGGCGAAGTGCTGCCGAGCACTCCGGCCAAGGGCACGGTGTT
Morganella morganii ACCCGCTGCGTATCGGTCTTTCCGGTGATGTCACCGTGGACACGCAGAATACTGACGGCCCGGTGCTGTCGAAAAGCGTGCGCACCGATCCGGCCTA
Hafnia paralvei ATCCGCTGCGTATTGGTTTGTCTACGCTGGT TACGGTAGATACCGCCAATGCCGACGGT TTAGTGCTGGCTAACAACGTACGCARAACGCCTGCATA
Proteus mirabilis AACCGCTACCTATCCGTTTATCCACTGAAGTGACTCTCGATACCCT TAATCT TGATCCGAAAAGTAT TATCACAGACCGAACCTCAAGCACCCGCTTA
Klebsiella oxytoca ACCCGCTGCCCATCCGCCTTTCCACGCTCGT TCAACTGAACACCACCGACCCCCCCCCCGAGATGC TCCCAAGCCAGCTACCTAGCCCTCCCETTTA
E.coli ATCCGCTGCGTATCGGT TTGTCCACGCTGGTGAGCGTCAATACCACTAACCGTGACGGTCAGGTACTGGCAAATAAAGTACGT TCCACTCCGGTAGT
Shigella sonnei ACCCGCTGCGCATTGGT TTGTCCACGCTGGTGAGCGTCAATACCACTAACCGTGACGGTCAGGTACTGGCAAATAAAGTACGT TCARCACCGGTCGC
Salmonella bongori ATCCGCTGCGTATAGGTTTATCAACACTGGTGACGGTAGATACTGCTAACCGCGACGGTCAGGTACTGGCCAGCCAGGTACGAACGACGCCAGTGGE
Citrobacter youngae ATCCACTGCGTATTGGTTTGTCAACACTGGTTACGGTAGATACCGCTAATCGTGACGGGCAGATCCTGGCAAGCCAGGTCCGCACCACGCCAGTATC
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MDRO4,P.aeruginosa CACCGATGTCTACCAGCAGCAACTGGCCTCGGCCGACAAGCTGATCGAACGCCTGATCGAAGCCAACCTCGCCGAAGACCACGGCAAGACCGCCCAG

MDRO3,P.aeruginosa CACCGATGTCTACCAGCAGCAACTGGCCTCGGCCGACAAGCTGATCGAACGCCTGATCGAAGCCAACCTCGCCGAAGACCACGGCAAGACCGCCCAG
Stenotrophomonas maltophilia CACCGACGTCTATGCCAAGCACGCTGCATCATCGCCCACCGAGCTGATCCACACGATCATCCAGCCCAACCTCCCCCACCACCACGCCARCCTCCCCTGA
Morganella morganii TACCAGTGCCCTGAGCATTGATATGCAACCGGCGGATCAGATGATCGCTGAGAT TATCAGCCGCAATGCCGGTCAGTAA

Hafnia paralvei AAGTAATGTCCTGACGTTGAACCTTGAACCGGTGAATCAGGTGATTGCCGAGATCATTCAGGCTAACGCAAGCTAA

Proteus mirabilis TACTGATGCACTCACTATTGATATGTCAGARATCAATTCATTGAT TAATGAAATCATTGAACAARATGCAGGATGA

Klebsiella oxytoca AAGCAATGCCCGTGAAATCGGCCT TGAGCCGGTCAATAAGCTGATAAACGACATCATCCAGGCCAACGCCGGATAA

E.coli AAGCACCGCGCGTGAAATCAGCCTGGCACCTGTCAATAAACTGATCGACGATATCGTAAAAGCTAACGCTGGCTAA

Shigella sonnei AAGTACCGCGCGTGAAATCAGCCTGGCACCTGTCAATARACTGATCGACGATATCGTARAAGCTAACGCTGGCTAR

Salmonella bongori AACTAACCCACCCCAAATTAATCTCCCCCCCCTCAATARACTCATCGACCACAT TCTCCACCCTAACCGCCCCTTAA

Citrobacter youngae AAGTAATGCACGTGAAATCAACCT TGATCCGGTCAATAAGATGATCGAAGAGATCGTGCAGGCCAACGCGGGLTAA

IMDRO4 ,P.aeruginosa TGA

IMDRO3, P.aeruginosa TGA

Stenotrophomonas maltophilia
Morganella morganii

Hafnia paralvei

Proteus mirabilis

Klebsiella oxytoca

E.coli

Shigella sonnei

Salmonella bongori
Citrobacter youngae

2. Alineamiento multiple de secuencias nucleotidicas del gen ArnA de cepas de P.aeruginosa
MDR 03, MDR 04, Escherichia coli, Citrobacter youngae, Yersinia enterocolitica, Proteus
mirabilis, Shigella sonnei, Klebsiella oxytoca, Salmonella bongori, Enterobacter cloacae,
Aeromonas hydrophila, Morganella morganii.
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ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli str. K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Protens mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH#12

Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain GG
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

Escherichia coli str. K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Protens mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH+#12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain GG
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli str. K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Protens mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH#12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain GG
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli str. K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 25220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis MI4320, comp
Shigella sonnel strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain 00
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Eacherichia coli str. K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain 00
Asromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy
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ATGACCTCOAAAGCCGTCGTCT TCGCCTACCACGACATCGET TGCACCGETATCOAAGCCCTGOTCAATE
ATGACCTCGAAAGCCGTCGTCT TCGCCTACCACGACATCGET TGCACCGGTATCOAAGCCCTGCTCAATE
ATGAAAACCOTCOTTT TTGCCTACCACGATATGGGATGCCTCOGTATTGAAGCCCTGCTGGCTG
ATGAAAGCCOTCOTAT TTGCCTATCACGATATGGGATGTCAGGGTGTCCAGGCCTTGT TGGATG
ATGARAGCGATTGTCT TTGCCTATCACCATATTGCCTGTGTCOGCCTCARAGCTCTTCTTGAAC
ATGARAGCAATAGTATTTGCCTATCATGATATTGCCTCTGTTGCT TTAAAAGCACTTCARAAAG
ATGARAACCCGTCOTTTTTGCCTACCACCATATCOCATGCCTCOGTATTGAAGCTCTGCTCGCTC
ATGARAGCCGTAGTCT TCGCTTATCACGATATGEGT TGTGCAGGTAT TCAGTCTCTGCTGGATG
ATGARAGCCGTCATTT TTGCCTATCATGATATGGGATGTCAGGGCGTGCAGGCCOTACTGGATG
ATGARAGCTOTTGTCT TTGCCTATCACGATATGOGETGOGCEOGCCTGCTTGCCCTGCTTGAAG
ATGAAAGTCOTCGTCT TTGCT TATCACGATATCGGT TGCACCOGCATCOAGGCCCTGCTCGAGE
ATGAAAGCAATCGTAT TTGCCTACCATGATATTGGT TGTGTCOGAT TGAAGGCCCTGAAAAAAG

110 120 130 140 150 le0 17
T L T T T S e [ oy
ATGCCBACGACCCACGGBAARACACCTTCTACGCCTCGOTCGUACGCCTCTGTGCCGAGCGCGECATTCC
ATGCCGACGACCCACGGOAARACACCTTCTACGCCTCGOTCGUACGUCTCTGTGCCBAGCGCGECATTCC
ATACTGATAATCCCGGTGAARAAGCCTTTTATGGTTCGOTGGUTCGTCTGECGGCERAAAGAGECATTCC
ACACCGACACCCCOGGTGAARAAGCGTTTTTTGGCTCTGTCTCCCGCCTCOCCGCCAGCGCCGETATTCC
ATACTGACTCACCCAATGAGAATCGCTTTTTCTCTTCTOTAGCCAGAGTGGCTGCGGATTTAGATTTACC
ATACTGACGATCCTAACGAARATCATTTCTTCTCATCCOTAGCGCGTGT TAGCGCAGAAATGGOAT TAAC
ATACCGATAATCCCGGTGAARAAGCCTTTTATGGTTCGOTGECTCOTCTGECAGCEGAAAGAGGCATTCC
ATCCOOATAACCCTGECOAARACCATTTCTTTGGCTCTOTCGCCCCCAT TGCCCCOCAACAAGOTATTCC
ACGCCOACAACCCAGCGOAARACCCTTTTTTTCGCTCCOTCTCCCGACAGGCCCCACCACTGEOAATACT
ATCCGOACGCCGUAGGCBAGRATAACTTCTTTGGCTCCOTEGUGCGTATCGCCGCCGAGCACGECATTCC
ACGCCGACGATCCGGGCEAGAACCGCTTCTTCEGCTCGOTCGUCCAGCTCTGCGCCBAGCACAACCTGCC
ATACGGACGACCCGGGTGAARACCATTTCTTCTCATCGOTGGUCCGUGTCAGCGCERACATGGAATTGCC

210 220 230 240 250 26e0 27
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GCTGTGGCTGGAGCGCATCCGCCAACTGCGCCCGGACTTCCTGTTCTCCTTCTACTACCGCCGCCTGCTC
GCTGTGGCTGGAGCGCATCCGCCAACTGCGCCCGGACTTCCTGTTCTCCTTCTACTACCGCCGCCTGCTC
GCTGTGGGTGGAACGCAT TGCCCAACTGTCGCCAGATGTGATTTTCTCTTTTTATTATCGCCATCTTATT
CCTGTGGATTGAGCGTATCAGCCAACTGGCCCCGGATGTTATCTTCTCGTTCTACTATCGTCATTTACTG
GTTGTGGATTGAGCGTAT TCAGCAATTACAGTCAGATATCATTTTCTCTTTCTATTATCGCAATATGCTT
ATTATGGATTGAGCGTATTCGTGAGATGAAGCCAGATGTCATTTTCTCTTTCTATTATCGCCATATGCTA
GCTGTGGETGGAACGCAT TGCCCAACTGTCGCCAGATGTGAT TTTCTCTTTTTAT TATCGCCATCTTATT
GCTGTGGATCGAACGTCTCCGTGAGATAAAACCGGACGTGCTGTTCTCGTTCTAT TACCGCAATCTGCTG
TGTCTGGETTGACCGTATCGCTGAGCTTGCCCCGGATATTATTTTTTCGTTCTATTATCGTCATCTGTTA
GCTGTGGGTGGATCGCAT TCGCGACACCGCCCCGGATGTCATCTTCTCGTTCTACTACCGCAACCTGATT
GCTCTGGATTGAGCGCAT TCGCGAGCTGGCGCCCCAGGCCCTCTTCTCCTTCTACTACCGCAACATGCTC
GCTGTGGGTGGATCGCATCCGTGAACTGAAACCGGATGTTATTTTCTCTTTCTACTACCGCGACATGCTG

30 320 330 340 350 3€0 "
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GGCGCCTACAACCTGCACGGTTCGCTGCTGCCGCGCTACCGCGGACGCGCCCCGGCGAACTGGGTGCTGE
GGCGCCTACAACCTGCACGGTTCGCTGCTGCCGCGCTACCGCGGACGCGCCOCGGCGAACTGGGTGCTGG
TTTAATCTOCATOOT TCOCTOTTACCAAAATATCOTGGTCOCGCOCCGCTGAACTOGGTOCTOGTCAACG
TTTAATCTGCACGGCTCOCTGCTGCCGAAATACCOCAGT COCOCGCCOCTOAACTGOGTATTGGTCAATG
TTCAATTTACATGGGTCCTTATTACCGAAATATCGCGGCOGGGCACCGATCAACTGGGCT T TGGTGAATG
TTTAATTTACATGGCTCTTTATTACCTAATATCGCGGTCGTGCACCTATCAATTGGGCCATTGTCAATG
TTTAATCTGCATGGTTCGCTGTTACCAAMATATCGTGGTCGCGCGCCGCTGAACTGGGTGCTGGTGAACG
TTTAACCTGCATGGT TCCCTGCTGCOGAAATACCGCOGCOGCGCOCTOCTGAACTGGOTGCTGGTCAACG
TTCAATCTACATOGT TCOCTATTOCCTAAATATCOTOOCCOCGCACCACTAAACTOGOTTCTGOTCAACT
TTTAACCTTCACGGCTCATTOCTGCOCGCCTACCETGGCOGCGCOCOGCTGAACTGOGTGCTGGTGAATG
TTCAACCTGCACGGCTCCCTGCTGCCCGCCTACCGCGGCOGCGCGCCCATCAACTGGTGCCTGGTCAACG
TTCAACCTGCACGGT TCTCTGCTGCCGAMMTACCGCGGCOGTGCACCAATCAACTGGGCTGTGCTGAACG
410 420 430 440 450 460 47
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TGCATCGCATGATCGAGCGCGCCGACGCCGGEOCGATCCTCOCCCAGCAGGCCGTCGCCATCGACCCCGA
TGCATCGCATGATCGAGCGCGCCGACGCCGGGOCGATCCTCOCCCAGCAGGCCGTCGCCATCGACCCCGA
GAATGGTGAAACGTGCCGATGCCGGGGCCATTGTGGCGCAACTGOGCAT TGCCATTGCGCCAGACGATAT
GCATGOTCAAACGTGCGCACGCTOGCGCTATTATCGCCCAGCAGCGTGTCOCOATTTCOCCOOATGACGT
AGATOOTAGAAAAAAGCAGAT GCAGGCCCOATTGTCO0OCAGCAT AAAGT CATGAT TAGCGAGAGTGATAC
AAATGACGGCTAAAGCAGATGCTGGTGATATCGT TOCACAAGAAAAAGT AACGAT TGAAGATACTGATAC
TGGTAAMACGTGCCGAT GCTGGGEOCATTGTGGCGCAACTGOGCG T TGOCAT TGCGCCAGACGATAT

TGGTTGCCAMGCCGATGCOGGOGATATCGTCGCACAGGAMAAGT CACTATCGGTGGTGACGATALC
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ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli str. K-12 sud
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis NI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Entercbacter cloacae strain GG
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli str. K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain 04
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganil strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli str. K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain 00
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli str. K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH+12

Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain 0G
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli str, K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Entercbacter cloacae strain 00
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy
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GOCCOOOGCACCCOGOCERACGOCCTOCTCOACTOOCACAGGCCGGCACGOCAGTTGTACGACCTGATGC
GGCCOOCGCACCCOGGCOAACGGCCTGCTCOACTGOCACAGGOCOGCACGGCAGT TGTACGACCTGATGC
AGAACGOCGGATGACAGT TTCCTTGAATGGCAT AAACCGGCATCCGTACTGCACAACATGGTACGTGCCG
CGCACGOCGGAGGATAGCT TCCTCGACTGGAACAAACCCGOGGCAGAACTGCATAACCAGGTCCGCGCCG
CGTACGGCAGATGATGGTGCAATTGAT TGGCAGAAATCAGCATCAGCAATCAATAATCTGGTGCGCGCTG
COTTGTGCTGATGACGGT TTAATTGACTCGAAT GCAGATGCTAAAACGGTTCATAATTTAGT TCGCOGCCG
AGAACGCCOGATOACAGT TTCCTTGAATOGCATAAACCGOCATCCGTACTUCACAACATOGTACGTGCCG
CGCACGOCGAAAGACOATCOCCTCGACTAGOAGCACTCCOCCOGGAGCCTGCATAATCTTGTGCACGOGG
COCAGGOCGGAAGATGGTCT TATCGACTGGAAT AAACCGGT T TCCACGOOGCATAACCTGGTGCGTGOGE

70 720 730 740 750 %0 ”
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GCGGATCGCCT TCGCTGGTGCTGCGCTTCGGC( “CTGTACCTG
GCGGATCGCCTGCGGCGAGGACTOGCTGGTGCTGCGC TTCGGCCAGCGCGGCGAGCGCGGCCTGTACCTG
TGOCTGTGGOGATGGCGCGCTGGAAATCGTCACCGGACAGGCGGGCGACGGCAT TACTATGCAGGGCTCG
CGOCTGCATTGATGGCGCACTGGAGAT TATCACCGGACAAGC TGGCGATGGTAT TGCCATGCAGGGCTCA

TOCATOTGGTOACOGTOCOCTGOAAAT TATAACAGGUCAAGAC TATATGTTCAAGOGAGC
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ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli astr. K-12 sud
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis MI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain 00
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli str, K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersintia enterocolitica strain
Proteus mirabilis HI4320, comp
Shigella sonneil strain ECH+12
Klebaiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain GO
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli str. K-12 sub
Citrobaoter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis MI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain 00
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coll str. K-12 sud
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterccolitica strain
Proteus mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Entercbacter cloacae strain 00
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3
ArnA MDR4
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GCCTOCTGCOCGAAGATCAT TATGAAGT TTACGGTC TOGATAT TGGCAGCOATGCGATAAGCCOTTTTCT
GGCTGCTGCAAGAAGATAATTACGAAGTGTATGGGC TCGATAT TGGCAGCGATGCCATCGGACGTTTCCT
GTTTGTTACGCGATAATCGCTATGAAGT TTATGGT T TAGATATTGGTTCTGATGCCATCTGCCGTTTTCT
GTTTATTAAAGATGGTAACTATGATATCTACGGTATGGATATCGGT TCATCAGCAAT TGAACGCTTTAT
GCCTGCTGCOCGAAGATCATTATGAAGT TTACGGTCTGGATAT TGGCAGCGATGCGATAAGCCGTTTTCT

GTCTOCTGGAAGACGGCAACT ACGATATCTATGGTATGGATATCAGCTCTTCCGCGATTGATCGTTTCAT

1110 H.:O L\SO 1100 “.50 u«o ll'

CGATGTCAGCATTCACACCGAGTGGATTGAGTATCACATCAAMAMATGTGATGTCATTCTGCCGCTGGTG

3210 1320 1230 1240 1280 1260 a2

AATCCATTACOTOTAT TTGAATTAGATT T TGAAGAGAACT TARAAATTGT TCATTATTGTOT TAAATACA
AACCCOCTOCOCOTATTTOAACTCOATTTTGAAGAGAATCTOCOCATTATCCOCTACTOCOTGAAGTACC
AACCCOCTOCOCOTAT TTGAGCTOGATTTCOAAGAGAACCTOAAGATTATCCOCGACTOCAGTGAAGTACG
AACCCOCTOOGCGTCT TTGAACT TGAT T TCGAAGAGAACCTGCGGATTATTCGTTACTGCGTGAATATC
AACCCGCTGOGCGTAT TCGAGCTGGACT TTGAAGAGAACCTGAAGATTATCCGOGACTGCGTGAMTACG

AACCCGCTOCGCGTGT TOGAGCTGGACT TCGAAGAAACCTGAAAATTGTCOGTTACTGCGCGAAATACA

AAGTTTATGGGATGTGTAGCGATAAATACT TOGATGAGGACCAT TCTAATTTAATCGTCOOCOCOGTGAL
AAGTCTACOGCATGTGTACCGACAAAGT CTTCGATGAGGACAGT TCAAATCTGATOGTCGATCOOGTGAA
AAGTATATGGCATGTGTGATGATAAAGAATTCGATGAGGATAGT TCOOGGCTTATTGTTGGGOCAATCAL
AAGTATACGGTATGTGTGATGATAAAGAGT TCGATGAAGAT AATTCACGCTTAATCGTCGOTOCTATTAA
AAGTTTATOOGATOTOTAOCGATAAATACT TCOATGAGGACCAT TCT AATTTAATCOTCOOCCCOGTOAA
AAGTOTACGOCATOTOCACCOACAACAATTTCGATGAAGATOCCTCTAATCTOOTCGTCGOOCCAATTAA
AAGTOTACGOCATGTGTACOGATACCTCTTTTGATGAAGATAAM TCGAATCTGATCOTCOGACCOOTGAA
AAGTGTACGGCATG TG TACTGATAAAAAL T TOGATGAAGATACCTCTAACCTGGTGGTOGGGOCGATCAA
CCTCCGAGGTGTACGGGATGTGCGACGATCACAGC TTCGATGAAGACAACTCCCGCCTCATCGTCGGLCC
AAGTOTACGOTATGTOTGATGATAAAGAGT TTGACGAAGAT AATTCACGOCTAATTGTCOOCCCGATTAA

410 L1420 1430 1440 1450 14€0 w
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Escherichia coll str, K-12 sub ACAATTACTTGATCGGGTGATCTGGGCCTATGOCCGAAMAAGAGGGT TTACAGTTCACCCTCTTCOGCCCG

Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnel strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-3243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain GO
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy
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ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coll str, K-12 sab
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnel strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain 00
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coll str, K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 25220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnel strain ECH+12

Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain 00
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coll str, K-12 sob
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis HI4A320, comp
Shigella sonnel strain ECH+12

Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain 00
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli str, K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis MI4320, comp
Shigella sonnel strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-35243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain 00
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coll str. K-12 sub
Citrobaocter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis MI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH+12

Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain 00
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy
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ARCGCTGCTTTACTGATATTCGCGATGGTATCGAGGCGTTATACCGCAT TATCGAAAATGCGGGAAATCG
AGCGCTGCTTTACOGACATCOGCGATGGCATCGAGGCOCTGTACCGCAT TATTGAAAACGAAGGCGGCCG
AGCGCTOCTTTACCOATATTCATGATOOCATCOAAGCACTGTTCOUTAT TATTGAAAACCGTGATOGCOC
AACGTTOT T TCACTGATAT TAATGATOGTAT TGAAGCAT TATTCOGCAT TATTGAAAATCOTGATAACAA
AACGCTGCTTTACTGATATTOGCGATGGTATCGAGGCGT TATACCGCAT TATCGAAAATGOGGGAAATCG
AGCGCTGCTTCACCGATATCAGCGACGGTATCGAAGCGCTGT TCOGCATCATTGAGAACAAGACGGCOG
AGCGCTGTTTCACCGATATTCGTGACGGAATCGAAGCATTATTTCGCATTATTGTGAATGATAGCGATCG

1810 1820 1830 1840 1850 18€0 18
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TTOOGC CGCAGCTTCTACGGOGACGOC T ACCAGGACGTOGCCCACOOCAAGCCGAGCA
TTCOGCGAGGT "COCAGCTTCTACGGOGACGGECT ACCAGGACGTGGCCCACCOCAAGCCGAGTA

COOGTTGTOGAAAGT AGCAGC T ACTACGGCAAAGGATATCAGGACGTAGAGCATOG TAAACCGAGCATCC
COAAACGTCGAAAGCAGCACCTACTATOGTAAAGGT TATCAGGACGT TGAGCATCGTAAGCCCAATATTC
AAAGATATTGAAMGTAGCGCATATTATGGAAMAGG T TATCAGGATGTGGAATACCOGTACACCGAGTATCC

1530 1540 1560 15€0 1s°
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ArnA MDR3

ArnA MDR4

Escherichia coli str. K-12 sub
Citrobacter youngae ATCC 29220
Yersinia enterocolitica strain
Proteus mirabilis HI4320, comp
Shigella sonnei strain ECH+12
Klebsiella oxytoca 10-5243 str
Salmonella bongori strain 85-0
Enterobacter cloacae strain GG
Aeromonas hydrophila strain On
Morganella morganii strain szy

GGATGAGCATCACGTATGA

3. Alineamiento multiple de secuencias de nucle6tidos de cepas de P.aeruginosa MDR 03, MDR

04, Escherichia coli, Citrobacter youngae, Enterobacter ludwigii,

Klebsiella grimontii,

Cronobacter malonaticus, Shigella sonnei, Kosakonia radicincitans, Burkholderia ambifaria,

Klebsiella oxytoca, Salmonella bongori en MarR. Se observa en el recuadro negro la sustitucion

de nucledtidos presente en la posicién 361 del alineamiento.

MDR3 P.aeruginosa
MDR4 P.aeruginosa
Burkholderia ambifaria

Klebsiella grimontii
Klebsiella oxytoca

Salmonella bongori
Enterobacter ludwigii
Citrobacter youngae
Escherichia coli
Shigella sonnei

IMDR3 P.aeruginosa
IMDR4 P.aeruginosa
[Burkholderia ambifaria

Cronobacter malonaticus

[Klebsiella grimontii
Klebsiella oxytoca

[Kosakonia radicincitans

Salmonella bongori
IEnterobacter ludwigii
Citrobacter youngae
[Escherichia coli
Shigella sonnei

MDR3 P.aeruginesa
MDR4 P.aeruginosa
Burkholderia ambifaria

Cronobacter malonaticus

Klebsiella grimontii
Klebsiella oxytoca

Kosakonia radicincitans

Salmonella bongori
Enterobacter ludwigii
Citrobacter youngae
Escherichia coli
Shigella sonnei

Cronobacter malonaticus

Kosakonia radicincitans

10 20 30 40 50 60 70 80
B T o o I I e e i I |

"ACAGCGCCTCCGACTTTCCCTTCAAGGGCTCCATTGGCCAGCTCATCGGCGTCAGTGCCGCGACCAAGGACCGCATCC
ATGGGTCACTACAGCGCCTCCGACTTTCCCTTCAAGGGCTCCATTGGCCAGCTCATCGGCGTCAGTGCCGCGACCAAGGACCGCATCC
ATGACCGATAACCGA - - CGCTCGCT GACCAAAAGCGATTTCCAGC

TTGGAAAATAACAGCGATCTGTTTAACGAGATTATTCCTTTAGGACGACTGATTCACCTGGTGAATCAGAAAAAGGATCGCCTGC

GTGAAAAGCACGAATGATCTGT TTAACGATATCATTCCTTTAGGCCGCTTAATCCATATGGTTAACCAGAAAAAAGATCGTTTAC
TTGAAAAGCAGCCGTGATCTGTTCAATGAAATGATTCCGCTGGGTCGCTTGATCTACATGGTTAATCAGAAAAAAGATCGCCTGT
GTGAAAAGCACCAGTGATCTCTTTAACGACATTATTCCGCTGGGTCGTCTTATTCATATGGTTAACCAGAAAAAAGATCGCCTGC
GTGAAAAGCACCAGTGATCTGTTTAACGAAATCATCCCACTGGGGCGTTTGATCTACATGGTTAATCAGAAAAAAGATCGTTTGC
GTGAAAAGTACCAGCGATCTGTTCAATGAAATTATTCCATTGGGTCGCTTAATCCATATGGTTAATCAGAAGAAAGATCGCCTGC
GTGAAAAGTACCAGCGATCTGTTCAATGAAATTATTCCATTGGGTCGCTTAATCCATATGGTTAATCAGAAGAAAGATCGTCTGC

TATCCCCGCTGGATATCACCGCATCGCAGTTTAAAGTGCTTTGCTCGATACGCTGCGCGGGATGCATTACCCCGG
TGTCACCGCTGGATATCACCGCCACGCAGTTCAAAGTGCTGTGCTCCATTCGCTGCGAAGTGTGTATCACGCCGG
TGTCACCGCTGGATATCACAGCATCACAGTTCAAAGTGCTCTGCTCCATCCGTTGCGCGGTGTGTATTACCCCTG
TGTCTCCGCTGGATATTACCGCGGCACAGTTTAAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGGCGTGTATTACTCCGG
TGTCTCCGCTGGATATTACCGCGGCACAGTTTAAGGTGCTCTGCTCTATCCGCTGCGCGGCGTGTATTACTCCGG

210 220 230

L B A B e e B B A B e L I B B e B
CGAGCTGTCGGTGGACAGCGGCTCGATGACGCGCATGCTGGCGCGCCTGGAGAAAAAAGGGCTGCTGCTGCGCGGCCGCTGTCCCGAA
CGAGCTGTCGGTGGACAGCGGCTCGATGACGCGCATGCTGGCGCGCCTGGAGAAAAAAGGGCTGCTGCTGCGCGGCCGCTGTCCCGAA
CCTGCTGCTGCTGCACATCAAAGGCT - - ACCCGCACCGTGAATGGGCAACCATCG - GGGAAATCGCCGAACGCCTGCAGGCGCAGCAT
AGTGCTCTCAGTAGATTTAGGCGCTCTGACGCGCATGCTGGATCGTCTGGTATGCAAGGGCTGGGTGGCGCGGCTGCCTAACCCGAAC
CGTGCTTTCGGTCGATCCAGGCGCGATGACGCGCATGCTCGACCGCCTGGTCTGTAAAGGCTGGATTGAACGGT TACCCAACCCGACT
CGTCCTTTCCGTCGATCCGGGCGCCATGACGCGCATGCTTGACCGCCTGGTCTGTAAAGGCTGGATTGAACGGTTACCCAACCCGACT
AATTCTTTCCGTCGATCTCGGCGCCCTGACCCGCATGCTGGACAGACTGGTATGCAAAGGCTGGATCGTGCGTAACCCGAATCCGAAT
AGTACTGTCTGTCGATCTCGGCGCATTGACGCGGATGCTTGACCGTCTGCTCTGCAAGGGCTGGATCGAGAGGTTGCCAAATCCGAAT

240 250 260 270 280

I I I -
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MDR3 P.aeruginosa

MDR4 P.aeruginosa
Burkholderia ambifaria
Cronobacter malonaticus
Klebsiella grimontii
Klebsiella oxytoca
Kosakonia radicincitans
Salmonella bongori
Enterobacter ludwigii
Citrobacter youngae
[Escherichia coli
Shigella sonnei

MDR3 P.aeruginosa

MDR4 P.aeruginosa
Burkholderia ambifaria
Cronobacter malonaticus
Klebsiella grimontii
Klebsiella oxytoca
Kosakonia radicincitans
Salmonella bongori
Entercbacter ludwigii
Citrobacter youngae
Escherichia coli
Shigella sonnei

420
e 1 T e [

430 440

CGGAAGAATTGCAGA! TCTGCTGACCAAGGTTC

4. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos

460 470

TGCTACACGCCGGCTGCCCTAGGGCCAGCCTGCAG

deducidas de ErmA de Pseudomonas

aeruginosa, MDRO3 y 04 y otros organismos ortdlogos. Se muestra la identidad fondo color.

MDR3 P.aeruginosa
MDR0O4 P.aeruginosa
Stenotrophomonas maltophilia
Morganella morganii
Proteus mirabilis
Hafnia paralvei
Klebsiella oxytoca
E.coli

Shigella sonnei
Salmonella bongori
Citrobacter youngae
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MDR3 P.aeruginosa
MDRO4 P.aeruginosa
Stenotrophomonas maltophilia
Morganella morganii
Proteus mirabilis
Hafnia paralvei
Klebsiella oxytoca
E.coli

Shigella sonnei
Salmonella bongori
Citrobacter youngae
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MDR3 P.aeruginosa
MDRO4 P.aeruginosa
Stenotrophomonas maltophilia
Morganella morganii
Proteus mirabilis
Hafnia paralvei
Klebsiella oxytoca
E.coli

Shigella sonnei
Salmonella bongori
Citrobacter youngae

MDR3 P.aeruginosa
MDRO4 P.aeruginosa
Stenotrophomonas maltophilia
Morganella morganii
Proteus mirabilis
Hafnia paralvei
Klebsiella oxytoca
E.coli

Shigella sonnei
Salmonella bongori
Citrobacter youngae

MDR3 P.aeruginosa
MDRO4 P.aeruginosa
Stenotrophomonas maltophilia
Morganella morganii
Proteus mirabilis
Hafnia paralvei
Klebsiella oxytoca
E.coli

Shigella sonnei
Salmonella bongori
Citrobacter youngae
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5. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos deducidas de gen ArnA de Pseudomonas

aeruginosa (MDR 03 y 04 y organismos ort6logos. En el recuadro negro se sefiala el cambio de

aminoacidos (S18A) en la posicion 20 del alineamiento. Con flechas negras se sefialan los

aminoacidos conservados.
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ArnA MDR3 S YBDIGC“GIE“ VFTHDDP'EN“EY‘V R E.GIFLE PEEVNHPLhLERIRQ
ArnA MDR4 ! YHDIGCHNGIE VETH DDP‘EN EYSSV. RLE . ESGTPLE . PECVNHPLWLERIRQ
Escherichia coli : YHCMGCIGIE IETHTDNPEE F!G“v RLVESGIEVY PDLVNBPUAVERIEQ
Citrobacter youngae YHCMGCSEV IETBTDQPGE,EPG‘VSRL %IIV‘[ EDCVNHPLWIERIEQ
Yersinia enterocolitica Y¥HDIGCEGLF V!THTDSP;EN EFE‘V EV s LEVE PEEVNBPLHIERIQQ
Proteus mirabilis YHDIGCEGLE L% & VETHTDDPIENZFFESV FVS iGLuVE PENVNHPFLWIERIRE
Shigella sonnei : YHEMGCEGIE LLEg IPTBTDNPGEQFYGSV RLESGIEVY PDEVNHPH\VERIEQ
Klebsiella oxytoca YHCMECRGICSLLD IETHEDNPGENEPEGSV R}. ESGIEVW . PECVNHELWIERLRE]]
Salmonella bongori YHCMECSEV( VLD IFTH DNPEEN FFGSVSRA IEVY . EDNVNHEVWVDRIJEL
Enterobacter cloacae YBEMGCEGLE LLE IPTEI' EGEN FFGSV . RI kGIEVY EDDINHELWVDRIRD
Aeromonas hydrophila YHDIGCHGIE LLE VETHZ! DDPGEN’EFGQV QLI aLIVYSPEEVNBPLHIERIREL
Morganella morganii VETHTDDPGENSFFESY . FVS iz LEVY PENVNHPLWVDRIRE
110 120 130 140 150 1€0 170
T OO Py PPy P sl s s | wesad] sremed menesil ews | e foomad
ArnA MDR3 C YNLBGSLLPR‘IRGP C LSLHERLRE
ArnA MDR4 IC . YNLHGSLLERYRER P!thLVNGETQTCVTLHFMIE}" C ! IV LSLHEKLRE
Escherichia coli €. FNLHGSLLPRYREE . PLNWVLVNGETETEVTLEFMVRE. T IV QHRI ITLBiRLCE
Citrobacter youngae €. FNLEGSLLPRYREF . PLNWVLVNEGETETEVTLHEFMVRE . T EII QQFV I LTLHiRLCC
Yersinia enterocolitica GIPNLBGSLLPRYRGF PIhHULVNGETETCVTLECPVRR C GEIVlQ‘FV ISHEDT.LTLH FNR:
Proteus mirabilis FNLHGSLLPRYRGFR PIhHlIVNGETETCVTLEFMmF LG IV QERV)TIZ DTSLHLE.:FVRE
Shigella sonnei ¢ FNLHGSLLPKYRGF PLEWVLVNGETETEVTLHEFNVRE.LC G’IV QEFV 1.3DpDf  ITLHZRLCE
Klebsiella oxytoca S FNLHGSLLERYRGF . PLNWVLVNGESETEVTLEFNVER.T ng QR{vV.'T iPEg LELaiRLc
Salmonella bongori 2 FNLHGSLLPKYRGF . PLNWVLVNGESETEVTLEFMNVRE.L . G221V EQF\: I.8DDg I’I‘LHiRL(_C
Enterobacter cloacae i FNLHGSLLPBYRGF PLNWVIVNGETETEVTLEFMVER.T G'II QQFV, IsRDET SELC
Aeromonas hydrophila f FNLHGSLLP!YRGF PIFHhVNGEEETGITLB(M# s G’IV
Morganella morganii :  FNLHGSLLPRYRGF . PINWEVLNGETETEVTLERNV, GDIV

!AI:‘I)A_MDRB ) ) 3 E-ROLYDIVE . VTQEYFE

/ArnA MDR4 ) 3 E-ROLYDIVE; VTQFYEEG - F s VG lQR LIVWS

|[Escherichia coli 1 SELBERVF VEDEWE‘G FSYVGLQRE, "

|Citrobacter youngae R 1 ] ELBHEVF VSDEWEE - FSYVGRORFIVHW

Yersinia enterocolitica R W sSBINNIVE VTEE¥YPE FSYLESRELITWR

|Proteus mirabilis R ) ] FIVHNLVE . VIEEYEC - FTELG:RFMITIWE

;Shigella sonnei S!LBENVF VADEWEE | ESYVEIQREQY

|Klebsiella oxytoca RELHNLVE - VSDEWEE EEYHGPREIVWR 1 ) K!G'[V L‘VHE‘ LVV
|Salmonella bongori : EN1VE, VIJEWEE rsyic QREQT 2 !EGW SVSELET
[Enterobacter cloacae J ; d VTDEWEG ; ¥ SF! GkREIVWR

\Aeromonas hydrophila ) ) g ¥ ELHNLVE , VTQEFYPE - 'E- E!G RE L'.IVWR _h

Morganella morganii R ) ] CIHNLVE . VTEEFYEE

:Al:‘nA_MDRB - A EEE. TFVLILEVNGE IGNHLSEELLRD 'YEVHC MD IG SC

\ArnA MDR4 A , ARE. TEVLILEVNGE IGNHLSERLLRDELYFVHEMD TGS

|Escherichia coli 5 SREL2: FRETFVLILEVNGE IGNHLTERLLEEDHYEV¥GELD IGSC ; IERE iBE‘B FHEVEGDIS
Citrobacter youngae SEL2S0S EFRR G TFVLILEVNGE IGNHLTERLLOQEDNYEVYGLD IGSC . TERELSHERFREVEGDIS
Yersinia enterocolitica ] Sz R g TFVLILEVNGE ICNH LTEFLLRDNEYEVYG LDI) IsRELENENFHEVEGD
Proteus mirabilis 4 R g8 FVLILEVNGE IGNH LTEFLLREIZNYEIIYGMEI IGSg. T lPEIENE‘P FHEIEGL
Shigella sonnei WGSELES REgETFVLILEVNGE IGNHLTERL LREDHYEVY¥GLD IGST IEPEL HEHFHEVEGDIS
Flebsiella oxytoca 4 R TFVLILEVNGE IGNHLTEELLODDNYEI¥GLD IGSTC RELMNEEFHEVEGD
Salmonella bongori A G R gl FVLILEVNGE IGNH LTEFLL!EENYEVYGMD IGSK RELWHEEFHEVEGD IS
Enterobacter cloacae -'. 5 {Rga TFVLILEVNGE IGNHLTEELLEDDNYEI¥GLD IGST RELMSEEFHEVEGD IS

Aeromonas hydrophila
Morganella morganii
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ArnA MDR3 IEYTRNPLFVEELDEEENLFIVRY(VRY RFVVEPSTSEVYCFC:DI'!EDED SNLVVGPINRQFHIY‘VSRQLL
ArnA MDR4 IEYTRNPLFV?ELDPEENLFIVRY(VRYFFVVBPSTSEV‘[C)‘C!DI'IEDED SNLVVEEINRQFWIYSVSKQLLD

Escherichia coli
Citrobacter youngae
Yersinia enterocolitica
Proteus mirabilis
Shigella sonnei
Klebsiella oxytoca
Salmonella bongori
Enterobacter cloacae
Aeromonas hydrophila
Morganella morganii
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IEYTRNPLFVEELDEEENLRITIRYCVRY RFVVFPSTSEV!GNCTD%EDED SNLIVGEVNKS FEWI¥SVSRQLLD
IEYTRNPLFVEELDBEENLRIIRE(VRYDRRIIFPSTSEVYGMCTD EDED SNLVVGFINRQPHIY‘VSKQLL
IEYTRNPLFVEELDEEENLRIVR‘I(:RY:RRIIEPSTSEVYGNCEDﬁFDEDiS:LIVGPINKQFHIYSVSRQLL
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R ITQLILHLVEGTEIRLVDG! i LiRIIDNRDGRCDGQIVNIGNPDNE
ERLDJLDE . RIGSSE . ITQLILHLVEGTEIRL VDGGE: QRRCETEVDDGIE LERIIDNRDERCDEQIVNIGNEDNE
PRLDNLN . RIGSSF. ITQLILNLVEGSPIRLIDGERORRCETDIZDGIE LYFIIEN RCDGEIINIGNEENE
PRLDSLN .. RIGSSF . ITQLILNLVEGSPIRLIEGERQRRCETDISDEGIE . LYRITENAEGRCDEE IINIGNEDNE
PRLDNLL .. RIGSSEF ITQLILNLVEGSPIRLVDGGEQRRCETDI%DGIE LERIIENRDGECDGQIINIGNP-NE
PRLDNLNS . RIGSSF. ITQLILNLVEGSPIRLVDGGEQRRCETDIZDEIF LERIIENRD‘RCDGQIINIGNP"NE
PRLDNLN " RIGSSF . ITQLILNLVEGSPIRLIDEGEKQRRCETDIIDEIE . LYRIIEN RCDEGEIINIGNPENE
EPRLDNLN .. RIGSSE ITQLILNLVEGSPIRLIEGGKQRFCFTDI!DGIE LERITIENRDERCDEGQIINIGNEDNE]
PRLDSLN . RIGSSEF ITQLILNLVEGTPIRLIDGGQQRRCETDI&DGIE LERIIENERCDGRIINIGNPENE
ERLDNLN . RIGSSF.ITQLILNLVEGSPIKLIEGERQRRCETDISDEIE  LERITENRDEGRCNGEIINIGNEDN

ITQLILNLVDGTPIQLVDGGEQRRCETDIiDGIE LERIIENRE:RCDGQIINIGNPDNE
ITQLILNLVEGSPIRLVDGGEQRRCPTDI!DGIE LEFIIENRDGRCDGQIINIGNP'N

ArnA MDR3

ArnA MDR4
Escherichia coli
Citrobacter youngae
Yersinia enterocolitica
Proteus mirabilis
Shigella sonnei
Klebsiella oxytoca
Salmonella bongori
Enterobacter cloacae
Aeromonas hydrophila
Morganella morganii

GEREVES:SFYGYGYQLVEHRKPSI N

ArnA MDR3 R X P g
ArnA MDR4 PE . GEREVESISEYGyGYQLVIHRRESIAN RRLLCWOPTIELRETIERTLDEE LG L i

Escherichia coli
Citrobacter youngae
Yersinia enterocolitica
Proteus mirabilis
Shigella sonnei
Klebsiella oxytoca
Salmonella bongori
Enterobacter cloacae
Aeromonas hydrophila
Morganella morganii

PE . GER!VESSSYYGRGYQLVEERRESIRN . SRCLCWEPS ICMQETIDETLDEELRTVDLTD
PE GER!VESSTYYGRGYQCVEHRRPNIRF RRCLEWEPTIEMQETVEETLDEE LRSVDITE SHicEE
PE GERDIESS YYGRGYQUVEYRJPSIRN RFVLIWQPSTIJLEQTVEETLDEELREVVLIENASIE o8 it
PE GERRIESSSYYGRGYQUVEHRRESIKN . SRLLCWRETIEJRQTVEETLDEELREGVS

PE GER]VESSSYYERGYQLVEHRRESIRN . RCLCWEPZICMQETIDETLDEELRTVDLTD SE8

PE GEREVESSEYYERGYQUVEHRRESIRN . RRCLEWJPTVEMEETVESTLDEELRTVELTD 8.

PE GEQHVESESYYERGYQrVIHRRENIIN RECLLWEPSIfMRDTVEETLDEELRSVEID:E
PE GEREVESSSYYGRGYQLVEHRRESIRN . RRCLEW[PTVRMEQTIDETLDEELRTVELSE
PE GEKIVESISFYGIGYQrVERRRESIEN  RRLLEWERTIEMEETIENTLDEE LOEE v TRYE B
F . GFRRIESSTYYGRGYQUVEHRRPSIRN .3 i
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6. Alineamiento malktiple de secuencias de aminoacidos deducidas de gen MarR de Pseudomonas

aeruginosa (MDR 03y 04) y otros organismos ortélogos. En el recuadro negro, se sefialan el

cambio de aminoacidos en la posicion 63 del alineamiento.

50 60

MDRO3 g

MDRO4

Burkholderia ambifaria
Klebsiella grimontii
Klebsiella oxytoca
Salmonella bongori
Escherichia coli
Citrobacter youngae
Eaaakonia rediciacitans .
Shigella sonnei

Enterobacter ludwigii
Cronobacter malonaticus
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160
U1 P g
MDRO3 AGCPRASLOES
MDRO4 CPRASLOES

Burkholderia ambifaria
Klebsiella grimontii
Klebsiella oxytoca

Salmonella bongori
Escherichia coli
Citrobacter youngae
Kosakonia radicincitans
Shigella sonnei
Enterobacter ludwigii
Cronobacter malonaticus
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7. Numero de acceso del Genbank de cada ortdlogo seleccionado para cada gen de interés (emrA,

arnA, marR de Pseudomonas aeruginosa MDR

7.1 Ort6logos seleccionados para el gen emrA

Nombre del Ortélogo
Escherichia coli
Citrobacter youngae
Yersinia enterocolitica
Proteus mirabilis
Shigella sonnei
Klebsiella oxytoca
Salmonella bongori
Enterobacter cloacae
Aeromonas hydrophila

Morganella morganii

7.2 Ortblogos seleccionados para el gen arnA

Numero de Acceso
NC_000913.3

NZ GG730299.1

NZzZ CPOI11118.1

NC 010554.1

NZ NQBD01000046.1
NZ JH603143.1

NZ CP053416.1

NZ CP009756.1

NZ CP050851.1

NZ_JACOMHO010000001.1
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Escherichia coli NC 000913.3

Stenotrophonionas NZ 1.5483377.1
maltophilia

Shigella sonnei NZ NQBDO01000045.1
Proteus mirabilis NC 010554.1

Salmonella bongori NZ CP053416.1

Hafnia paralvei NZ JAAQV0010000001.1
Citrobacter yvoungae NZ JADVFS010000011.1

Morganella morganii NZ JACOMHO010000004.1

Klebsiella oxyvtoca NZ JH603143.1

7.2 Ortblogos seleccionados para el gen marR

Escherichia coli NC 000913.3

Shigella sonnei NZ CP055292.1
Kosakonia radicincitans NZ CP040392.1
Salmonella bongori NC 021870.1

Citrobacter youngae NZ _JADVFS010000011.1
Burkholderia ambifaria NZ CP066038.1

Cronobacter malonaticiis NZ CP013940.1

Enterobacter ludwigii NZ CP017279.1
Klebsiella grimontii NZ CP044527.1
Klebsiella oxytoca NZ CP033844.1
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