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Principales caracteristicas de la genética bacteriana de Pseudomonas
aeruginosa que contribuyen con su patogénesis y resistencia

Main features of the bacterial genetics of Pseudomonas aeruginosa
that contribute to its pathogenesis and resistance

Johanna Marcela Vanegas M.*, Judy Natalia Jiménez Q.*+

RESUMEN

INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria que ha emergido como un patégeno de gran importancia en el ambiente hospitalario
debido a la variedad de cuadros clinicos que ocasiona y su habilidad para desarrollar resistencia a diferentes grupos de
antibiéticos. Los avances en la biologfa molecular han permitido el conocimiento del genoma de esta bacteria y dilucidar
los componentes que contribuyen a su patogenicidad, resistencia y persistencia en el hospedero humano.

OBJETIVO
Describir las caracteristicas principales del genoma constitutivo y accesorio de P. aeruginosa que contribuyen con su
patogénesis y capacidad de resistencia.

MEeTtopoLoGia
Revision bibliografica de la literatura.

DesarroLLO

El genoma de P. aernginosa es un reflejo de su capacidad de adaptacion a diferentes hospederos y ambientes en la natura-
leza. Mientras que el genoma constitutivo es conservado, el genoma accesorio es altamente variable y estd compuesta de
elementos genéticos como plasmidos, transposones e integrones que poseen no solo genes de virulencia, sino también
genes de resistencia a los antibiéticos.

CONCLUSIONES
La patogénesis y resistencia de P. aeruginosa esta mediada por una diversidad de genes no solo constitutivos, sino también
adquiridos, que favorecen su persistencia en diferentes ambientes y en el hospedero humano.

PALABRAS CLAVES
Genética bacteriana, genoma accesorio, genoma constitutivo, Psexdomonas aeruginosa, patogénesis.

ABSTRACT in the origin of diverse clinical conditions and its de-

velopment of antibiotic resistance. Advances in mo-

INTRODUCTION lecular biology have enabled genome knowledge of

Psendomonas aernginosa has emerged as an important this microorganism and elucidated the components
pathogen in the hospital environment due to its role that contribute to its pathogenesis and resistance.
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OBJECTIVE

Describe the main features of core and accessory ge-
nomes of P. aernginosa that promote its pathogenesis
and resistance.

MEeTHODOLOGY
Narrative review.

DEVELOPMENT

Genome of P. aeruginosa shows its ability to adapt to
different hosts and environments in nature. While
the core genome is conserved, the accessory geno-
me is highly variable and is composed of genetic
elements as plasmids, transposons and integrons,
which do not possess virulence genes only, but also
antibiotic resistance genes.

CONCLUSIONS

Pathogenesis and resistance of P. aeruginosa are me-
diated by diverse genes both constitutive and acqui-
red that promote its persistence in nature and hu-
man hosts.

Key woRrbs

Bacteria genetics, accesory genome, core geno-
me, Pseudomonas aernginosa, antimicrobial resistance,
pathogenesis.

INTRODUCCION

Psendomonas aernginosa es una bacteria ampliamente
distribuida en la naturaleza, que coloniza animales
y humanos.”” En los ultimos afios, esta bacteria ha
emergido como un patégeno de gran importancia
hospitalaria que ocasiona diversidad de cuadros cli-
nicos y ha desarrollado resistencia a diferentes gru-
pos de antibiéticos.”” El desarrollo de métodos de
secuenciacién de genoma completo ha favorecido
el conocimiento de los componentes del genoma
de P. aernginosa relacionados con su crecimiento, me-
tabolismo, virulencia y resistencia antimicrobiana;
reflejando la alta capacidad de adaptaciéon de esta
bacteria al medio ambiente y a hospederos animales
y humanos.” Dicho genoma comprende secuencias
de ADN constitutivas interrumpidas por secuen-
cias de ADN exégeno que le confieren una apa-
riencia de “mosaico” y es uno de los mas largos
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descritos en procariotas, con un tamafio que varfa
desde 5,5 a 7,0 Mbp. El genoma constitutivo posee
una diversidad entre 0,5% a 0,75% y comprende ge-
nes de regulacién, metabolismo y crecimiento.” En
contraste, el genoma accesorio estd compuesto por
plasmidos, integrones, transposones y ADN ex6-
geno que le confieren alto grado de variabilidad.**
Tanto en el genoma constitutivo como en el acce-
sorio, P. aeruginosa contiene genes de resistencia a an-
tibidticos que pueden ser facilmente diseminados de
una cepa a otra. A continuacién, se presenta una re-
visién sobre los componentes mas importantes del
genoma constitutivo y accesorio de P. aeruginosa que
contribuyen con su capacidad de adaptacién, pato-
génesis y resistencia.

OBJETIVO

Describir las caracteristicas principales del genoma
constitutivo y accesorio de P. aeruginosa que contribu-
yen con su patogénesis y capacidad de resistencia.

METODOLOGIA DE
LA BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

La informacién fue recolectada a partir de tres ba-
ses de datos bibliograficas: PubMed, ScientiDirect y
SpringerLink. En la busqueda se seleccionaron arti-
culos en espafiol o inglés que fueron publicados pre-
feriblemente entre los aflos 2000-2013. Los descrip-
tores utilizados en la busqueda fueron “P. aeruginosa”,
“genome”, “core genome”, “accessory genome”,
“phagotherapy”, “resistance®, “virulence”, “plas-
mids”, “phagos”, “transposons”, “integrons”. Los
descriptores fueron combinados con el operador
booleano “AND” para especificar la busqueda de la
informacion a la bacteria de interés.

DESARROLLO

GENOMA CONSTITUTIVO

El genoma constitutivo esta conformado por genes
que se presentan en la mayorfa de las cepas indepen-
diente de su origen, ambiental o clinico, y constituye
cerca del 90% de todo su genoma.”
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El primer genoma de P. aeruginosa secuenciado fue
el de la cepa PAO1 reportado en al afio 2000.” Esta
cepa fue aislada a partir de una herida de un paciente
en Australia, en los afilos 50°s y ha sido usada como
referencia tanto en pruebas comerciales, como en in-
vestigacion.” En la actualidad, hay alrededor de 15 ge-
nomas reportados y mas de 30 proyectos de secuen-
ciacién en la pagina del NCBI (del inglés National
Center for Biotechnology Information).” El genoma
de la cepa PAOT1 esta conformado por 5.570 marcos
de lectura, pero sélo ha sido demostrada la funcién en
372. Entre estos genes con funciones conocidas se en-
cuentran los que codifican para polisacaridos, factores
de virulencia, regulacion y adhesion.” Algunas funcio-
nes de los genes que hacen parte del genoma constitu-
tivo de esta bactetia se describen a continuacién:

*  Regulacion. Esta funcién esta relacionada con la
capacidad de la bacteria para modular la expresion
de ciertos genes con el fin de lograr la adaptacion
a diferentes ambientes. Aproximadamente 8,4%
de los genes de la cepa PAO1 estan relacionados
con regulacién, la mayoria de ellos codificando
reguladores transcripcionales (que modulan la
transcripcién de algunos genes) y un alto nimero
de sistemas de dos componentes. Estos dltimos
son sistemas de sefializacién en los que participan
una proteina denominada histidina quinasa que se
autofosforila en la presencia de un estimulo con
el fin de transmitir la sefial a otra proteina llama-
da regulador de respuesta con el fin de activar la
expresion de ciertos genes. En la base de datos
P2CS (del inglés Prokaryotic Two-component
Systems) se han reportado 62 histidinas quinasas
y 73 reguladores de respuesta.”’’

*  Metabolismo oxidativo. Es un proceso quimi-
co en el cual la bacteria produce energia a partir
de nutrientes. En el caso de Pseudomonas aeruginosa,
existen cerca de 300 sistemas de transporte en su
membrana citoplasmatica que le permiten captar
y posteriormente metabolizar una amplia variedad
de compuestos de carbono. Dentro de los genes
relacionados con el metabolismo oxidativo, se
encuentran los involucrados con la B-oxidacion,
principal ruta metabdlica de oxidacién de los aci-
dos grasos, y en la cual se han descrito alrededor
de 25 genes relacionados con las enzimas acil-CoA
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deshidrogenasas y 16 genes con las enoil-CoAhi-
dratasas. Este alto nimero de genes no ha sido
observado en otros genomas bacterianos, excep-
to para Mycobacterium tubercnlosis y evidencia la gran
versatilidad metabdlica de esta bacteria.’

Proteinas de membrana externa. Estas protei-
nas son de gran importancia en la adhesion y en el
transporte de sustancias, factores de virulencia y
antibidticos. Se han identificado aproximadamente
150 genes que codifican para proteinas de mem-
brana externa. Dichas proteinas pueden ser clasi-
ficadas en tres familias: (1) La familia OprD: inclu-
ye un ndmero de porinas que facilitan la difusién
de aminoacidos bésicos y de algunos antibiéticos
como el imipenem, antibiético del grupo de los
carbapenémicos, que constituyen el tratamiento de
eleccién en cepas de P. aernginosa multirresistentes.
Algunos aislamientos de P. aeruginosa pueden desa-
rrollar resistencia al imipenem por la presencia de
mutaciones en los 19 genes que conforman esta
familia de porinas.”"" (i) La familia TonB, que in-
cluye proteinas involucradas en la captacién de hie-
rro y vitaminas como la B12 y (iii) la familia OprM
relacionadas con la secrecion de sustancias y la cual
hace parte de diferentes bombas de expulsion re-
lacionadas con resistencia a antibidticos, como los
carbapenémicos y los aminoglicésidos.”"

Resistencia intrinseca. P. aeruginosa presenta tres
caracteristicas que le confieren resistencia antimi-
crobiana intrinseca a un numero importante de
antibidticos: baja permeabilidad de la membrana
externa, una 3-lactamasa constitutiva tipo AmpC
y bombas de expulsién que expulsan el antibi6-
tico impidiendo su accién. La presencia de estos
tres mecanismos genera un perfil de resistencia a
ampicilina-sulbactam, cefotaxima, ceftriaxona, et-
tapenem, tetraciclinas, trimetoptim/sulfametoxa-
zol, cloranfenicol, nitrofurantoina y fosfomicina.
Al igual que las demds bacterias Gram negativas
no fermentadoras, P. aeruginosa es resistente a cefa-
losporinas de primera y segunda generacion, clin-
damicina, y rifampicina.'""* La mayorfa de bombas
de expulsiéon presentes en esta bacteria corres-
ponden a la familia “RND” (del inglés Resistance
Nodulation Division), descritas principalmente
en bacterias Gram negativas, y responsables de
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catalizar la salida activa de muchos antibioticos
y agentes quimioterapéuticos. Esta familia esta
formada por proteinas de grandes dominios pe-
riplasmicos que forman complejos tripartitas con
canales de la membrana externa y proteinas adap-
tadoras periplasmicas. La presencia de este com-
plejo proteico tripartita sugiere que los antibiticos
son exportados directamente al medio externo,
mas que al periplasma, lo cual se constituye una
ventaja para la bacteria ya que el antibidtico ten-
dria que atravesar la membrana externa para entrar

de nuevo.'

Algunos ejemplos en Pseudomonas in-
cluyen las bombas de expulsiéon MexAB-OprM
y MexXY-OptM, cuya sobre-expresién conlleva
al desarrollo de resistencia a carbapenémicos y

aminoglicdsidos, respectivamente.”"’

* Secrecion de proteinas y quimiotaxis. P. aeru-
ginosa secreta diferentes factores de virulencia
como toxinas y proteasas, las cuales favorecen
su diseminacién y permanencia en el hospedero.
Algunas de estas proteinas son la exotoxina A
que inhibe la sintesis de proteinas y la proteasa
“LasA”, que inactiva algunos de los componen-
tes del sistema inmune como los anticuerpos y
las proteinas que hacen parte del complemento.
La quimiotaxis es el proceso mediante el cual la
bacteria logra dirigir su movimiento para captar
nutrientes o alejarse de sustancias que puedan ser
toxicas; P. aeruginosa parece tener el sistema mds
complejo de quimiotaxis de las bacterias secuen-
ciadas, con aproximadamente 26 marcos de lectu-
ra involucrados en la captacién de aminoacidos,
fosfatos inorganicos y azdcares.””"

GENOMA ACCESORIO
La mayorfa del genoma accesorio de P. aeruginosa se ca-
racteriza por el alto contenido de G+C y la presencia
de elementos genéticos moviles; la mayoria de ellos
degenerados debido a la acumulacién de deleciones,
lo que dificulta el conocimiento de los mecanismos de
transferencia, al presentar baja similitud con los ele-
mentos reportados. Muchos de estos elementos gené-
ticos se insertan cerca a los genes que codifican para el
tRNA debido a que son sitios altamente conservados,
lo cual se ha reportado para otras bacterias.”"”

El genoma accesorio de P. aernginosa incluye: Ele-
mentos Conjugativos Integrativos o ICE (del inglés:
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Integrative and Conjugative Elements), islas de reem-
plazo, transposones, integrones, plasmidos y fagos:

* Elementos Conjugativos Integrativos (ICE). Son
elementos que pueden integrarse al cromosoma
bacteriano mediante recombinaciéon en los si-
tios atP'y atB y ser replicados. Su tamafio varia
entre 81 a 108 kb y tienen un papel importan-
te en metabolismo y virulencia. La mayoria de
los ICE pueden ser agrupados en dos familias:
“pKLC102” y “clelike”. La familia “pKILC102”
posee una alta capacidad de movilizaciéon espon-
tanea (10%) y contiene genes que codifican para
enzimas como las acido graso sintetasas, fosfoli-
pasas, proteinas de adaptacion al frio, regulado-
res de transcripcion y la 3-(1,2) glucano sintasa;
proteina que hace parte del espacio periplasmico
y media interacciones entre la bacteria y el hos-
pedero.”’ La familia “c/-like” estd relacionada con
el transporte de metales pesados y con el me-
tabolismo y degradacién de compuestos quimi-
cos como el 3-clorobenzoato. Algunos elemen-
tos que conforman esta familia son ¢ PAG1-2,

PAGI-3 y LESGI-3.**

e Islas de reemplazo. Son elementos similares a
las islas genémicas y pueden estar compuestas
por cuatro grupos de genes que intervienen en
procesos como la captaciéon de hierro, la adhe-
sion, la movilidad y la evasion al sistema inmune:
(i) RGPY que contiene genes relacionados con
la glicosilacion de la flagelina, (ii) RGP31, cuyos
genes estan involucrados en la sintesis del antige-
no O del lipopolisacarido, (iii) RGP60, con genes
asociados con la sintesis de la pioverdina, que
actua como un sider6foro en ambientes con es-
casez de hierro y (iv) RGP60, que contiene genes
relacionados con la sintesis de la pilina, proteina
que conforma el pili y es de importancia para la
adherencia bacteriana.”” Estos elementos pueden
ser adquiridos de forma horizontal y a pesar de
que pueden variar de una cepa a otra, ocupan el
mismo lugar en el genoma.

e Transposones. Son elementos que se insertan
en sitios inespecificos de un plasmido o del cro-
mosoma bacteriano. La mayorfa de transposo-
nes pueden ser insertados en diferentes sitios de
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una molécula de DNA, pero algunos se insertan
en secuencias ricas en A-T y en genes conser-
vados.” Existen dos tipos de transposones: los
simples llamados también secuencias de inser-
cion (IS), los cuales estan solo conformados
por genes necesarios para la transposicion, y los
compuestos los cuales contienen genes adicio-
nales que codifican para diferentes proteinas y
se encuentran flanqueados por secuencias de
insercion. Estos elementos son asociados con
alta frecuencia con genes de resistencia a anti-
bidticos, lo que es de gran importancia ya que
estos pueden ser ficilmente diseminados de
una bacteria a otra.” La familia de transposones
Tn3 es una de las mas frecuentes en P. aeruginosa
y ha sido relacionada con la presencia del gen que
codifica para la carbapenemasa de clase A, KPC,
que hidroliza no solo los carbapenémicos, sino los
demas antibidticos B-lactimicos.”’ Una variante
de esta enzima, la KPC-2, fue hallada en nuestro
pais en una cepa de P. aeruginosa en el Tn4401, que
hace parte de la familia Tn3.”' Esta carbapenema-
sa inicialmente fue descrita en el 2001 en cepas de
Klebsiella pneumoniae,” pero en la actualidad se ha
diseminado no solo a otras enterobacterias como
Enterobacter spp., Citrobacter freundii, Escherichia coli,
Proteus mirabilis, Salmonella enterica y Serratia marces-
cens, sino también a bacilos Gram negativos no
fermentadores como Pseudomonas aenrnginosa y Aci-
netobacter baumannii.”” Otra carbapenemasa de clase
B o metalo-B-lactamasa denominada VIM-1, que
hidroliza todos los B-lactamicos excepto el aztreo-
nam, también ha sido reportada en el transposén
Tn402.”* Algunos transposones pueden también
modular la expresién de genes de resistencia
adyacentes como es el caso de la secuencia de
insercion 1S7999, un tipo de transposoén simple,
que incrementa la expresion de la betalactamasas
de espectro extendido (BLEE), como la VEB-1,
la cual confiere resistencia a cefalosporinas.” En
contraste, otros transposones pueden incremen-
tar la sensibilidad a antibiéticos como la cipro-
floxacina y tetraciclina al insertarse en genes que
codifican para algunas proteinas de membrana
externa, conservando la estabilidad en la expre-
sion de estas porinas, ya que una baja expresion
de las mismas impediria el ingreso del antibioti-
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co al interior de la bacteria.
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Integrones. Son elementos genéticos que no
pueden movilizarse por s{ mismos por lo que ge-
neralmente se encuentran contenidos en plasmi-
dos conjugativos y transposones y se caracterizan
por la capacidad de incorporar diferentes genes de
resistencia. Estos elementos son clasificados segin
la secuencia de su integrasa, proteina que le permi-
te integrarse en un plasmido o en el cromosoma
bacteriano. Aunque se han descrito mas de 90 va-
riantes para esta proteina, los de clase 1, 2 y 3 son
los que contienen genes de resistencia y poseen
mayor importancia. Los integrones de clase 1 son
uno de los principales mecanismos de diseminacion
de determinantes de tresistencia antimicrobiana en
P. aernginosa y han sido relacionados con la presencia
de carbapenemasas de clase B o metalo--lactamasas,
como NDM y VIM.”* Ademids de contener genes
que codifican para carbapenemasas, estos integrones
con frecuencia contienen enzimas modificadoras de
aminoglicésidos, que confieren resistencia a este
grupo de antibiéticos.”’ Adicionalmente, cuando se
presenta un dafio del ADN que genera una respues-
ta de reparacion tipo SOS, se pueden generar rearte-
glos en dichos integrones que podrfan modular la
expresion de integrasas favoreciendo la insercién de
BLEEs y confiriendo resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion.” Algunos integrones de clase
1 han sido encontradas en cepas de P. aeruginosa
provenientes de ambientes acuaticos, lo que su-
glere que estas cepas pueden ser reservorios po-
tenciales de genes de resistencia.”

Plasmidos. Son secuencias de ADN extractomo-
sémico circular o lineal que tienen la capacidad
de realizar su propia replicacién y transcripcion.
Se han descrito con alta frecuencia y diversidad
no solo en cepas de P. aeruginosa de origen clinico,
sino ambiental.”” Muchos de ellos se caracterizan
por contener genes de resistencia y en ocasiones
se asocian con integrones y transposones. Como
ejemplo de ello, son los plasmidos IncP-6 e IncU
que han sido asociados con la presencia del trans-
posén Tn4407 que puede contener el gen que
codifica para la carbapenemasa KPC-2."" Estos
plasmidos pueden replicarse tanto en P. aeruginosa
como en enterobacterias facilitando la transmi-
sion de mecanismos de resistencia hacia diferen-
tes tipos de bacterias.”
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Fagos y profagos. Son virus que pueden desen-
cadenar dos tipos de ciclos al infectar la bacteria:
el ciclo litico, que resulta en una lisis rapida de la
bacteria infectada en un perfodo corto de tiempo,
con una liberacién de numerosas particulas vira-
les infecciosas; y el ciclo lisogénico, en el que el
fago invade la célula hospedera y se integra en el
cromosoma, transmitiéndose de forma vertical en
cada generacion de células hijas.”’ En la actualidad
se han descrito cerca de 60 fagos con capacidad de
permanecer de forma lisogénica en P. aernginosa. La
mayoria de ellos son de doble cadena de ADN y
son divididos en tres familias basadas en la morfo-
logia de la cola: Siphoviridae (cola larga y flexible, no
contractil), Myoviridae (cola larga, rigida y contrac-
til) y Podoviridae (cola corta, no contractil); siendo
la primera la mas frecuente de todas.”” Ademais de
su indudable papel en la diversidad genética, los
fagos pueden contener genes de virulencia que
pueden conceder ventajas adaptativas a la bacteria.
Algunos ejemplos son el profago @CTX de fami-
lia Myoviridae que contiene el gen ¢#x que codifica
para una toxina formadora de poro y el fago D3 de
la familia Siphoviridae que puede alterar el LPS de
P. aeruginosa, originando cambios en el antigeno
O que pueden facilitar la evasion de la respues-
ta inmune durante la infecciéon.” El fago FIZ15,
con propiedades similares a D3, ha sido asociado
con resistencia a la fagocitosis por macréfagos
en ratén y con incrementar la resistencia al sis-
tema inmune.” El fago filamentoso Pf4 media
la apariencia de variantes de colonias pequefias,
un tipo de colonias asociado con disminucién de
la funcién del pulmén en pacientes con fibrosis
quistica y con resistencia bacteriana.” Algunas
bacteriocinas formadoras de poros conocidas
como piocinas tipo R y F, son profagos defec-
tuosos que contienen genes de la cola, pero ca-
recen de genes necesarios para la formacion de
la cabeza, replicacion e integracion.”’ En general,
las bacteriocinas son proteinas que inhiben el
crecimiento de bacterias de la misma especie o
especies cercanas. El uso de fagos como agentes
antibacterianos ha sido documentado en la lite-
ratura. Sin embargo, solamente los fagos liticos
son aptos para este uso terapéutico, ya que éstos
originan una lisis rapida de la bacteria hospede-
ra, se liberan en altas cantidades y tienen poca
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probabilidad de ser transmitidos a otra bacteria a

través del proceso de transduccion.

CONCLUSION

El conocimiento del genoma de P. aeruginosa permite
dilucidar no solo la presencia de una gran variedad de
genes relacionados con la regulaciéon genética, meta-
bolismo, captacién de nutrientes, patogénesis y resis-
tencia antimicrobiana presentes en el genoma consti-
tutivo, sino también la alta capacidad de diseminacién
de genes de virulencia y resistencia adicionales que fa-
vorecen la permanencia de esta bacteria en diferentes
ambientes y en el hospedero humano.
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