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Características generales 
Pseudomonas aeruginosa

Bacteria Gram negativa

Infecciones generadas:

- Bacteriemia (infección en sangre)
- Infecciones de válvula del corazón 
- Neumonía
- Queratitis ocular
- En tracto urinario 
- En piel (por quemaduras)
- Otitis aguda

Tratamientos: 

- Betalactámicos 
- Aminoglucósidos (Tobramicina)
- Fluoroquinolonas
- Carbapenémicos 
- Polimixinas (Colistina)
- combinación de betalactámicos y 

aminoglucósidos

Presente en 
suelo y agua 

Prevalencia en pacientes 
intrahospitalarios e 
inmunosuprimidos 

Imagen tomada de: https://www.news-medical.net/image.axd?picture=2018%2F7%2Fshutterstock_By_Kateryna_Kon-1.jpg
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Importancia de P.aeruginosa en Salud Pública 
P. aeruginosa presenta tasas de resistencia 

a antibióticos cada vez más altas 

Fenotipos 
Multidrogoresistentes (MDR)
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Prevalencia hasta el  2015 
diferentes áreas oscilaba   15-30 % 

Colombia INS  75,4 % (2012-2015)

2002-2013  prevalencia de 26 % de   
P.aeruginosa resistente a carbapenémicos en 

América Latina

Figura tomada de: https://economictimes.indiatimes.com/industry/healthcare/biotech/pharmaceuticals/how-ramesh-junejas-mankind-pharma-has-changed-pharma-game-with-pulp-marketing/articleshow/14073528.cms



Importancia de P.aeruginosa en Salud Pública 

En Europa  la tasa de resistencia >10 %  en la 
mayoría de antimicrobianos bajo vigilancia 

Tasa  de mortalidad a  nivel 
mundial del 42 % en pacientes 

intrahospitalarios 
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Diferentes genes 
implicados en resistencia a 

antibióticos 

Figura tomada de: https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/resistencia-a-los-antibi%C3%B3ticos
Figura tomada de: https://www.medichub.ro/stiri/sju-miercurea-ciuc-bacteria-p-aeruginosa-identificata-intr-o-
solutie-oftalmica-folosita-la-operatii-id-5865-cmsid-2



Genes de resistencia emrA, arnA y marR
arnAemrA

marR
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Objetivo general 
Caracterizar in silico los genes emrA, arnA y marR involucrados en resistencia a 

medicamentos en cepas de Pseudomonas aeruginosa con fenotipo 
multidrogoresistente (MDR).
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Objetivos específicos 

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

Comparar las secuencias de los genes emrA, arnA y marR de 
Pseudomonas aeruginosa MDR con secuencias de genes ortólogos 
en otras bacterias para entender su relación filogenética.  

Determinar las estructuras secundarias y terciarias de las proteínas 
predichas a partir de los genes emrA, ernA y marR de Pseudomonas 
aeruginosa MDR.

1.

2.

3.
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Identificación de  mutaciones relacionadas a resistencia

1.

Comparación de secuencias de los 

genes emrA, arnA y marR  con 

P.aeruginosa PAO1

Alineamientos múltiples 
por medio de Clustal 

Omega 

Obtención de secuencias de la cepa 

PAO1 de referencia para cada gen

Uso de base de datos 
Pseudomonas.com 

Secuencias de los genes de 
interés 

Aislados clínicos MDR 
colombianos
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Cepas  MDR03 Y MDR04 



Alineamiento múltiple  del gen emrA en cepas MDR y cepa de referencia 
PA01 de P.aeruginosa 
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Figura 1. Puntos de mutación en el alineamiento múltiple del gen emrA, cepas MDR y de referencia PAO1 de 
P.aeruginosa. Se muestran las mutaciones de tipo sustitución presentes entre los nucleótidos 1 a 490, (A), nucleótidos 
491 a 682, (B) nucleótidos 682 a 880 (C), nucleótidos 881 a 1080 (D).

Mendieta L, Navarro L, 2022



Mutaciones  Gen emrA
Ubicación Cambio DNA RNA A.A Tipo de mutación

27 T-C CCC CCC Pro Mutación silenciosa 

73 A-G GTG GUG Val Mutación de cambio de sentido

456 G-A CAA CAA Gln Mutación silenciosa

484 T-C CTG CUG Leu Mutación silenciosa 

580 G-A ATC AUC Ile Mutación  de cambio de sentido  
conservativa

681 A-G CAG CAG Gln Mutación silenciosa 

707 A-C ACT ACU Thr Mutación de cambio de sentido 

870 C-A GGA GGA Gly Mutación Silenciosa

1029 T-C CAC CAC His Mutación Silenciosa

1059 A-G CAG CAG Gln Mutación Silenciosa 13

Mutaciones presentes en el 
alineamiento de aminoácidos 

Mendieta L, Navarro L, 2022



Alineamiento múltiple  del gen arnA en cepas MDR y cepa de referencia 
PA01 de P.aeruginosa 
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Fig 2. Puntos de mutación en el alineamiento múltiple del gen arnA, cepas MDR 03 y 04 y de referencia PAO1 de P. aeruginosa. Se 
muestran las mutaciones de tipo sustitución presentes entre los nucleótidos los nucleótidos 1 a 290 (A), nucleótidos 710 a 790 (B),  
nucleótidos 1010 a 1190 (C), nucleótidos 1310 a 1390 (D).

Mendieta L, Navarro L, 2021



Mutaciones Gen ArnA

15
Tabla 2. Mutaciones  tipo sustitución  encontradas en el gen arnA de cepas MDR 03 y 
MDR 04 en comparación con la cepa de referencia PAO1 de P.aeruginosa.

Mutaciones presentes en el 
alineamiento de aminoácidos 

Mendieta L, Navarro L, 2022



Puntos de mutación en el alineamiento múltiple del gen marR, cepas MDR 03 y 04 y de referencia PAO1 de P. 
aeruginosa.En el recuadro  negro se evidencia la sustitucion de nucleotidos   en  la posicion  447 y 448.

Alineamiento múltiple  del gen marR en cepas MDR y cepa de referencia 
PA01 de P.aeruginosa 
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Tabla 3.  Mutaciones  tipo sustitución  encontradas en el gen marR de cepas MDR 03 y MDR 04 en 
comparación con la cepa de referencia PAO1 de P.aeruginosa. Castiblanco D, Mendieta L, 

Navarro L, 2022



Fig 3. Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas de la proteína marR de cepas MDR 03 y 04 y cepa de 

referencia PAO1 de P.aeruginosa (Fenotipo sensible).
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Alineamiento múltiple  de la proteína MarR en cepas MDR y cepa de 
referencia PA01 de P.aeruginosa 

Mendieta L, Navarro L, 2022

Castiblanco D, Mendieta L, 
Navarro L, 2022



Comparación genes de interés 
Gen emrA Gen arnA Gen marR

Porcentajes de 
Identidad con la cepa 

PAO1

99,16 % 99,5 % 99,58 %

Tipo de Sustitución 80 % Sustitución por transición
20 % Sustitución por transversión 

80 % Sustitución por transición
20 % Sustitución por 
transversión

100 % Sustitución por 
transversión

Mutaciones 70 %  mutaciones silenciosas 
30 % mutaciones de cambio de 
sentido.

60 % mutaciones silenciosas
40 % mutaciones cambio de sentido 

100 %  mutación silenciosa
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Tabla 4. Comparación de características encontradas en el análisis de secuencias de los genes de interés emrA, arnA, marR  en cuanto al 
porcentaje de identidad con la cepa PAO1 y el tipo de mutaciones encontradas. 

Mendieta L, Navarro L, 2022



Objetivos específicos 

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

Comparar las secuencias de los genes emrA, arnA y marR  de 
Pseudomonas aeruginosa MDR con secuencias de genes ortólogos 
en otras bacterias para entender su relación filogenética.  

Determinar las principales características bioquímicas in silico que 
presentan las proteínas predichas a partir de los genes emrA, arnA 
y marR  de Pseudomonas aeruginosa MDR.

1.

2.

3.
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Comparación de secuencias

2.

Determinación de la estructura primaria 
de las proteínas codificadas por los genes 

emrA, arnA y marR

Alineamiento múltiple de secuencias de 
aminoácidos de ortólogos

ORFfinder y ExPASy

por medio de Clustal Omega

Búsqueda de ortólogos relacionados a 
cada gen 

Por medio de la aplicación GenBank 
y BlastN

Análisis árbol filogenético

Alineamiento de secuencias en 
nucleótidos de ortólogos por medio de Clustal Omega 

MegaX

20
Imagen tomada de Biorender.com



Comparación de secuencias de los genes de interés con 
sus ortólogos en otras especies 

Gen EmrA Gen ArnA Gen MarR

Porcentajes de 
Identidad 

Stenotrophomonas 
maltophilia  68,37 %
Proteus mirabilis 47,24 %

Aeromonas hydrophila 75 
%
Proteus mirabilis 58,27 %

Cronobacter malonaticus   
49,77%
Burkholderia ambifaria 40,62 
%
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Tabla 5. Comparación de porcentajes de identidad Pseudomonas aeruginosa y ortólogos



Análisis Filogenético 

C

22

Ortólogo más cercano 

MDR03 y MDR04

Ortólogo más  alejado 

Fig 7. Árboles filogenéticos de  
secuencias  de los genes emrA, 
arnA, marR  de P.aeruginosa con 
relación a otras bacterias 
ortólogas (A,B,C) respectivamente

Mendieta L, Navarro L, 2021



Fig 8. Representación del alineamiento múltiple  de secuencias de aminoácidos deducidas de emrA de 
Pseudomonas aeruginosa, MDR03, MDR04  y otros organismos ortólogos. 23

Alineamiento múltiple  de la proteína EmrA en cepas MDR y bacterias 
ortólogas 

Mendieta L, Navarro L, 2021



Alineamiento múltiple  de la proteína ArnA en cepas MDR y bacterias 
ortólogas 

Fig 9.  Representación del alineamiento múltiple de secuencias de aminoácidos deducidas de gen arnA de Pseudomonas 
aeruginosa (MDR 03 y 04 y organismos ortólogos. En el recuadro negro se señala el cambio de aminoacidos (S18A) en la 
posicion 20 del alineamiento (Masood K. et al) . Con flechas negras se señalan los aminoácidos conservados (Sonwane K. et al).

24
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Fig 10. Representación del alineamiento múltiple  de secuencias de aminoácidos deducidas de gen marR de 
Pseudomonas aeruginosa (MDR 03 y 04) y otros organismos ortólogos. En el recuadro negro, se señalan el 
cambio de aminoacido en la posición 63 del alineamiento. 25

 Warner D,et al

Enterobacter, E.coli 

Alineamiento múltiple  de la proteína MarR en cepas MDR y bacterias 
ortólogas 

Castiblanco D,Mendieta L, 
Navarro L, 2021



Objetivos específicos 

Identificar las principales mutaciones asociadas a resistencia 
presentes en las secuencias de los genes EmrA, ArnA y MarR de 
las cepas de Pseudomonas aeruginosa MDR.

Comparar las secuencias de los genes EmrA, ArnA y MarR de 
Pseudomonas aeruginosa MDR con secuencias de genes ortólogos 
en otras bacterias para entender su relación filogenética.  

Determinar las estructuras secundarias y terciarias de las proteínas 
predichas a partir de los genes emrA, arnA  y marR de Pseudomonas 
aeruginosa MDR.

1.

2.

3.
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Predicción de proteínas

3. Predicción de estructura secundaria y 

terciaria de las proteínas

GOR IV e I-TASSER

ProSA-web

Uso de plataformas GOR IV e 

I-TASSER

Verificación de estructuras proteicas 

Utilizando ProSA-web
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Predicción de estructura secundaria 

Fig 11.Método de predicción de estructura secundaria GOR IV, EmrA (I), ArnA 
(II), MarR (III)(visualización gráfica de la predicción); azul: hélice α; rojo: cadena 
extendida (cadena β); violeta: otros estados (desorganizados) para  las 
proteínas  EmrA (I), ArnA (II), MarR(III)   de P.aeruginosa MDR03 y MDR04.

ErmA ArnA MarR

Hélice  α 46,19 % 36,40 % 58,33 %

Cadena β 14,47 % 12,99 % 8,97 %

28

EmrA
Dominio periplásmico compuesta por hélice α  

(88-210) intercalado por cadena β
 

 Hélice α  96-213 intercalado por cadena β 
en E.coli  (Borges, et al )

Dominio al ADN globular en los 
residuos (36-97) compuesto por 

hélice α

MarR

 Estudio en E.coli 
por Warner D,et al.

Mendieta L, Navarro L, 2022



Predicción de estructura terciaria 
Fig 12. Modelo tridimensional de las proteínas 
deducidas de EmrA, ArnA y MarR de 
P.aeruginosa MDR03 y MDR04 predicho por 
medio de la herramienta I-TASSER.
I): EmrA , (II): ArnA y  (III) : MarR  A. Modelo 3D 
seleccionado B. Sitios de unión a los ligandos

EmrA ArnA MarR

C-Score  -2.22 1.11 0.07

TM-score 0.45±0.15 0.87±0.07 0.72±0.11

29
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Validación del modelo tridimensional 
Fig A ErmA ArnA MarR

Z-Score -4.09 -12.22 -4.69

30

Fig 13. Validación local, global y estructural de los 

modelos tridimensionales de EmrA(I), ArnA (II) y MarR (III) 

mediante ProSA-web.Gráficos de puntuación Z (A). 

Gráfico de energía de residuos (B). Representación visual 

de la energía en las estructuras tridimensionales 

mediante Jmol (C).

Proteína transportadora ABC de multidrogas 
Sav1866 de Staphylococcus aureus ( 

Wiederstein,et al.)

Residuos de energía positiva 

Residuos de energía negativa 

Mendieta L, Navarro L, 2022



Conclusión 

Las secuencias analizadas presentan un alto porcentaje de identidad con respecto a la 
cepa de referencia (PAO1), sin embargo, tienen mutaciones, lo que podría justificar la 
resistencia presentada relacionada a los genes estudiados en la bacteria Pseudomonas 
aeruginosa.

Según el análisis de secuencias de los nucleótidos y proteínas, 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 ortólogos estudiados en cada caso.
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Perspectivas
- De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio, las proteínas codificadas por los genes 

de interés se consideran posibles blancos terapéuticos. Teniendo en cuenta lo anterior, se 
podría dar continuación al estudio realizando Docking molecular para identificar moléculas que 
puedan inhibir dichas proteínas. Relacionado a esto, se puede complementar con un estudio a 
nivel in vitro donde se pueda continuar en el laboratorio la búsqueda de nuevos fármacos. 

32Figura obtenida de: http://www.scielo.org.bo/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S2310-02652019000200006
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