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Caracterización 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 

problemática de importancia en salud pública, debido a la alta tasa de morbilidad y mortalidad 

alrededor del mundo, como consecuencia del aumento de resistencia a antibióticos, a tal punto de 

bajar la efectividad de los fármacos más fuertes. A partir de lo anterior, surge la necesidad de la 

búsqueda 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 realizó la caracterización in silico de 

tres genes (EmrA, ArnA y MarR) relacionados a la resistencia para determinar si podrían ser de 

utilidad en la implementación de nuevos tratamientos. Se realizó el alineamiento múltiple de 

nucleótidos y aminoácidos de las cepas MDR 03 y 04, junto con la cepa de referencia y los 

ortólogos encontrados, donde se observaron mutaciones, las cuales pueden estar relacionadas a la 

resistencia de los aislados clínicos colombianos. Así mismo, se predijo la estructura terciaria de 

las proteínas de estudio por medio de la herramienta bioinformática I-TASSER, los modelos 

seleccionados presentan puntajes TM y C-score dentro de los parámetros, 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, podrían ser empleados en otros estudios para evaluar inhibidores 

específicos para dichas proteínas.  

 

Palabras clave: Pseudomonas aeruginosa, proteína, 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 characteriza t ion 

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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Introducción 

 

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 año 2017 

la Organización Mundial de la Salud (OMS) incluyó a Pseudomonas aeruginosa dentro de  la lista 

de bacterias con prioridad crítica para la búsqueda y desarrollo de nuevos antibióticos, debido a su 

importancia en el ambiente hospitalario, infecciones asociadas a dispositivos médicos y su 

frecuente resistencia a fármacos como carbapenémicos y cefalosporinas, además de sus altas tasas 

de resistencia a múltiples fármacos (MDR) 1,2.  

 

La aparición de cepas de P. aeruginosa resistentes a antibióticos se ha convertido en un problema 

a nivel de salud pública, en Europa la tasa de resistencia es superior al 10% para la mayoría de los 

antimicrobianos bajo vigilancia (ceftazidime, fluoroquinolonas, aminoglucósidos, 

carbapenémicos, entre otros); tan solo para el 2015,  según los informes de los Centros Europeos 

para la prevención y control de enfermedades, el 13,7% de los aislados de P. aeruginosa eran 

resistentes al menos a tres grupos de antimicrobianos y el 5,5% a los cinco grupos de 

antimicrobianos bajo vigilancia5. Por otro lado, en un estudio donde se evaluó y comparó la 

prevalencia de Pseudomonas aeruginosa resistente a carbapenémicos en toda América Latina, en 

los años 2002-2013, se encontró que Latinoamérica supera los porcentajes de prevalencia, (26%) 

en comparación con Europa Occidental y América del Norte (17% y 13%, respectivamente) y se 

evidenció que las infecciones nosocomiales causadas por esta bacteria poseen una tasa de 

mortalidad del 50%6. 

 

En Colombia, en el 2016, se registró en el informe de vigilancia de resistencia antimicrobiana de 

Infecciones Asociadas a Atención en Salud (IAAS), que P. aeruginosa mostró resistencia a 

carbapenémicos, 31% en UCI y 23% en no UCI, muy similar a lo reportado el año anterior 

(porcentaje de 33% en UCI y 24% en No UCI)22.  
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En cuanto a la prevalencia de fenotipos MDR en diferentes áreas geográficas, se ha visto que ésta 

oscila entre el 15-30% en el 2010 al 2015, lo que acrecentó la preocupación de la diseminación de 

las cepas MDR por todo el mundo 3,4,5,13. En España, en dos estudios realizados se evidenció que 

la prevalencia de cepas MDR osciló entre  28%  y 65 % y  se observó que un porcentaje importante 

(15% - 17% de los aislados) cumplía criterios de extremadamente resistente (XDR)5,13 y en  Europa 

se encontró que  las tasas de MDR reportadas fueron del 24,7% al 27,7% entre 2015 y 201715. 

 

Por otra parte, para América Latina según un estudio realizado entre los años 2004 a 2015, se 

encontró que de 3613 aislados de Pseudomonas aeruginosa el 26,7% eran multirresistentes 

(MDR)14, resultado similar al estudio realizado entre 2015 - 2017 donde se obtuvo que la tasa de 

prevalencia, aumentó 6,5%, pasando de 16% a 22,5%16. Para Colombia, se ha reportado un 

aumento de la presencia de cepas MDR principalmente en aislados clínicos, como es el caso del 

estudio realizado por el Instituto Nacional de Salud (INS), en donde del total de aislados el 75,4% 

tenían fenotipo MDR (2012-2013)17. De igual manera, en el 2018, se reportó una prevalencia de 

66,7%, en una investigación realizada en los hospitales principales de Santiago de Cali18. 

 

Pseudomonas aeruginosa es un patógeno hace parte de las IAAS conocidas como nosocomia les, 

principalmente vinculado a la neumonía asociada a ventilador (NAV), estimándose que 

aproximadamente el 24% de los casos de NAV es ocasionado por esta bacteria principalmente en 

Europa y Estados Unidos8. Igualmente, según la Red Nacional de Seguridad Sanitaria (NHSN) de 

Estados Unidos, P. aeruginosa es el segundo patógeno encontrado en pacientes con NAV y la 

mayoría de cepas presentes suelen ser de fenotipo MDR, lo cual está estrechamente relacionado 

con un aumento en la mortalidad y una estancia hospitalaria más prolongada7,13. Este 

microorganismo también está presente en patologías del tracto urinario intrahospitala r ias 

comúnmente posteriores a una intervención quirúrgica o a la presencia de sondas, donde tiene una 

prevalencia que oscila entre 12,3% y 23,5 %, muchas veces por encima de patógenos como E.coli 

o Klebsiella pneumoniae, clásicamente asociados a este tipo de infecciones11,12. 

 

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 está 

siendo asociada a neumonía adquirida en comunidad (NAC), frecuentemente en pacientes de la 
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tercera edad9. Es así, como en una de las áreas geográficas en las que más se ha reportado 

prevalencia de Pseudomonas aeruginosa en NAC es América del Sur con tasas mayores al 5,5% 

y circulación de cepas MDR asociadas a NAC 9. 

 

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, el estudio del genoma y más aún 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 pretendió responder a la siguiente pregunta 

problema: ¿Cuáles son las características 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 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.                              

- Evaluar 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. 
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1. Antecedentes 

 

En los últimos años la resistencia antimicrobiana ha ido en aumento, debido al uso indiscriminado 

de fármacos, lo que ha generado nuevos mecanismos de defensa en los que se incluyen mutaciones 

y sobreexpresión de genes. Lo anterior se ha conocido gracias al uso de herramientas innovadoras, 

incluyendo la secuenciación de nueva generación. Kos et al32, en el año 2014, realizó un estudio 

referente a resistoma en 390 aislados clínicos de Pseudomonas aeruginosa obtenidos en diferentes 

lugares del mundo utilizando la herramienta de secuenciación de próxima generación. Se analizó 

principalmente los genes asociados a resistencia de antibióticos como meropenem, amikacina y 

levofloxacina. Se identificaron genes de resistencia a quinolonas como GyrA, GyrB, ParE y ParC, 

además de OprD asociado a resistencia a Betalactámicos, 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 último, se encontró los genes MexAB, MexXY, MexZ y OprM, 

además de un mecanismo de asociación a modificaciones de lípido A, lo que hizo resistentes a 

colistina a dos de los aislados de P. aeruginosa32. 

 

También, Murugan et al33, 2016, realizó la caracterización fenotípica de la cepa VRFPA04 MDR 

de Pseudomonas aeruginosa, aislada de un paciente con queratitis, se hizo para determinar el grado 

de resistencia a múltiples fármacos. Con ayuda de la secuenciación del genoma bacteriano, se 

encontró que presentaba los genes Aph3, strB, bla TEM, bla PAO, bla OXA-50 y blaVIM-2 

vinculados con la resistencia a aminoglucósidos, betalactámicos y carbapenémicos  

respectivamente. Adicionalmente se informó la presencia de varios tipos de sistema de secreción 

I al VIII, presencia de proteínas de bombas de eflujo de la familia RND MexCD-OprJ y MexEF-

OprN, mutaciones en porinas, zonas CRISPR-cas y 58 regiones de plasticidad genómica (RGP), 

este último al ser un genoma accesorio, según los autores le atribuyen un papel importante en la 

resistencia de la cepa virulenta. Lo anterior es relevante ya que, aporta información para el 

desarrollo de intervenciones médicas efectivas, así como para identificar genes dianas para la 

elaboración de fármacos. 
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Actualmente se están realizando numerosos estudios caracterizando el resistoma bacteriano, como 

en la investigación de Jaillard et al34 2017 en la que presenta la caracterización del resistoma de 

672 cepas de P. aeruginosa con genomas completos y valores de concentración mínima inhibito r ia 

(MIC).  El estudio se basa en nueve antibióticos pertenecientes a seis familias de fármacos anti- P. 

aeruginosa, donde se identificó 147 loci que previamente se creía que causaban resistencia como 

en la bomba de eflujo mexXY para la amikacina. Asimismo, también se encontró que las formas 

alélicas bla OXA son importantes en la resistencia a la cefepima, lo anterior se identificó a partir 

de análisis bioinformáticos y las bases de datos permitieron agrupar características nuevas de la 

colección de los genes que conforman el resistoma identificado. Se demuestra la utilidad de la 

línea de bioinformática desarrollada para catalogar el contenido completo de genes de resistencia 

y la caracterización de la composición de integrones. 

 

Galetti et al35, 2018, investigó el resistoma del aislado de P. aeruginosa HC84 productora de SPM-

1, proveniente de Brasil. Se hizo un análisis in silico para comparar la cepa con otras registradas 

en el mundo. Se encontró 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 normalmente 

en plásmidos, pero el aislado no tenía, por lo que los genes estaban en el genoma propio, a raíz de 

lo anterior, esta cepa clínica altamente resistente se considera un ejemplo de acumulac ión 

cromosómica de genes de resistencia adquiridos, que estaría directamente implicado en la 

prevalencia del aislado en hospitales de Brasil. 

 

En el estudio de Madaha et al36, en el 2020 donde se evaluó los genomas completos de dos cepas 

de P. aeruginosa MDR (MDRUY1PSABAL y UY1PSABAL2) aisladas de lavado broncoalveo lar 

con el fin de obtener información sobre los genes implicados en su resistencia y virulencia. Por 

medio de aplicaciones bioinformáticas se realizó la búsqueda de varios genes implicados en la 

patogenicidad del microorganismo. Como resultados, la cepa UY1PSABAL mostró resistencia 

frente al 60% de los fármacos, mientras que UY1PSABAL2 fue resistente al 41%. En el genoma 

se identificó genes de resistencia a quinolonas (CRPP, gryA, parE), betalactámicos (BlaPAO, 

BlaOXA), aminoglucósido (aph, rmtB), entre otros. 
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La terapia antibiótica para tratar infecciones sospechosas provocadas por P. aeruginosa incluye la 

monoterapia o terapia combinada, sin embargo, actualmente dicha terapia no es eficaz a raíz 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 

problemática, el diseño de fármacos y la búsqueda e identificación de nuevos blancos terapéuticos 

es muy importante, es así como Sedighi et al37 2015 realizó la caracterización in silico del factor 

Sigma (RpoS) que está asociado a la respuesta del Pseudomonas aeruginosa ante estrés, por lo 

que controla la producción de varios factores de virulencia, incluido el alginato extracelular, la 

exotoxina A y la formación de biopelículas. Los autores por medio de herramientas 

bioinformáticas analizaron la secuencia primaria, además, predijeron la estructura secundaria y 

tridimensional de la proteína, e identificaron posibles epítopes importantes a considerar para la 

elaboración de un fármaco o inhibidor. 

 

Igualmente, Dash et al38 (2016) realizó un análisis in silico de la proteína ATPasa, enzima que 

proporciona la energía para el funcionamiento del sistema de secreción tipo III presente en 

Pseudomonas aeruginosa y otras bacterias Gram negativas. El objetivo del estudio era identificar 

sitios de unión favorable y residuos claves de la ATPasa en relación con el sistema de secreción, 

para lo anterior, se utilizó la secuencia de la proteína, y por medio de herramientas bioinformáticas 

se realizó el análisis filogenético e identificar los sitios de unión favorable. Se obtuvo que 

efectivamente la ATPasa interactúa con varias proteínas de translocación asociadas al sistema de 

secreción, así como proteínas regulatorias y de exportación. Se concluye que el estudio es útil para 

brindar información para la creación de terapias alternativas para Pseudomonas aeruginosa y otros 

patógenos Gram negativos.38 

 

En la  revisión del estudio in silico realizado por Pramanik et al39 2017, mediante herramientas 

bioinformáticas se realizó un análisis filogenético de la fosfatasa alcalina en diferentes cepas de 

Pseudomonas aeruginosa estudiando sus propiedades fisicoquímicas, por otro lado, se predijo su 

estructura secundaria y se modeló la proteína en 3D, con el fin de comprender mejor el aspecto 

funcional de un componente tan importante de la vía del metabolismo del fosfato en diferentes 

cepas de la bacteria. La predicción del modelo 3D permitió el análisis estructura-función de la 

proteína, mostró 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 análisis se evidencian nuevas formas de utilizar la enzima en bacterias para trazar nuevos 

blancos de ataque en el metabolismo39. 

 

Otra de las soluciones planteadas para buscar alternativas en el tratamiento de Pseudomonas 

aeruginosa, se encuentran las terapias no relacionadas directamente con la creación de 

antibióticos. Burrows et al40, en el 2018 realizó una revisión de nuevas terapéuticas en estudio,  

como lo es la creación de inhibidores de las bombas de expulsión para tratar de potenciar a los 

antibióticos existentes, pero su uso está limitado ya que solo atacan a una de las múltiples bombas 

efflux. La parte de inmunología se ha trabajado en el aspecto de la elaboración de anticuerpos 

específicos contra P. aeruginosa para opsonizar y mejorar la destrucción inmunológica en 

conjunto con la sinergia de los fármacos40. Por otro lado, se ha trabajado en el desarrollo de 

péptidos antimicrobianos por su múltiples acciones posibles sobre la bacteria ya sea provocando 

la muerte, inhibiendo la formación de biopelículas o potenciando la acción de los fármacos, un 

ejemplo de lo anterior es el desarrollo del péptido antimicrobiano ELIGO-3233 realizado por 

EligoChem40. 

 

De lo mencionado anteriormente, So et al41, 2019, realizó ensayos clínicos en pacientes adultos 

con un anticuerpo específico (MED1-3902) que tiene la capacidad de reconocer la proteína PcrV 

que forma la punta del sistema de secreción tipo III y el polisacárido de la matriz de biopelícula y 

de esa manera evitar la expulsión de exotoxinas. Se evidencio que puede servir como prevención 

de neumonía nosocomial en personas de alto riesgo con seguridad y eficacia, ya que no se observó 

efectos adversos graves.41 

 

Así mismo, Pang Z et al42, 2019, informaron los últimos avances realizados en la búsqueda para 

mejorar el tratamiento contra Pseudomonas aeruginosa. Según los autores se está trabajando 

principalmente en la inhibición de la detección de quórum, el cual es un sistema que controla la 

expresión génica bacteriana, que al inhibirlo permite regular la virulencia y formación de 

biopelículas, 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 quelación del hierro, que consiste en disminuir la 

concentración de hierro extracelular o evitar su absorción. Se evidenció que sustancias como el 

galio (análogo del hierro) interrumpe el metabolismo bacteriano al actuar como sustituto, así como 

quelantes del hierro 2,2'-dipiridilo (2DP), ácido dietilentriaminopentacético (DTPA) y EDTA, que 

afectan el desarrollo de P. aeruginosa y la formación de biopelículas26. Por último, se encuentra 

el desarrollo de nuevos fármacos como POL7001 que inhiben el transporte de LPS a la membrana 

externa bacteriana, este es usado actualmente en ensayos clínicos con murinos dando un buen 

resultado a la hora de combatir la infección, sin embargo, se sigue estudiando sus posibles efectos 

secundarios42. 

 

En la actualidad se está estudiando el uso de diferentes herramientas como CRISPR-CAS para la 

edición de genes importantes en las bacterias como estrategia para el desarrollo de una terapia 

antimicrobiana, es por esto que Xu Z et al43 en el 2020 utilizaron IF CRISPR-Cas, un sistema de 

edición de genes en un solo paso. Xu plantea el problema de Edición del genoma en aislados de P. 

aeruginosa con otros tipos de sistemas CRISPR-Cas o en otras células procariotas o eucariotas 

que carecen de un sistema CRISPR-Cas nativo y, en el estudio se demostró que, al usar promotores, 

plásmidos, miniCRISPR, secuencias proto espaciadoras como 5′-AATTG-3 ′ y 5′-AAA-3 ′ se 

puede lograr eliminar un gen que contiene múltiples objetivos diseñando un casete de mini-

CRISPR que incorpora simultáneamente de dos a tres espaciadores. 

 

En los últimos años también se ha investigado la terapia fágica, Luscher et al44 realizaron un 

estudio en 2020 donde evalúan una nueva alternativa de terapia usando bacteriófagos en 

combinación con un antibiótico (ciprofloxacina) para tratar una línea epitelial infectada por P. 

aeruginosa, la combinación redujo la carga bacteriana y en cuanto a la respuesta inflamato r ia 

debido a la lisis inducida por fagos no se pudo establecer claramente. Sin embargo, encontraron 

que la mayoría de los genes proinflamatorios regulados positivamente en células Calu-3 por 

flagelina también fueron inducidos por P. aeruginosa tratada con el cóctel de fagos e antibiót ico 

y al utilizar los fagos individualmente al igual que  los antibióticos no mostraron ninguna respuesta 

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

evitar la aparición de resistencias.44 

De igual manera, Broniewsk et al45, en el año 2021, analizó la relación 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 bacteriófagos líticos. Para el estudio se usó fagos 

DMS3vir en la bacteria y se adicionó anti-Quorum sensing (Dimetilsulfóxido o Baicalein). 

Encontraron que la inhibición química de QS baja la adsorción fágica debido a la regulación de 

pili tipo IV y que puede haber disminución en la eficacia de fagos-pili específicos. Por lo que, 

aunque en estudios anteriores se mostraba una ventaja en el uso de químicos anti QS para disminuir 

la evolución de la bacteria y uso de inmunidad por CRISPR-cas, se requieren más estudios para 

evaluar si es efectivo en conjunto con la terapia fágica. 

 

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 están: piocianina (azul verdoso), 

fluoresceína (amarillo verdoso fluorescente), piorrubina (rojo pardo), y piomelanina (negro)54. 

 

Es un microorganismo muy variable puesto que, aunque puede ser muy beneficioso en procesos 

de biorremediación debido a su capacidad de degradar hidrocarburos, también es un patógeno 

oportunista en el hombre y animal. Es aerobio (aunque puede desarrollarse en condiciones 

anaeróbicas utilizando nitrato como fuente de energía), puede sobrevivir con bajos niveles de 

nutrientes y crecer en rangos de temperatura de 4 a 42°C55. Se encuentra ampliamente distribuido 

en la naturaleza, en el agua, en los suelos húmedos, en los vegetales y en alimentos; también puede 

formar parte del microbiota normal de algunas zonas húmedas de la piel como las regiones 

sudoríparas.  
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La transmisión en humanos y 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 

infección sobre todo para los pacientes en el ámbito hospitalario, tratados con instrumenta l 

quirúrgico, respiradores, catéteres, entre otros 56. 

2. 1. 1 Características morfológicas, bioquímicas y microbiológicas. 

 

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram negativo recto o ligeramente curvado, con un tamaño 

promedio de 2–4 x 0,5-1 micras57. Es motil debido a que presenta uno o varios flagelos polares. 

Se considera un microorganismo no exigente nutricionalmente puesto que se adapta según las 

condiciones del ambiente ya que a pesar de que no fermentan hidratos de carbono, produce ácido 

a partir de azúcares como la glucosa, fructosa, lactosa o sacarosa y la mayoría de las cepas 

presentan un olor característico frutal o cítrico. 

 

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 pigmentación verde pálida. Es oxidasa 

positivo, arginina dihidrolasa y Simmons citrato positivo. Con respecto a la morfología de las 

colonias generalmente son redondas y presentan pigmentos.  

 

 2. 2 Infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa  

 

Dentro de las infecciones más comunes causadas por Pseudomonas aeruginosa se encuentran 

infecciones sanguíneas, es decir bacteriemia presentada en pacientes inmunocomprometidos, 

infecciones de la válvula del corazón, infecciones pulmonares como neumonía, sobre todo 

presentada en adultos mayores, infecciones oculares como queratitis, infecciones del tracto 

urinario (riñones y vejiga), infecciones en la piel por quemaduras, infecciones en los oídos (otitis 

aguda). Las infecciones generadas por esta bacteria son por lo general de origen intrahospitalar io 

principalmente en Unidad de Cuidados Intensivos (UCIs), ya que se asocian a la inmunosupres ión 
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de los pacientes, sumado a su permanencia en dispositivos médicos generado por sus biopelículas, 

lo que les ayuda a colonizar diferentes órganos.  

 

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 antibióticos, dentro de los que se encuentran diversos Betalactámicos16,17; allí se 

incluyen cefalosporinas de tercera y cuarta generación como Ceftazidima y Cefepime1 3 . 

Asimismo, son utilizados otra clase de antibióticos como los aminoglucósidos, de los que 

comúnmente se usa la tobramicina, sobre todo en infecciones graves. Otras alternativas de 

fármacos empleados para contrarrestar el microorganismo son los carbapenémicos, por ejemplo, 

Imipenem y Meropenem, fluoroquinolonas, polimixinas como Colistina, la cual es considerada 

como la última opción terapéutica17. Actualmente se debate y recomienda el tratamiento de 

antibiótico combinado sobre infecciones causadas por Pseudomona aeruginosa, este tipo de 

tratamiento tiene ciertas ventajas como la sensibilidad de la bacteria por alguno de estos 

antibióticos, prevención de desarrollo de resistencias y efecto sinérgico del antibiótico17. En cuanto 

a sinergismo se destaca el que se presenta entre la combinación de betalactámicos y 

aminoglucósidos. Dentro de las combinaciones más empleadas se encuentran Piperacilina -

Tazobactam13 (compuesto de un Betalactámico y un inhibidor de Betalactamasa respectivamente), 

Ceftolozane-Tazobactam20, y Colistina con otros antibióticos 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, 

ramnolípidos, elastasa, piocianina, capacidad de formación de biopelículas y el sistema de 

secreción tipo III (T3SS), este último es un marcador  de los aislamientos bacterianos  y asociado 

a una respuesta negativa del tratamiento, adicionalmente es responsable de la inyección de  cuatro 
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proteínas 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 

clínicos 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 

quemados58. Por otro lado, la capacidad de formación de biopelículas permite la persistencia 

bacteriana y dificulta las acciones de los antibióticos.  

 

Se destaca su producción de biopelícula cuya matriz está compuesta por diversos factores como 

los polisacáridos Pel, Psl, ADN extracelular y proteínas como fimbrias, también se destaca el 

sistema de excreción de toxinas, así mismo se tiene presente la percepción de quorum sensing de 

forma que la bacteria se adapte a cambios microambientales. 

 

2. 5 Resistencia a fármacos 

Como se mencionó anteriormente, Pseudomonas aeruginosa se considera un patógeno 

multirresistente, debido al uso indiscriminado de fármacos por un tiempo.  Algunos años atrás 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 día ya no es una solución viable debido a que ha adquirido diversos mecanismos 

para hacerle frente a  este tipo de medicamentos, restringiendo las opciones terapéuticas aún más 

sumado a que se conoce que ésta posee una resistencia intrínseca a otros antibióticos6,59. Es así 

como se evidencia la presencia de cepas multirresistentes, las cuales son aquellas que son 

resistentes a varios antibióticos (mínimo tres) de diferente naturaleza química utilizados en la 

terapia antibiótica 24,27,33  

Los principales mecanismos de resistencia asociados son la expresión de bombas de eflujo también 

llamadas de salida, la baja permeabilidad de la membrana, la producción de carbapenemasas 

impermeabilidad de la membrana externa, modificación del blanco antimicrobiano, transferenc ia 

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  y las alteraciones o pérdida de 

la porina OprD60. 
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La mayoría de las bacterias poseen genes y diferentes tipos de mecanismos de resistencia, hay 

mecanismos intrínsecos, que se refiere a aquellos que son propios del género bacteriano sin la 

intervención de un agente externo y son codificados en el cromosoma único del microorganismo; 

así como mecanismos de tipo extrínsecos que son aquellos adquiridos por la bacteria por medio de 

la transferencia horizontal de genes, en los cuales se agrupan la conjugación, la transducción y 

transformación60. 

2.5.1 Mecanismos de resistencia intrínseca 

 

La presencia de sistemas de expulsión o bombas de eflujo se conoce como principal mecanismo 

intrínseco en Pseudomonas aeruginosa, su sobreexpresión produce una elevada resistencia a 

distintos antibióticos y se afirma que es el primer mecanismo en activarse ante una exposición de 

un fármaco normalmente ante un carbapenémico, además se afirma que ayuda a las bacterias a 

sobrevivir a la presión de los antibióticos y a adquirir determinantes de resistencia adicionales 6 . 

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 más resistente6.  

 

Otro mecanismo intrínseco es la pérdida de porina, la porina es una proteína de Pseudomonas 

aeruginosa específica de sustrato que facilita la difusión de aminoácidos básicos, péptidos 

pequeños y carbapenémicos en la célula61. 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 mayoría de ocasiones se presentan en conjunto el bajo 

número de porinas no específicas disminuye la permeabilidad de sustancias tóxicas62. 

  

En el gen OPrD que codifica para la porina se ha encontrado una gran variedad de deleciones, 

inserciones y codones de terminación prematura, que provoca el bloqueo del funcionamiento 

correcto del gen provocando la pérdida de la proteína, ya que por ejemplo la presencia de 

mutaciones causa la formación de secuencias de inserciones (IS) que truncan el gen evitando su 

traducción62. 
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2.5.2 Mecanismos de resistencia extrínseca 

 

La producción de betalactamasas de espectro extendido (BLEES), metalo-betalactamasas y 

carbapenemasas es un mecanismo extrínseco propio de P. aeruginosa que normalmente se asocia 

a elementos móviles promiscuos (MGE)58. 

 

Las BLEES se conocen como enzimas propias de una variedad de bacterias Gram negativas, 

confiere resistencia a las cefalosporinas de primera, segunda y tercera generación y 

monobactámicos, así mismo se ha comprobado que reduce la sensibilidad a otros antibiót icos 

como los aminoglucósidos y fluoroquinolonas58. 

 

Por otro lado, como su nombre lo indica las carbapenemasas son proteínas enzimáticas con 

capacidad catalítica sobre los carbapenémicos, pero también confiere resistencia a los inhibidores 

de las betalactamasas y a todas las generaciones de otros betalactámicos como las cefalosporinas. 

Entre los genes implicados en su desarrollo se encuentra el gen bla VIM, bla NDM, bla IMP, bla 

SPM-1, bla KPC y bla OXA-48, -23, -24/40 y -586. 

 

En cuanto a las metalo-betalactamasas, entre las existentes resalta principalmente la presencia de 

la metalo-β-lactamasa-1 de Nueva Delhi (NDM-1), es uno de los determinantes de resistencia a 

carbapenémicos adquiridos más importantes y de rápida diseminación. Esta proteína se encuentra 

codificada en elementos móviles bacterianos y es dependiente de zinc; confiere resistencia a una 

amplia gama de antibióticos incluyendo a los carbapenémicos6.  

 

Según diversos estudios, la resistencia de Pseudomonas aeruginosa es respuesta de la interacción 

de distintos mecanismos, es decir que su capacidad de evitar la acción de los fármacos es por medio 

de la acción de varios de sus mecanismos tanto intrínsecos como extrínsecos60,6. 
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2. 6 Principal función de los genes de resistencia emrA, arnA y marR 

 

El gen emrA está estrechamente vinculado a la resistencia a fármacos como: dinitrofenol, ácido 

nalidíxico, tiolactomicina, nitroxolina entre otros. Se presenta comúnmente en bacterias Gram 

negativas  principalmente E.coli, Shigella, Klebsiella entre otras63,64. Este gen codifica una 

proteína de fusión de membrana(adaptador periplásmico)  que forma una bomba de flujo tripartita 

(EmrAB-TolC) que  permite la expulsión de compuestos hidrofóbicos, proporcionando la unión 

entre EmrB y TolC,la proteína se encuentra anclada en la membrana interna  gracias a una hélice  

α N-terminal y contiene un sitio de unión al fármaco.La presencia y sobreexpresion de bombas de 

expulsión como la EmrAB-TolC se considera un mecanismo intrínseco de bacterias Gram 

negativas63,64. 

La resistencia asociada al gen arnA, se produce debido a la modificación del lípido A con 4-amino-

4-desoxi-L-arabinosa (Ara4N), lo cual desencadena resistencia a la polimixina y los poli péptidos 

microbianos catiónicos. Cumple con diversas funciones, comenzando por la del proceso 

biosintético del lípido A, en la cual se realizan las reacciones químicas y las vías que dan como 

resultado la formación del lípido A, el grupo glicolípido de los lipopolisacáridos bacterianos, que 

consta de cuatro a seis cadenas de acilo graso unidas a dos residuos de glucosamina60,65.  También 

está la función de proceso biosintético de lipopolisacáridos, donde se encuentran las reacciones 

químicas y las vías que dan como resultado la formación de lipopolisacáridos, sobre todo los 

relacionados y estructuralmente complejos de la membrana externa de las bacterias 

Gramnegativas. La hexamerización de las proteínas es otra capacidad de este gen, así como la 

respuesta al antibiótico y el proceso biosintético que da como resultado la formación de una UDP-

4-desoxi-4-formamido-beta-L-arabinopiranosa. Finalmente, reacciones químicas y las vías 

también dan lugar a la formación de UDP-D-xilosa, uridindifosfoxilosa, una sustancia compuesta 

de xilosa en enlace glicosídico con difosfato de uridina60,65. 

El gen marR participa en la activación de genes de resistencia a antibióticos y estrés oxidativo, ya 

que es un regulador transcripcional66. Las proteínas de la familia MarR se unen a reconocibles 

secuencias palindrómicas dentro de la región intergénica de genes de orientación divergente, lo 

que resulta en atenuación de la expresión génica al obstaculizar la unión de la ARN polimerasa al 
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promotor lo cual es una consecuencia común de la unión de la proteína MarR a genes y es cuando 

esta empieza a expresar aproximadamente sus siete genes para diversas proteínas relacionadas con 

la resistencia67. Controla indirectamente la expresión a la bomba de salida de múltiples fármacos 

por medio de la represión del operón marRAB este codifica en cascada al activador transcripciona l 

marA y la sobre expresión de este expresa en la misma cantidad la bomba de salida a múltip les 

fármacos AcrAB-TolC71,72 

 

3. Diseño metodológico 

3.1 Tipo de Investigación 

 

La presente investigación es mixta, teniendo en cuenta que es cualitativa, ya que parte del estudio 

se realizó por medio de la recolección de información referente a la bacteria Pseudomonas 

aeruginosa y parte de algunos genes de resistencia que hacen parte del resistoma. Además, una 

parte es cuantitativa puesto que la caracterización de los genes implicados se realizó por medio de 

análisis in silico o bioinformático. 

 

3.2 Enfoque de la investigación 

 

La investigación tiene un enfoque descriptivo, en la cual se realizó un análisis y descripción de los 

genes implicados en resistencia, identificados mediante la secuenciación del genoma completo de 

cepas de Pseudomonas aeruginosa con fenotipo multidrogorresistente (MDR) y se comparó con 

la información depositada en las bases de datos genómicas de libre acceso. 

 

3.3 Población y muestra 
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En cuanto al universo del estudio es el genoma de Pseudomonas aeruginosa. La población del 

estudio son los genes de resistencia a antibióticos en P. aeruginosa y como muestra se 

seleccionaron las secuencias de los genes emrA, arnA y marR de Pseudomonas aeruginosa con las 

cuales se realizó el análisis in silico. 

 

3.4 Técnicas y procedimientos 

3.4.1 Identificación 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 secuenciación 

del genoma completo de las  cepas MDR 03 y 04 de Pseudomonas aeruginosa  provenientes de 

dos aislados clínicos colombianos de pacientes en Unidad de cuidados intensivos (UCI) con 

diagnóstico de neumonía, la cual fue realizada por Romero y colaboradores en la Univers idad 

Federal de Santa Catarina, Brasil durante el año 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, basándose en los que 

compartían y los que no; se predijo la función biológica de cada familia de genes, de acuerdo con 

lo encontrado en las bases de datos bioinformáticas y bibliográficas 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 investigación con los cuales se hizo el 

estudio in silico37 

 

3.4.2 Comparación 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 secuenciación del genoma completo, se utilizó la plataforma BlastN 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/),  la cual  permite identificar la similitud, así como inferir la 
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función biológica y evolutiva  entre dos o más secuencias de nucleótidos 37, 46, 47. De igual forma, 

usando la herramienta BlastN, se identificaron secuencias ortólogas 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 múltiples y los anális is 

filogenéticos posteriores (Anexo 7). 

3.4.3 Análisis filogenético de los genes emrA, arnA y marR y sus ortólogos en otras especies 

 

Inicialmente, se realizó un alineamiento múltiple (alineación de secuencias múltiples MSA) con 

las secuencias MDR de las dos cepas mediante la herramienta web Clustal Omega 

(http://www.genome.jp/tools/clustalw/)37,48,49. Posteriormente, las secuencias de los tres genes 

estudiados se compararon con las secuencias ortólogas seleccionadas como punto de partida para 

realizar un análisis filogenético, para observar el comportamiento y las distancias evolutivas de los 

genes en las cepas de P. aeruginosa respecto de las demás secuencias analizadas por medio del 

Software Molecular Evolutionary Genetics Analysis (MEGA X). 37,46. La historia evolutiva se 

infiere utilizando el método de unión de vecinos (Neighbor joining), las distancias evolutivas se 

calcularon usando el método de máxima verosimilitud compuesta y están en las unidades del 

número de sustituciones de bases por sitio. Adicionalmente, el árbol 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 colapsadas37,46. 

 

3.4.4 Análisis de las secuencias de proteínas 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 nucleótidos de los tres genes estudiados se encontraron los marcos abiertos de 

lectura posibles que codifican para la proteína en cada uno de los genes y gracias a la herramienta 

ExPASy (https://www.expasy.org/) la secuencia proteica fue corroborada37,50,51. Una vez 

obtenidas las secuencias proteicas, se realizó un alineamiento múltiple entre las secuencias para 
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identificar presencia de mutaciones o cambios en los aminoácidos, teniendo como referencia la 

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

 

3.4.5 Predicción de estructura secundaria y terciaria de las proteínas 

 

A partir de la secuencia primaria de las proteínas, se predijo la estructura secundaria y terciaria 

utilizando las herramientas GOR IV e I-TASSER. Se usó la herramienta ProSA-web para validar 

la predicción de la estructura tridimensional. Lo anterior es de vital importancia para estudiar la 

evolución, estructura y función de las proteínas, lo cual es necesario conocer para realizar un 

adecuado diseño y búsqueda de fármacos cuando se quiere usar proteínas como posible blanco 

terapéutico37,48,53. 

 

4. Resultados 

4.1 Identificación 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 secuenciación con Illumina Miseq. Se clasificaron los genes 

teniendo en cuenta cuáles eran comunes a las dos cepas y cuáles eran propios de cada una (Tabla 

1). 

De acuerdo con el análisis de la función biológica de los genes en la bacteria por medio de la 

revisión de literatura, se eligieron tres genes de resistencia principales, para abarcar durante el 

estudio: emrA, arnA y marR. 
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Tabla 1. Genes presentes en cepas MDR 03 y 04 de P. aeruginosa. Se presentan con distintos 

colores los genes en común y propios de cada cepa de interés.  

 

 

4.2 Comparación 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 

comparó 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 múltiple del gen EmrA realizado con la cepa sensible PAO1 de P. 

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

secuencias estudiadas de MDR 03 y 04 (99,16 %), en comparación con Pseudomonas aeruginosa  

PAO1(Fig 1). 
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Adicionalmente, se encontraron 10 posiciones de cambios en los nucleótidos. Se presentaron 

mutaciones de tipo sustitución, donde el 80 % fueron por transición y el 20 % por transversión. 

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

aminoácido), 10 % mutaciones de cambio de sentido conservativas (cambio de nucleótido que 

genera un aminoácido con la misma naturaleza química) y, por último, el 20 % fueron mutaciones 

de cambio de sentido no conservativa (cambio de nucleótido que genera un aminoácido de distinta 

naturaleza química) (Fig 1, Tabla 2). 
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Figura 1. Alineamiento múltiple de secuencias de nucleótidos del gen EmrA en cepas de P. 

aeruginosa MDR 03, 04, y cepa de referencia o sensible P. aeruginosa PAO1 realizado por medio 

de programa Clustal Omega.  
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Tabla 2. Mutaciones tipo sustitución encontradas en el gen EmrA de cepas MDR 03 y 04 en 

comparación con la cepa de referencia PA01 de P. aeruginosa. 

 

4.2.2 Mutaciones en la secuencia del gen ArnA  

 

En el alineamiento múltiple 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 03 y 04, en 

donde existen 10 lugares clave de cambios de nucleótidos, 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 aminoácido resultante es de naturaleza química 

distinta, lo que puede conllevar a cambios en el funcionamiento del microorganismo. Asimismo, 

el 80% de mutaciones fueron por transición, es decir, con un cambio de nucleótido de la misma 

naturaleza química (purinas o pirimidinas) (Fig 3, Tabla 3). 
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Figura 2. Alineamiento múltiple de secuencias de nucleótidos 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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Tabla 3. 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. 

 

4.2.3 Mutaciones en la secuencia del gen MarR 

 

Con respecto a la comparación entre las cepas MDR 03, MDR 04 y de referencia PAO1, del gen 

MarR se encontraron dos lugares de cambio de nucleótidos en la posición 447 y 448, las cuales 

son sustitución por transversión y el 100 % fueron mutaciones silenciosas. Así mismo, se evidenció 

que las cepas MDR03 y MDR04 presentan una alta identidad (99,58%) con la cepa PAO1. (Fig 4, 

Tabla 4) 
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Figura 3. Alineamiento múltiple 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 mutación evidenciado en el nucleótido 447 y 

448. 

 

  

Tabla 4. Mutaciones tipo sustitución encontradas en el gen MarR de cepas MDR 03 y 04 en 

comparación con la cepa de referencia PA01 de P. aeruginosa. 

4.2.4 Comparación de secuencias ortólogas del gen emrA, arnA y marR 

4.2.4.1 Alineamiento múltiple de secuencias ortólogas del gen emrA 

 

El alineamiento múltiple de las secuencias ortólogas demostró que el gen EmrA de Pseudomonas 

aeruginosa MDR03 y MDR04 compartía 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 múltiple secuencias ortólogas gen arnA 

 

El alineamiento múltiple de las secuencias ortólogas demostró que el gen ArnA de Pseudomonas 

aeruginosa MDR03 y MDR04 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 múltiple secuencias ortólogas  gen MarR 

 

El alineamiento de las secuencias ortólogas demostró 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 permitió identificar múltiples sustituciones de nucleótidos, entre las 

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

cual se encuentra presente en las cepas MDR03 y 04 de P. aeruginosa a diferencia de los ortólogos 

(ver anexo 3). 

 

4.3 Análisis filogenético de los genes EmrA, ArnA y MarR 

 

Se observó que el gen EmrA de las cepas MDR 03 y 04 de Pseudomonas aeruginosa presentan un 

distanciamiento evolutivo en comparación con los ortólogos, sin embargo, ambas cepas presentan 

una alta similitud con Stenotrophomonas maltophilia (Fig 6A). Además, se evidencia que los 

microorganismos más alejados evolutivamente son E. coli y Shigella sonnei (Fig 5A). 
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Por otro lado, el árbol 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 más alejadas filogenéticamente, incluyen E. coli y Shigella sonnei (Fig 5B). 

 

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

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

evolutivamente son E.coli y Shigella sonnei (Fig 5C). 

 

 

 

Figura 4. Árboles filogenéticos de secuencias de los genes EmrA, ArnA, MarR de P. aeruginosa 

con relación a otras bacterias ortólogas. Se observa el análisis para el gen EmrA, ArnA y MarR en 

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

historia evolutiva de los genes y se construyó por medio del programa MEGA X. 



43 

 

 

4.4 Análisis de secuencias de proteínas codificadas por los genes emrA, arnA y marR 

4.4.1 Predicción de los marcos abierto de lectura y secuencias aminoacídicas de las proteínas  

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 proteínas que codifican los genes ermA, arnA y marR para las cepas MDR 03 y MDR 04, 

a través de la búsqueda de los marcos abiertos de lectura (ORF), se escogieron los ORF teniendo 

en cuenta que permitieran producir las proteínas de mayor longitud y completamente funciona les. 

Se encontró que para el gen EmrA de MDR 03y MDR04 se obtuvo una proteína de 394 

aminoácidos (Figura 6A). En cuanto al gen arnA de MDR 03 y MDR04 se obtuvo una proteína de 

662 aminoácidos (Figura 6B). Por último, en cuanto al gen MarR se obtuvo para ambas cepas una 

proteína de 164 aminoácidos (a.a) (Fig 6C). 

 
Figura 5. Marcos abiertos de lectura en el gen emrA, arnA y marR de Pseudomonas aeruginosa  

MDR 03 y MDR 04 obtenidos mediante Expasy. Se muestran los marcos de lectura abiertos (ORF) 

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

interés 

 

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

 

La comparación de las secuencias de la proteína codificada por el gen EmrA de P.aeruginosa  con 
la cepa de referencia PAO1 arrojó un porcentaje de identidad de 99,24 % para ambas cepas. 
Así mismo, se observó una sustitución de aminoácidos (Met 25 → Val, Val 194 → Iie, Asn 236  
→ Thr) tanto en MDR 03 como en MDR 04 (Fig 7). 
En cuanto a los ortólogos, 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). 

 

 

 

 

Figura 6. Alineamiento múltiple de secuencias aminoacídicas de la proteína EmrA de cepas MDR 

03 y 04 y cepa de referencia PAO1 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 

sustitución de aminoácidos evidenciados.  

4.4.1.2 Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos codificado por el gen arnA  
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Al realizar la comparación de secuencias del ArnA de las cepas MDR 03 y 04, relacionadas a la 

cepa de referencia PAO1 de Pseudomonas aeruginosa, se observó que hay un porcentaje de 
identidad de 99.50%, donde se evidencia una sustitución de aminoácidos (Cis 312 → Ser, Ser 
313→Cis, Iie 388→Val), en las cepas resistentes MDR (Fig.8).  

En cuanto a los ortólogos, se observó un porcentaje de identidad entre 66.51 y 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 múltiples sustituciones de aminoácidos, en 
la que destaca el cambio en la posición 20 del alineamiento y 18 de la secuencia (Ser 18 → Ala), 
presente en la cepa MDR 03 y 04, entre otros ortólogos (ver anexo 5) 

Adicionalmente, se evidencia la presencia de aminoácidos conservados ALA393, SER433, 

ASN492, ARG 510, GLN 514, VAL528, ASP615 y ARG 619 en todos los ortólogos y las cepas 

MDR (ver anexo 5)  
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Figura 7. Alineamiento múltiple de secuencias de aminoácidos de la proteína 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 señala con flechas negras la sustitución de 

aminoácidos evidenciados.  

4.4.1.3 Alineamiento múltiple de secuencias de aminoácidos codificadas por el gen marR  

En la comparación de secuencias del MarR de las cepas MDR 03 y 04, relacionadas a la cepa de 

referencia PAO1 de Pseudomonas aeruginosa, se observó que hay un porcentaje de identidad de 

100%. (Fig 9). 

En cuanto a los ortólogos, 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 evidenció la presencia 

de la mutación (GLU40) en las cepas MDR (ver anexo 6). 

 

Figura 8. 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) realizado por el programa 

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

4.5.  Predicción de las estructuras secundaria y terciaria de las proteínas EmrA, ArnA y 

MarR de P. aeruginosa MDR 03 y 04 

 

La predicción de la estructura secundaria de la proteína se realizó usando GOR IV, los resultados 

revelaron que la proteína 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 último, para MarR la 

predicción mostró un 58,33% Alfa hélice, 8,97% de cadena Beta (Figura 10). 
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Figura 9. 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. 

 

Los modelos tridimensionales de las proteínas en estudio, se obtuvieron por medio de I-TASSER 

donde para el caso de todas las proteínas de interés se escogió el primer modelo presentado, debido 

a sus puntajes de C-Score y TM-score que aseguran un alto 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±4.4Å. 

Adicionalmente según los resultados del TM-aling la proteína EmrA tiene una estructura similar a 

la proteína ErmA encontrada en E.coli (21,8%). (Fig 12 AI) Por otro lado, para ArnA se obtuvieron 

los C-Score: 1.11 TM-score: 0.87±0.07 y RMSD: 5,5±3.5Å. De igual manera en el TM-aling se 

obtuvo que tiene una estructura cercana a la proteína ArnA de E.coli (68,3 %) y a E.coli mutante 

R619M (77,2 %) (Fig 11 AII). 

 

Por último, para la proteína de resistencia a múltiples fármacos MarR, el modelo seleccionado 

presentó un C-Score: 0.07, TM-score:0.72±0.11 y RMSD: 4.7±3.1Å. En el análisis de 

alineamiento estructural (TM-aling) mostró 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 III) 
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Figura 10. 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 tridimensional de la proteína. B. Sitios de unión a los ligandos. 

 

En cuanto a la validación del modelo local, global y de estructura tridimensional de las proteínas 

de interés se obtuvieron puntuaciones Z de -4,69, -12,22 y-4,01 para EmrA, ArnA y MarR 

respectivamente, los cuales muestran que los modelos tienen una calidad razonable porque todos 

se encuentran dentro del rango de puntajes típicamente encontrados en proteínas nativas ya 

descritas en Protein Data Bank (PDB) y que poseen un tamaño similar, lo que se ve reflejado en 

la ubicación del punto negro en la gráfica, que puede presentarse más alejado dependiendo de la 

longitud de la proteína (Fig 12A). En la figura 12B se muestra los gráficos de energía de residuos 

de cada modelo, el cual se observa que la estructura tridimensional no tiene fracciones erróneas, 

ya que la mayor parte de las fluctuaciones se encuentran en la sección negativa, sin embargo, es 

importante recalcar que para el gráfico de energía 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 es una proteína transmembranal. Por último, 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 

mayoría de los residuos son de energía negativa (visualizados en color azul) y la cantidad de los 

residuos de energía positiva (visualizados en color rojo), no son representativos. 
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Figura 11. 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). 
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5. Discusión 

 

El objetivo de este estudio fue la caracterización in silico de los genes emrA, arnA y marR, por 

medio de bases de datos y herramientas bioinformáticas que permitieron el análisis de las 

secuencias de los genes de interés, debido a que basados en la literatura, la función biológica de 

éstos es relevante para el aumento de resistencia en bacterias Gram negativas como Pseudomonas 

aeruginosa 63,64,68. En E. coli, por ejemplo, la sobreexpresión del EmrA está relacionada con un 

aumento en la resistencia a la nitroxolina al provocar un aumento de actividad de la bomba MDR 

EmrAB-TolC 68.  

 

Con respecto al gen ArnA, este se ha visto involucrado en  resistencia principalmente  porque  

modifica la estructura del lípido A, uno de los principales componentes (de naturaleza hidrófoba) 

de los lipopolisacáridos presentes en la membrana de bacterias Gram negativas65,69. 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 inactivación produce la sobreexpresión de MarA que va a 

genes diana en la bacteria activando una mayor expresión de la bomba de salida AcrAB-TolC  y 

así provocando la liberación  de antibióticos70,7. 

  

Referente a lo encontrado al realizar el alineamiento múltiple de secuencias de nucleótidos en 

relación con la cepa de referencia PAO1, se evidenció la presencia de mutaciones de cambio de 

sentido en emrA y arnA, lo cual se vio reflejado en el alineamiento de secuencias aminoacíd icas 

de las proteínas (M25V, V194I, N236T en el caso de las observadas en emrA) (C312S, S313C, 

I388V según lo encontrado en la proteína 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 proteína. Comúnmente se asocia con alteraciones en la longitud de ésta, cambios 

fisicoquímicos y en la composición de su estructura tanto secundaria como terciaria, lo que puede 

resultar en una proteína no funcional que interrumpe los procesos bioquímicos de la célula83.   

 

Por otro lado, al realizar la comparación de las secuencias de nucleótidos de cepas resistentes con 

otros organismos ortólogos se evidenció múltiples cambios en los nucleótidos, entre los cuales se 
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destacó el cambio en la posición 346 (G → T) en el gen MarR presente en MDR03 y MDR04. 

Esta mutación había sido registrada en E.coli tolerante al ciclohexano, donde se afirmó que estaba 

implicada en la sobreexpresión de la bomba de salida AcrAB-TolC y por lo tanto aumentaba la 

resistencia a solventes orgánicos como el ciclohexano70,71.  

 

Adicionalmente, en la proteína ArnA predicha se encontró una sustitución de aminoácidos (S18A) 

que ya previamente ha sido reportada en Klebsiella pneumoniae, la cual estaba involucrada en el 

cambio de la ruta del lípido A-Ara4N, que provoca un aumento en la carga negativa en la 

membrana externa, lo que reduce su afinidad para interactuar con antibióticos catiónicos, como la 

colistina72.  

 

Es importante resaltar que los aminoácidos en sus respectivas posiciones ALA393, SER433, 

ASN492, ARG 510, GLN 514, VAL528, ASP615 y ARG 619, corresponden a sitios activos de la 

proteína en P. aeruginosa, fueron descritos previamente en bacterias como Erwinia amylovora, 

Salmonella, Yersinia pestis, y E. coli.73.  

 

Nuestros hallazgos respecto de las mutaciones encontradas en la proteína MarR de las cepas de P. 

aeruginosa (GLU40) se corroboran con los reportes hechos previamente en cepas de Enterobacter 

spp. y E. coli74, esta mutación en el auto represor MarR genera la sobreexpresión de MarA que es 

una proteína de unión al ADN y un activador transcripcional de múltiples regulones de resistencia 

a antibióticos y superóxido. Ya que las mutaciones en MarR causan que este no se logre unir al 

ADN objetivo, es decir al operón MarRAB, no se puede reprimir la expresión de MarA, ya que es 

el operón MarRAB quien lo codifica, entonces se genera una sobre expresión de marA, el cual 

regula positivamente las bombas de salida a múltiples fármacos AcrAB aumentando así la 

resistencia a los antibióticos en especial a fluoroquinolonas y carbapenémicos 79,80,81. 

 

Por medio del programa GOR IV se predijo la estructura secundaria de las proteínas deducidas de 

los genes, en el caso de la proteína de exportación EmrA presenta un dominio periplásmico 

formado por una gran hélice α, que comprende los residuos (88-210) intercalada por una estructura 

de hoja β en los extremos N y 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 composición similar , ya que la  hélice 

α estaba compuesta por los residuos 96-213, también, intercalada por una estructura de hoja β en 

los extremos N y C.82 Por otro lado, la proteína represora de MarR en el presente estudio en P. 

aeruginosa se observó un dominio al ADN globular en los residuos (36-97) compuesto por hélice 

α, en comparación con resultados anteriores en E. coli donde los residuos (36-97) se encuentran 

en la unión al dominio globular de hélice α con una lisina, dicho pliegue abarca las hélices 3-4 

formado un hélice - giro - hélice .74 

 

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 predicción de la estructura, es decir, que evalúa la calidad del modelo, 

los puntajes normalmente oscilan entre -5 y 2 en donde entre más alto sea el puntaje mayor calidad 

y confianza tiene el modelo evaluado77. 

 

En cuanto al TM score, se afirma que debe ser >0.5 para que el modelo tenga una topología correcta 

y aquellos < 0.17 significa que la similitud entre las estructuras es aleatoria. Los puntajes obtenidos 

para TM score de dos modelos están dentro del rango permitido, por lo que apoya el hecho de la 

buena calidad de las predicciones77. Adicionalmente, en la validación de la estructura 3D por 

medio de ProSa-Web, según los puntajes obtenidos (-4,69, -12,22 y -4,0 para ErmA, ArnA y MarR 

respectivamente), se considera que los modelos tienen una buena calidad debido a que se 

encuentran dentro del rango de puntajes típicamente encontrados en proteínas nativas ya descritas 

en Protein Database (PDB) y que poseen un tamaño similar78. Se encontró en el gráfico de energía 

de los residuos de la proteína deducida de emrA que existían fluctuaciones en la parte positiva de 

esta, que podrían corresponder a regiones que atraviesan la membrana, como también se presenta 

en la proteína transportadora ABC de multidrogas Sav1866 de Staphylococcus aureus75. 

 

Los resultados encontrados en este estudio, sirven de base fundamental para seguir en la búsqueda 

de alternativas terapéuticas contra la bacteria multidrogorresistente P. aeruginosa, ya que 

proporcionan información pertinente para continuar con el diseño racional de fármacos, por medio 

de la búsqueda de inhibidores de las proteínas codificadas por los genes de interés, con el uso de 
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metodologías 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 (PAO1), sin embargo, tienen mutaciones, lo que podría justificar la resistencia 

presentada relacionada a los genes estudiados en la bacteria Pseudomonas aeruginosa, con 

excepción del gen MarR, que presenta mutaciones silenciosas, éstas cumplen la misma función, 

por lo que no se ve alterada. 

 

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. 

 

Finalmente, se evidencia la importancia de los estudios in silico, ya que basados en el análisis por 

medio de bases de datos y herramientas bioinformáticas, se puede predecir la estructura completa 

de una proteína con buena puntuación de confiabilidad, y de allí determinar los puntos clave, que 

podrían ser empleados como objetivos para la búsqueda de posibles compuestos inhibidores que 

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

1. Alineamiento múltiple de secuencias nucleotídicas del gen EmrA con los organismos ortólogos 

Stenotrophomonas maltophilia, Hafnia paralvei, Klebsiella oxytoca, E.coli, Shigella sonnei, 

Salmonella bongori, Citrobacter youngae, Proteus mirabilis y Morganella morganii. 
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2. Alineamiento múltiple de secuencias nucleotídicas 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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3. Alineamiento múltiple de secuencias de nucleótidos 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 sustituc ion 

de nucleótidos presente en la posición 361 del alineamiento. 
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4. Alineamiento múltiple de secuencias de aminoácidos deducidas de ErmA de Pseudomonas 

aeruginosa, MDR03 y 04 y otros organismos ortólogos. Se muestra la identidad fondo color.   
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5. 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 

aminoácidos (S18A) en la posición 20 del alineamiento. Con flechas negras se señalan los 

aminoácidos conservados.  
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6. 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 aminoácidos en la posición 63 del alineamiento. 
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7. Número de acceso del Genbank de cada ortólogo seleccionado para cada gen de interés (emrA, 

arnA, marR de Pseudomonas aeruginosa MDR 

7.1 Ortólogos seleccionados para el gen emrA 

 

 

7.2 Ortólogos seleccionados para el gen arnA 
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7.2 Ortólogos seleccionados para el gen marR 

 

 


