CARTAS CIENTIFICAS

Expresion de porinas en Pseudomonas
aeruginosa formando biocapas en
sondas urinarias de latex siliconizado

Sr. Editor: Pseudomonas aerugino-
sa es una causa importante de infec-
cion del tracto urinario en pacientes
sondados. Esta bacteria coloniza y pro-
duce biocapas en la superficie de las
sondas urinarias. El biomaterial méas
frecuentemente usado en la fabrica-
cion de sondas urinarias es el latex si-
liconizado (SLS). En su manufactura
se utilizan sales de cinc como acelera-
doras del proceso de vulcanizacién. Es-
tudios in vitro han demostrado que el
cinc se libera (lixivia) de las SLS y de-
termina una disminucién de la activi-
dad de los carbapenemes frente a bac-
terias plancténicas2. Este efecto se
asocia a cambios en el perfil de pro-
teinas de membrana externa del mi-
croorganismo (OMP), caracterizados
fundamentalmente por la pérdida de
OprD-2 y la expresién de OprD-32. El
cinc lixiviado también determina una
sobreexpresiéon de la bomba de me-
tales pesados CzsCBA?®. La sobreex-
presién de CzsCBA y la represion
de OprD estan mediadas simultdnea-
mente por el regulador CzcR. Este fe-
némeno es reversible a las concentra-
ciones de cinc que se alcanzan en los
lixiviados de SLS (= 40 mg/1). La expo-
sicién de P. aeruginosa a concentra-
ciones 40 veces superiores a las al-
canzadas en los lixiviados de SLS es
capaz de seleccionar mutantes esta-
bles resistentes tanto a metales pesa-
dos como a carbapenems. Todos estos
estudios se han realizado con bacterias
plancténicas incubadas en lixiviados
de sondas de latex o en caldo conte-
niendo diferentes concentraciones de
cinc, pero se desconoce si este fenéme-
no se reproduce en bacterias sésiles lo-
calizadas en la superficie de SLS. El
objetivo de este estudio ha sido deter-
minar la relevancia de este fenémeno
en biocapas de P. aeruginosa sobre
SLS.

Las biocapas bacterianas se forma-
ron mediante la incubaciéon durante
24 h a 37 °C de 50 segmentos de 1 cm
de SLS (2-way paediatric silicone
coated latex Foley catéter 8FR/CH,
Kendall CO, Malasia) en placas de Pe-
tri con 50 ml de caldo Miieller-Hin-
ton inoculado con 5 x 105 UFC/ml de
P. aeruginosa PAO1. Tras la incuba-
cién, todos los segmentos se lavaron
cinco veces con tampén fosfato 0,1 M,
pH 7,2, con objeto de eliminar las bac-
terias plancténicas y se traspasaron a
tubos con 1 ml de tampén fosfato.
Para desprender las bacterias adheri-
das, los segmentos de SLS se sonica-
ron 2 min en un bafio de ultrasonidos
a 40 kHz. Tras la sonicacién se elimi-

naron los segmentos y la suspensién
bacteriana resultante se utilizé en
posteriores experimentos.

Para conocer si el cinc se acumula-
ba en las biocapas bacterianas, la sus-
pensién bacteriana resultante de des-
pegar las biocapas fue autoclavada y
la concentracién de cinc se determiné
mediante espectroscopia de emisién
atémica en plasma de acoplamiento in-
ductivo (ICP-AES). Como control se
utilizaron segmentos de SLS sin bioca-
pas procesados de la misma forma. Los
experimentos se realizaron por tripli-
cado. Los valores de cinc alcanzados en
las biocapas fueron de 1,67 * 0,32 pg/g
de sonda, muy similares a los del con-
trol (1,88 £ 0,27 pg/g de sonda). Estos
datos indican que aunque las concen-
traciones de cinc a las que se exponen
las biocapas bacterianas son elevadas,
éste no se concentra de manera espe-
cial en las mismas.

Para el estudio del perfil de OMP ex-
presado en las biocapas, la suspensién
bacteriana resultante de la disgrega-
cién de las biocapas fue sometida a so-
nicacién para romper las células, y ul-
tracentrifugacién para obtener sus
membranas. La purificacién de OMP
se realiz6 mediante tratamiento de
las membranas con lauril sarcosinato
y posterior ultracentrifugacion y el
perfil de OMP se determiné mediante
SDS-PAGE con 10% (peso/vol) de ar-
crilamida y 0,1% de bis-acrilamida
(peso/vol) en el gel separador (fig. 1).
El patréon de OMP expresado por las
biocapas en SLS resulté idéntico al
observado en bacterias plancténicas
crecidas caldo de Miieller-Hinton suple-
mentado con cloruro de cinc (concen-
tracion de cinc en el medio: 40 mg/l), ca-
racterizado por la pérdida una OMP
compatible con OprD y la expresion de
una nueva OMP de unos 50 kDa. La
caracterizacion de la OMP desapareci-
da y de la nueva OMP expresada por
las biocapas en SLS y por las bacterias
crecidas en caldo de Miieller-Hinton
suplementado con cinc se realiz6 me-
diante espectrometria de masas MAL-
DI-TOF tras digestion con tripsina de
las bandas correspondientes del gel de
SDS-PAGEZ2. El andlisis comparativo
de las secuencias inferidas con el geno-
ma de PAO (PA2505; http://pseudomo-
nas.com) permitié identificar la OMP
desaparecida fue identificada como
OprD-2 y la nueva OMP como OprD-3.

En conclusion, las bacterias que for-
man parte de biocapas de P. aerugino-
sa PAO1 en sondas urinarias de latex
siliconizado no expresan OprD-2, pori-
na responsable de la entrada de carba-
penemes a esta bacteria. Como se ob-
servé en bacterias plancténicas, este
fenémeno se debe a la presencia de al-
tas concentraciones de cinc en la su-
perficie del biomaterial.
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Figura 1. SDS-PAGE de OMP expresadas por
Pseudomonas aeruginosa PAOL. 1. Marcador de
Pm. 2. Bacterias plancténicas en caldo de Miie-
ller-Hinton. 3. Bacterias planctdnicas en caldo de
Mieller-Hinton suplementado con 40 mg/l de
cinc. 4. Biocapas bacterianas sobre SLS. Flecha
blanca: OprD2. Flecha negra: OprD3. Las OMP
fueron identificadas mediante espectrometria de
masas MALDI-TOF tras digestién con tripsi-
na de las bandas correspondientes del gel de
SDS-PAGE, y comparacién de las secuencias in-
feridas con el genoma de PAO.

Parte de este estudio se present6 en
el 15t European Congress of Clinical
Microbiology and Infectious Diseases.
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