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En los altimos afios Stenotrophomonas maltophilia ha
emergido como patdgeno nosocomial oportunista multi-
rresistente que puede ocasionar importantes infecciones
en pacientes inmunodeficientes y en inmunosuprimidos,
aumentando cada afio el ndmero de aislamientos en todo
el mundo (Brooke, 2014). Generalmente estad asociada a
infecciones del tracto respiratorio pero también puede cau-
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sar bacteremia e infecciones localizadas. Los pacientes con
fibrosis quistica también son colonizados/infectados por
S. maltophilia. En Espafia existe poca informacién sobre el
papel de esta bacteria en las infecciones nosocomiales pero
un estudio retrospectivo relativamente reciente, mostrd que
S. maltophilia es uno de los 15 patégenos microbianos mas
comunes en infecciones nosocomiales (EPINE, 2013), aun-
que lo mas alarmante de estos estudios es el incremento de
cepas resistentes a maltiples drogas (MDR).



Actualmente se conoce poco acerca de los principales
mecanismos de virulencia de S. maltophilia y, aunque com-
parte algunos factores de virulencia con Pseudomonas aeru-
ginosa, el potencial de virulencia de las principales cepas
circulantes se desconoce. Entre otros factores de virulencia
expresa la fimbria tipo Iy el flagelo produce y secreta un
amplio rango de enzimas, incluyendo DNasa, RNasa, fibro-
lisina, lipasas, proteasas y esterasas (Crossman, 2008). La
formacion de biofilm por esta bacteria nosocomial es uno
de sus principales mecanismos de virulencia y resistencia.
Mucho mas recientemente se ha identificado una molécula
llamada «diffusible signal factory (DSF) que parece asu-
mir el control de la expresion de factores de virulencia y
resistencia antimicrobiana actuando como un sefializador
del contacto célula-célula y sensor de la densidad celular
(quorum sensing, QS). Tanto la formacién de biofilm como
la requlacion de los mecanismos de QS influyen, ademas
de en la virulencia, en el abanico de resistencias que cada
vez mas poseen estos organismos oportunistas.

El sistema de QS descrito con anterioridad para S. mal-
tophilia, se fundamenta en el DSF, un &cido graso, como
molécula sefial (Deng et al, 2011). La sintasa de DSF es la
RpfF, una enoil-CoA hidratasa incluida en el claster rpf. Este
clister codifica para todos los componentes necesarios para
la sintesis y la deteccion del DSF, como la proteina RpfC,
que tiene un dominio sensor de DSF y un dominio efector.
Este complejo bloquea la produccién de DSF tanto a nivel
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de DNA, controlando la expresion de rpfF, como a nivel de
proteina, bloqueando el dominio catalitico de la RpfF a
través del dominio REC de la proteina RpfC . Sin
embargo, los mecanismos implicados en la regulacion del
sistema DSF en S. maltophilia son poco conocidos. Ademas,
el mecanismo de QS mas estudiado en las proteobacte-
rias, que utiliza como molécula sefial las llamadas N. acil
homoserina lactonas (AHLs), no habia sido descrito con
anterioridad en S. maltophilia.

Nuestro grupo esta inmerso en un proyecto que se pro-
pone la blsqueda y estudio de determinantes de virulencia
en S. maltophilia, profundizando en el conocimiento fun-
cional de los procesos de patogénesis de esta bacteria. En
particular, nos enfocamos en procesos fisioldgicos no esen-
ciales y de elementos reguladores de la expresion génica
como determinantes intrinsecos de virulencia, teniendo el
fendmeno de quorum sensing como objetivo principal. Con
un enfoque pan-genémico pretendemos descubrir nuevos
factores de virulencia que si bien no pertenezcan a procesos
celulares esenciales, estén conservados en todas las cepas,
para un futuro disefio de estrategias antimicrobianas de
amplio espectro.

A partir de los genomas de S. maltophilia disponibles
en las bases de datos, y secuencias genémicas parciales de
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Sistemas de quorum sensing en Stenotrophomonas maltophilia. En rojo se muestra el sistema basado en la molécula AHL (el gen
para una AHL-sintasa no ha sido descrito aun) y en azul el sistema basado en la molécula DSF. Ambos sistemas, mediante moléculas
reguladoras, modifican la expresion de genes especificos de QS, muchos de ellos involucrados en fenotipos relacionados con la
virulencia. Las células pueden tener el cluster rpf de tipo 1 o de tipo 2, con distintos pares de genes rpfF/rpfC (ver texto). En la
membrana se representa el complejo formado por RpfC y RpfF y la proteina reguladora RpfG. Probablemente ambos sistemas rpf
estén involucrados en la sintesis, percepcién o la regulacién de moléculas sefalizadoras diferentes.
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aislados clinicos obtenidas por nuestro grupo (Huedo et al,
2014a), hemos observado, en primer lugar, la presencia de
dos variantes distintas del la sintasa RpfF, RpfF-1 y RpfF-
2 (Huedo et al, 2014b). De las cepas analizadas hasta el
momento, aproximadamente el 60% contienen la RpfF-1
mientras que el 40% restante posee la RpfF-2. Ademas, cada
variante RpfF tiene asociada una RpfC. Utilizando un bioen-
sayo con una cepa reportera, hemos constatado que sélo
las cepas pertenecientes al grupo con la variable RpfF/C-1
presentan actividad DSF (Huedo et al, 2014b). La caracte-
rizacion fenotipica realizada en los aislados hospitalarios
sugiere que la pertenencia a una poblacién con una variante
u otra (RpfF/C-1 o RpfF/C-2) tiene implicaciones en la viru-
lencia. Esto se ha validado en ensayos de infeccién en pez
cebra (Danio rerio) asi como con el gusano Caenorhabditis
elegans, dos modelos animales que han sido estandarizados
en nuestros laboratorios para S. maltophilia (Huedo et al,
2014b y Ferrer-Navarro et al, 2013). Mediante el uso de
mutantes especificos se ha confirmado la implicacion de
dicho sistema en la virulencia, en la motilidad bacteriana y
en la formacion de biofilm. Ademas hemos demostrado que
la represion de la sintesis de DSF en las cepas con la varian-
te RpfF/C-2 se debe a que su RpfC solo se activa cuando
detecta el propio DSF. Sin embargo, en las cepas del tipo
RpfF/C-1, RpfC es mas promiscua. La diversidad del sistema
de QS basado en DSF en S. maltophilia abre la puerta a la
idea de que posiblemente ambas variantes RpfF sinteticen
moléculas distintas, e impliquen una regulacién propia. En
este supuesto, estariamos delante de un nuevo sistema de
comunicacion celular basado en moléculas lipidicas tipo DSF.

Ademas, nuestro laboratorio esta trabajando también
en el estudio de sistemas de QS basado en AHLs en S. mal-
tophilia. Asi, y contrariamente a lo reportado en la biblio-
grafia, hemos sido capaces de detectar la produccion de
moléculas tipo AHL a partir de concentrados de sobrena-
dantes de cultivos. Mediante bioensayos con cepas repor-
teras y posterior analisis quimico, hemos identificado mas
de un tipo de molécula de AHL. Este descubrimiento supone
un avance importante y un buen punto de partida para
determinar la posible implicacion de este nuevo sistema
de comunicacion celular en la regulacién de la virulencia
en S. maltophilia. Asi, S. maltophilia se suma al grupo de
bacterias que presentan ambos sistemas de QS: el basado
en las moléculas DSF y el basado en moléculas AHL

. Actualmente, y mediante la combinacion del analisis in
silico de los genomas secuenciados con la caracterizacion
de mutantes en genes especificos, se buscan las posibles
sintasas que participan en la produccién de estas AHLs.

Paralelamente al estudio de los sistemas de QS, nuestro
grupo, en colaboracion con diferentes hospitales, participa
en la caracterizacion fenotipica y genotipica de aislados
clinicos de S. maltophilia. Los perfiles genéticos (datos de
MLST) y datos clinicos de las cepas se correlacionan con sus
fenotipos relacionados con la resistencia y la virulencia, en
particular el mecanismo de QS. De este modo se seleccionan
cepas modelo para posteriores estudios comparativos. Por
ejemplo, la comparacion proteémica de tres cepas clinicas
de S. maltophilia con una cepa atenuada identificé posibles

NUMERO

nuevos factores de virulencia dentro de los que se incluyo
Ax21, una proteina regulada por el QS (Ferrer-Navarro et al,
2013). Ademas contamos con plataformas bioinformaticas
que permiten hacer estudios de genémica comparada para
la basqueda de nuevas dianas de drogas antibacterianas
(Panjkovich, 2014) o proteinas inmunogénicas. Mediante
genémica comparada hemos identificado 357 genes exclu-
sivos de una cepa clinica virulenta de S. maltophilia, entre
los que se encuentran posibles factores de virulencia (Hue-
do et al, 2014a).

La caracterizacion molecular y funcional de nuevos fac-
tores de virulencia en S. maltophilia deben sentar las bases
que permitan desarrollar estrategias eficaces en el control
de las infecciones causadas por este patdgeno emergente.
La busca de inhibidores de los diferentes sistemas de QS
forma parte de las estrategias actuales de disefios de drogas
antibacterianas. Esto ha abierto las puertas al disefio de
drogas «inteligentes» que afecten la virulencia de los pato-
genos pero que no creen resistencias. EL uso de la genémica
comparada permitird también descubrir mecanismos nuevos
de resistencia a drogas antibacterianas, que es también
unos de los objetivos principales de nuestro grupo.
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