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Nuestro grupo estudia desde hace mas
de 20 arios los mecanismos de resistencia a
antibidticos en bacterias patégenas Gram-po-
sitivas, especialmente Streptococcus pneu-
moniae (SPN), mediante una combinacion
de estudios moleculares basicos y otros mas
aplicados (epidemiologia, emergencia in vivo
de resistencia durante el tratamiento antibio-
tico), incluyendo tanto antimicrobianos utili-
zados para el diagndstico (optoquina) como
otros utilizados en el tratamiento de infec-
ciones (principalmente las fluoroquinolonas
levofloxacina y moxifloxacina), o no utilizados
todavia como la seconeolitsina. Los objetivos

del grupo son conocer las bases molecula-
res de la accion de antimicrobianos asi como
buscar nuevos compuestos y nuevas dianas
de accion. El grupo esta formado actualmente
por un Investigador Cientifico del CSIC (Adela
Gonzalez de la Campay), dos Cientificas Titu-
lares del ISCIIl (Maria José Ferrandiz y Monica
Amblar), una profesora contratada doctor de
la UCM (Maria Teresa Garcia), una contratada
predoctoral (Miriam Garcia Lopez) y una estu-
diante TFG (Patricia Rabanal).

En los ultimos diez afios nos hemos cen-
trado en el estudio de la organizacion topo-
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ldgica del cromosoma de SPN, un aspecto
fundamental para el desarrollo de nuevos
antimicrobianos y para la mejora del trata-
miento antibidtico. El cromosoma presenta
una compactacion (de hasta 1000-veces)
Optima para armonizar su replicacion, segre-
gacion cromosomica y expresion génica.
Dicha compactacion esta mediada tanto por
el nivel de superenrollamiento del DNA (SC)
como por la asociacion de proteinas de union
al nucleoide (NAPs). El nivel de SC en SPN
depende principalmente de las actividades
enzimaticas de sus DNA topoisomerasas,
alcanzandose un equilibrio homeostatico por

21



25 ANOS DEL GRUPO DE MICROBIOLOGIA MOLECULAR

22

SEM@FORO NUM. 68 | DICIEMBRE 2019

las actividades opuestas de las topoisome-
rasas que relajan el DNA (topoisomerasas | y
IV), y de la girasa, que introduce SC negativo.
Las fluoroquinolonas (FQs) inhiben la girasa y
la Topo IV formado un complejo ternario enzi-
ma-DNA-FQ que produce roturas de cadena
doble. La resistencia a FQs se origina prin-
cipalmente por la alteracion de sus dianas
moleculares, bien por mutacion puntual o
por transferencia horizontal intragspecifica o
interespecifica con estreptococos comensa-
les. La expulsion de FQs fuera de la célula
juega también un papel en la resistencia en
SPN. Hemos demostrado que alteraciones
en una estructura de tipo tallo-lazo localiza-
da en posicion 3'de patAB, que codifica un
transportador de tipo ABC, confieren expre-
sion aumentada de dichos genes e incremen-
to de la resistencia a FQs.

El genoma de SPN es relativamente
pequeino (~2 Mb para SPN frente a ~4.6
Mb para Escherichia col)), rico en AT (60%),
y codifica muy pocas NAPs. Nosotros hemos
caracterizado la proteina HU, la tnica NAP
clasica descrita en SPN, que contribuye a la
compactacion cromosomica. El cromosoma
Se organiza en varios niveles de compacta-
cion seguin el tamao de las unidades que los
constituyen: macrodominios (rango de mega-
base) y dominios de SC (rango de Kb, bucles
aislados). La disponibilidad de farmacos que
inhiben cada una de las topoisomerasas de
SPN, nos ha permitido analizar el transcrip-
toma de SPN en condiciones de cambio local
0 global del nivel de SC y definir dominios
de SC, cuyos genes presentan transcripcion
coordinada y funciones similares. Las FQs
producen cambios locales del SC que inducen
alteraciones en el transcriptoma que afectan
al 5.2% (levofloxacina) y 6.5% (moxifloxa-
cina) del genoma. Ambas FQs, mediante la
regulacion de la transcripcion de rutas meta-
bélicas diferentes, producen un incremento
de especies reactivas de oxigeno (ROS) que
contribuyen a la letalidad, de acuerdo con
el modelo general de accion de antibidticos
bactericidas. Estas ROS son fundamentales
en el efecto post-antibidtico de las FQs. Por
otra parte, la induccién de cambios globales

en SC por novobiocina (inhibidor de GyrB), o
por seconeolitsina (inhibidor de Topo I), nos
ha permitido definir dominios de SC. Los
cambios globales del SC incluyen la regu-
lacién de los genes de sus topoisomerasas:
su disminucion activa la transcripcion de los
genes de la girasa (gyrA, gyrB) € inhibe los
de la de Topo IV (parEC) y 1a Topo | (topA);
el aumento del SC regula la expresion de
topA. La disminucion del SC afecta al 37%
del genoma, con >68% de los genes agru-
pados en 15 dominios. El incremento del SC
afecta al 10% del genoma, con 25% de los
genes agrupados en 12 dominios. Los domi-
nios definidos en estas situaciones opuestas
solapan en su mayoria, lo que indica que el
cromosoma esta organizado en dominios de
SC con localizacion fija. Segun su respues-
ta a disminucion de SC, el cromosoma de
SPN esta organizado en 5 tipos de domi-
nios: activados (UP), inhibidos (DOWN), no
regulados con posicion conservada (pcNR),
no regulados con posicion variable (pvNR),
y ricos en AT (ATr). El contenido en AT en el
genoma se correlaciona con los dominios,
siendo mas alto en los dominios UP que en
los DOWN. Los dominios ATr contienen los
genes menos transcritos y podrian tener una
funcion estructural. Los genes de los dife-
rentes dominios muestran caracteristicas
funcionales especificas, lo que sugiere que
han estado sometidos a una presion selec-
tiva de caracter topoldgico que ha llevado a
definir la localizacion de genes implicados
en metabolismo, virulencia y competencia.

En cuanto a la regulacion del SC, la trans-
cripcion de gyrBy topAen SPN esta regulada
por su localizacion estratégica en el cromoso-
ma en dominios: topA en un dominio DOWN
y gyrB en un dominio UP. Sin embargo, la
transcripcion de parECy de gyrA depende de
sefales especificas en sus regiones promo-
toras. La regidn promotora de gyrA presenta
una curvatura intrinseca que acttia como un
activador per sey es un sensor del nivel de
SC, que regula su transcripcion. Ademas,
Topo | se une a la curvatura del promotor de
gyrA. Por tanto, Topo |, cuya transcripcion esta
regulada por niveles de SC, parece ser el ele-

SEMaloro

mento clave en la regulacion de la expresion
de gyrA.
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