ACTUALIZACION

MECANISMOS DE RESISTENCIA
EN PSEUDOMONAS AERUGINOSA.:
ENTENDIENDO A UN PELIGROSO ENEMIGO

Carlos Andrés Gémez Alvarez', Aura Lucia Leal Castro?
Maria de Jesus Pérez de Gonzalez®, Myriam Lucia Navarrete Jiménez*

1. Estudiante VIl semestre, Linea de Profundizacion Resistencia Antimicrobiana, Facultad de Medicina,

Universidad Nacional de Colombia Bogota.

2. Profesora Asistente, Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de

Colombia Bogota

3. Profesora Asistente, Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de

Colombia Bogota

4. Profesora Asistente, Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad Nacional de

Colombia Bogota

*

Correspondencia: allealc@unal.edu.co

Resumen

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram
negativo no fermentador, ampliamente relacio-
nado con la infeccidon nosocomial. Este tipo de
infecciones se presentan en pacientes severa-
mente comprometidos, hospitalizados especial-
mente en unidades de cuidado intensivo, donde
existe una alta presion de seleccion de resisten-
cia por parte de los antibioticos. Estas infeccio-
nes nosocomiales tienen implicaciones en el pro-
noéstico del paciente, los costos del tratamiento,
la estancia hospitalaria, la morbilidad y la morta-
lidad. Es importante que en cada institucion hos-
pitalaria se mantenga una estrecha vigilancia de
los perfiles de resistencia de esta bacteria, con
el fin de reconocer sus mecanismos de resisten-
cia, su evolucion y la forma de transferencia.
En este sentido, un concepto como “la lectura
interpretativa del antibiograma” se impone y
ayuda al clinico a inferir los posibles mecanis-
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mos de resistencia que exhibe la bacteria para
de esta manera orientar el uso de la terapia
antibidtica y avanzar en el gran desafio que im-
plica enfrentar las consecuencias de la infec-
cion por P. aeruginosa.

Palabras claves: Pseudomonas aeruginosa,
mecanismos de resistencia, bombas de expul-
sion, porinas, [3-lactamasas, antibioticos meca-
nismo de defensa.

Summary

Pseudomonas aeruginosa is a Gram-negative
fermentative bacilli related with nosocomial
infections. This kind of infections is more frequent
in critical ill patients, specially in intensive care
units, where a high pressure selection is ejerxed.
Nosocomial infections are associated with poor
prognosis, increased treatment cost, cubed
length, morbidity and mortality. Each health care
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institution might establish antimicrobial resistance
surveillance in order to recognize antimicrobial
resistance mechanisms, and transference of
resistance of this pathogen.

In the other hand, concepts as “interpretative
reading” help the clinician to infer the possible
mechanisms involved and in this way guide the
antimicrobial therapy in order to boarding the
challenge of this kind of infections.

Key words: pseudomonas aeruginosa,
resistance mechanisms, expulsion pumps,
porines, B-lactamases, antibiotics, defense
mechanisms.

Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram
negativo, no fermentador, que se comporta ba-
sicamente como un patdégeno nosocomial opor-
tunista. Sus minimos requerimientos nutricio-
nales, su tolerancia a una amplia variedad de
condiciones fisicas y su resistencia intrinseca a
un gran nimero de antibidticos, explican su pa-
pel ecologico como un importante y eficaz pato-
geno intrahospitalario (1). Aunque se ha detec-
tado como parte de la flora normal corporal, rara
vez causa enfermedad en individuos sanos.

En la mayoria de los casos, la infeccion comien-
za con alguna alteracion de los mecanismos de
defensa del huésped; esto puede involucrar la
disrupcion en la integridad de barreras fisicas
como catéteres urinarios, catéteres intravenosos,
quemaduras extensas de piel o tubos endotra-
queales que facilitan la colonizacion bacteriana.
Por otro lado, hay otras situaciones especificas
del huésped que comprometen los mecanismos
de defensa especificos, tales como la
neutropenia, la inmunosupresion iatrogénica o
adquirida y las patologias que cursan con dete-
rioro del sistema inmunoldgico como cancer,
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desnutricién y diabetes, que también son fac-
tores de riesgo para la infeccion. Definitiva-
mente, la estancia hospitalaria prolongada, es-
pecialmente en unidades de cuidado intensivo
(UCI) y la presion de seleccion de los
antibidticos (AB) son los factores que favore-
cen la aparicion de cepas multirresistentes. Este
hecho,
Paeruginosa en un verdadero problema de

convierte a la infecciéon por

salud publica que afecta no solo el curso de la
evolucion del paciente sino que aumenta la es-
tancia hospitalaria, el uso de antibioticos y los
costos de los servicios de salud.

Hay un limitado nimero de antibioticos activos
contra P. aeruginosa. Por tanto, en los patro-
nes de resistencia en cada hospital la vigilancia
estricta, se hace necesaria; ademas de familia-
rizandose con los mecanismos por los cuales este
microorganismo se hace resistente. De esta ma-
nera a partir del antibiograma se puede inferir
cuales son los mecanismos que median la resis-
tencia en cualquier aislamiento. El proposito de
este articulo, es revisar los mecanismos de re-
sistencia de P. aeruginosa, con el fin de fami-
liarizar al clinico y al estudiante con estos con-
ceptos y ayudarlo a orientar una adecuada tera-
pia antibiodtica.

Mecanismos de resistencia

Pseudomonas aeruginosa ecs resistente, tan-
to de manera natural como adquirida, a un gran
ntemro de AB, como cefalosporinas de prime-
ra y segunda generacion, tetraciclinas,
cloranfenicol y macroélidos (2). Esto se debe a
las caracteristicas de su membrana celular que
tiene propiedades excepcionales de impermea-
bilidad. La resistencia a los AB usualmente ac-
tivos sucede en el medio hospitalario. Las ce-
pas pueden transmitirse entre ellas el material
genético que media la resistencia, incluso a par-
tir de otras bacterias Gram negativas como las
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enterobacterias. Otro factor preocupante es la
capacidad de P. aeruginosa de tornarse resis-
tente en el curso del tratamiento antibiotico. Los
mismos AB son capaces de inducir los meca-
nismos de resistencia que un aislamiento tiene
latentes. Otras sustancias como el zinc, compo-
nente de una clase de catéteres urinarios, tam-
bién inducen cambios moleculares que activan
la resistencia a imipenem (3). Se ha evidencia-
do que en 10.2% de los tratamientos para P.
aeruginosa emerge una cepa resistente que
antes del tratamiento era sensible. Esta induc-
cion de resistencia varia dependiendo de cada
antibiotico. Por ejemplo, ceftazidima, una
cefalosporina de tercera generacion con activi-
dad antipseudomonas, tiene el mas bajo riesgo
de inducir resistencia en bacterias previamente
sensibles a ceftazidima; en contraste, imipenem
presenta la mas alta tasa de emergencia de re-
sistencia después del tratamiento (4).

Lo preocupante, son las pocas opciones que
quedan para el efectivo tratamiento de las in-
fecciones por microorganismos multirresis-
tentes. Los AB que se consideran con buena
actividad son: las penicilinas antipseudomonas
(piperacilina, ticarcilina, carbenicilina,
azlocilina) asociadas a inhibidores de [-
lactamasas, ceftazidima, cefepime, monobac-
tamicos como aztreonam, carbapenémicos
(imipenem y meropenem), quinolonas especial-
mente ciprofloxacina y aminoglicosidos. Sin
embargo, ante el surgimiento de aislamientos
multirresistentes a veces es necesario acudir a
antibidticos que se consideraban fuera de uso
por su alta toxicidad como las polimixinas.

Los principales mecanismos de resistencia en
P. aeruginosa comprenden: presencia de P -
lactamasas y alteraciones de la permeabilidad
de membrana dadas por la presencia de bom-
bas de expulsion y las mutaciones de las porinas
transmembranales.

B -lactamasas

Las [lactamasas son enzimas que hidrolizan
el anillo [}lactémico de los antibiodticos, de esta
manera destruyen el sitio activo del AB e impi-
den su actividad. Las [} -lactamasas se carac-
terizan por su capacidad de inhibir determina-
dos subgrupos de [ -lactamicos, es por esto
que algunas subclasificaciones las denominan,
penicilinasas, cefalosporinasas o carbapene-
masas, dependiendo de la familia de f3-
lactamicos que tenga mayor suceptibilidad a ser
atacadas por la enzima. Asi mismo, estas
enzimas son susceptibles de ser inhibidas por
los inhibidores def -lactamasas como el
clavulanato, el sulbactam y el tazobactam, aun-
que no todas son suceptibles ni responden de
igual forma a esta inhibicion.

P. aeruginosa posee dos clases de J3-
lactamasas: Amp-C y las [ -lactamasas de es-
pectro extendido (BLEE). Amp-C, esta codifi-
cada en el cromosoma de la bacteria y tiene la
capacidad de ser inducida por los propios [3-
lactamicos, especialmente cefalotina y
ampicilina. Cuando esto sucede, hay resisten-
cia a penicilinas y cefalosporinas (ceftazidime,
cefepime); el grado de resistencia, depende
del grado de represion de la Amp-C.

El problema radica en que esta enzima, es in-
ducida en cuestion de dias, por tanto, antes del
tratamiento, los - lactamicos parecen servir,
pero clinicamente el paciente no mejora y se
descubre posteriormente la inducciéon completa
de la enzima.

Las BLEE son codificadas por plasmidos, se
adquieren mediante transporte de DNA
extracromosomal y se manifiestan también por
resistencia a penicilinas y a cefalosporinas. En
un tipo de enzimas llamadas carbapenemasas
se evidencia resistencia a carbapenémicos.
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Tabla 1. B—lactamasas de espectro extendido presentes en Pseudomonas aeruginosa

Enzimas Pais donde Sitio de

fue encontrada codificacion Carb- Pip-
Tic

PER -1 Turquia Plasmido o R
(principalmente) cromosoma
Italia Francia

OXA — Turquia Integrones R

11,14,15 plasmidos

cromosoma

IMP- 1/8 Japon (IMP-1) Integrones R
Canada (imp-7) plasmidos

Tipos VIM Italia (VIM-1) Integrones R
Francia Grecia plasmidos
(VIM-2) cromosoma

Fenotipo asociado por Antibidtico

Inhibicién por
Czid Cpm Atm Imi- Clv Taz
Azl Mero

r R R R S Fuerte Débil

Débil

Débil

R R R S /R No No

R R R S /R No No

Nota: Azl: azlocilina. Carb: carbenicilina. Clv: clavulanato. Cpm: cefepime. Imi. imipenem. Czid: cefiazidime. Mero :

meropenem. Pip: piperacilina. r : susceptibilidad reducida. R : franca resistencia, puede variar dependiendo de los

puntos de corte usados, la cantidad de enzima producida y la permeabilidad de la cepa. S : susceptible. Taz: tazobac-

tam. Tic: ticarcilina Adaptado de (9)

Las [-lactamasas mas frecuentemente adquiri-
das por plasmidos son la PSE-1y la PSE-4. Otras
BLEE incluyen la PER-1 que confiere franca
resistencia a ceftazidima pero que pierde su po-
der al adicionar clavulanato. TEM, SHV y OXA,
son BLEE que generan resistencia a monobac-
tamicos, penicilinas, cefalosporinas, pero respe-
tan carbapenémicos. Existen metalo [3-lactamasas
que tienen la capacidad de hidrolizar las penicili-
nas, cefalosporinas y carbapenémicos pero no el
aztreonam; estas son IMP y VIM recientemente
descritas en Japon y Europa (8).

La resistencia mediada por este mecanismo se
debe sospechar ante un antibiograma que revele
resistencia a todas las penicilinas y cefalosporinas
anti-pseudomonas (5). La opcidn terapéutica en
este caso son los carbapenémicos, siempre que
no se trate de una carbapenemasa (Tabla 1).

Bombas de expulsion

Las bombas de expulsién son complejos
enzimaticos de membrana, que expulsan de la

célula detergentes y sustancias anfipaticas que
de otra manera destruirian la bacteria. Antes de
la era de los antibidticos, P. aeruginosa ya po-
seia estos complejos enzimaticos. Este comple-
jo llamado MexAB- OprM, se compone de una
proteina bomba en la membrana citoplasmatica,
una proteina ligadora en el espacio periplasmico
y un canal de salida en la membrana externa
(Figural). Tiene la capacidad de expulsar al ex-
terior de la bacteria y contra un gradiente de
concentracion, B-lactémicos, cloranfenicol,
quinolonas, macrolidos, novobiocina, sulfona-
midas, tetraciclinas y trimetoprim (9). Estos sis-
temas de expulsion son los responsables de la
“impermeabilidad” a la mayoria de los
antibioticos.

Las bombas de expulsion, tienen también la ca-
pacidad de ser inducidas por antibiéticos, espe-
cialmente ciprofloxacina (9); ademas, los cam-
bios mutacionales, incluso de una séla base
nucleotidica en el ADN cromosomico de la bac-
teria, pueden sobreexpresar estas bombas. La
sobreexpresion de MexAB-OprM, compromete
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Portal de salida en 2
membrana extema

Figura 1. Esquema del mecanismo de expulsion de anti-
bioticos MexAB-OprM. La flecha indica la via de salida del
antibiotico desde el espacio periplasmatico hacia el exte-
rior de la bacteria. Note los tres componentes de la bomba
de expulsion: la bomba en la membrana citoplasmatica, la
proteina ligadora y la porina de salida en la membrana

externa.

la accién de quinolonas, penicilinas, cefalospo-
rinas e incluso meropenem pero no imipenem.
La sobreexpresion de otra bomba de expulsion,
MexEF-OprN, confiere resistencia a quinolonas
y algunos 3-lactdmicos, que incluyen meropenem
e imipenem. Esta Giltima bomba tiene una im-
portante particularidad debido a que su expre-
sion esta estrechamente relacionada con el gen
Mex T, que también esta involucrado en la mu-
tacion que origina la pérdida de la porina OprD
como se vera mas adelante. La sobreexpresion
de MexXY-OprM afecta a los [lactamicos, las
quinolonas, el meropenem y los aminoglic6sidos
sin afectar la accion del imipenem (6,7).

p Antibsotico v A

MEMBRANA
EXTERNA

MEMBRANA
CITOPLASMICA

p Antibaotico 9 B
¢ @ 4 =)
m"‘ Protema
il

Figura 2. Esquema porina OprD en la membrana externa
de P. aeruginosa, A: La presencia de la porina permite la
libre entrada del antibidtico hacia el espacio periplasma-
tico de la bacteria y de alli hacia su sitio de accion. B. La
ausencia de esta porina en cepas mutantes, otorga una
resistencia franca a imipenem y una susceptibilidad dismi-
nuida a meropenem.

La resistencia mediada por bombas de expul-
sion se sospecha por un antibiograma que de-
muestra resistencia a las penicilinas y
cefalosporinas antipseudomonas, que también
afecta la susceptibilidad a meropenem, imipenem
o aminoglicosidos dependiendo de la clase de
bomba (Tabla 2).

Porinas de membrana

Las porinas son proteinas transmembranales que
se ubican en la membrana externa de las bacte-
rias y cumplen diversas funciones. OprD es una
porina de membrana presente en Pseudomonas
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Tabla 2. Otros mecanismos de resistencia en Pseudomonas aeruginosa

Mecanismo Sitio de mutacion
(gen) Fq
Afinidad gyrA /R -
reducida
Topoisomerasa II
Sobre expresion  Mex AB- nal B; R/R R
de bombas OprM nalc
de expulsion y otros
Mex CD- nfx b /R 1/R
OprJ
Mex Ef- nfxC en /R 1/R
OprN Mex T
Mex XY- /R 1/R
OprM
Reduccion del
transporte de
Aminoglicosidos
Pérdida Porina OprD; nfx C - -
OprD en MexT
Cambios membrana - -

Fenotipo asociado por antibiético
Carb-Tic Pip-Azl Czid-Atm Cpm Imi Mero Agl Pm

/R /R /R - r - -

/R /R R - r - -

/R /R /R r r - -

/R /R /R - r /R -
/R

- - - R T - -

- - - - - R

Nota. Agl: aminoglcosidos. Azl: azlocilina. Carb: carbenicilina. Clv: clavulanato. Cpm: cefepime. Imi: imipenem. Czid.:

ceftazidime. Mero : meropenem. Pip: piperacilina. Pm: polimixina r : susceptibilidad reducida. R : franca resistencia,

puede variar dependiendo de los puntos de corte usados, la cantidad de enzima producida y la permeabilidad de la cepa.

S : susceptible. Taz: tazobactam. Tic: ticarcilina. (-): no estd afectado por el mecanismo de resistencia

Adaptado de (9)

aeruginosa. Su papel primitivo es permitir la
captacion pasiva de aminoacidos basicos a tra-
vés de la membrana externa (Figura 2). Se sabe
ademas, que es capaz de permitir la entrada de
carbapenémicos, aunque no de otros -
lactamicos. La afinidad y la capacidad de difu-
sion de imipenem a través de esta porina es casi
70 veces mas alta que la de meropenem. EI
imipenem tiene la capacidad de seleccionar du-
rante el tratamiento cepas que muestran muta-
ciones en la porina OprD, que demuestran dis-
minucién de la afinidad y el transporte de este
antibidtico a través de esta proteina. Estas ce-
pas mutantes muestran un aumento de la con-
centracion inhibitoria minima (CIM) para
imipenem, lo que las hace francamente resis-
tentes a este carbapenémico. Con respecto a
meropenem, estas cepas mutantes también han

demostrado un aumento de la CIM a valores,
que si bien no demuestran resistencia, si revelan
disminucién de la susceptibilidad. La resistencia
franca a meropenem exige dos mecanismos de
resistencia ya mencionados: la mutacion del gen
que codifica la porina OprD y la activacion de
bombas de expulsion que toman a meropenem
como sustrato. La mutacion del gen OprD se
sospecha ante una cepa francamente resistente
a imipenem con susceptibilidad reducida o pre-
servada a meropenem y sin afectar a otros 3-
lactamicos, a menos que estén presentes otros
mecanismos de resistencia (10,11) (Tabla 2).

Otros mecanismos de resistencia

Mecanismos de resistencia menos frecuente-
mente documentados incluyen la resistencia a
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Tabla 3. Lectura interpretativa del antibiograma en Pseudomonas aeruginosa

ANTIBIOTICO
TIC PIP PIP-TAZ CAZ FEP ATM IMP MEM INTERPRETACION TERAPIA SUGERIDA
R R R R Skt R S S AmpC depreprimida Carbapenémicos cefepime
S S S S St S R r Pérdida de la porina OprD AB que permanezcan activos
R 1R 1R R R R S r Bombas de expulsion AB que permanezcan activos
R R R R R R R R Pérdida de porina OprD  Ningln B- lactamico es efectivo

mas exclusion

Nota: ATM: aztreonam. FEP: cefepime. IMP: imipenem. CAZ: Ceftazidime. MEM : meropenem. PIP: piperacilina. r :

susceptibilidad reducida. R : franca resistencia, puede variar dependiendo de los puntos de corte usados, la cantidad de

enzima producida y la permeabilidad de la cepa. S : susceptible. TAZ: tazobactam. TIC: ticarcilina. Adaptado de (5)

quinolonas asociadas a mutaciones de los sitios
blanco. La mutacién de la topoisomerasa tipo 11,
sitio blanco de ciprofloxacina, confiere una re-
sistencia aislada a esta quinolona (13). Desde el
punto de vista epidemioldgico este mecanismo
se considera menos importante, debido a que en
el medio hospitalario el aumento de la resisten-
cia a ciprofloxacina, esta asociado con mayor
frecuencia a bombas de expulsion que tienen
como sustrato a este antibiotico (14).

Lectura interpretativa del
antibiograma

La importancia del antibiograma en el manejo
de infecciones intrahospitalarias causadas por
P. aeruginosa sobrepasa el simple deseo de
saber a qué antibioticos es susceptible el aisla-
miento. Un concepto relativamente nuevo se
impone en este sentido; consiste en la lectura
interpretativa del antibiograma. Si se hace una
apropiada identificacion del género y la especie
del germen y se selecciona un adecuado perfil
de antibidticos en el antibiograma, es posible in-
ferir a partir del mismo, los mecanismos de re-
sistencia subyacentes en un aislamiento parti-
cular (Tabla 3). Lo anterior permite, no sélo
orientar el tratamiento antibidtico, sino predecir
cuales AB no serian apropiados, teniendo en
cuenta el mecanismo subyacente mas probable.
Otra ventaja es poder indicar antibidticos que se

sabe no son substratos de los mecanismos de
resistencia que se sospechan (15). Estos meca-
nismos deberian ser confirmados por técnicas
de tipificacion molecular, para acercarnos de una
manera mas fiable al perfil genético de los aisla-
mientos, analizar como se estan transmitiendo y
perpetuando dichos mecanismos y tomar medi-
das adecuadas que impidan la diseminacion de
la resistencia (16).

Conclusiones

La infeccién nosocomial por P. aeruginosa re-
presenta un gran reto para el clinico y un grave
problema de salud ptblica. Los mecanismos por
los cuales P. aeruginosa es multirresistente son
bastante complejos. Tienen la capacidad de ser
inducidos por los mismos antibioticos y otras sus-
tancias, se activan en cuestion de dias y pueden
confluir en un mismo aislamiento haciéndolo
practicamente resistente a todos los antibidticos
disponibles. Conceptos como “la lectura
interpretativa del antibiograma”, pueden ser uti-
les en el momento de orientar la terapia
antibidtica frente a este microorganismo de alto
impacto en la infeccion nosocomial.
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