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RESUMEN

Debido a la creciente prevalencia de las infecciones nosocomiales, siendo la Pseudononas aernginosa uno de los
agentes que con mayor frecuencia originan este tipo de entidades debido a la resistencia antimicrobiana que
adquiere, cada vez cobran mas importancia los mecanismos mediante los cuales se generan. Hay varios
mecanismos implicados entre los que se desctiben vias moleculares, adaptacién, mutaciones genéticas y que
determinan la aparicién de cepas multidrogorresistentes a diferentes clases de antibidticos como los
betalactamicos, carbapenems, aminoglucésidos y fluoroquinolonas que forman parte de las opciones terapéuticas
contra este patégeno. En esta revisién se describen los principales mecanismos que se han identificado para el
desarrollo de resistencia bacteriana.
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ABSTRACT

Due to the increasing prevalence of nosocomial infections, Psexdononas aeruginosa being one of the agents that
most often cause such entities due to antimicrobial resistance that becomes increasingly becomes more important
mechanisms by which they are generated. There are several mechanisms involved are described including
molecular pathways, adaptation, and genetic mutations that determine the emergence of multidrug strains to
different classes of antibiotics such as beta lactam, carbapemens, aminoglycosides and fluoroquinolones that are
part of the therapeutic options against this pathogen. In this review we desctibe the main mechanisms that have
been identified for the development of bacterial resistance.
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Epidemiologia:

Psendomonas aernginosa (P. aeruginosa) es un agente patdgeno
nosocomial, de amplia distribucién mundial. Frecuentemente
asociada con mayores tasas de mortalidad y elevados costos de
los antibidticos. Puede sobrevivir en ambientes diferentes
incluyendo el suclo, las plantas y los animales.’

Las infecciones nosocomiales causadas por este organismo
se estiman en un 10-15%, son a menudo dificiles de tratar por la
resistencia intrinseca de la especie, una expresion constitutiva de
B-lactamasa tipo AmpC y bombas de flujo, con una baja
permeabilidad de su membrana externa. Asi como su
capacidad notoria para adquirir mecanismos de resistencia a
multiples familias de farmacos.’

Por citar un ejemplo en EUA, la P. aeruginosa, es un problema
dentro de las infecciones nosocomiales, ya que en algunas series
se ha reportado la segunda causa mas comun en las neumonias
nosocomiales (17%), la tercera causa en infecciones de tracto
urinario (7%), la cuarta causa de infecciéon de herida quirdrgica
(8%), la séptima causa de patégenos aislados en los

>

hemocultivos (2%) y de todos los sitios en general el quinto
agente mas comtnmente aislado (9%).”

La P. aernginosa, ya sea por su hipermutabilidad y sus
multiples mecanismos de adaptacién y resistencia intrinseca
como adquirida, ha desarrollado cepas multidrogorresistentes,
las cuales histéricamente fueron descritas por primera vez en
pacientes con fibrosis quistica.’

Resistencia farmacologica

En el tratamiento de las entidades infecciosas nosocomiales en
las quela P. aernginosa esta implicada, se requiere frecuentemente
la combinacién de varios farmacos, de ahi que sea un factor
contribuyente, entre otros, para el desarrollo de resistencia en
esta bacteria.

El término de multirresistencia, es decit P aeruginosa
multidrogorresistente (MDRPA), a pesar de que no existe un
total acuerdo en la comunidad médica, se define como el
desarrollo de esta bacteria en cultivos, resistentes o intermedios
a tres o mas antibiéticos de las siguientes clases: -lactamicos
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carbapenémicos, aminoglucésidos y/o fluoroquinolonas. Sin
embargo hay otras definiciones considerablemente diferentes
en la literatura, que van desde la resistencia a una sola clase de
antibidticos a la resistencia a todos los antibidticos probados
(Figura 1). Por lo tanto la verdadera prevalencia no esta bien
establecida, probablemente por esta razén; ademas de que la
resistencia a multiples firmacos es un fenotipo heterogéneo, lo
que podria resultar de los diferentes mecanismos de resistencia
o su combinacién. Algunos reportes lo estiman dentro de 0.6
hasta 32 % de acuerdo al tipo y localizacién del estudio™ se ha
descrito por ejemplo, en las unidades de cuidados intensivos
(UCI) resistentes hasta en un 10-14%"" cuya prevalencia va en
incremento desde la ultima década.” Resulta obvio que la
adquisicién de cepas multirresistentes se asocia
significativamente con largas estancias intrahospitalarias y un
incremento en bacteriemias secundarias.’

De acuerdo al National Nosocomial Infection Surveillance
System (2000) reportaron la prevalencia de MDRPA de 17%
para imipenem, 27.3% para quinolonas y 26% para
cefalosporinas de tercera generacion.

En Europa, varfan los reportes para imipenem, ceftazidima,
piperacilina y ciprofloxacino. De 16-24% para imipenem, 2-16
% para ceftazidima, 5-26% para piperacilina y 8-37% a
ciproﬂoxacino,9 se ha reportado resistencia a amikacina hasta en
un 40% de casos,” siendo las fuentes anatémicas principales en
estudios europeos, de origen en tracto respiratorio (42%), orina
(26%), sangre (14%), abdomen (11%) y piel y tejidos blandos
(7%). El indice mas alto de drogorresistencia, en todos los
paises sigue siendo para P. aeruginosa.” Se ha comprobado la
transmisibilidad de las cepas, incluso en medios
extrahospitalarios.” Se han demostrado la presencia de cultivos
positivos en manos de pacientes clinicamente sanos en hasta en
un0.2%."

En un estudio retrospectivo realizado en este hospital,” se
encontr6 que hubo una resistencia para ceftazidima del 62.6%,
ciprofloxacino 60.7%, amikacina 62.9%, imipenem 54.14% y
piperacilina/tazobactam 19.2%.

La colonizacién cronica de P. aernginosa en pacientes con
fibrosis quistica consiste en una adaptacién unica in vivo, que
involucra la transformacién de un fenotipo no mucoide en uno
especial-mucoso, que contribuye al desarrollo de infeccion
intratable y eventualmente fatal. Promueve la persistencia de la
infeccién e inhibe la fagocitosis asi como la penetracién de
antibi6ticos.”” Se ha demostrado in vitro, (en cepas PAO1
silvestres) la mutacion sin sentido del cluster de gen MUC (algU,
mucA, mucB, mucD) resultando en una sobreproduccién de
mucopolisacaridos que confieren el genotipo.” Originalmente
se crefa que los pacientes adquirfan del medio ambiente su tinico
tipo de cepa y solo en circunstancias compartir la misma cepa
(solo en caso de contacto estrecho).

En EUA y el Reino Unido, la P. aeruginosa aun es sensible a
algunos B-lactimicos y aminoglucésidos en un 70 a 90 %,
excepto en unidades de cuidados intensivos, quemados de gran
extension y en la fibrosis quistica. Se ha encontrado relacion con
la resistencia a amikacina en los pacientes con fibrosis quistica y
para imipemen en las unidades de cuidados intensivos.” En
muchas ocasiones la terapia esta limitada solamente a colistina,
un antimicrobiano con un bajo nivel de toxicidad.’

Una vez establecida la colonizacion por P. aeruginosa, es casi
imposible erradicarla en un 10 a 15 % de los pacientes, sobre
todo en pacientes ventilados mecanicamente.” La tasa de
fatalidad en bactetiemia por P. aeruginosa es severa, variando
desde 32 a 73% en UCI" y de manera intrahospitalaria en
general con una tasa de mortalidad del 7.6%." Todo ello,
expresado en costos humanos y monetarios es cuantioso. Se ha
estimado en algunos reportes en promedio/dia en 2,059
dolares, sobre todo por la larga estancia intrahospitalaria, asi
como el costo del resto de la terapéutica.16

Factores de riesgo

La exposicién a cualquier antibiético antipseudomona como
monoterapia es el principal factor de riesgo para el desarrollo de
resistencias, ya que predispone al paciente a la colonizacion por
P. aernginosa con resistencia intrinseca.’

Otros factores descritos son la hospitalizacién, exposicion a
terapia antimicrobiana y estados de inmunocompromiso.” El
clinico debe estar alerta, pues los cultivos para P. aeruginosa
emergen con resistencia después de periodos de tratamiento
por 6-10 dias, o administrados por segunda ocasion.' Por si
fuera poco, otros predictores de mortalidad intrahospitalaria
agravan el prondstico para infecciones causadas por MDRPA:
género masculino, presencia de fiebre, edad, DM, cancer, falla
cardiaca, hemodialisis, leucocitosis, CID y choquf:.17

@ Principales mecanismos de resistenciaalos
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Figura 1. Mecanismos de resistencia antimicrobiana.

B-lactamasas

P aernginosa, pareciera ser una especie mas del genero
enterobacteria, sin embargo, expresa plasmidos en menor
frecuencia que Klebsiella  pnenmoniae, incluso tiene menos
resistencia inherente o innata que S. waltophila. .o que la hace
unica es la combinacion de mecanismos ultra estructurales para
la adquisicién de resistencia a multiples familias de farmacos,
por varias vias, la mds comun, consiste en desarrollo -
lactamasas."”

Las B-lactamasas son enzimas que hidrolizan el anillo B-
lactimico de los antibiéticos, de esta manera destruyen el sitio
activo e impiden su actividad. Se caracterizan por su capacidad
de inhibir determinados subgrupos de $-lactimicos, es por esto
que algunas subclasificaciones las denominan penicilinadas,
cefalosporinasas o carbapemenasas dependiendo de la familia
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de B-lactimicos que tengan mayor susceptibilidad a ser atacadas
por la enzima. Asi mismo, estas enzimas son susceptibles de ser
afectadas por los inhibidores de p-lactamasas como el
clavulanato, el sulbactam vy el tazobactam. (Figura 2)
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Figura 2. Mecanismos de resistencia a carbapenems en P. aeruginosa,
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Acinetobactery Enterobacteriaceae: Carbapenemasas

En el caso de la P. aeruginosa, posee 2 clases de B-lactamasas:
Amp-C ylas -lactamasas de espectro extendido (BLEE). Amp-
C, esta codificado en el cromosoma de la bacteria y tiene la
capacidad de ser inducida por los propios B-lactimicos,
especialmente cefalotina y ampicilina. Cuando esto sucede, hay
resistencia a las penicilinas y cefalosporinas (ceftazidima,
cefepime); el grado de resistencia depende del grado de
represion dela Amp-C."”

Las cepas de pseudomona, que exhiben metalo-3-
lactamasas (MBL) son generalmente MDR en su fenotipo,
incluyendo B-lactamicos. Los dos tipos de MBL adquiridas mas
importantes son IMP y VIM identificadas sobre todo en Gram-
negativos a nivel hospitalario. Las enzimas tipo VIM,
representan el estrato mas amplio de produccién de (-
lactamasas, detectadas en primera instancia en Europa,
posteriormente Asia y las Américas’ y reportadas en otras
enterobacterias.”

La BLEE son codificadas por plasmidos, se adquieren
mediante transporte de DNA extracromosomal y se
manifiestan también por resistencia a penicilinas, cefalosporinas
y carbapenemicos. Las (-lactamasas mds frecuentemente
adquiridas por plasmidos son PSE-1 y la PSE-4. Otras BLEE
incluyen la PER-1 que confiere franca resistencia a ceftazidima
pero que pierde su poder al adicionar clavulanato. TEM, SHV y
OXA son BLEE que generan resistencia pero sin afectar a
carbapenemicos. Existen metalo-B-lactamasas que confieren
capacidad de hidrolizar las penicilinas, cefalosporinas y
carbapenemicos pero no el aztreonam; estos son IMP y VIM
recientemente descritas en Asia y Europa. Expresion de
plasmidos que median la expresion de B-lactamasas, capaces de
hidrolizar carbapenemicos de manera muy eficaz. Este dltimo
tipo de resistencias, fueron descritas primeramente en Japon, sin
embargo tiene un alto potencial de diseminacién.

La resistencia mediada por este mecanismo se debe
sospechar ante un antibiograma que revele resistencia a todas las
penicilinas y cefalosporinas anti-pseudomona.”

Bombas de expulsion
Las bombas de expulsién son complejos enzimaticos de

membrana de las células que expulsan detergentes y sustancias
alifaticas que de otra manera destruirfan la bacteria,
caracterfstica de la P. aeruginosa ya que posee estos complejos
enzimaticos. Este complejo 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. Tiene la capacidad
de expulsar al exterior de la bacteria y contra un gradiente de
concentraciéon, B-lactamicos, cloranfenicol, quinolonas,
macrolidos, novobiocina, sulfomanidas, tetraciclincas vy
trimetroprim. Estos sistemas de expulsion son los responsables
delaimpermeabilidad ala mayorfa de los antibiéticos.” ™

Existe una divisiéon de cinco clases (SMR, MES, MATE,
ABC yla RND). El transportador de la bomba de expulsion en
P. aernginosa pertenece a la familia de resistencia de la nodulacién
en division celular (RND). Se compone de tres partes: el
transportador, el enlazador y el poro de la membrana externa
que garantiza que el compuesto externado no se quede en el
periplasma, por lo tanto, evitar su retorno al citosol. Hay 12
tipos de sistemas de expulsién RND incluyendo, por ejemplo:
MexAB-OptM, MexCD-Opt], MexEF-OptN, MexXY-OprM,
MexPQ-OPME, MexMN-OprM y MexVW-OprM que difieren
en sus sustratos. (Cuadro 1)

Cuadro 1.- Sustratos y los reguladores generales de las grandes
bombas de expulsién en P. aeruginosa'

B-lactamicos inhibidores de la SDS, las fluoroquinolonas,
icli biocina, cle icol, macrdlidos, tri
triclosan, bromuro de etidio, hidrocarburos aromaticos,
thiolactomycin, cerulenina, lactonas aciladas homoserina.
B-lactémicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas, cloranfenicol, NfxB (represor)
novobiocina, macrdlidos, trimetoprim, triclosan, bromuro de etidio,

SDS, hidrocarburos aromaéticos, cristal violeta, acriflavina.

MexR (represor)

Fluoroguinolonas, cloranfenicol, trimetoprim, triclosan, MexS (represor)
hidrocarburos arométicos. MEXT (activador)
Vanadio, lactonas aciladas homoserina LASR? RhIR?
(Desconocido)
-Telraoiclina, eritromicina, aminoglucésidos, fluoroquinolonas MexZ (represor)

De estos diferentes tipos de bombas de expulsion, MexAB-
OprM es la implicada en P. aeruginosa en resistencia intrinseca a
fluoroquinolonas y la patogenicidad de este organismo.
MexAB-OptM consta de tres subunidades: MexA, MexB y
OprM. Los antibiéticos son atrapados por MexB y trasladados a
OptM externalizados y finalmente por el MexA. Mayores
perfiles de resistencia de P. aeruginosa a las quinolonas, pueden
resultar de mutaciones en los genes que codifican parala bomba
de salida MexAB-OprM que regulan la resistencia a quinolonas
y B-lactimicos.' (Figura 3)

Las quinolonas (fluoroquinolonas) y los aminoglucésidos
son las principales clases de antibidticos utilizados en el
tratamiento de infecciones causadas por P. aeruginosa. Las
fluoroquinolonas actian mediante la inhibicién de la
replicacién del ADN y la transcripcion a través de la inhibicion
dela ADN girasayla topoisomerasa IV. El modo de accién de
los aminoglucésidos depende de la inhibicién de la sintesis de
proteinas mediante la unién a la subunidad 308 ribosomal que
resulta en mala lectura del ARNm por la inhibicién de la
transferencia de peptidil-tRNA en el ribosoma. Las bombas de
expulsion, tienen también la capacidad de ser inducidas por
antibioticos, especialmente ciprofloxacina. Incluso el uso de
combinaciones de antibiéticos -lactimicos o con B-lactamasa
o de diferentes clases de los aminoglucésidos es inutil en el
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manejo de las infecciones por pseudomonas. Esto ha dirigido la
atencién a los nuevos agentes antimicrobianos, como los
anticuerpos, fagos, péptidos selectivos, noveles 3-lactimicos, u
otras combinaciones noveles de B-lactamasas con penicilinas o
cefalosporinas conocidas."”

Farmaco

H" Farmaco

Figura 3.- Esquema de bombas de expulsion’

Ademas, los cambios mutacionales, incluso de una sola base
nucleotidica en el ADN cromosémico de la bacteria pueden
expresar esta bombas. La sobreexpresion de los subtipos de
algunas de estas bombas confiere resistencia a los antibiéticos
de manera especifica, por ejemplo: la MexEF-OptN, le da
resistencia para quinolonas, algunos B-lactaimicos (incluyendo
meropenem e imipenem), la MexXY-OprM de igual manera
modifica estos farmacos incluyendo ademaias los
aminoglucésidos pero no afecta al imipenem. La resistencia
mediada por bombas de expulsién se sospecha por un
antibiograma que demuestra resistencia a las penicilinas y
cefalosporinas antipseudomonas, que también afecta la
susceptibilidad a meropenem, imipenem o aminoglucésidos.”

Porinas de membrana

Las porinas son proteinas que se ubican enla membrana externa
de las bacterias y cumplen diversas funciones, su papel es
facilitar la captacién pasiva de aminoéacidos basicos a través de la
membrana externa. A pesar de que muchas bacterias Gram-
negativas, tales como pseudomonas y otros microorganismos
patégenos, no tienen porinas en general, la OprD es una porina
que esta presente en la P. aeruginosa. Estas bacterias dependen de
los transportadores especificos de sustrato para la captacion de
pequefios compuestos solubles en agua. La familia OprD,
nombre de la proteina prototipo de P. aeruginosa, es el mas

grande de la familia de los transportadores de sustratos
especificos que se conocen. En P. aeruginosa, la familia OprD
tiene 19 miembros, lo que refleja la versatilidad metabdlica
notable de este organismo. Miembros de la familia OprD se cree
que son responsables de la absorciéon de la mayoria de las
pequefias moléculas de pseudomonas, lo que subraya la
importancia de esta familia para el funcionamiento de muchas
bacterias Gram-negativas y otros patégenos humanos. También
se encuentran en las bacterias mas divergentes que tienen
porinas y general, tales como E. Coli'y Yersinia pestis. La funcion
de los miembros de la familia OprD de estas bacterias no se
conoce todavia.

Todos los conocimientos actuales acerca de los miembros
de la familia OprD ha sido obtenida de los estudios de P.
aernginosa. La resistencia es causada en parte por la poca
permeabilidad de la membrana externa, debido a la ausencia de
porinas clasicos como OmpF y OmpC. Asi, el conocimiento
sobre las estructuras y mecanismos de soporte de transporte de
los miembros de la familia OprD podria ayudar al disefio de
farmacos que pueden entrar en P aeruginosa manera mas
eficiente.”"* (Figura 4)

Medio extracelular Porina
9 i
Membrana \ |
9 ?
externa | BB
N |
]
/ |
P J J
Periplasma
Membrana
interna
Medio Intracelular

Figura 4.- D4. Porina en la membrana externa (Outer membrane
. 25
porin D2) OprD.

La afinidad y capacidad de difusion de imipenem a través de
esta porina es casi 70 veces mas alta que el de meropenem. La
franca resistencia a meropenem exige dos mecanismos de
resistencia ya mencionados: la mutacién del gen que codifica la
porina OprD y la activacién de las bombas de expulsién que
toman a meropenem como sustrato. Si hay resistencia de una
cepa francamente a imipenem con susceptibilidad reducida o
presentada a meropenem y sin afectar a otros 3-lactimicos esta
porina puede ser responsable del mecanismo de resistencia.”
Hay otros mecanismos, podemos citar por ejemplo el sistema de
secrecion tipo III (SSTIII) ha sido recientemente reconocido
como un factor importante en la virulencia de la P. aeruginosa. El
SSTIII ha sido identificado en una gran variedad de patégenos
de humanos, animales y plantas, incluyendo especies de
Bordetella, Chlamydia, Ervinia, E. coli, Ralstonia, Rhizobia,
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Salmonella, Shigella, Xanthomonas, Yersinia_y Psendomonas. Este se
encarga de dirigir la secrecién y translocacién de diversas
proteinas llamadas exoenzimas Exo U,S, T y Y. Se cree que estos
exoproductos son inyectados directamente al citosol de la célula
blanco, via translocacion de diversas proteinas codificadas por
operones, pcrGVHpopBD, incluso algunas cepas aisladas en
pacientes con fibrosis quistica pueden expresar antigenos
noveles que median la adhesién de la pseudomona a tejido
pulmonar.™”

Otros mecanismos de resistencia con menor frecuencia
incluyen la resistencia a quinolonas asociadas a mutaciones de
los sitios blancos. La inestabilidad genémica de algunas cepas
les confiere mas agresividad, documentadas sobre todo en
pacientes con infecciones cronicas v. gr. fibrosis quistica.” La
mutacion de la topoisomerasa tipo II, sitio blanco de la
ciprofloxacina, confiere una resistencia aislada a esta
quinolona.” Desde el punto de vista epidemiolégico la mayor
frecuencia de resistencia estd dada por la presentacion de las
bombas de expulsion.”

CONCLUSIONES

Como se mencioné en esta revision existen multiples
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