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RESUMEN

Pseudomonas aeruginosa es un patdgeno
relacionado principalmente con la produccién de
infecciones asociadas a los cuidados de salud y
es responsable de elevar las tasas de morbilidad y
mortalidad en pacientes con este tipo de infecciones.
P .aeruginosa representa en muchas oportunidades un
verdadero reto para la prescripcion de antibidticos en
pacientes infectados, debido a que este microorganismo
presenta resistencia intrinseca a varias familias de
antimicrobianos incluyendo a los B-lactamicos,
ademas de adquirir ficilmente otros mecanismos de
resistencia, convirtiéndose en un patégeno multi o
panrresistente. Aunque la produccién de enzimas como
las B-lactamasas representan el principal mecanismo
de resistencia antimicrobiana, la impermeabilidad de
membrana y la produccién de bombas de eflujo en P
aeruginosa facilitan la seleccion de cepas resistentes.
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ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is a pathogen mainly
related to the production of infections associated
with health care and is responsible for increasing
the morbidity and mortality rates on patients with

these types of infections. P. aeruginosa represents
in many cases a real challenge for the prescription of
antibiotics in infected patients, since this organism has
intrinsic resistance to several families of antimicrobials
including B-lactams, and easily acquires other
mechanisms of resistance, becoming a pathogen multi
or panrresistant. Although the production of enzymes
such as B-lactamases represent the main mechanism of
antimicrobial resistance, the impermeability and the
production of efflux pumps in P. aeruginosa facilitate
the selection of resistant strains.
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INTRODUCCION

Las infecciones producidas por bacterias resistentes
a los agentes antimicrobianos constituyen uno de los
mayores retos que enfrenta la terapéutica médica en
la actualidad. Los bacilos gramnegativos resistentes
han alcanzado gran importancia epidemioldgica
debido al incremento de la morbilidad y mortalidad en
infecciones asociadas a los cuidados de salud.

Pseudomonas aeruginosa es uno de los principales
microorganismos implicados en la produccién
de infecciones intrahospitalarias. Esta bacteria
posee resistencia intrinseca a varios antibidticos y
puede adquirir y expresar simultdneamente varios
mecanismos de resistencia, convirtiéndose en un
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patogeno multirresistente o panrresistente dificil de
tratar [1,2]. Las cepas resistentes de P. aeruginosa
pueden tener un origen endogeno o exdgeno. En
el primer caso corresponden a aquellas cepas que
se encuentran como flora saprofita, las cuales
adquieren la resistencia debido a la presidn selectiva
ejercida por el uso prolongado de antibidticos y a la
diseminacion horizontal de dichos microorganismos
[3,4]. Mientras que la exdgena involucra numerosas
fuentes externas, tales como cepas adquiridas por
contaminacién con el ambiente intrahospitalario,
instrumentos y equipos médicos, por transmision a
través de las manos del personal de salud y/o por el
contacto paciente-paciente [5,6].

La resistencia antimicrobiana obliga al equipo
médico a la compresién de los mecanismos
involucrados en este fendmeno con el fin de mejorar,
optimizar o reconducir la aplicacién de conductas
terapéuticas en pacientes infectados por cepas de P,
aeruginosa resistentes o con baja susceptibilidad a los
agentes antimicrobianos [1,2,7]. Aunque la produccion
de enzimas como las B-lactamasas representa el
principal mecanismo de resistencia antimicrobiana
en bacterias gramnegativas, en el presente trabajo se
intenta ampliar el conocimiento en otros mecanismos
de resistencia, también importantes, en cepas de
P aeruginosa como lo son: la impermeabilidad de
membrana y las bombas de eflujo.

Mecanismos de resistencia

Los mecanismos de resistencia a los antimicrobianos
encontrados en P. aeruginosa pueden clasificarse de
la siguiente manera:

a.- Resistencia intrinseca:

Comprende los mecanismos de resistencia que
existen naturalmente en los miembros de una especie
bacteriana determinada, los cuales se expresan atn sin
la exposicion a los antibidticos. Estos mecanismos en
P aeruginosa son:

* Impermeabilidad de la membrana externa.

* Bombas de eflujo.

* Produccién de enzimas degradadoras o
modificadoras de antibidticos.

b.- Resistencia adquirida:

Implica la adquisiciéon de informacidén genética
nueva, bien sea a través de mutaciones en el genoma
bacteriano o por la adquisicién de elementos
extracromosomales como plasmidos, transposones o
integrones que contienen genes que codifican diversos
mecanismos de resistencia [6,8-10]:

* Desrrepresion de B-lactamasas tipo AmpC.

* Pérdida de porinas.

* Sobreexpresion de bombas de eflujo.

* Modificacion de las proteinas de unioén a las
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penicilinas (PBP).

* Produccién de enzimas degradadoras y
modificadoras de antibidticos.

* Modificacion del sitio de accidon del
antimicrobiano.

Impermeabilidad de membrana y pérdida de
las porinas.

La membrana externa en las bacterias constituye
una barrera semipermeable al paso de moléculas de
diversos sustratos y antibidticos. En P. aeruginosa
la membrana contiene aproximadamente 64 porinas,
las cuales conforman canales (Fig.1). Estas porinas
se han agrupado en tres familias principales: las
porinas OprD especificas, OprM de eflujo/secrecion
y las TonB dependientes. Las porinas tienen una
funcién fisioldgica importante ya que a través de
ellas se transportan azicares, aminodcidos, fosfatos,
cationes divalentes y siderdforos, asi como antibidticos
hidrofilicos de diferentes clases [11].

4— Membrana extema

Ponina

Fig. 1. Representacion esquematica del canal de una porina

Las porinas més estudiadas en P. aeruginosa
son: OprB, OprC, OprD, OprE, OprF, OprJ, OprM,
OprN, las cuales limitan el paso de sustratos a través
de la membrana externa, haciéndola entre 12 y 100
veces menos permeable, si la comparamos con la
membrana externa de Escherichia coli. Dentro de
este grupo de porinas, la OprF es la que se encuentra
en mayor proporcion y la principal responsable
de conferirle a la membrana caracteristicas de
impermeabilidad. Esta porina, conforma una via
de paso poco efectiva para los antibidticos debido
a la heterogeneidad en la formacidén del canal y a
su arquitectura ineficiente [8,9,11,12].

La porina OprD, se considera la mas importante
desde el punto de vista clinico, ya que permite el
paso de los carbapenemos hacia el citoplasma, pero
no permite el paso de otros B-lactdmicos [13-16]. Las
porinas OprJ, OprM y OprN son de tipo inducible y
generalmente estan unidas a proteinas transportadoras
formando bombas de eflujo, mientras que las porinas
OprC y OprE constituyen canales inespecificos
utilizados por algunos antibioticos [17-19].

La disminucion de la transcripcion o la pérdida




por mutacién de las porinas puede, por si sola,
elevar la concentracién inhibitoria minima (CIM)
de diferentes antibidticos. La pérdida de la porina
OprF, ocasiona una ligera elevacion de la CIM de
los B-lactamicos y las fluoroquinolonas, mientras
que la ausencia de la porina OprD eleva la CIM
del imipenem de 1-2 mg/L a 8-32 mg/L confiriendo
resistencia a este antibiotico. No obstante, las CIMs
de meropenem y doripenem se incrementan de 0,12-
0,5 mg/L a 2-4 mg/L reduciendo la susceptibilidad
de P. aeruginosa. El imipenem es capaz de
seleccionar cepas mutantes de P. aeruginosa que
han perdido las OprD, esto ocurre en el 50% de
las infecciones por P. aeruginosa que son tratadas
por méds de una semana con este antibidtico
[9,10,13-16]. Estas cepas mutantes presentan
resistencia Unicamente al imipenem, sin afectar
otros antibioticos B-lactdmicos [14,20]

Bombas de eflujo

Durante muchos afios se aceptd que la resistencia
intrinseca de P. aeruginosa a una gran variedad de
antimicrobianos era debida a la impermeabilidad de
su membrana externa. Sin embargo, actualmente se
conoce que esto es ocasionado por la accidn sinérgica
existente entre la impermeabilidad de la membrana y
la presencia de bombas de eflujo [21-24].

Las bombas de eflujo son sistemas que la bacteria
utiliza para remover del espacio intracelular productos
toxicos incluyendo antibidticos, metabolitos,
ademds de sustancias sefializadoras que facilitan
la comunicacion célula-célula [20,25]. Las bombas
de eflujo conocidas hasta ahora, pertenecen a seis
familias llamadas por sus siglas en inglés como:
MFS (Major Facilitator Superfamily), SMR
(Small Multidrug Resistance), RND (Resistance
Modulation Cell Division), MATE (Multidrug And
Toxic Compounds Extrusion), ABC (ATP Binding
Cassette) y DMT (Drug/Metabolite Transporter)
[15,24,26-28]. Al respecto, el andlisis del genoma de
P aeruginosa revelo, que en éste se encuentran genes
que codifican cinco de las seis familias de bombas
conocidas, pero con predominio de las pertenecientes
a las RND [15,29].

Las bombas de eflujo de la familia RND estdn
conformadas por tres elementos (Fig. 2): una
proteina transportadora ubicada en la membrana
interna o citoplasmatica (MexB, MexD, MexF,
MexY, MexK, MexI o MexW), una porina ubicada
en la membrana externa (OprM, OprlJ, OprN, OprD)
y una proteina peripldsmica accesoria (MexA,
MexC, MexE, MexX, MexJ, MexH o MexV), cuya
funcidn es unir en una estructura a los componentes
de la bomba [22,25,28].
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Fig. 2. Representacion esquematica de una bomba de eflujo
de la familia RND

Algunas bombas de eflujo pueden estar
conformadas por proteinas de la membrana externa
en lugar de porinas, tales como OpmD, OpmE, OpmG,
OpmH, Opml. Las bombas de eflujo estan ubicadas
entre la membrana interna y la externa y el espacio
periplasmico, lo que facilita el paso de sustancias
estructuralmente no relacionadas, desde el citoplasma
al exterior, por esta razon estan implicadas en la
resistencia a multiples antibioticos tanto lipofilicos
como anfifilicos [30-32].

Actualmente en P. aeruginosa, se han identificado
once sistemas de eflujo pertenecientes a la familia
RND: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, Mex EF-OprN,
MexXY, Mex JK, Mex GHI-OpmD, Mex VW-OprM,
MexMN, MexPQ-OpmE, TriABC y MuxABC-OmpB
[15,24,26,28,33]. Los genes que codifican los sistemas
de eflujo pueden estar localizados en el cromosoma
bacteriano o en elementos transmisibles como
plasmidos. Estos genes estan organizados como un
operon (Fig. 3): el gen regulador esta ubicado al lado
del gen que codifica la proteina periplasmica accesoria
o proteina de union, el cual estd adyacente al gen que
codifica la proteina transportadora y, éste a su vez se
localiza proximo al gen de la porina. La expresion de
las bombas de eflujo puede ser constante (expresion
constitutiva) o inducible [28].
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Fig. 3. Representacion esquematica del operon mexA-mexB-
oprM de Pseudomonas aeruginosa

El rol de las bombas de eflujo en la resistencia
intrinseca y adquirida a multiples antibidticos
tiene en la actualidad gran importancia, ya que
estos sistemas tienen la capacidad de proteger a P,
aeruginosa contra la mayoria de los antibidticos
disponibles en el arsenal terapéutico, ademas, se ha
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comprobado que la sobreexpresion de estas bombas,
en muchas oportunidades, surge como consecuencia
de mutaciones puntuales en los genes reguladores de
las bombas durante la terapia con fluoroquinolonas,
penicilinas y cefalosporinas [10,13,20,25].

En P. aeruginosa, la resistencia a multiples
antibidticos es mediada principalmente por bombas
de eflujo, tales como MexAB-OprM, MexCD-Oprl,
MexEF-OprN y MexXY (Tabla 1). MexAB-OprM es
el sistema principal de eflujo presente en P. aeruginosa
e interviene tanto en la resistencia intrinseca como
en la adquirida, su expresion es constitutiva, pero
su eficiencia aumenta ante la presencia de diversos
agentes antimicrobianos [15,21,26,34]. Se ha
reportado que la funcion natural de esta bomba es
la remocioén de sustancias anfipaticas que podrian
desorganizar la membrana citoplasmatica ocasionando
alteraciones en la permeabilidad. Este rol implica la
especificidad para una amplia cantidad de sustratos,
por lo cual esta bomba puede expulsar una gran
cantidad de antibioticos, excepto el imipenem ya que
este carece de cadenas laterales heterociclicas o grupos
fenil lipofilicos [9,13].

TABLA 1
Principales bombas de eflujo presentes en P. aeruginosa y
sus sustratos

Sustratos Referencias
Bomba

macrdlidos,

Todos los el
i [ ¥ 40

05 [excepto imi
MexAB-Oprid icina, e |

sulfonamidas

Cefalosporinas  {excepto  cefazidima), carbapensmos  (sxcepio
imipenem), quinclonas, macrdlidos.  letraciclnas,  lincomicina,
cloranfenical, novabiocing y  peniciinas  (excepto  carbenidling y
sulbeniciina)

MexCO-Oprd

Quinok . ol jical. i y trimetoprin. Bl espectro de
accion s& amplia por aumento de la expresion de MexAB-Opmd y la
pérdida de OprD. causande resistencia a cefalosporinas y
carbapenemos

MexEF-Cpi

MexYS Cefalosporinas (exceplo cefsulodin y cefiazidima), penicilinas (excepto
erioll haniolinay

. macrdlidos, 38,40

Opr, OprG,

I3 penem. g
tetracicl lincomic i ic mil L
Oprl, OprH aciclinas. lincomicina, cloranfenical y aminoglucasidos

MexAB-OprM es codificada por el operdn mexA4-
mexB-oprM. Las mutaciones en el gen nalB en el locus
mexR originan la sobreexpresion o sobrerregulacion
de este sistema de eflujo, ocasionando la elevacion de
la CIM en las penicilinas, cefalosporinas, quinolonas,
tetraciclinas y el cloranfenicol, pero no del imipenem.
Las cepas mutantes nalB pueden ser seleccionadas
in vivo durante el tratamiento con fluoroquinolonas,
penicilinas y cefalosporinas [10,13,15]. Mutaciones
en nalC'y nalD, también han sido detectadas en cepas
clinicas de P. aeruginosa con sobreexpresion de la
bomba de eflujo MexAB-OprM [23].

MexCD-Oprl es un sistema de eflujo inducible,
asociado a la resistencia adquirida, que sélo se
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expresa en presencia de sustancias que lesionan
la membrana bacteriana como la clorhexidina y el
cloruro de benzalconio, pero no ante los antibidticos
[15,26,28,35]. Las mutaciones en nfxB producen la
sobreexpresion de esta bomba de eflujo, entre cuyos
sustratos estdn predominantemente las cefalosporinas
de cuarta generacion. Sin embargo, en cepas mutantes
que tienen ausencia del operon mexA-mexB-oprM,
se demostrd que este sistema también expulsa la
ceftazidima [36]. Las cepas sobreproductoras de
MexCD-OprJ pueden ser més susceptibles a los
aminoglucosidos y algunos antibidticos B-lactdmicos
como carbenicilina, aztreonam e imipenem, ésta
caracteristica es atribuida a los niveles variables de
expresion de la bomba [15,35].

La bomba de eflujo MexEF-OprN es producida
s6lo en presencia de un inductor [15,26,28,34].
La sobrerregulacién de esta bomba origina que
P aeruginosa sea resistente a fluoroquinolonas,
cloranfenicol, trimetoprim y tetraciclinas, pero
permanece totalmente susceptible a los B-lactdmicos,
incluyendo a los carbapenemos. Sin embargo, en la
naturaleza, las cepas con sobreexpresion de MexEF-
OprN, que es producida por mutacién en los genes
nfxC, mexT o mexS, también expresan la bomba
MexAB-OprM que expulsa a los B-lactdmicos y a su
vez pueden tener pérdida de las porinas OprD, lo que
causa resistencia a carbapenemos [13,23,24,27,37].

Desde el punto de vista genético, la bomba MexXY
es muy particular ya que el oper6n que la codifica no
posee un gen para la produccién de una porina. Por
esta razdn, esta bomba puede funcionar utilizando las
porinas OprM, OprB, OprG, Oprl y OprH. MexXY
es producida en presencia de agentes antimicrobianos
como los aminogluc6sidos, tetraciclinas y macroélidos,
lo que facilita la supervivencia del microorganismo
(resistencia adaptativa) en presencia de concentraciones
inhibitorias de éstos antibidticos. Esta bomba se
expresa de forma constitutiva a bajo nivel, sin
embargo, puede ser sobreproducida como resultado
de una mutacion en el gen represor mexZ (amrR) y
por la presencia de antibidticos que alteran la sintesis
de proteinas [15,28,34,38,39].

La bomba MexXY actia sobre una amplia gama
de sustratos, pero se caracteriza especialmente
por ser la tnica bomba descrita hasta el presente
capaz de expulsar a los aminoglucésidos (Tabla 1)
[15,28,34,38,40,41]. La sobreexpresion de la bomba
MexXY tiene una gran importancia clinica, debido a
que los aminoglucosidos pueden seleccionar a estos
mutantes in vivo resultando en fallas del tratamiento.
Las colonias de estos mutantes tienen una tasa de
crecimiento disminuida en los medios de cultivo




sélidos, por lo tanto son de pequefio tamafio y se
les denomina variantes de colonias pequefias. Se ha
demostrado, que éstas cepas tienen deficiencia en la
captacion de aminoglucésidos que es dependiente de
energia. Una segunda subpoblacion de P, aeruginosa,
también puede ser seleccionada por el tratamiento con
aminogluc6sidos, pero en este caso no hay alteracion
de la tasa de crecimiento y se considera que es producto
de la resistencia adaptativa. Estas dos subpoblaciones
resistentes pueden coexistir en un mismo proceso
infeccioso [39,41].

Los sistemas de eflujo MexVW-OprM, MexJK,
MexGHI-OpmD, MexPQ-OpmE, MexMN-
OprM, TriABC y MuxABC-OmpB, han sido poco
estudiados y no se ha demostrado su accidén sobre
los B-lactdmicos de amplio espectro, pero si tienen
actividad sobre fluoroquinolonas (MexVW-OprM,
MexGHI-OpmD, MexPQ-OpmE), tetracilina
(MexVW-OprM, MexJK, MexPQ-OpmE, MuxABC-
OmpB), cloranfenicol (MexVW-OprM, MexPQ-
OpmE, MexMN-OprM), eritromicina (MexVW-
OprM, MexJK, MexPQ-OpmE, MuxABC-OmpB),
aztreonam (MuxABC-OmpB) y novobiocina
(MuxABC-OmpB) [15,22,26,30-33].

CONCLUSION

Las alteraciones de la permeabilidad de membrana,
asi como las bombas de eflujo pueden jugar un papel
importante en la resistencia a los B-lactdmicos de
amplio espectroy a otros antibioticos en P. aeruginosa.
Sin embargo, la mayor preocupacién radica en que
estos mecanismos de resistencia podrian seleccionar
genéticamente cepas parcialmente resistentes o
con sensibilidad disminuida a los antimicrobianos
de uso convencional. Bajo estas circunstancias, P.
aeruginosa podria incorporar otros determinantes
de resistencia y convertirse en patégenos multi o
panrresistentes. En P. aeruginosa pueden confluir
facilmente varios mecanismos de resistencia, lo
que hace de este microorganismo un ejemplo claro
de la evolucidn de la resistencia bacteriana. Este
fendmeno ha generado una notable reduccion de las
posibilidades terapéuticas, el aumento de los costos
en salud y por consiguiente, el incremento de la
morbilidad y mortalidad en pacientes con infecciones
producidas por este patégeno.
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