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Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo que presenta resistencia intrinseca
a varios grupos de antimicrobianos. Durante afios se ha invocado la baja permeabilidad de
su membrana externa como el elemento clave para explicar esta resistencia natural. La
permeabilidad de P. aeruginosa para compuestos hidrofilos sélo es del 1-8% en
comparacion con la observada en Escherichia coli. Ello se debe, fundamentalmente, a que
tanto la estructura como la capacidad funcional de la porina principal de P. aeruginosa
(OprF) son muy diferentes de las correspondientes a las porinas principales de E. coli y
otras enterobacterias, limitando significativamente el paso de antimicrobianos. En los ultimos
afnos se ha demostrado que la capacidad de esta bacteria para eliminar los antimicrobianos
que penetran en la misma, empleando para ello sistemas de expulsidon activa, es tan
importante 0 mas que la baja permeabilidad de su membrana externa. Ademas, la practica
totalidad de los aislamientos clinicos de P. aeruginosa expresan una [-lactamasa
cromosoémica de clase C (AmpC, no inhibible por los inhibidores de las B-lactamasas
habituales, como el acido clavulanico) que contribuye a la resistencia a muchos de los f3-
lactamicos de uso clinico, incluyendo las penicilinas, cefalosporinas de primera y segunda
generacion, cefamicinas y muchas de las cefalosporinas de tercera generacién. Todo ello
reduce notablemente las opciones terapéuticas frente a las infecciones causada por este
agente. En la actualidad, los B-lactamicos que, desde un punto de vista clinico, tienen buena
actividad frente a P. aeruginosa incluyen algunas penicilinas (ureidopenicilinas,
carboxipenicilinas, etc.) algunas oxiiminocefalosporinas (p. ej. ceftazidima), las
cefalosporinas zwiterionicas (como cefepima) y las carbapenemas (imipenema vy
meropenema). Otras opciones incluyen los aminoglucosidos y las fluoroquinolonas, pero en
un porcentaje variable; segun el tipo de paciente, del centro considerado, etc. se aislan
cepas que también son resistentes a estos otros grupos de antimicrobianos.

COMENTARIOS SOBRE LA CEPA DEL CONTROL

No es necesario estudiar la actividad in vitro de muchos antimicrobianos frente a P.
aeruginosa, porque el microorganismo puede considerarse resistente a los mismos. Seria
recomendable estudiar e informar, al menos, una ureidopenicilina, ticarcilina (o en su defecto
otra carboxipenicilina, de gran utilidad para inferir mecanismos de resistencia), ceftazidima y
gentamicina. Ademas, se debe estudiar e informar de forma selectiva (en funcion de los
resultados con los anteriores agentes) cefepima, aztreonam, imipenema, meropenema,
amicacina, tobramicina y ciprofloxacino. En cepas resistentes es aconsejable evaluar,
igualmente, netilmicina, cloranfenicol y cotrimoxazol. Para la practica totalidad de las cepas
de origen clinico los resultados obtenidos con esta bateria de antimicrobianos son
suficientes para inferir la resistencia y la sensibilidad a otros muchos agentes de posible
utilidad terapéutica.



En la cepa objeto del presente control de calidad el rasgo mas llamativo, desde el
punto de vista de la sensibilidad a los antimicrobianos, era su resistencia a la imipenema. El
resto de los antimicrobianos evaluados presentaron valores de CMI que se ajustaban a lo
que podriamos considerar fenotipo habitual en esta especie. Por lo que se refiere a los -
lactamicos el microorganismo fue resistente, ademas de a la imipenema, a ampicilina,
amoxicilina-acido clavulanico, cefalotina, cefuroxima, cefpodoxima y cefoxitina. De acuerdo
con los valores de CMI de cefotaxima y ceftriaxona, y considerando las recomendaciones
que el NCCLS establece para estos antimicrobianos, la cepa presentaba sensibilidad
intermedia a ambas cefalosporinas. Muchos autores opinan, sin embargo, que con
independencia del valor de la CMI, y desde un punto de vista practico, P. aeruginosa debiera
considerarse resistente a estos dos antibiéticos, dada la escasa actividad que habitualmente
presentan estos agentes y a su capacidad para seleccionar in vivo mutantes con alto nivel
de resistencia. La piperacilina (sola o en combinacion con el tazobactam), ceftazidima,
cefepima, y meropenema si fueron activos in vitro y los valores de CMI obtenidos
correspondieron a la categoria clinica de sensible. La cepa evaluada fue sensible también a
los aminoglucésidos y quinolonas, y resistente (como es habitual en P. aeruginosa) a la
tetraciclina y el cotrimoxazol.

RESISTENCIA A LAS CARBAPENEMAS Y A OTROS B-LACTAMICOS

La resistencia a la imipenema en P. aeruginosa no implica, necesariamente,
resistencia a la meropenema o a otros B-lactamicos habitualmente activos (p. €j. ceftazidima
o cefepima). Las bases bioquimicas y genéticas que explican estas diferencias de actividad
se conocen en la actualidad con bastante detalle. Las cepas de P. aeruginosa sin
mecanismos adquiridos de resistencia a las carbapenemas son mas sensibles a la
meropenema que a la imipenema. Las causas exactas de esta mejor actividad aun no se
han aclarado completamente, pero podria relacionarse con la mayor penetracion de la
meropenema a través de la membrana externa, la mayor estabilidad de ésta a la accién
hidrolitica de AmpC y la menor concentracién necesaria para inhibir las proteinas fijadoras
de penicilina (PBP). En cepas que si poseen mecanismos especificos de resistencia a las
carbapenemas, no siempre existe resistencia cruzada entre imipenema y meropenema
porque, como veremos a continuacién, existen importantes diferencias en los mecanismos
implicados en la resistencia a uno y otro agente.

En la gran mayoria de los casos, la resistencia a la imipenema en P. aeruginosa
depende de la combinacién de la produccion de AmpC y de la pérdida de la porina OprD
(antes conocida como OprD2). Se han descrito también cepas (particularmente en paises
del lejano oriente) productoras de carbapenemasas. Aunque en algunos paises de Europa
se han identificado algunas de estas cepas, hasta el momento no se conocen aislamientos
clinicos de este tipo procedentes de Espafia. Algunos autores han relacionado también la
resistencia a la imipenema en P. aeruginosa con una alteracion en la expresion de la PBP 4
pero, como en otros muchas bacterias gramnegativas, hasta el momento no se conoce,
apenas, la importancia de las alteraciones de las PBP en este microorganismo.

PRODUCCION DE B-LACTAMASAS

AmpC de P. aeruginosa es un enzima inducible por B-lactamicos en la mayoria
(275%) de las cepas clinicas. En algunos casos, el enzima se produce de forma basal a alto
nivel, debido a trastornos en los genes reguladores (fundamentalmente ampD) que, en
condiciones normales, reprimen el gen estructural del enzima; por ello, estas cepas se
denominan desreprimidas. En una poblacién habitual de P. aeruginosa, la mayoria de los
individuos expresan AmpC de forma inducible, pero espontaneamente aparecen mutaciones
que determinan que un ndmero muy bajo de bacterias (en torno a 10°-10") produzcan
AmpC de forma constitutiva. La desrepresiéon en P. aeruginosa puede ser parcial o total, lo



que se traduce en la expresion constitutiva de niveles altos o muy altos, respectivamente, de
AmpC. En las cepas clinicas clinicas, la desrepresion parcial ocurre en torno al 10-15% de
los casos y la desrepresion total en un 5-10%. Si un determinado antimicrobiano destruye la
poblacion inducible, pero no a los individuos con enzima desreprimida, estos ultimos
acabaran sobrecreciendo vy, finalmente, reemplazaran a la poblacion inicial. Algunas cepas
de P. aeruginosa producen, ademas de AmpC, otras p-lactamasas (adquiridas o
secundarias) que interfieren directamente con la actividad de los B-lactamicos. De esta
forma, la produccion de oxacilinasas y penicilinasas de clase A, B-lactamasas de espectro
extendido (muy poco frecuentes) y, como ya se ha sefalado, carbapenemasas, pueden
afectar el fenotipo de resistencia a los B-lactamicos de una cepa concreta de P. aeruginosa.

En las cepas que no poseen B-lactamasas secundarias, la actividad de los -
lactamicos frente a P. aeruginosa depende de su capacidad de induccion de AmpC y de su
capacidad para resistir la accion hidrolitica de la enzima, una vez que ésta se induce. Las
cefalosporinas de tercera generacion y las ureidopenicilinas son activas frente a las cepas
que tienen enzima inducible. Estos compuestos tienen una baja capacidad inductora, pero
presentan un grado variable de sensibilidad a la hidrdlisis. De entre ellos, los mas estables a
la hidrélisis (piperacilina, ceftazidima, cefepima, etc.) son los mas activos in vitro frente a las
cepas inducibles. Sin embargo, por las razones antes sefaladas, estos compuestos pueden
determinar la aparicién de poblaciones desreprimidas a lo largo del tratamiento. En este tipo
de cepas, la alta concentracién de enzima acaba afectando también a los compuestos mas
estables y la cepa sera resistente a ellos. Las carboxipenicilinas (carbenicilina, ticarcilina) no
s6lo son pobres inductores sino que se hidrolizan muy poco por AmpC de P. aeruginosa, por
lo que son activas, o sélo sufren una moderada disminucion de actividad frente a las cepas
con alta produccion de AmpC.

La imipenema, por su parte, es una potente inductora del enzima, pero es muy
estable a la hidrdlisis por la enzima inducida, por ello mantiene una buena actividad frente a
P. aeruginosa, incluso frente a cepas desreprimidas que carezcan de otros mecanismos de
resistencia (ver posteriormente). Otro tanto sucede con la meropenema, que es aun mas
estable a la hidrdlisis por AmpC y posee menor capacidad inductora. La baja tasa de
hidrdlisis de la imipenema por AmpC se traduce en una actividad enzimatica minima cuando
esta se determina mediante espectrofotometria, pero no hay duda de la contribucién del
enzima en la resistencia a este antimicrobiano, como demuestra la disminucién de las CMI
de imipenema cuando ésta se combina con BRL42715 (un inhibidor de B-lactamasas de
serina no disponible comercialmente).

PORINAS Y MECANISMOS DE PENETRACION

La penetracion de la imipenema y otras carbapenemas a través de la membrana
externa de P. aeruginosa ocurre a través de la porina OprD, especifica para el transporte de
aminodacidos dibasicos y de glutamato. Presumiblemente, la analogia estructural entre las
carbapenemas y los aminoacidos dibasicos explica la capacidad de las primeras para
penetrar usando OprD. Se ha demostrado que P. aeruginosa es mas sensible a las
carbapenemas en un medio minimo que en Mueller-Hinton; si al medio minimo se le afladen
aminodacidos dibasicos (que compiten con las carbapenemas para penetrar a través de
OprD) la actividad de estos antimicrobianos disminuye considerablemente, lo que no ocurre
con las penicilinas, cefalosporinas, aminoglucésidos o quinolonas porque estos otros
compuestos tienen vias de penetracion independientes de OprD.

La sintesis de OprD disminuye en presencia de salicilato, por lo que este compuesto,
disminuye también la actividad de las carbapenemas. En nuestro laboratorio se ha
comprobado que algun componente usado en la fabriciacién de las sondas urinarias de latex



siliconizado (aun no identificado) ejerce una accién similar: disminuye la sintesis de OprD y
aumenta las CMIs de imipenema y meropenema.

La pérdida de la porina determina una menor concentracién de imipenema en el
espacio periplasmico, lo que junto con la produccion de AmpC acaba determinando,
finalmente, resistencia. En la Tabla 1 se recogen valores de CMI de imipenema y
meropenema segun la expresion de OprD y de AmpC. Algunas cepas con sensibilidad
disminuida a la imipenema (CMI de 2 a 8 ug/ml) no tienen una pérdida completa de OprD,
pero si expresan esta porina en mucha menor cantidad que las habitualmente sensibles
(CMI & pg/ml). La imipenema tiene la capacidad de seleccionar in vivo mutantes deficientes
en OprD, por lo que no es de extrafiar que su uso en el tratamiento de infecciones por P.
aeruginosa conlleve el riesgo de fracaso terapéutico, que varios estudios han cifrado en
torno al 15-20% de los casos.

Tabla 1. CMI de B-lactamicos frente a cepas isogénicas de P. aeruginosa.

Cepa AmpC OprD Imipenema Meropenema
1 Desreprimida + 2 0,25
2 Deficiente + 0,25 0,125
3 Desreprimida - 16 4
4 Deficiente - 0,5 2

BOMBAS DE EXPULSION

El reciente descubrimiento de las bombas de expulsién activa ha ayudado a aclarar
algunos de los fenotipos de resistencia de P. aeruginosa a los B-lactamicos (y a otros
antimicrobianos). Existen varias familias de bombas (proteinas) capaces de eliminar
antimicrobianos: algunas solo eliminan un tipo de compuestos (p. €j. tetraciclinas), pero
otras expulsan una amplia variedad de sustratos, con escasa relacion quimica entre si, por
lo que se denominan bombas de expulsion multidroga. Hasta el momento se han
caracterizado en detalle cuatro bombas de expulsién multidroga en P. aeruginosa. Todos
ellas pertenecen a la subfamilia de bombas tipo RND (resistencia-nodulacion-division),
caracterizadas por la actividad conjunta de tres proteinas: una proteina situada en la
membrana citoplasmica (la bomba, realmente), otra situada en la membrana externa que
permite la eliminacién de los antimicrobianos al medio externo (y que no es una porina en el
sentido tradicional aplicado al término) y una tercera, periplasmica, que conectaria las dos
proteinas anteriores. Estas bombas eliminan los antimicrobianos del interior de P.
aeruginosa empleando la energia de la fuerza motriz de protones, intercambiando el
antimicrobiano a eliminar con un hidrogenion.

Los sistemas identificados hasta ahora en P. aeruginosa son: MexA-MexB-OprM,
MexC-MexD-Oprd, MexE-MexF-OprN y MexX-MexY-OprM. Como puede observarse dos de
los sistemas comparten la proteina de membrana externa OprM. Todos ellos estan
codificados por operones de tres genes, excepto MexX-MexY (por su ya indicada
dependencia de OprM) y su expresion depende de genes reguladores, que con frecuencia
estan reprimiendo la expresion del correspondiente operén. La denominacion de estos
sistemas se ha hecho con arreglo a la disposicion de los respectivos genes en el
cromosoma: el primer componente corresponde a la proteina periplasmica, el segundo a la
bomba propiamente dicha y el tercero a la proteina de membrana externa.

MexA-MexB-OprM se expresa de forma basal y su actividad afecta (entre otros
muchos compuestos) a la meropenema, pero no a la imipenema. Esta bomba también
elimina carboxipenicilinas (y otros B-lactamicos), por lo que la resistencia a la carbenicilina (o
a la ticarcilina), en ausencia de B-lactamasas especificas, se ha relacionado con la



hiperexpresion de este mecanismo de resistencia. Se acepta que la capacidad de MexA-
MexB-OprM para eliminar meropenema, pero no imipenema, depende de la distinta
estructura de ambos compuestos: la meropenema posee un radical lipéfilo, no presente en
la imipenema, que le permite ser reconocido y eliminado por MexB. La expresién basal de
este sistema es fundamental para explicar la resistencia intrinseca de P. aeruginosa: si el
sistema se inactiva, el microorganismo se torna hipersensible a los B-lactamicos y otros
antimicrobianos, aun cuando siga expresando AmpC.

Las mutantes de P. aeruginosa que sobreexpresan el sistema de expulsion MexA-
MexB-OprM presentan resistencia a la meropenema, pero no necesariamente a la
imipenema. Estas mutantes se denominan nalB y habitualmente aparecen como
consecuencia de mutaciones en el gen regulador mexR, que deja de actuar como inhibidor
de la expresion de mexAB-oprM. Curiosamente, las cepas de P. aeruginosa que
sobreexpresan otro sistema, MexE-MexF-OprN, también suelen ser resistentes a la
imipenema, pero ello no se relaciona con la actividad especifica del sistema de eliminacion,
sino a que estas mutantes, ademas, dejan de producir OprD, debido probablemente a la
accién de un unico regulador que activa la produccion de la bomba e inhibe la expresion de
la porina.

La meropenema también utiliza OprD para penetrar en P. aeruginosa, por lo que la
resistencia con trascendencia clinica a este compuesto deriva de la combinacién de la
pérdida de OprD y de expresién de MexA-MexB-OprM. Debido a la alta estabilidad de la
meropenema a la accion hidrolitica de AmpC, la hiperproduccion de este enzima tiene
menor trascendencia que en el caso de imipenema (ver tabla 1). En la tabla 2 se indican los
valores de CMI de las carbapenemas frente a cepas de P. aeruginosa que difieren en la
expresion del sistema MexA-MexB-OprM.

Tabla 2. CMI de carbapenemas frente a cepas isogénicas de P. aeruginosa.
Cepa MexA-MexB-OprM AmpC Imipenema Meropenema

A + + 0,5 0,25
B - + 0,5 0,125
C + - 0,25 0,25
D - - 0,25 0,06

EFECTO CONJUNTO DE LOS MECANISMOS DE RESISTENCIA

Los mecanismos de resistencia expuestos previamente se combinan de forma
variable en las cepas clinicas de P. aeruginosa; ello explica que muchas de ellas, deficientes
en OprD, sean a la vez resistentes a la imipenema y a la meropenema, pero que algunas
s6lo lo sean a una de las dos carbapenemas. Considerando que la expresion de AmpC es
mas frecuente que la hiperexpresion de MexA-MexB-OprM, se puede entender que, en
cepas clinicas, la frecuencia de resistencia a la imipenema sea mayor que la del otro
compuesto del grupo. Asi pues, la resistencia de P. aeruginosa a B-lactamicos depende,
tanto de la produccion de B-lactamasas como de otros muchos factores no relacionados con
estas enzimas. Por ello, en este microorganismo, es particularmente complejo intentar
establecer los mecanismos de resistencia subyacentes en una cepa concreta partiendo
unicamente del fenotipo de resistencia: en la mayoria de los casos sera necesario estudiar
también las bases moleculares de los posibles mecanismos implicados. A titulo orientativo,
en la tabla 3, se recogen los fenotipos esperables en cepas que expresan distintos
mecanismos de resistencia.

En nuestro caso el analisis de los mecanismos de resistencia en la cepa de P.
aeruginosa obtenida tras el tratamiento con imipenema, en comparacion con los observados
en la cepa aislada antes del tratamiento, demostré que ambas cepas expresaban una sola



B-lactamasa inhibida por la cloxacilina, pero no por el acido clavulanico, y que, en ambas, la
actividad basal de B-lactamasa era baja pero aumentaba cuando se realizaba una induccién
con cefoxitina, lo que indicaba que las dos producian AmpC inducible. El analisis de las
proteinas de membrana externa en geles de poliacrilamida permiti6 demostrar que el
aislamiento post-tratamiento carecia de una proteina, presente en el aislamiento inicial, de
aproximadamente 46 Kda, reconocida por un anticuerpo anti-oprD, segun se puso de
manifiesto mediante western-blotting. Ninguno de los dos aislamientos expresaba una
proteina de membrana externa compatible con OprM (aprox. 50 Kda), pero en ambos se
pudo reconocer dicha proteina empleando un anticuerpo especifico anti-OprM, lo que indica
que en ambas cepas existia una expresion basal de MexA-MexB-OprM. En conclusion, la
cepa post-tratamiento se hizo resistente a la imipenema por la combinacién de la pérdida de
OprD y la expresién inducible de AmpC; la cepa era sensible a la meropenema porque no
existia una hiperexpresion adicional de MexA-MexB-OprM.

A pesar de la aparente facilidad con la que podemos explicar en la actualidad la
resistencia a las carbapenemas en P. aeruginosa, no hemos de descartar la importancia de
otros posibles mecanismos que podrian comenzar a conocerse en un futuro. Es posible que
otras porinas, ademas de OprD, estén también implicadas en la penetracion de las
carbapenemas. A tal respecto hemos de considerar que la secuenciacion del genoma
completo de P. aeruginosa PAO1 ha demostrado la existencia de muchas proteinas
analogas a OprD cuyo papel se desconoce en la actualidad. Igualmente, se sabe que
ademas de los sistemas de expulsidon antes indicados, P. aeruginosa posee otros operones
que podrian codificar nuevos sistemas cuya trascedencia nos resulta en la actualidad
desconocida.

La informacién sobre mecanismos de resistencia generada en otros microorganismos
podria, igualmente, arrojar alguna informacion de interés al considerar P. aeruginosa. En K.
pneumoniae, por ejemplo, nuestro laboratorio ha demostrado la importancia de una porina
menor, OmpK37, para la penetracién de las carbapenemas (en colaboracion con V. J.
Benedi, Universidad de las Islas Baleares) y el incremento de resistencia a la imipenema en
mutantes del nucleo del lipolisacarido (en colaboracién con J. Tomas, Universidad de
Barcelona). Igualmente hemos podido observar recientemente que la resistencia de A.
baumannii a las carbapenemas no solo depende de la expresion de las B-lactamasas con
mayor o menor actividad hidrolitica, sino también con la alteracion de la expresion de PBP.

Desde un punto de vista clinico un planteamiento interesante es considerar la
diferente trascendencia de la seleccidn de resistencias con imipenema y meropenema en P.
aeruginosa. La experiencia demuestra que son mas frecuentes en clinica las mutantes
resistentes al primero de estos compuestos, por las razones anteriormente indicadas. Sin
embargo, la pérdida de OprD (fundamental en la resistencia a la imipenema) se puede
considerar un fenédmeno que entrana un bajo riesgo de co-seleccion de resistencias, ya que
otros B-lactamicos y otros antimicrobianos no utilizan esta porina para su penetracién a
través de la membrana externa. Por el contrario, la resistencia a la meropenema, al
asociarse al incremento de la actividad de MexA-MexB-OprM, puede determinar una mayor
posibilidad de resistencia a otros sustratos eliminados por este sistema, entre los que se
incluyen las fluoroquinolonas, uno de los principales grupos con potencial aplicacion clinica.

Hasta el momento hay demasiada poca informacion sobre el significado clinico de la
existencia de cepas resistentes a la imipenema y sensibles a la meropenema, y viceversa
(definiendo estos conceptos en funcién de valores de CMI y los correspondientes puntos de
corte). Desconocemos, por ejemplo, si la meropenema seria efectiva en el tratamiento de
cepas aparentemente sensibles pero que han perdido OprD (resistentes a la imipenema) o,
por el contrario, si la imipenema es activa en las mutantes hiperproductoras de MexA-MexB-
OprM. Tampoco sabemos si el uso de carbapenemas “activas” in vitro generaria un mayor
riesgo de aparicidén de mutantes resistentes cuando se trate de cepas que poseen algun



mecanismo de resistencia que cuando se trate de cepas de P. aeruginosa que carecen de
ese mecanismo. Es obvio que, como en otras ocasiones, los estudios in vitro y el analisis de
los aspectos basales de la resistencia a las carbapenemas en P. aeruginosa van muy por
delante de los estudios de naturaleza clinica, mucho mas complejos de realizar, ciertamente.
En un futuro a corto plazo deberian planificarse estudios orientados clinicamente que
permitan corregir este desequilibrio.
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