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RESUMEN

Objetivo. Describir los genes que expresan resistencia a la carbapenemasas
presentes en la Pseudomona aeruginosa. Métodos. Se realizé la revision de
la literatura cientifica utilizando el método PRISMA, durante febrero de 2020,
en las bases de datos Pubmed, Scopus, y Scielo. Resultados. Se describe
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) como la técnica mas utilizada;
ademads, se hallaron los genes blancos moleculares de hiperexpresion de
multiples bombas de expulsién que generan la resistencia bacteriana.
Conclusiones. La PCR convencional y multiplex es la técnica mas utilizada
para el diagnéstico de genes que expresan resistencia a carbapenemasas
presentes en Pseudomona aeruginosa de pacientes con fibrosis quistica, al
serla mas estandarizada y tener alta sensibilidad, y especificidad, habiéndose
detectado asimismo genes IMP, VIM, OXA, MexAB-OprM, MexCD-Oprl,
MexEF-OprN y MexXY-OprM.

Palabras clave: fibrosis quistica; carbapenémicas; técnicas moleculares;
deteccion; PCR; Perti (Fuente: DeCS - BIREME).

ABSTRACT

Objective. To describe the genes expressing carbapenemase resistance
present in Pseudomona aeruginosa. Methods. The scientific literature was
reviewed using the PRISMA method during February 2020 in the Pubmed,
Scopus and Scielo databases. Results. The polymerase chain reaction (PCR)
is described as the most commonly used technique; in addition, molecular
white hyperexpression genes of multiple ejection pumps that generate
bacterial resistance were found. Conclusions. Conventional and multiplex
PCRis the most widely used technique for the diagnosis of genes that express
resistance to carbapenemases present in Pseudomona aeruginosa of patients
with cystic fibrosis, being the most standardized and have high sensitivity,
and specificity, also having detected IMP, VIM, OXA, MexAB-OprM, MexCD-
OprJ, MexEF-OprN and MexXY-OprM genes.

Keywords: cystic fibrosis; carbapenemics; molecular techniques; detection; PCR;
Peru (Source: MeSH-NLM).
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INTRODUCCION

La Pseudomonas aeruginosa es un agente causal
de infecciones intrahospitalarias que produce
bronconeumonia difusa bilateral en el aparato respiratorio
con formacion de microabscesos y necrosis tisular .,

La fibrosis quistica es el defecto genético debido a
mutaciones en un gen del brazo largo del cromosoma 7 que
codifica al regulador de la conductancia transmembrana
de la fibrosis quistica (CFTR). Este regulador interviene en el
balance de fluidos a través de las células epiteliales, actua
como un canal para el pase del cloro e inhibe la absorcion
de sodio @. La infeccién pulmonar es, a su vez, una de las
causas mas importantes de morbilidad y mortalidad en
paciente de fibrosis quistica ©.

La enfermedad broncopulmonar es la causa de muerte
en el 95% de los pacientes con fibrosis quistica. Los
organismos bacterianos mas frecuentemente aislados
son: Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus aureus
y Haemophilus influenzae “.El Staphylococcus aureus
es usualmente el primer patégeno aislado de la via
aérea de los pacientes con fibrosis quistica, con una
tasa de infeccion que disminuye con la edad, mientras
que, por su parte, la tasa de Pseudomona aeruginosa se
incrementa. La presencia de Pseudomona aeruginosa
en el tracto respiratorio en forma intermitente obliga a
su erradicacion completa por ser el agente que mayor
destruccién produce en las vias aéreas. A través de
la presencia primaria del Staphylococcus aureus en el
tracto respiratorio en forma intermitente, la Pseudomona
aeruginosa ve facilitada su entrada y posterior colonizacién.
Si bien ambas bacterias pueden coexistir, el desarrollo
abundante de Pseudomona aeruginosa puede inhibir el
crecimiento de staphylococcus aureus ©7,

La Pseudomona aeruginosa es el primer causante de
neumonia asociada a la ventilacién mecénica (NAV) en
las unidades de cuidados intensivos (UCI), con tasas de
mortalidad del 50 % ©39., Por consiguiente, el objetivo del
presente estudio fue describir los genes que expresan
resistencia a las carbapenemasas presentes en la
pseudomona aeruginosa.

METODOS

Se realizo la revision de literatura cientifica utilizando el
método PRISMA, durante febrero de 2020, en las bases
de datos Pubmed, Science Direct, Elsevier y Scielo; como
criterios de inclusién articulos originales publicados entre
los aflos 1988 y 2020 que basados en investigacién de
secuenciamientos moleculares de carbapenemasas
presentes en pseudomona aeruginosa.
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RESULTADOS

La Pseudomona aeruginosa es el principal causante de
infeccién pulmonar crénica en pacientes con fibrosis
quistica (FQ), enfermedad pulmonar obstructiva cronica
(EPOCQ) y bronquiectasias"®'". Una de las caracteristicas
mas preocupantes es su elevado nivel de resistencia
intrinseca a los antibidticos, asi como su gran capacidad de
desarrollo de nuevas resistencias a través de mutaciones
en su cromosoma. En este sentido, cabe destacar las
multiples mutaciones en ampR, ampD o dacB (PBP4) 123
que determinan la hiperproduccion de la betalactamasa
cromosémica tipo AmpC, confiriendo resistencia a todas
las penicilinas (incluyendo las combinaciones con
inhibidores de betalactamasas, como la piperacilina-
tazobactam), cefalosporinas (ceftazidima y cefepima)
y monobactamicos (aztreonam).

Es caracteristica también de pseudomona aeruginosa
la resistencia mediada por la hiperexpresion de alguna
de las multiples bombas de expulsién codificadas en
su genoma: MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN 'y
MexXY-OprM, principalmente; las cuales, dependiendo de
la bomba implicada, pueden afectar a practicamente todos
los betalactamicos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos.
Por ultimo, cabe destacar también la represiéon o
inactivacién de la porina OprD, que confiere resistencia
a las carbapenemasas ' y la distribucion de genes
gue expresan resistencia (ver tabla 1).

Tabla 1. Genes que expresan mecanismos de resistencia por Pseudo-
mona aeruginosa

Resistencia al

Gen /Proteina antimicrobiano

Mecanismo

Impermeabilidad
de lamembrana
externa

Imipenem, meropenem,
quinolonas,
aminoglucdsidos

OprD,0prF,OprB

MexAB-OprM, MexXY-
OprM, MexCD-OprJ,
MexEF-OprN

B-lactamicos,
fluoroquinolonas,
aminoglucdsidos

Bombas de eflujo

AmpD, DacB, AmpR,  B-lactamicos, penicilinas

B-Lactamasas

AmpC antipseudomonas
Modificacion GyrA7,GyrB, . -
del blanco del topoisomerasa tipolV Fluoroqu{g?gg&fg amino
antimicrobiano (ParC/ParE) rmtA 9
Penicilinas,

Metalo-B-lactamasas- Lo
e cefalosporinas, imipenem

. lase B O
Transferencia clase Las MBLs no hidrolizan
horizontal Genes C(,z/?éflfntes de Aztreonam

: AZT:S/IMI 6 MER:R
blaVIM-1y bla VIM-2 probable MBL
. Modificacion lipido
Cambios en la N -
membrana A Sobreexpresion de Penicilinas

AmpC
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El problema se ve aumentado en las cepas causantes
de infeccidn respiratoria cronica, a menudo asociadas con
elevadas tasas de mutacidn y, por lo tanto, de desarrollo de
resistencias '%'”), asi como con la formacién de biopeliculas
en el pulmén, lo que limita drasticamente la actividad de
los antibioticos "%, Ademas, la Pseudomona aeruginosa es
capaz de adquirir nuevos determinantes de resistencia
por transferencia horizontal. Entre los determinantes
adquiridos, normalmente en forma de casetes situados
en integrones, a su vez localizados en transposones o
plasmidos que permiten su movilidad, destacan las
betalactamasas, incluyendo las de espectro extendido
(BLEE) y las carbapenemasas, pero también las enzimas
modificantes de los aminoglucésidos 1'%,

La resistencia a las carbapenemas en la pseudomona
aeruginosa puede tener un origen cromosémico, por
mutaciones en determinados genes, o bien estar mediada
por la adquisicion horizontal de carbapenemasas 2",
Entre los mecanismos mutacionales més conocidos destaca
la represién o inactivacion de la porina OprD, por la que
se introducen las carbapenemasas en la célula bacteriana,
que confiere resistencia al imipenem y sensibilidad
reducida al meropenem. Para la adquisicion de resistencia
de alto nivel a esta Ultima carbapenema, y también al
recientemente introducido doripenem @9, la Pseudomona
aeruginosa necesita, ademas, acumular mutaciones
causantes de hiperproduccion de su betalactamasa
cromosomica AmpC, que se pueden dar en diferentes
genes reguladores, como ampR, ampD o dacB %*# o en
mutaciones que conduzcan a la hiperexpresién de la
bomba de expulsion MexAB-OprM (181921 Estas mutaciones
pueden afectar al gen represor de la bomba, mexR, o
bien a otros reguladores secundarios: nalC y nalD. Por
otra parte, si bien la bomba MexEF-OprN no expulsa de
forma significativa las carbapenemas, su hiperexpresién
se relaciona con la pérdida de sensibilidad a estos
antibiéticos. El mecanismo por el cual se produce este
hecho no es del todo conocido, pero parece deberse a
que las mutaciones que determinan la hiperexpresion de
la bomba, en el gen regulador mexT, también conllevan
la reduccion de la expresion de OprD (19202122,

Sin duda, uno de los principales problemas emergentes,
tanto en enterobacterias como en gramnegativos no
fermentadores, incluyendo, obviamente, pseudomonas
auriginosa es la creciente diseminacion de las
carbapenemasas transferibles. Estas pertenecen a tres
de las cuatro clases estructurales definidas por Ambler 23
Ay D, ambas con serina en el centro activo, y B (metalo-f-
lactamasas [MBL], que necesitan zinc en su centro activo
para ser funcionales) ¥, Por otra parte, recientemente
se ha propuesto la existencia de betalactamasas tipo
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AmpC cromosémicas de espectro extendido (ESAC) en
Pseudomona aeruginosa definidas por la presencia del
polimorfismo T105A, que determina una cierta actividad
carbapenemasas y que, por lo tanto, puede contribuir
a la resistencia a estos antibioticos .

DISCUSION

La utilizacion de técnicas de biologia molecular en las
muestras microbioldgicas de los pacientes con fibrosis
quistica permite: a) detectar microorganismos de forma
directa en las secreciones respiratorias sin necesidad
de tener que esperar al cultivo microbioldgico @?%; b)
detectar microorganismos de crecimiento dificil, cuyo
cultivo con las técnicas habituales se produce con escasa
o nula rentabilidad, o en casos de bajos recuentos o
colonizaciones mixtas; c) identificar patégenos con
taxonomia incierta @”; d) documentar la persistencia y
variabilidad de la clonalidad en un mismo paciente asi
como de posibles infecciones cruzadas entre distintos
pacientes ?®y; e) facilitar el seguimiento del tratamiento
antimicrobiano y control de la erradicacién.

La deteccion de microorganismos de forma directa
en las muestras respiratorias, sin necesidad de tener
que esperar al cultivo microbiolégico, ha permitido
detectar la presencia de pseudomona aeruginosa en los
periodos ventana (en los que, debido al tratamiento
antimicrobiano, pueden disminuir los recuentos) y
encontrarse por debajo del limite de deteccion del
cultivo y también en los periodos iniciales (en los que
su bajo nlimero escapa a su deteccion con el cultivo). Las
técnicas de biologia molecular han permitido demostrar
que la colonizacién por Pseudomona aeruginosa y
Stenotrophomonas maltophilia persiste aun cuando
los cultivos son negativos, siendo de gran ayuda en la
valoracion del tratamiento antimicrobiano®,

En la infeccidn inicial se recomienda tratamiento
inhalado 28dias con colistina (0,5-2MU/8h), tobramicina
(300mg/12h) o aztreonam (75mg/8h) con o sin
ciprofloxacino oral (15-20mg/kg/12h, 2-3 semanas). En
la infeccidn crénica se recomienda solo via inhalada
en tratamiento continuo con colistina, o en ciclos on-
off de 28 dias con tobramicina o aztreonam. Durante
las exacerbaciones leves moderadas se recomienda
tratamiento oral (ciprofloxacino, 2-3 semanas) y en las
graves, tratamiento intravenoso (B-lactamico asociado
a un aminoglucésido o una fluoroquinolona) &,

En conclusién, las metalo-B-lactamasas son las
carbapenemasas de mayor importancia clinica y
epidemioldgica a nivel mundial, debido al alto nivel
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de resistencia que presentan para los B-lactdmicos
(excepto aztreonam) y la alta tasa de mortalidad
asociada a la persistencia en el ambiente hospitalario.
Algunos mecanismos de resistencia adicionales a los
enzimdaticos incluyen a las bombas de expulsiéon que
se encuentran en la membrana externa de la célula y
expulsan hacia el exterior de la bacteria gran cantidad de
moléculas (metabolitos, detergentes, solventes organicos
y antibiéticos). El principal papel de este mecanismo es
bajar las concentraciones de sustancias téxicas dentro
de la célula.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente mencionado,
la investigacién permitié conocer la magnitud del
problema de carbapenemasas en pseudomona aeruginosa
mas importantes como patégenos nosocomiales, los tipos
de carbapenemasas presentes en nuestro medio; una
informacion con la que no contdbamos por la carencia
de estudios de este tipo. Por lo tanto, la informacién
generada por el presente estudio contribuird no solo a
mejorar el abordaje terapéutico de las infecciones causadas
por estos patdgenos; lo mas importante es que ademas
puede constituirse como una herramienta valiosa para
los estamentos correspondientes en la implementacién
de politicas de control de resistencia a antimicrobianos.
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