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ABSTRACT

Palabras clave

Objetivo. Identificar la proteina de membrana externa ausente en los aislamientos resistentes y
determinar tanto las causas de su ausencia en la membrana, como la presencia de otros mecanismos
de resistencia a carbapenemes en aislamientos clinicos de Pseudomonas aeruginosa.
Métodos. Se estudid un brote de 20 aislamientos de P. aeruginosa previamente
caracterizados como productores de la metalobetalactamasa IMP-13. Estos aislamientos
presentaron igual expresion de la enzima IMP-13, pero solo cinco de ellos fueron resistentes a
carbapenemes. En esos cinco aislamientos resistentes se confirmd la ausencia de una proteina
de membrana externa. Se secuenciaron oprD y ampC; se identificaron las proteinas de
membrana externa por desorcidnfionizacion ldser asistida por matriz/espectometria de masa
tiempo de vuelo (MALDI-TOF); se determind el nivel de expresion de OprD, de AmpC y de los
sistemas de eflujo tipo Mex, por reaccion en cadena de polimerasa en tiempo real, y por iiltimo,
se determind la contribucion del déficit de OprD a la resistencia a carbapenemes.
Resultados. La proteina de la membrana externa ausente en el grupo R (resistentes a
ambos carbapenemes) fue identificada como OprD-TS, pero no se observaron variaciones en su
expresion. El gen oprD presentd mutaciones en los cinco aislamientos resistentes. Se observo
la misma produccion de la enzima tipo AmpC PDC-5 y del sistema de eflujo Mex AB-OprM
entre los aislamientos sensibles y resistentes a carbapenemes. Se analizo como la presencia
conjunta de IMP-13 y el déficit de OprD contribuyen al aumento de la resistencia.
Conclusiones. Distintos mecanismos contribuyen a la resistencia de aislamientos
productores de IMP-13 a carbapenemes. La posibilidad de no detectar estos aislamientos
productores de IMP-13 representa un riesgo latente de seleccion de mutantes con mecanismos
de resistencia que se suman para aumentar la resistencia a carbapenemes.
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El tratamiento de las infecciones noso-
comiales causadas por cepas de Pseudo-
monas aeruginosa es actualmente un ver-
dadero desafio terapéutico debido a los
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multiples mecanismos de resistencia pre-
sentes en este agente patégeno. Ademas,
es frecuente la ocurrencia de brotes noso-
comiales de infecciones por Pseudomonas
aeruginosa (1). Se entiende por brote noso-
comial un aumento repentino del niimero
de infecciones causadas, en este caso, por
un microorganismo que presenta un per-
fil de resistencia emergente, no descrito
previamente en el hospital Eva Perén de
Buenos Aires, Argentina.

La seleccién del antibiético més apro-
piado para comenzar el tratamiento an-
tibacteriano es fundamental cuando se
trata de optimizar los resultados clinicos
y lograr tanto la disminucién de la mor-
bilidad y mortalidad de los pacientes,
como reducir el periodo de estancia hos-
pitalaria y la diseminacién del agente pa-
tégeno en el hospital. Sin embargo, esa
eleccion no es sencilla, dada la extraor-
dinaria habilidad de este germen pato6-
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geno oportunista de desplegar todos sus
mecanismos de resistencia para inacti-
var una variedad de antimicrobianos,
aun después de iniciado el tratamiento
antibiético. Los carbapenemes, son los
antibidticos betalactdmicos con mayor
espectro de accién, y en muchos casos
la dltima opcidn terapéutica frente a las
infecciones por P. aeruginosa. La resisten-
cia adquirida a los carbapenemes resulta
de la presencia de distintos mecanismos,
que incluyen la inactivacion enzimatica
y la disminucién de la concentracién
del antimicrobiano en el sitio blanco. La
importancia relativa de cada mecanismo
de resistencia es variable y en muchos
casos coexisten mas de un mecanismo.
La inactivacién enzimatica estd mediada
por la sobreexpresién de enzimas de tipo
AmpC o por la produccién de carbape-
nemasas, las que pueden ser serinoen-
zimas o metalobetalactamasas (MBL).
La alteracién en la concentraciéon en el
periplasma puede deberse al déficit en la
expresion de proteinas de la membrana
externa, OprD, o a la sobreexpresién de
sistemas de eflujo de tipo MexAB-OprM
y MexXY-OprM, habitualmente expre-
sados en los aislados de P. aeruginosa, o
MexCD-Opr] y MexEF-OprN, que nor-
malmente no se expresan (2).

En este trabajo se analiz6 la contri-
bucién de distintos mecanismos de re-
sistencia a antibidticos carbapenémicos
(imipenem y meropenem) en 20 aisla-
mientos clinicos de P. aeruginosa clo-
nicamente relacionados y previamente
caracterizados como productores de la
metalocarbapenemasa IMP-13 (3, 4), pero
que muestran diferencias fenotipicas en
el grado de resistencia a carbapenemes.
Si bien en todos los aislamientos se com-
probé previamente igual grado de expre-
sién de metalobetacarbapenemasa, solo 5
de los 20 aislamientos estudiados fueron
resistentes a carbapenemes; el resto fue
sensible segtin los puntos de corte del
Instituto de Estandares Clinicos y de
Laboratorio (CLSI, por su sigla en inglés)
(5). Estudios del perfil de las proteinas
de membrana externa por electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsul-
fato sédico (SDS-PAGE) mostraron la
ausencia de una proteina de 46kDa en
los cinco aislamientos resistentes (3). El
objetivo principal del presente estudio
fue identificar la falta de una proteina de
membrana externa y determinar tanto las
causas de su ausencia en la membrana,
como la presencia de otros mecanismos
de resistencia. Un segundo objetivo fue
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evaluar si la ausencia de la proteina men-
cionada en la membrana externa de los
aislamientos resistentes a carbapenemes
era suficiente para conferirles resistencia
cuando se expresa la MBL IMP-13.

METODOS
Aislamientos

Se realiz6 un estudio retrospectivo y
observacional que incluy6 20 aislamientos
de P. aeruginosa productores de la MBL
IMP-13. Estos aislamientos estaban cl6ni-
camente relacionados y fueron recupera-
dos durante diciembre de 2004 y diciem-
bre del 2005 en el hospital Eva Perén de
Buenos Aires, Argentina. Diecinueve de
los aislamientos estudiados se recupera-
ron de pacientes hospitalizados, y uno, de
un dispositivo médico identificado como
posible reservorio del microorganismo,
ya que se encontrd relacién clénica entre
los aislamientos por electroforesis en gel
de campo pulsado (PFGE) siguiendo el
protocolo descrito por Santella y colabo-
radores (3). De los 20 aislamientos, cinco
fueron resistentes a ambos carbapenemes
(Grupo R), y el resto presentd susceptibi-
lidad disminuida a ellos (Grupo S) segtin
los puntos de corte establecidos por el
CLSI para las pruebas de sensibilidad a
los antibidticos (3).

Anilisis de los mecanismos que
disminuyen la concentracién del
antibiético en el sitio activo

Dado que en el perfil de proteinas de
membrana externa resuelto por SDS-
PAGE se observo la ausencia de una
banda proteica de 46 kDa en los aisla-
mientos pertenecientes al Grupo R al
compararlos con el Grupo S, se procedié
a identificar dicha proteina. Para ello se
purificé la banda proteica presente en
los aislamientos del Grupo S a partir de
los geles de poliacrilamida y se someti6
a espectrometria de masa MALDI-TOF
(desorcién/ionizacién laser asistida por
matriz/espectometria de masa tiempo
de vuelo) (6).

El gen codificante de oprD fue ampli-
ficado empleando cebadores especificos
y el fragmento obtenido fue secuenciado
en forma completa. La expresion del gen
codificante de OprD en ambos grupos se
determiné por amplificacién por reac-
cién en cadena de polimerasa (PCR) en
tiempo real con cebadores especificos
(7). Se empled el kit comercial Lightcy-

cler® DNA Master SYBR Green I (Roche
Applied Science) siguiendo las recomen-
daciones del fabricante y los controles
positivos correspondientes (7). La ampli-
ficacién, cuantificacién y analisis se reali-
zaron por triplicado utilizando el instru-
mento y programa Lightcycler® (Roche
Molecular Biochemicals, version 3.5).

Para determinar la contribucién del
déficit de OprD a la resistencia a carba-
penemes en aislamientos productores
de esta metaloenzima, se cloné el gen
codificador de la enzima IMP-13 en el
vector de expresién de amplio rango
de huésped pME6001, y se transformé
en P. aeruginosa PAO1 (P. aeruginosa
PAOL1 (pME-IMP-13)) y en P. aeruginosa
TNP065 deficiente en OprD (P. aerugi-
nosa TNP065DOprD (pME-IMP-13)) (8).
Se determind la concentracién inhibito-
ria minima de imipenem y meropenem
en los clones obtenidos, de acuerdo a las
normas del CLSI (5).

Los niveles de expresién de los dis-
tintos componentes de los sistemas de
eflujo de tipo Mex se determinaron por
amplificacion por PCR en tiempo real em-
pleando el kit comercial y las condiciones
mencionadas en el parrafo anterior. Se
amplificaron los genes mexB, mexC, mexE,
como marcadores de los sistemas MexAB,
MexCD, MexEF, respectivamente.

Anilisis de las betalactamasas tipo
AmpC

El gen ampC fue clonado en el vector
pLBII (9) y posteriormente secuenciado.
Se determind la expresién génica por PCR
en tiempo real en condiciones basales y
en presencia de concentraciones subinhi-
bitorias de imipenem y meropenem.

RESULTADOS

Por espectrometria de masa se deter-
miné que la proteina 46 kDa presente
en los aislamientos del grupo Grupo S
y ausente en los aislamientos del Grupo
R corresponde a OprD-TS, una variante
alélica del gen de oprD, previamente des-
crita en un aislamiento de P. aeruginosa
productor de VIM-2 (10). La expresién
del gen de oprD fue igual en ambos gru-
pos, lo cual muestra que el déficit de esta
proteina en los aislamientos del Grupo R
no se debe a una alteracion de la regu-
lacién de la transcripcién. La secuencia
del gen codificador de OprD en los ais-
lamientos del Grupo S correspondio a la
variante oprD-TS, en concordancia con lo
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observado por espectrometria de masa.
En los aislamientos del Grupo R, las
secuencias del gen oprD presentaron mu-
taciones en la secuencia de sus nucledti-
dos. En dos de cinco aislamientos se de-
tecté una delecién puntual que convierte
el producto génico en una proteina de
finalizacion prematura, mientras que en
tres de cinco aislamientos se observé una
delecién de 27 pb, que si bien no afecta el
marco de lectura, probablemente afecte
la conformacién funcional de la proteina
debido a la localizacién de esta delecién
sobre el extremo carboxilo terminal.

No se observaron diferencias en la
expresion de los distintos sistemas de
eflujo de tipo Mex en los aislamientos
del Grupo R en comparacién con el
Grupo S. Los niveles de expresion de to-
das las bombas de eflujo analizadas, para
aislamientos tanto del Grupo R como del
Grupo S, fueron inferiores al del control
hiperproductor de sistemas de eflujo (7),
e iguales al de la cepa PAOL1 utilizada
como control de expresién basal, excepto
para MexAB-OprM. En este ultimo se
observé un ligero aumento en ambos
grupos, Ry S (3:1), con respecto a la cepa
de referencia.

La concentracién inhibitoria minima
(CIM) de imipenem y meropenem de los
clones P. aeruginosa PAO1 (pME-IMP-13)
y P. aeruginosa TNP065 AoprD (pME-
IMP-13), correspondientes a la transfor-
macién del vector pME-IMP13 en PAO1
y en la mutante TNP065 deficiente en
OprD (TNP065) respectivamente, se
muestran en el cuadro 1.

Respecto a la caracterizacién de la en-
zima de tipo AmpC, en los aislamientos
de ambos grupos se observé que el gen
codificador corresponde al de la enzima
PDC-5, una variante de AmpC, con acti-
vidad débil sobre los carbapenemes (11).
En condiciones basales, no se observaron
diferencias en la expresién de dicho gen

entre los aislamientos de los Grupos R
y S. Ante la presencia de antibi6ticos
carbapenémicos como inductores de la
expresion de AmpC, se observé un au-
mento de 9 y 90 veces con imipenem y
meropenen, respectivamente, pero sélo
en el Grupo S. Este resultado se debe pro-
bablemente a que el déficit de OprD en
la membrana externa de los aislamientos
del Grupo R restringe el ingreso de los
antibioticos inductores, lo cual sumado
a la hidrdlisis mediada por la enzima
IMP-13, resulta en concentraciones que
no logran inducir la expresion de AmpC.

DISCUSION

El anélisis conjunto de los resultados
del presente trabajo y de las observa-
ciones previas en parrafos anteriores no
s6lo muestra la coexistencia de distintos
mecanismos de resistencia en un mismo
aislamiento, sino también la necesidad
de que se dé dicha coexpresién para
que los microorganismos presenten re-
sistencia fenotipicamente observable. En
trabajos anteriores hemos demostrado
que la frecuencia de seleccién de mu-
tantes resistentes a carbapenemes en los
aislamientos del Grupo S varia entre 2 x
108 a 1,6 x 107 para cada uno de los an-
tibidticos carbapenémicos (3), mientras
que no se logra obtener mutantes resis-
tentes de P. aeruginosa ATCC 9027 ni de
aislamientos clinicos no productores de
metalobetalactamasa. Estos resultados
muestran el riesgo de seleccién de un
segundo mecanismo de resistencia en
presencia de un mecanismo preexistente,
y la consecuente posibilidad de selec-
cién de microorganismos resistentes que
podria llevar a falla terapéutica. En este
sentido, la adquisicién y expresiéon de
la MBL IMP-13 no confiere resistencia a
carbapenemes segiin los puntos de corte
del CLSI, pero determina un aumento

CUADRO 1. Valores de la concentracion inhibitoria minima de carbapenemes en aislamientos
de Pseudomonas aeruginosa PAO1 y P. aeruginosa TNP065 y los respectivos transformados

productores de IMP-13

CIM (pg/ml)

P. aeruginosa

P. aeruginosa P. aeruginosa

P. aeruginosa PAO1 TNPO065 TNPO065
Carbapenemes PAO1 (PME-IMP-13) AoprD AoprD (pME-IMP-13)
Imipenem 4 16 16 32
Meropenem 0,5 4 4 32

P. aeruginosa PAO1 (pME-IMP-13): P. aeruginosa PAO1 transformada con el plasmido de expresion pME, que contiene el

gen codificador de la enzima IMP-13.

P. aeruginosa TNP065 AoprD: P. aeruginosa TNP065, que contiene una delecion en el gen codificante de la porina oprD.
P. aeruginosa TNP065 AoprD (pME-IMP-13): P. aeruginosa TNP065 AoprD transformada con el plasmido de expresion pME

que contienen el gen codificador de la enzima IMP-13.
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de la CIM de esos antibidticos. A su
vez, podria considerarse un marcador de
prerresistencia que genera una situacién
propicia para la seleccién de mutan-
tes de permeabilidad. Las mutaciones
puntuales o microdeleciones en el gen
codificador de la proteina de membrana
externa OprD resultaron suficientes para
determinar el déficit de dicha proteina
en la membrana, aumentando el grado
de resistencia a ambos carbapenemes.
Por su parte el nivel de expresiéon del
sistema de eflujo MexAB ligeramente
superior, puede contribuir al aumento
del grado de resistencia.

La presencia de la enzima PDC-5, con
débil actividad carbapenemasa, no es ca-
paz, por si misma, de conferir resistencia
a los carbapenemes en estos aislamien-
tos; sin embargo, podria contribuir a la
resistencia a los carbapenemes durante
el tratamiento, ya que hemos obser-
vado que en presencia de concentracio-
nes subinhibitorias de estos antibiéticos
aumenta la expresion y demuestra la
funcionalidad del sistema de induccién.
Ademads, permanece latente el riesgo de
seleccion de mutantes hiperproductores.

En este trabajo analizamos solamente
20 aislamientos de Pseudomonas aeruginosa
productores de IMP-13, clénicamente re-
lacionados, por lo cual las conclusiones
no pueden hacerse extensivas a microor-
ganismos productores de otras familias
de MBL ni a otras variantes de la misma
familia. Sin embargo, los resultados cons-
tituyen un antecedente importante, que
seflala que las pruebas de laboratorio
cotidianas pueden no detectar todos los
mecanismos de resistencia presentes en
los aislamientos evaluados, y pone de
manifiesto la limitacién de esas pruebas,
al menos en este caso. En consecuencia,
seria necesario extender el analisis a un
nimero mayor de aislamientos para po-
der llegar a conclusiones mds generales,
aplicables a todas las MBL.

Los resultados obtenidos demuestran
sinergia entre el mecanismo de imper-
meabilidad y la produccién de la MBL
IMP-13 para conferir resistencia feno-
tipica a los carbapenemes. Ademds ad-
vierte sobre la presencia de otros me-
canismos de resistencia, como un ligero
aumento de MexAB-OprN y la presencia
de una enzima AmpC con actividad de
carbapenemasa, tanto en los aislamien-
tos sensibles como en los resistentes a
carbapenemes. La deteccién incompleta
de mecanismos de resistencia cuando
se expresan individualmente podria fa-
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vorecer tanto su diseminaciéon (4), como
la administracion inadecuada de un tra-
tamiento basado en la interpretacién de
un antibiograma con los puntos de corte
actuales propuestos por el CLSL

En nuestro pais, la Subcomisién de
Antimicrobianos de la Sociedad Ar-
gentina de Bacteriologia, Micologia y
Parasitologia Clinica (SADEBAC), a su
vez, parte de la Asociacién Argentina de
Microbiologia (http:/ /www.aam.org.ar/
sadebac.shtml), recomienda analizar la
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presencia de mecanismos de resistencia
en aislamientos de bacilos gramnegativos
no fermentadores que presenten puntos
de corte de imipenem o meropenem o
ambos antibidticos < 21 mm, e incluir
en el antibiograma inicial de rutina un
disco con acido etilendiaminotetraacético
o EDTA (1 pg) a una distancia de 15 mm
del borde de los discos con imipenem y
meropenem. Esta fue una herramienta
fundamental para detectar y caracterizar
los microorganismos estudiados, ya que
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ABSTRACT

Carbapenem resistance in
Pseudomonas

aeruginosa isolates: an
example of interaction
between different mechanisms

Key words

Objective. To identify the outer membrane protein absent in the resistant isolates and
to determine both the causes of its absence in the membrane and the presence of other
mechanisms of carbapenem resistance in clinical isolates of Pseudormonas aeruginosa.
Methods. Twenty isolates from an outbreak of P. aeruginosa previously characterized
as metallo-beta-lactamase IMP-13 producers were studied. All the isolates exhibited
equal expression of the IMP-13 enzyme, but only five of them were carbapenem-
resistant. It was found that the five resistant isolates lacked a outer membrane protein.
The oprD and ampC genes were sequenced; the outer membrane proteins were identified
using matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass
spectrometry; the OprD and AmpC expressions, as well as the Mex efflux system,
were assessed by real-time polymerase chain reaction; and finally, the contribution of
reduced OprD to carbapenem resistance was determined.

Results. The absent outer membrane protein in group R was identified as OprD-TS;
however, no variations in its expression were observed. The oprD gene presented
mutations in the five resistant isolates. The production of AmpC PDC-5-type enzyme
and the MexAB-OprM efflux system was the same in both carbapenem-sensitive and
-resistant isolates. The contribution of the combined presence of IMP-13 and reduced
OprD to increased resistance was examined.

Conclusions. Different mechanisms contribute to carbapenem resistance in IMP-
13-producing isolates. The possibility that these IMP-13-producing isolates could
go undetected poses a latent risk when selecting mutants with added resistance
mechanisms in order to enhance carbapenem resistance.

Drug resistance, microbial; Pseudomonas aeruginosa; Argentina.

548

Rev Panam Salud Publica 30(6), 2011



