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Rezumat

Bacteriile apartinand genului Pseudomonas sunt recunoscute pentru rezis-
tenta intrinsecd la anumite clase de antibiotice, precum §i pentru capacitatea lor
de a achizitiona rapid gene ce codifica rezistenta la antibiotice. Cele mai comune
mecanisme de rezistenta sunt producerea de p-lactamaze, precum si producerea
de enzime de inactivare ale aminoglicozidelor. In plus, diminuarea expresiei pro-
teinelor membranare externe, aparifia unor mutatii in topoizomeraze, precum §i
aparitia sistemelor de eflux, joaca un rol important in rezistenta la diferite clase
de antibiotice, precum fluorochinolone, cloramfenicol, tetracicline, dar si beta-
lactamine. Acumularea acestor mecanisme duce la aparitia tulpinilor multirezistente
sau ,,panrezistente”.

Cuvinte cheie: Pseudomonas aeruginosa, rezistenta intrinseca, rezistenta la
antibiotice.

PSEUDOMONAS AERUGINOSA:
PHENOTYPES

ANTIBIOTIC RESISTANCE

Abstract

Pseudomonas spp. are noted for intrinsic resistance of many antibiotics and
ability to acquire gene encoding resistance determinants. Most common mechanisms
or resistance of these pathogens is the production of p-lactamases and aminoglyco-
side-modifying enzymes. Diminished expression of outer membrane proteins,
mutations in topoisomerases and up-regulation of efflux pumps play an important part
in antibiotic resistance, to quinolones, chloramphenicol, tetracyclines and p-lactams.
The accumulation of multiple mechanism of resistance leads to the developement of
multiply resistant or even ’panresistant” strains.
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Introducere

Rezistenta bacteriilor la antibiotice este fie natu-
rala, fie dobandita. Rezistenta naturala a unei specii sau
a unui gen este o caracteristicad proprie, apartinand unei
specii sau a unui gen, indiferent de conditiile de izolare.
Rezistenta naturala este transmisibila la descendenti, fiind
cromozomiala (transmisie verticala), ea determinand feno-
tipurile salbatice la antibiotice. Transmisia orizontala este
rard sau inexistenta.

Rezistenta dobandita se refera la o proportie de tul-
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pini din cadrul unei specii sau gen bacterian, ea existand prin
dobandirea unui mecanism sau a mai multor mecanisme de
rezistentd, care determina un fenotip de rezistenta, diferit de
fenotipul salbatic si caracteristic tulpinilor care au dobandit
acest mecanism.

Mecanismele rezistentei dobandite au ca suport ge-
netic elemente mobile (plasmide, transpozoni), ele avand
capacitatea de a fi transmisibile orizontal, uneori intre spe-
cii diferite. Transmisia verticald este posibila, dar uneori
este aleatorie. Mecanismele de rezistenta dobandita sunt
mai bine cunoscute decat cele ale rezistentei naturale.

Mecanismele de rezistenta dobandita se impart in
trei categorii: diminuarea cantitatii de antibiotic care atinge
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tinta prin diminuarea permeabilitatii sau prin aparitia siste-
melor de eflux, modificarea tintei antibioticului §i inacti-
varea antibioticului [1,2].

Diminuarea permeabilitdtii apare mai ales la nive-
lul membranei externe a bacteriilor Gram-negative, la
care porii se obtureaza partial sau total sau pot uneori sa
dispara. Mutatii care afecteaza lipopolizaharidul pot duce
exteriorul membranei externe [1]. Modificarile aparute la
nivelul membranei citoplasmatice pot fi implicate mult mai
rar (rezistenta la aminoglicozide prin modificarea siste-
melor de transport). Sistemele de eflux sunt alcétuite din
proteine particulare cu rol de pompe, care utilizeaza o
fortd proton-motrice care expulzeazd antibioticul de cand
patrunde in celula bacteriana [1]. Aceste sisteme de eflux
pot aparea la clase de antibiotice diferite: fluorochinolone,
cloramfenicol, tetracicline, dar si beta-lactamine, consititu-
ind sistemele de rezistentd multipla.

Modificarea tintei antibioticului: poate fi vorba
de o modificare partiald sau a naturii tintei, o modificare
a numarului (hiperproductie), o schimbare totald a fintei
(tintd noud) sau uneori o asociere a mai multor meca-
nisme din cele mentionate. Aceste modificari se reali-
zeaza prin mutatii la nivelul genelor care codifica tinta
antibioticului sau prin achizifionarea de gene strdine.
Un exemplu de mutatic este rezistenta dobandita la
fluorochinolone prin modificarea ADN-girazei sau a
topoizomerazei ['V.

Inactivarea antibioticului este mecanismul cel mai
frecvent intdlnit. Poate fi o distrugere a antibioticului
(hidroliza beta-lactaminelor de catre beta-lactamaze) sau
modificarea moleculei prin anexare de radicali: esterifica-
rea aminoglicozidelor de catre aminozidfosfotransferaze
(APH), nucleotidiltransferaze (ANT), acetiltransferaze
(AAT).

Rezistenta la antibiotice la Pseudomonas
aeruginosa

Rezistenta naturald a P. aeruginosa este importanta,
iar rezistentele dobandite sunt foarte frecvente. Rezistenta
generald a P. aeruginosa se datoreaza unei combinatii de
mai multi factori: acesta este intrinsec rezistent la anumiti
agenti microbieni, datorita permeabilitatii scazute a pere-
telui celular; are capacitatea de a-si exprima genetic un
larg repertoriu al mecanismelor de rezistentd: el poate
deveni rezistent prin mutatii cromozomiale in genele care
reglementeaza rezistenta geneticd, poate achizitiona gene
suplimentare de rezistentd de la plasmide, transpozoni sau
bacteriofagi [1,2]. Un element suplimentar care contribuie
la rezistenta P. aeruginosa mai ales la izolatele provenite
de la pacienti cu fibroza chistica [3,4] este modul sau de
crestere in plamani. Agregatele de bacterii din plamani
sunt inconjurate de un strat de polizaharid alginat [5].
De acest strat se pot lega antibiotice cationice, cum ar
fi aminoglicozidele, restrictiondnd difuzia acestora [5].

Aceste microcolonii sau biofilme sunt extrem de rezis-
tente la antibiotice, datoritd unor mecanisme care raman
neclare.

Rezistenta la beta-lactamine

Fenotipul salbatic este legat de producerea unei
cefalosporinaze inductibile de catre aminopeniciline si
cefalosporinele din prima si a doua generatie, cuplata sau
nu cu o impermeabilitate mai mult sau mai putin marcata
si de un sistem de eflux activ constitutiv. Acest fenotip
se traduce printr-o rezistentd la aminopeniciline, ca atare
sau asociate cu inhibitori de beta-lactamaze (IBL) si la
cefalosporinele de generatia I sau a II-a.

Rezistentele dobandite sunt legate de mecanisme
enzimatice (penicilinaze, cefalosporinaze, BLSE =
beta-lactamaze cu spectru extins, metalo-enzime) sau
neenzimatice (impermeabilitate, mecanism de eflux si
modificarea tintei antibioticului).

Rezistenta dobandita enzimatica se exprima prin:

- penicilinaze plasmidice transferabile: PSE, TEM,
OXA, cu rezistenta la carboxipeniciline, ureidopeniciline,
cefoperazona si sensibilitate la: ceftazidim, cefepim,
imipenem, IBL;

- BLSE tip penicilinaza (TEM, SHV, PER, VEB):
sensibilitate la imipenem, carboxipeniciline + IBL, ureido-
penicline + IBL;

- BLSE tip oxacilinaza: OXA-2, OXA-10: sensi-
bilitate la imipenem;

- cefalosporinaze cromozomiale dereprimate hiper-
produse, cu rezistenta la toate beta-lactaminele, cu exceptia
cefepimului si imipenemului;

- cefalosporinaze cromozomiale dereprimate hiper-
produse la nivel inalt: cu sensibilitate doar la imipenem;

- carbapenemaze: sensibile doar la aztreonam [1,6]

Rezistenta dobanditd neenzimatici se exprima
prin trei sisteme de eflux:

- MexA-MexD-OprM, constitutiv, care confera
rezistentd naturald, dar poate fi supraexprimatd si poate
induce o rezistenta la carboxipeniciline si aztreonam [6];

- MexC-MexD-Oprl: rezistenta la cefepim si
cefpirom;

- MexC-MexF-OprN: adesea cuplatd cu diminua-
rea D2, rezistenta la imipenem;

- deficit de porine: pierderea porinelor D2,
rezistentd variabila la carbapeneme (uneori asociatd cu o
cefalosporinaza dereprimata) [8];

- modificarea lipopolizaharidului (LPS): permea-
bilitate diminuata pentru toate beta-lactaminele, cu exceptia
imipenemului;

- modificarea PLP-urilor (protein-binding-peni-
cillin): PLP-urile 2 sau 4: rezistenta la imipenem; PLP-3:
rezistentd la toate beta-lactaminele, cu exceptia imipene-
mului.

Fenotipurile de rezistentd ale P.aeruginosa la beta-
lactamine sunt redate in tabelul urmator.
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Tabel nr. I. Fenotipuri de rezistenta ale P. aeruginosa la beta-lactamine.

Fenotip Penicilinaza CHN BLSE CPM Eflux D2

salbatic
ANTIBIOTIC OXA PER OprM OPRJ OprN
Ticarcilina S R R R R R R S S S
Ticarcilind — acid clavulanic S S R R S R R S S S
Piperacilina S R R R R S S S S S
Piperacilind — tazobactam S S R R S S S S S S
Cefoperazon S R R R R R S S S S
Ceftazidim S S R R R R S S S S
Cefepim S S S/R R R R S R S S
Cefpirom S S S/R R R R S R S S
Aztreonam S S R R R R R S S S
Imipenem S S S S S R S S R R
Frecventa + + + +

Legendia: CHN — cefalosporinaza (nivel ridicat); BLSE — B-lactamaza cu spectru extins; CPM- carbapenemaze; S = sensibil; I =

intermediar; R = rezistent.

Tabel nr. I1. Fenotipuri de rezistenta ale P. aeruginosa la aminoglicozide.

Fenotip Enzima G T Nt A |
G AAC (3)-1 R S S S S
GNt AAC (3) R S R S S
GT ANT (2”)-1 R R S S S

AAC (6°)-11

GNtT AAC (3)-IL IV, V R R R S S
TNtA AAC (6))-1 S R R R ?
GTNtA AAC (6°) + ANT (2”)-1 R R R R ?
EFLUX (30-40%) - R S R R R

Legenda: G — Gentamicina; T — Tobramicina; Nt — Netilmicina; A — Amikacina; [ — Isepamicind;

AAC - Acetiltransferaza; ANT - Nucleotidiltransferaza.

Tabel nr. I11. Fenotipuri de rezistentd la fluorochinolone ale P. aeruginosa.

Rezistenta la aminoglicozide

Tulpinile salbatice de P. aeruginosa sunt sensibile
la toate aminoglicozidele. Rezistenta dobandita se dato-
reaza unor numeroase mecanisme gen impermeabilitate,
eflux, inactivare enzimaticd, mutante respiratorii sau
combinatii ale acestor mecanisme [1,2]. Rezistenta prin
impermeabilitate este frecventa.

Rezistenta la fluorochinolone

Fenotipul salbatic al tulpinilor de P. aeruginosa
este sensibil in vitro la toate fluorochinolonele: norfloxa-
cin, ofloxacin, perfloxacin, ciprofloxacin si levofloxacin.

P. aeruginosa este natural rezistent la trimethoprim-
sulfamethoxazol si Nitrofurantoin.

Rezistenta la aminoglicozide si colistin s-a observat
la tulpini de P. aeruginosa prin supraexpresia unei pro-
teine din membrana externd, oprH, care protejeaza LPS,
nepermitand legarea antibioticului [7].

Patogeneza infectiei cu P. aeruginosa este com-
plexa, asa cum se evidentiaza prin diversitatea clinica a
bolilor legate de acest microorganism si prin multitudinea
factorilor de virulenta pe care acesta 1i produce.

Fenotip Norfloxacin Pefloxacin Oﬂoxacm. Ciprofloxacin
Levofloxacin
1 (sélbatic) S S S S
11 I 1 1 S
1II R R R S
v R R R R
Eflux R S S R
Legenda: NOR = Norfloxacin; PEF = Pefloxacin; OFX = Ofloxacin; CIP = Ciprofloxacin.

P. aeruginosa determind rar boala la o gazda
sandtoasa. Totusi, poate suferi o transformare ,,maligna“
atunci cand:

- barierele mucoase sau cutanate normale sunt
lezate sau ocolite (arsuri, traumatism penetrant, interventie
chirurgicald, intubatie endotraheald, cateterizarea vezicii
urinare sau abuzul de medicamente intravenoase);

- mecanismele imunologice de aparare sunt com-
promise (neutropenia indusa de chimioterapie, hipogama-
globulinemia, varstele extreme, diabet zaharat, fibroza
chistica, SIDA sau cancer);

- functia protectoare a florei bacteriene normale
este afectatd de tratamentul cu antibiotice cu spectru larg
si/sau cand pacientul a fost expus la rezervoare existente in
mediul de spital.

Réspandirea generald a microorganismului, necesi-
tatile sale metabolice si nutritionale flexibile, rezistenta
sa in mediu si rezistenta relativa la antibiotice sunt
factorii raspunzatori de frecventa implicarii ca un patogen
oportunist [9].

P. aeruginosa este un microorganism care pune
astfel mari probleme de terapie antibioticd, 1n special
datorita nivelului inalt de rezistenta la antibiotice.
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Sistemul de supraveghere europeand a rezistentei
microbiene, EARSS, reprezintd o retea europeanda ce
colecteaza date legate de rezistenta microbiand a unor
germeni specifici, printre care si Escherichia coli, Kleb-
siella pneumoniae sau P. aeruginosa in vederea monito-
rizarii tendintelor din diferite tari.

Cu toate ca EARSS are cea mai completa baza
de date despre rezistenta germenilor la chimioterapicele
antiinfectioase din Europa, sistemul are unele limite.
EARSS nu testeaza bacteriile, ci preiau date, EUCAST si
statele membre UE fac eforturi sd standardizeze testarea

antiinfectioase in laboratoarele care apartin EARSS. Cu
toate acestea, EARSS se bazeaza pe datele raportate de
statele membre conform protocolului sau. Pentru unele
state membre nu exista date relevante din toate regiunile
geografice ale tarii. Cu toate acestea, datele sunt de obicei
estimate pentru fiecare tard in parte, lipsind date doar
pentru foarte putine tari.

In tarile Europei de Nord se observi cd procentul
tulpinilor de P. aeruginosa rezistente la cefalosporine
de generatia a Ill-a este descendent in majoritatea tarilor
participante la studiul EARSS (Irlanda de la 10% in 2005 la
4% in 2008; Islanda de la 8% in 2005 la <1% in 2008).

Tabel nr. IV. Procentul tulpinilor de P. aeruginosa rezistente la
cefalosporine de generatia a IlI-a din Europa de Nord [adaptat
10,11,12,13].

TARI 2005 2006 2007 2008
Suedia 5 6 4 5
Danemarca - - 2 3
Norvegia 3 5 3 4
Finlanda 5 3 5 5
Irlanda 10 6 5 4
Islanda 8 <l <1 <1
Marea Britanie 3 3 7 4

in majoritatea tarilor Europei de Sud se remarci
cresterea semnificativd a procentului tulpinilor de P.
aeruginosa rezistente la cefalosporine de generatia a
[II-a, dupa cum urmeaza: Italia de la 20% in 2006 la 24%
in 2008; Grecia de la 27% in 2005 la 37% in 2008; Spania
de 1a 6% 1n 2005 la 11% 1n 2008; Croatia de la 6% in 2005
la 13% 1n 2008.

Tabel nr. V. Procentul tulpinilor de P. aeruginosa rezistente la
cefalosporine de generatia a IlI-a din Europa de Sud [adaptat

10,11,12,13].
TARI 2005 2006 2007 2008
Italia - 20 25 24
Grecia 27 34 40 37
Spania 6 7 10 11
Portugalia - 19 16 16
Malta 11 30 3 33
Polonia 31 42 21 27
Croatia 6 11 14 13

in Bulgaria, valoarea procentuali a tulpinilor de P.
aeruginosa rezistente la cefalosporine de generatia a IIl-a
raportatd in 2008 este de 55%. Turcia si Romania, In anul
2005, raportau la EARSS aproximativ aceleasi procente
(respectiv 50%, versus 52%). In Ungaria se raporteazi,
in 2005, 10% tulpini de P. aeruginosa rezistente la
cefalosporine de generatia a IIl-a, scazand la 8% in 2006,
respectiv 9% in 2007, ca apoi sa creasca la 11% in 2008.

Tabel nr. VI. Procentul tulpinilor de P. aeruginosa rezistente
la cefalosporine de generatia a III-a din Europa de Est [adaptat
10,11,12,13].

TARI 2005 2006 2007 2008
Romania 52 <1 <1 13
Turcia 50 24 23 21
Bulgaria 45 13 21 55
Republica Ceha 40 31 33 44
Ungaria 10 8 9 11

Cel mai ridicat procent al tulpinilor de P. aeruginosa
rezistente la cefalosporine de generatia a Ill-a din Europa
Centrala si de Vest s-a inregistrat in Germania in anul 2007,
respectiv 17%.

Tabel nr. VII. Procentul tulpinilor de P. aeruginosa rezistente la
cefalosporine de generatia a I1I-a din Europa Centrala si de Vest
[adaptat 10,11,12,13].

TARI 2005 2006 2007 2008
Franta 9 6 7 8
Olanda 5 5 4 6
Germania 11 12 17 8
Belgia - - - -
Austria 7 9 5 6
Luxemburg <l 10 11 3

Cele mai recente date (05.01.2011) ale EARSS
indica in Romania (singura tara din Europa cu acest nivel
de rezistenta) un procent al rezistentei la carbapeneme
(meropenem) de peste 50%. Rezistenta la aminoglicozide
(gentamicina) si fluoroquinolone (ciprofloxacin), precum si
la piperacilin se situeaza intre 25-50%, alaturi de: Bulgaria,
Ungaria, Polonia, Cipru, Grecia, Italia. In ceea ce priveste
rezistenta la ceftazidim, nu au fost suficiente date raportate
(sau numarul lor a fost sub 10 izolate raportate), pentru un
raport privind rezistenta la acest antibiotic [14].

Datele ingrijoratoare privind rezistenta la antibiotice
a P. aeruginosa in Europa si mai ales in Romania implica
necesitatea cunoasterii mecanismelor de rezistentd la
antibiotice ale P. aeruginosa, recunoasterea fenotipurilor
de rezistentd, cu aplicarea antibioterapiei corecte, dar si
administrarea rationala a antibioticelor.
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