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Inledning

Pseudomonas aeruginosa ar en opportunistisk bakterie med stor anpassnings-férmaga for olika
miljoer och under antimikrobiellt press. Bakterien tillh6r familjen Pseudomonadaceae och ar
darmed en klassisk miljobakterie. P. aeruginosa formar att producera en rad virulensfaktorer och
att bilda biofilm. Biofilmsproduktionen bidrar till P. aeruginosas miljoresistens som ar en orsak till

att den ar en av de klassiska sjukhusbakterierna.

Som opportunistisk bakterie upptrader den i kliniska sammanhang saval som kolonisatér som i
livshotande tillstdnd. De mest drabbade patientgrupperna ar intensivardskravande patienter,
patienter med kroniska lungsjukdomar sasom CF-patienter, eller patienter som ar i behov av

langvarig respiratorbehandling.

Som manga andra opportunistiska miljobakterier har P. aeruginosa en hel rad inneboende
resistensmekanismer som inskranker behandlingsoptionerna. Vanliga medel fér behandling av P.
aeruginosa infektioner ar betalaktamer/betalaktamas-inhibitorer, kinoloner (ciprofloxacin) och
aminoglykosider (gentamicin, tobramycin, amikacin). Ur gruppen betalaktamer ar penicilliner
som piperacillin, féretradesvis i kombination med betalaktamasinhibitor tazobaktam,
cefalosporiner som ceftazidim eller cefepim och karbapenemer som imipenem, meropenem och

doripenem anvandbara.

Arten P. aeruginosa har en stor arsenal av resistensmekanismer mot betalaktamer. De kan indelas
i kromosomala mekanismer och horisontellt 6verféorbara mekanismer. De forstndimnda ar idag av
storst klinisk betydelse, atminstone i Sverige. Forutsattningar for att en resistent fenotyp kan
etableras finns i varje enskilt P. aeruginosa isolat och provoceras fram genom ett stort antal av
kromosomala mutationer som leder till aktivering av en kromosomal betalaktamas AmpC,
inaktivering eller forlust av porin OprD, aktivering av effluxpumpar, framférallt MexAB-OprM och
MexXY-OprM, och till modifiering av penicillinbindande proteiner (PBP). De sistndmnda &r av mer
omdiskuterad betydelse for betalaktamresistens. Forvarv av exogena betalaktamaser som ESBL
eller metallobetalaktamaser sker genom horisontell genéverforing och utgor ett av de storsta
hoten inom antibiotikaresistensomradet. Ofta medfor forvarv av dessa enzymer en MDR

(multidrug-resistance)-fenotyp, vilket gor att dessa isolat blir mycket svarbehandlade.

Syftet med den foreliggande sammanstallningen ar att ge en 6verblick 6ver dagens kunskap om P.

aeruginosas betalaktamresistens.
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Kromosomal betalaktamresistens

Kromosomal betalaktamas AmpC

AmpC-enzymerna ar en stor familj av betalaktamaser som forekommer i manga gramnegativa
bakterier som till exempel Enterobacteriaceae, Aeromonadaceae, och Pseudomonadaceae. Alla
AmpC-molekyler ari sin tredimensionella struktur starkt konserverade och liknar varandra
diarmed genom arterna. Substratprofilen for AmpC-enzymerna omfattar stark aktivitet mot
penicilliner och cefalosporiner men mindre aktivitet mot monobaktamer. Hydrolysen av cefepim
och karbapenemer daremot ar laggradig. Idag forekommer den ursprungliga kromosomala AmpC

med en delvis vidareutvecklad substratprofil 4&ven plasmidburen i manga olika arter.

Det kromosomala AmpC &r ett betalaktamas som hyperproduceras nar bakterien utsatts for
antibiotikatryck, vilket sker till exempel under antimikrobiell behandling. Antibiotika som galler
som starka induktorer for hyperproduktion av AmpC ar bensylpenicillin, ampicillin,
cefalosporiner som cefazolin och cefoxitin, karbapenemer som imipenem, eller
betalaktamasinhibitorn klavulansyra; svaga induktorer ar cefotaxim, ceftriaxon, ceftazidim,
cefepim, cefuroxim, piperacillin och aztreonam (21). I kliniska sammanhang har imipenem visat

sig vara en potent induktor for betalaktamresistens orsakad av hyperproducerad AmpC (26).

Reglering av uttrycket av AmpC ar komplex, AmpR, AmpD, AmpG och AmpE ar regulatorproteiner
som var och en kan paverka mangden av AmpC-produktion (26). AmpD anses vara den viktigaste
i kliniska sammanhang, mutationer i genen som kodar for AmpD inaktiverar densamma och leder
darmed till hyperproduktion av AmpC (21). Hos P. aeruginosa dr AmpD lokaliserad pa tre
regioner pa kromosomen, och en successiv inaktivering av AmpD leder till stegvis induktion av
AmpC. Inaktivering av en av tre AmpD har en lag "fitness-cost” for bakterien, som ddrmed dven

bevarar sin virulens trots samtidig betalaktamresistens (27,40,46).

AmpR, en annan AmpC-reglator hos P.aeruginosa ar dessutom inblandad i reglering av andra
faktorer och vice versa. AmpR &r ett protein som ar aktivt pa transkriptionsniva och reglerar
forutom AmpC-produktionen dven expressionen av genen poxB som kodar for OXA-50, ett
kromosomalt reglerat betalaktamas. Men AmpR ar ocksa inblandat i regleringen av
virulensfaktorer som till exempel pyocyanin och staphylolytic protease LasA and LasB elastase

och quorum sensing mekanismer (29).

Sammanfattningsvis kan man siga att hyperproducerad betalaktamas AmpC idag ar en av de
viktigaste orsakerna till klinisk betalaktamresistens hos P. aeruginosa , atminstone i intensiv-
vardssammanhang. Utveckling av resistens mot betalaktamer kan ske under behandling, men ar

sdllan kopplad till klonal spridning och involverar néstan alltid hyperproduktion av AmpC (25).
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Penicillinbindande proteiner (PBP)

PBP forekommer i alla bakterier och har bendmnts efter sin egenskap att kunna binda
betalaktamantibiotika. Det dr en grupp enzymer som kan aterfinnas i cytoplasma eller

membranbundet och som ar involverade i sista steget av cellviggssyntesen.

For P. aeruginosa finns upp till sju PBP beskrivna som har numrerats i fallande ordning
motsvarande molekylstorleken. Pseudomonas PBPs brukar indelas i hogmolekylara PBP1a,
PBP1b, PBP2 och PBP3 som giller som essentiella for bakteriens 6verlevnad och icke-essentiella
PBP4, PBP5/6 och PBP7 som har lag molekylvikt. PBP1, 2 och 3 har savail transglykolas- som
transpeptidasfunktion, medan de lagmolekyldara PBP-enzymerna har DD-karboxypeptidas-
funktion. PBP2 och PBP3 spelar en viktig roll ur klinisk synvinkel dd de ar viktiga malstrukturer
for imipenem (PBP2) och cefalosporiner med utvidgat spektrum och cefalosporiner av fjarde
generationen (PBP3). PBP2 har sin huvudfunktion i lateral elongation av cellviggen under
stationdr fas som ger bakterien sin form som stav, medan PBP3 anses ha sin huvudroll inom

celldelningsprocessen under tillvaxtfasen (32).

PBP-forandringar eller forvarv av nya PBP ar vialkdnda mekanismer av betalaktamresistens hos
grampositiva bakterier eller H. influenzae, medan for gramnegativa arter tillh6rande
Enterobacteriacaeae och P. aeruginosa ar dessa mekanismer relativt daligt studerade och den
kliniska relevansen ar omdiskuterad. Allmént géller att mekanismer som leder till betalaktam-
resistens pa grund av PBP-forandringar avser dndrad affinitet for betalaktamantibiotika,

reducerad expression av ett PBP eller fordndrad enzymatisk aktivitet.

PBP2 och PBP3 ar de priméra malstrukturer for viktiga antipseudomonala betalaktamantibiotika.
Hos nagra kliniska betalaktamresistenta isolat har man kunnat konstatera minskat uttryck av
dessa PBP, men stor interstam-variabilitet avseende PBP2/3 uttrycket gor det svart att forutsiaga
denna mekanism. Sekvensering av generna for PBP2 och PBP3 har inte visat nagra genetiska
hédndelser som kunde forklara strukturférandringar som leder till betalaktamresistens (18,33,38).
Daremot var affiniteten av PBP2 respektive PBP3 minskad i flera undersékningar, vilket tyder pa

posttranskriptionala modifieringar, snarare an genetiska handelser (33,38).

Hamning av PBP3 med ceftazidim i P. aeruginosa har till f6ljd att ett flertal forandringar i
bakteriecellen leder till 6kad motstandskraft mot antibiotika. PBP3-inhibition inducerar
transkription av sa kallade SOS-gener, som ar en reaktion av bakteriell stress. SOS-systemet satter
igdng DNA-reparationsprocesser som 6kar mutationsfrekvensen. Dessutom uppregleras
expression av multi-effluxpumpar, och transkription av porin OprD samt virulensfaktorer
nedregleras (5). I ett kliniskt fall har man kunnat visa att aktivering av SOS-systemet lett till
aktivering av ett 0XA-28 enzym som var inkorporerat i ett integron (20). Intressant i

sammanhanget ar att imipenem, som i huvudsak har affinitet for PBP2 och som ar en stark
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induktor av kromosomalt AmpC, inte formér aktivera SOS-systemet (5,20). PBP3 kodas av pbpB,
en gen som ligger nara ett genkluster som ar involverat i celldelningsprocessen. Utover PBP3
finns en homolog PBP3x, kodat av en gen som kallas for pbpC, som ligger separerad fran PBP3.
Struktur samt enzymatisk funktion dr densamma, men PBP3 uttrycks mest under tillviaxtfasen,

medan PBP3x uttrycks under den stationara fasen (32).

En annan mekanism for betalaktamresistens ar inaktivering av PBP4, som kodas av en dacB-
ortolog. I en studie kunde betalaktamresistens i flertalet isolat av P. aeruginosa med hyper-
produktion av AmpC inte forklaras av mutationer i genen for AmpD, daremot i dacB genen.
Overproduktion av AmpC orsakad av AmpD-mutationer ledde i samma studie inte till kliniskt
relevanta MIC-forandringar for betalaktamer, vilket diremot PBP4-inaktivering gjorde. Vart att
namna i sammanhanget ar ocksa att imipenem, som ar en stark aktivator av AmpC, inhiberar
PBP4 kraftfullt (59). Mutation i PBP4 aktiverade dessutom det sa kallade CreBC-tvakomponent
systemet, som ar en global regulator for metaboliska processer i bakteriecellen och anses ha
betydelse for hoggradig betalaktamresistens, oberoende av AmpC-produktion (8,39). Inhibition
av NagZ, ett enzym inkopplat i slutfasen av cellvaggsyntesen (beta-N-acetyl-glukosaminidas),
formar aterstilla en kanslig fenotyp av en AmpC-hyperproducerande, betalaktamresistent P.

aerugiona, oberoende av om produktionen var orsakad av ampD eller dacB mutationer (60).

PBP5 har, som PBP4, lag molekylvikt, och den har DD-karboxypeptidasfunktion. Dessutom
fungerar den pseudomonala PBP5 dven som "intrinsic” betalaktamas som hydrolyserar
penicilliner, cefalosporiner och karbapenemer (34,47). Den utvidgade substratprofilen, jamfort
med E. coli PBP5 som inte hydrolyserar karbapenemer, uppstar i posttranslationala processer dar

proteiner far sin tredimensionella struktur (47).

Ytmembranproteiner

P. aeruginosa har generellt en laggradig permeabilitet i sitt yttre membran fér molekyler. Daremot
har P. aeruginosa en hoggradig sa kallad exklusionsgréns (exclusion limit). Det betyder att,

jamfort med E. coli, stérre molekyler kan passera membranen genom huvudsakligen porinet OprF.

Poriner

Poriner definieras allmént som vattenfyllda proteiner som bilder kanaler i yttre membranen av
gramnegativa bakterier. Det finns substratspecifika/selektiva och icke-substratspecifika

/oselektiva kanaler.

En oselektiv porin (general porin) i P. aeruginosa ar OprF, som utéver sin kanalfunktion dven har
en viktig roll i cellvaxten. Kliniska isolat av P. aeruginosa med multiresistent fenotyp saknar ofta
OprF. Hur porinforlusten regleras ar okdnt, men pa genetisk niva ar oprF-genen med sin promotor

fri fran mutationer (19). OprF kan foreligga som 6ppen eller som stingd kanal i bakteriecellen
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samtidigt, och vilken variant som blir inbyggd i cellmembranen paverkar posttranskriptionala

vikningsprocesser (49).

Det finns en rad substratspecifika poriner i P. aeruginosa, av storst klinisk vikt ar kanske OprD.
Imipenem binder till OprD for att penetrera in i cellen, och nedreglering av OprD leder foljaktligen
till resistens mot imipenem. Aven mutationer i OprD leder till mindre specificitet av proteinet for

imipenem, vilket ocksa leder till resistens (19).

Hos P. aeruginosa finns dessutom ett flertal sa kallade "gated porins”. En stor grupp ar
pyoverdiner, som ar sideroforer avsedda for jarn-upptag. Ett annat exempel i denna grupp ar

OprC som har tvavardigt koppar som substrat (19).

Effluxpumpar

Efflux ar en viktig resistensmekanism i P. aeruginosa. Med hjalp av effluxpumpar gor sig cellen av

med toxiska amnen och metaboliter.

Kliniskt viktiga effluxproteiner i P. aeruginosa tillhor den sa kallade RND superfamiljen
(resistance-nodulation-division). Dessa effluxpumpar bestar av tre komponenter, en pump vid
cytoplasmamembranet, ett protein lokaliserat i periplasman och en porin i yttre cellmembranet.
Bast studerat hos P. aeruginosa ar MexAB-OprM, MexCD-Opr], MexEF- OprN och MexXY i
kombination med olika poriner. Typiska antibiotikaklasser som paverkas av aktiv efflux i P.
aeruginosa ar kinoloner (ciprofloxacin), betalaktamer (framfor allt meropenem) och

aminoglykosider (19,48,49).

[ alla studier som ar gjorda pa knockout-mutantstammar, referensstammar eller pa kliniska isolat,
visas det ett komplext samspel som involverar 6kad AmpC-produktion, porinférluster samt

aktivering av multiefflux-pumpar och PBP-férandringar (5,18,38).

Forvarvade betalaktamaser

Ambler klass A betalaktamaser

ESBL-enzymerna (extended-spectrum beta-lactamase) dr val undersokta i Enterobacteriaceae,

men det har varit mindre fokus pa P. aeruginosa.

Ambler klass A betalaktamaser inkluderar ESBL som hdmmas av klavulansyra. ESBL-typer ur den
gruppen som har rapporterats i P. aeruginosa ar SHV, TEM, PER, VEB och GES-typ. ESBL-typer

som CTX-M-typen har hittills inte beskrivits i arter utanfor Enterobacteriaceae (55).

ESBL av SHV- och TEM-typ har séllan isolerats fran P. aeruginosa, generna har varit lokaliserade

pa plasmider och har mest hittats i nosokomiala P. aeruginosa isolat. Anledningen till att bara ett
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fatal fynd gjordes beror enligt Weldenhagen et al. (55) pa tre faktorer: 1) TEM-1 och SHV-1 i sig
forekommer sallan, vilket leder till en begransning i moéjlighet att utveckla TEM eller SHV-
enzymer med utvidgat hydrolysspektrum; 2) férekomst av oxacillinaser med utvidgad
substratprofil och kromosomalt AmpC kan vara anledning till varfor behovet av TEM och SHV ar
nedsatt; 3) Det kan vara svart att diagnostisera TEM och SHV av ESBL-typ hos P. aeruginosa i

kliniska laboratorier, vilket bidrar till att forekomsten moéjligen underskattas.

ESBL av VEB- och PER-typ har en liknande substratprofil med hog affinitet fér penicilliner och
tredje generationens cefalosporiner. PER-1 enzymer hos P. aeruginosa ar ofta kopplade till
Turkiet, dar en undersokning visade frekvent forekomst av PER-1 i P. aeruginosa isolat (51). VEB-

1 enzymer ar daremot geografiskt mera kopplade till sydostasiatiska regioner (55).

GES-enzymer har i motsats till de ovan beskrivna enzymerna sannolikt en mera spridd forekomst
och ar liksom VEB-enzymerna kopplade till klass 1 integroner. GES-2 hydrolyserar cefalosporiner
och imipenem, medan meropenem oftast ar stabil mot den hydrolytiska aktiviteten av GES-

enzymerna. Sedan GES-2 beskrevs for forsta gangen ar 2001 i Sydafrika har enzymet spridits och

det finns evidens som talar for att det idag forekommer globalt (4,12,30,44).

KPC-enzymer isolerades forst ifran K. pneumoniae, men har successivt hittats i andra arter
tillhérande Enterobacteriaceae och P. aeruginosa (53). De forsta rapporterna om KPC-barande P.
aeruginosa kom fran Syd- och Nordamerika (43,53), men idag kan dessa betraktas som globalt
forekommande (1,3,11,13,15,45). KPC-barande stammar ar resistenta mot penicilliner,
cefalosporiner med utvidgat spektrum, aztreonam och karbapenemer (56). Gener for KPC-
enzymerna, blaxpc,ar associerade till hoggradigt mobila transposoner och till plasmider av

inkompatibilitetsgrupper som ar frekvent forekommande hos P. aeruginosa (41,56).

Detektion av dessa betalaktamaser hos P. aeruginosa kan vara svart i enstaka fall. Det vanliga
ESBL-testet baseras pa himning av hydrolysaktivitet med hjélp av klavulansyra, men testets
utformning som dubbel-disk synergitest kan ge svartolkade resultat hos P. aeruginosa.
Kromosomatl AmpC, porinférluster och effluxmekanismer, ESBL-enzymernas eget
substratspektrum samt andra férvarvade betalaktamaser kan ge tolkningsproblem. Genetiska
undersokningar med malspecifika primers for bla-generna med och utan sekvensering, eller

sekvensering av innehall av integroner har beskrivits som alternativa metoder (55).

KPC-enzymet kan detekteras med hjélp av fenotypiska tester, som bygger pa att enzymets

paverkan pa karbapenemer kan inhiberas av borsyra men inte av kloxacillin (37).

Ambler klass B betalaktamaser

[ denna grupp ingar metallobetalaktamaserna (MBL), som behover zink i den aktiva "siten” for

att kunna hydrolysera betalaktamer. Bakterier som producerar MBL-enzymer ar resistenta mot
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samtliga betalaktamantibiotika, forutom aztreonam. Gruppen av MBL omfattar manga typer av
enzymer, de viktigaste dr IMP, VIM, och NDM, och samtliga har beskrivits hos P. aeruginosa.
Rapporter av dessa MBL ar inte kopplade till enstaka geografiska omraden, vilket tyder mer pa
en global forekomst med mest vikt pd omraden med presumtivt hog niva av antibiotikaresistens.
Ur ett globalt perspektiv sa hittas idag enstaka, ofta importerade fynd av MBL-producerande P.
aeruginosa (16,17,22,28,58) i lander med laggradig prevalens av multiresistenta gramnegativa
bakterier. Andra MBL-varianter, som till exempel MBL av SPM-typ, har effektivt spridits i
Brasilien, men inte blivit ett globalt fenomen an (2,6). Liksom KPC och GES dr dven MBL
kopplade till mobila genetiska element i form av transposoner och integroner, vilket bidrar till

ett effektivt spridningssatt (16,23,24).

Aspekter pa spridning av betalaktamaser

Medan AmpC, porinférluster och effluxmekanismer ar egenskaper som kan selekteras hos alla P.
aeruginosa, ar forvarvade betalaktamaser ett bekymmer som man forsoker motverka genom
resistensovervakning och forebyggande atgarder. Spridning av bla gener i P. aeruginosa
involverar de tva klassiska nivderna: horisontell och vertikal spridning. Horisontell spridning
avser overforing av resistensgenen fran en bakteriecell till en annan och den viktigaste
mekanismen hos P. aeruginosa anses idag vara konjugationen (plasmidburen 6verforing av
resistensgener). Med vertikal spridning menas 6verféring av resistensmarkoren fran modercell

till dotterceller, som sker t ex i en klonal spridning.

Med klonal spridning avses utbredning av isolat som med hjalp av epidemiologiska typnings-
metoder bedémts vara nara beslaktade. I globalt sammanhang anviander man ofta MLST (multi-
locus sequence typing) som typningsmetod, och i det for P. aeruginosa anvanda protokollet finns
idag 1763 ST-typer definierade (10). En global klon som har uppmérksammats mycket dr ST235
P. aeruginosa, som har forvarvat en lang rad av Ambler klass A och B enzymer (57) samt
virulensmarkérer (35) och som har varit involverad i nosokomiala utbrott (14,52). Kloner, som
ST235 P. aeruginosa, kan bara pa bla gener utan sarskild fitness-kostnad, och fungerar pa det

viset som en genreservoar aven till andra arter (14).

Plasmider ar extrakromosomala genetiska element som oftast klassas efter inkompatibilitets-
grupper; tva plasmider av samma inkompatibilitetsgrupp kan inte replikeras i samma bakterie. I
enterobakterier har plasmider av grupp IncF, en inkompatibilitetsgrupp som ar begransad till
enterobakterier, bidragit till spridning av CTX-M betalaktamaser (7,61). Aven om det finns
plasmider med konjugationsférmaga till andra bakteriefamiljer verkar forvarv av
betalaktamaser i P. aeruginosa inte vara kopplad pa samma satt till en sarskild grupp av

plasmider, snarare till transposoner och integroner.

Sida 10



Klass 1 integroner ar genetiska element som brukar innehalla en genkassett med replikerande
gener. Integroner kan mobiliseras horisontellt mellan plasmid och kromosom eller mellan arter
genom transposoner och ISCR-element, som igen ar del av 6verférbara plasmider (42,50). 1 och
med att transposoner kan mobilisera resistensgener fran horisontellt forvarvade plasmider till

kromosomen, overfors resistensgenen vertikalt i fortsattningen.

Integroner som har forvarvat betalaktamasgener bar ofta pa andra resistensgener samtidigt,
framfor allt gener kodande for resistens mot trimetoprim, sulfonamider och aminoglykosider,
vilket innebar att de forvarvande isolaten blir multiresistenta (54). De flesta typer av
karbapenemaser som har hittats i P. aeruginosa har varit kopplade till integronstrukturer och
transposoner (16,22,24,41,43,55). Hydrolysformagan av karbapenemaser 6kar dessutom nar

flera karbapenemaser ligger i samma integronkassett (9,36).

Enterobakterier koloniserar ofta tarmen och bildar dar en genetisk reservoar for
antibiotikaresistens, som pa det viset har bidragit till CTX-M-pandemin hos E. coli och
besldktade arter (7), men samtidigt ocksa 6ppnat mdjlighet for preventionsatgarder avseende
forhindrandet av nosokomial spridning. Gramnegativa miljobakterier som P. aeruginosa
daremot isoleras som kliniska fynd ofta fran luftvigar, och miljokontamination ar vanligt. Dessa
fakta forsvarar preventivarbetet signifikant, och bidrar till att en resistensreservoar uppratthalls

pa sjukhusen (31).
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