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RESUMEN

En el presente articulo es una revision narrativa de la literatura sobre la evolucion, clasificacion y
métodos de deteccion de las f-lactamasas, enzimas clave en la resistencia bacteriana a antibioticos,
con la finalidad de aumentar el interés en torno a estas proteinas, cuyo conocimiento es esencial para
un diagnostico preciso y el desarrollo de estrategias terapéuticas oportunas, especialmente frente a
bacterias multirresistentes, que constituyen una causa significativa de morbimortalidad a nivel mun-
dial. Se revisan en detalle las clasificaciones propuestas, los criterios utilizados para categorizarlas
estas enzimas, las cuales, ordenadas en un sistema de clasificacion, se presentaran mas inteligibles.
Ademas, se analizan las secuencias aminoacidicas de algunas proteinas con capacidad B-lactamasas,
describiendo las sustituciones que modifican sus espectros de hidrdlisis, lo cual es crucial para enten-
der su evolucion y las presiones selectivas que han influido en su diversificacion. Asimismo, se pone
¢énfasis en la historia y el impacto clinico de estas enzimas en la practica médica diaria. Aunque se
cubre un amplio periodo de la literatura cientifica, se reconoce la imposibilidad de abarcar todos los
aspectos. Finalmente, se invita a los lectores a profundizar en areas de interés que puedan haber sido
abordadas de manera tangencial, con el fin de contribuir a un control mas efectivo de la resistencia
antimicrobiana.

Palabras claves: Revision, Evolucion, Resistencia a Antibioticos, beta-Lactamasas,
Caracterizacion, Molecular, Funcional. (Fuente: DeCS BIREME)

EVOLUTIONARY REVIEW, CLASSIFICATIONS, AND DETECTION METHODS OF
B-LACTAMASE ENZYMES KEY TO ANTIBIOTIC RESISTANCE.

ABSTRACT

This article is a narrative review of the literature on the evolution, classification, and detection meth-
ods of 3-lactamases, key enzymes in bacterial resistance to antibiotics. The aim is to increase interest
in these proteins, whose knowledge is essential for accurate diagnosis and the development of timely
therapeutic strategies, especially against multidrug-resistant bacteria, which are a significant cause
of morbidity and mortality worldwide. The proposed classifications and criteria used to categorize
these enzymes are reviewed in detail, and their systematic classification is presented to enhance
understanding. Additionally, the amino acid sequences of several 3-lactamase-capable proteins are
analyzed, highlighting substitutions that modify their hydrolysis spectra, which is crucial for under-
standing their evolution and the selective pressures that have driven their diversification. Emphasis
is also placed on the history and clinical impact of these enzymes in daily medical practice. Although
a broad period of scientific literature is covered, it is acknowledged that not all aspects can be ad-
dressed. Finally, readers are encouraged to explore areas of interest that may have been treated tan-
gentially, in order to contribute to more effective control of antimicrobial resistance.

Keywords: Review, Evolution, Antibiotic Resistance, beta-Lactamases, Characterization, Function-
al, Molecular. (Source: MeSH NLM)
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INTRODUCCION

La resistencia a los antibidticos es una de las principales amenazas
para la salud global, afectando tanto a entornos hospitalarios como
comunitarios. La seleccion de cepas resistentes esta dejando inefica-
ces y obsoletos a muchos antibidticos, generando una “pandemia si-
lenciosa” que, aunque no recibe tanta atencion medidtica como otras
crisis, impacta gravemente la salud ptblica mundial.!

La teoria de la seleccion natural de Darwin, podria explicar coémo
las especies, incluidas las bacterias, se adaptan para sobrevivir en
entornos hostiles.? Esta teoria, aplicada a la resistencia bacteriana,
nos ayuda a comprender como las cepas sensibles son desplazadas
por cepas resistentes tras la exposicion a antibidticos. Ademas de los
plasmidos, las mutaciones inducidas por la presion selectiva también
contribuyen a esta resistencia, surgiendo espontaneamente en tasas de
una por cada 10° a 10° bacterias. 3

Un mecanismo relevante es la exaptacion, fenomeno en el que se
presentan caracteres no delineados por la seleccion natural, vale de-
cir, genes concebidos para otros fines * que, ante la exposicion de un
antibidtico, adquieren una funcion distinta para la que fue concebi-
da, a saber: la resistencia a antibidticos, es una forma alternativa y
complementaria encaminada al entendimiento de la evolucion de las
bacterias.

La rapida aparicion de resistencias tras el uso masivo de penicilina
es un claro ejemplo de lo anterior. En 1940 se publico el primer caso
de Escherichia coli productora de penicilinasa,® una enzima capaz de
hidrolizar la penicilina, que hasta ese momento se consideraba una
“medicina milagrosa”. Sin embargo, el uso generalizado no regulado
del antibidtico con el tiempo condiciond la seleccion de cepas porta-
doras de penicilinasas. Desde entonces, este fendmeno ha superado la
capacidad de innovacién de la industria farmacéutica, haciendo que
las resistencias aparezcan mas rapidamente que los nuevos tratamien-
tos.

La vigilancia constante de los mecanismos de resistencia es crucial
para garantizar que se prescriban los tratamientos mas adecuados y
para acelerar el desarrollo de nuevas moléculas antimicrobianas. En
este esfuerzo, la caracterizacion estructural y funcional de las protei-
nas involucradas en la resistencia es fundamental. Desde un punto de
vista estructural, las caracteristicas quimicas, las secuencias aminoa-
cidicas y la conformacién terciaria varian entre proteinas; desde un
enfoque funcional, los espectros de hidrolisis tienen implicaciones
importantes en la practica clinica diaria. Las proteinas involucradas
en la resistencia a antimicrobianos son diversas, abarcando desde
proteinas estructurales hasta enzimas con capacidad hidrolitica. Entre
estas Ultimas, las mas conocidas y estudiadas son las 3-lactamasas.

Los mecanismos de resistencia bacteriana incluyen la modificacion
del sitio diana, mutaciones en porinas, la hiperexpresion de bom-
bas de eflujo y la produccion de enzimas con capacidad hidrolitica
sobre los antimicrobianos. En este trabajo nos enfocaremos en las
B-lactamasas, enzimas con afinidad por anillos B-lactamicos, cuyo
espectro de accion abarca desde penicilinas hasta carbapenémicos.

La clasificacion mas conocida de 3-lactamasas fue propuesta por Am-
bler, quien inicialmente dividi6 estas enzimas en clases A y B, para
luego agregar las clases C y D a medida que se identificaban nuevas
secuencias.® Aunque han surgido otras clasificaciones desde los aflos
70, la de Ambler sigue siendo fundamental para comprender la di-
versidad de estas enzimas. Estudios que analizan la homologia de
las secuencias, utilizando programas de alineacion como Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST), han determinado que, aunque exis-
ten discrepancias entre las diferentes clases, todas parecen derivar de
una secuencia ancestral comin.®
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No obstante, en la practica clinica diaria, atin no se conoce si la cla-
sificacion de Ambler pueda ser suficiente para guiar las decisiones
terapéuticas. En este contexto, la clasificacion funcional, que propor-
ciona informacion sobre los espectros de hidrolisis, se torna de mayor
utilidad para la eleccion de tratamientos. Esta clasificacion, propuesta
por Karen Bush y modificada posteriormente, 7 agrupa las enzimas
seglin su resistencia o sensibilidad a los inhibidores de 3-lactamasas.
A medida que las enzimas mutan y adquieren un mayor espectro de
hidrdlisis, se crean nuevas categorias, manteniendo esta clasificacion
en constante revision y expansion.

El objetivo de esta revision es proporcionar un panorama general de
los antecedentes historicos, clasificaciones y métodos de deteccion
de las B-lactamasas asociadas a la resistencia a antibidticos en bacilos
gram negativos.

METODOLOGIA

La presente revision es de tipo narrativa, no sistematica, que recopild
informacion con articulos cientificos, revisiones, informes técnicos,
guias, y trabajos académicos, con bibliografia actualizada que el au-
tor considero relevante para los objetivos de la revision. Las fuentes
consultadas fueron PubMed, Medline, y entre otras.

DESARROLLO

1. La clasificacion de Ambler

En 1980, en un estudio titulado The structure of B-lactamases,® Am-
bler esboz6 una clasificacion de las B-lactamasas. Para ello, aisld
enzimas de diferentes cepas que, por el alineamiento de secuencias,
dedujo que eran muy parecidas, sobre todo en las regiones con ac-
tividad enzimatica (sitio catalitico), y observd que habia discrepan-
cias importantes en las regiones N-terminales. Esto determina que,
al menos en los sitios cataliticos, la homologia de las secuencias sea
muy estable. Ambler comparé las secuencias de las enzimas que ha-
bia catalogado como clase A; asi, compard las secuencias de varias
bacterias y tras considerar los puntos isoeléctricos y pesos molecula-
res, reconocié que todas podian ser incorporadas dentro de una cla-
se, dadas las caracteristicas comunes que compartian. Por otro lado,
una enzima aislada en B. cereus reunia caracteristicas que diferian
en peso o tenian un mayor grado de divergencias en las secuencias
con la clase A, por lo cual fue necesario incorporarla en una catego-
ria aparte, a saber, la clase B. Estas enzimas dependen, ademas, de
la presencia de Zn*" para su correcto funcionamiento, caracteristica
compartida por los miembros de la clase B.

Posteriormente, hubo la necesidad de incorporar mas clases (C y D),
las cuales, si se alinean con programas como BLAST, no muestran
similitudes, pero estructuralmente si presentan homologias, lo que
lleva a pensar que comparten un ancestro comun.’ Las enzimas me-
talo-B-lactamasas (clase B) no estan tan estrechamente relacionadas
como las serina-betalactamasas (clases A, C y D), pues hay algunas
enzimas de clase B que no pueden ser alineadas.

Si bien las homologias entre las serina-f-lactamasas son evidentes,
la comunidad cientifica debidé subclasificarlas, debido a las
discrepancias encontradas en las secuencias de la misma clase.
Por ejemplo, se puede subclasificar la clase A en Al y A2, de igual
manera podria procederse con la clase B, lo que evidencia que la
clasificacion Ambler debe estar en constante actualizacion para
adaptase a las nuevas enzimas que se van descubriendo. Un ejemplo
de esta vertiginosa aparicion de enzimas responsables de resistencias
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es el ultimo hallazgo de una enzima desconocida hasta ahora, con
naturaleza Ambler B, reportada en la Argentina, especificamente en
un aislado de Chromobacterium violaceum, llamada CVI-1."°

Si pretendemos esbozar una linea evolutiva donde se situen las pe-
nicilinasas como las primeras enzimas provistas de capacidad hidro-
litica sobre B-lactamicos y, en el otro extremo, las carbapenemasas,
notaremos que estas enzimas son el resultado de la seleccion de cepas
productoras de enzimas con capacidad hidrolitica creciente, pero que,
en la mayoria de los casos, provienen del mismo ancestro.

Es asi que encontramos cepas productoras de penicilinasas con un
espectro de hidrdlisis restringido a penicilinas, y también las IRT u
OXA-1 que, al ganar capacidad hidrolitica, afectan las penicilinas y
presentan resistencia a la asociacion con inhibidores de -lactamasas.
Las enzimas BLEE, con un espectro de hidrolisis mas amplio, son,
por lo general, derivados de mutaciones de las enzimas con espectro
mas reducido. Para ofrecer un panorama simple y permita al lector
un mejor entendimiento, se han identificado un promedio de 2000
enzimas solo de clase A, como TEM, CTX-M, KPC, etc. Todas des-
cenderian de un ancestro comtin que, segiin un estudio,!" siguiendo
un alineamiento de secuencias multiples (ClustalO), tendrian algunas
discrepancias que permitirian agrupar en 6 lados distintos, pero que,
en términos de fenotipo, varian desde un espectro reducido a uno tan
grande que alcance a carbapenémicos. La diversidad de esta clase es
considerable, solo 16 % de identidad entre CfxA y CARB-2 (PSE-1)
o PER-1 y 2024 % entre PER-1 y varias enzimas CTX-M,'” enten-
diéndose por identidad las secuencias con los mismos aminoacidos.

Todo lo anterior revela una gran heterogeneidad, incluso dentro de
la misma clase, lo que impacta negativamente al pretender identifi-
carlos por métodos tradicionales. Conscientes de esto, un grupo en
la India ha disefiado una técnica, un Machine-Learning (aprendizaje
automatico), cuya precision es del 100 %. Esta herramienta promete
una gran capacidad predictiva de la clase y, por supuesto, orienta al
espectro de hidrolisis de la enzima, lo que es decisivo para la toma
de decisiones. '

2. La clasificacion de Bush

Hasta que Karen Bush publicé su articulo en 1989, no se habia in-
tentado ordenar las enzimas, es decir, tabularlas, segin las caracte-
risticas del sustrato y su respuesta a la relacion con inhibidores de
B-lactamasas. La clasificacion de Bush ofrece informacion funcional,
por cuanto obedece a los espectros de hidrdlisis y a su asociacion
con inhibidores," lo cual permite un mayor orden al categorizar la
enzima, posibilita un mejor enfoque clinico y la correlacion con su
fenotipo en aislados clinicos. Vale decir que las clasificaciones de
Bush y de Ambler son andlogas.

La clasificacion de Bush ha sido sometida a varias actualizaciones, en
la medida que se han ido descubriendo enzimas con un espectro mas
amplio, fruto de la seleccidon de cepas con resistencias a nuevos medi-
camentos incorporados al arsenal terapéutico. En su primera version,
Bush distingui6 dos grupos, los resistentes a la asociacion con acido
clavulanico y los no resistentes a dicha asociacion. Por tanto, deno-
mind Grupo 1 a las enzimas resistentes a la asociacion con acido cla-
vulanico y que preferian las cefalosporinas como sustrato. Denomind
Grupo 2 a las inhibidas por la asociacion con acido clavulanico y
cuya subclasificacion dependera del sustrato preferido; por ejemplo,
el Grupo 2a hidrolizan penicilinas y el 2b tienen un espectro extendi-
do. El Grupo 3 requiere ion metalico para su actividad enzimatica y
el Grupo 4 estd conformado por penicilinasas no inhibidas por acido
clavulanico.
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Sin embargo, fue apareciendo una serie de nuevas enzimas que exigio
la modificacion o actualizacion de la clasificacion primigenia. En la
actualizacion de Bush, Jacoby y Madeiros de 1995, la estructura
general de Bush se conserva, pero, ante el creciente nimero de enzi-
mas, se fue subclasificando, como ocurrié con el Grupo 2b, donde se
incorporaron las derivadas de las enzimas TEM y SHV. Ahora bien,
si las enzimas derivan del Grupo 2b, pero ademas tienen un espec-
tro de hidrolisis ampliado, se las categorizara en el Grupo 2be. Por
otro lado, como las enzimas del Grupo 2b comenzaron a demostrar
afinidad reducida a inhibidores de B-lactamasa, se las incorpor6 en la
actualizacion del 2010, dentro del Grupo 2ber, como fue el caso de la
TEM 50 o TEM 1581415

A la par de la clasificacion Ambler, la actualizacion de Bush del 2010
permite inferir el mecanismo de resistencia subyacente, con lo que
se estimaria el probable espectro de resistencia. Es asi como, al dis-
poner de clasificaciones adaptadas al panorama de la resistencia ac-
tual, la probabilidad de traslucirse el mecanismo es cada vez mejor.
Esto, naturalmente, demanda la incorporacion de nuevos grupos que
contengan enzimas con caracteristicas diferenciales, como es el caso
del Grupo 2ber, referido lineas arriba, o en el caso de los Ambler D,
el Grupo 2de, con compromiso de oximino-B-lactamicos, y el Gru-
po 2df, que alcanza a carbapenémicos.” Como se puede colegir, esto
demuestra el gran dinamismo en la produccién de mecanismos de
resistencia, que debe ser abordado con actualizaciones constantes; es,
pues, indiscutible la necesidad de procurar una nueva version de la
presente clasificacion, que, en su intento por conciliar estructura y
funcién, es de suma importancia en la practica clinica diaria.

3. Las enzimas en la resistencia

En 1928 Fleming hizo un descubrimiento que dio un giro de 180
grados en la medicina: la penicilina. Tanta fue su repercusion que
se destaca como un hito que divide la historia de la humanidad en
la era antibidtica y la era preantibidtica. Sin embargo, como suele
ocurrir en ciencia, los descubrimientos son alcanzados encaramando-
se en los descubrimientos de cientificos precedentes. El fisico inglés
John Tyndall, alla por 1875, ya se habia topado con la capacidad del
hongo Penicillium para inhibir el crecimiento bacteriano, pero, como
en la época ni siquiera se sabia si las bacterias eran responsables de
producir enfermedades en los seres humanos, las investigaciones ce-
saron para ser retomadas por Fleming 50 afios después. El hallazgo
fue fortuito. Luego de ver zonas inhibidas de Staphylococcus por el
crecimiento del Penicillium, dedujo que este guardaba un compuesto
con capacidad antibacteriana. Las experimentaciones, sin embargo,
no hicieron progresos notables, por lo cual, se limitaron a la aplica-
cion de extractos en los ojos, senos maxilares, etc., con resultados
halagiiefios.

No fue sino hasta inicios de los cuarenta que los investigadores logra-
ron demostrar que la penicilina purificada podia distribuirse por los
fluidos corporales con resultados positivos. En 1942, Fleming visitd
Oxford y quedd asombrado ante las bondades de la penicilina purifi-
cada. Ante la negativa de varias farmacéuticas, excepto AstraZeneca,
Fleming solicit6 apoyo del gobierno inglés a la sazén en guerra. Fue
en Estados Unidos donde se tratd el primer paciente con penicilina
endovenosa, lo que no desmerece el trabajo colaborativo entre ambos
paises.'®!7

Sin embargo, las bacterias resistentes comenzaron a ser seleccionadas
y, dado el uso masivo del antibidtico, comenzaron a hacerse predo-
minantes, esto es, comenzaron a predominar las bacterias portadoras
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de enzimas con capacidad hidrolitica de la penicilina, sin perjuicio de
otros mecanismos de resistencia.

La penicilina (Figura 1) es un compuesto con un anillo f-lactamico
y un anillo tiazolidinico.'® La cadena lateral izquierda define la capa-
cidad antimicrobiana, mientras que la cadena derecha esta asociada
con la solubilidad de la molécula. El anillo B-lactamico es esencial
para sus propiedades antimicrobianas, pues, mediante un impedimen-
to estérico, oculta el sitio catalitico de las transpeptidasas, enzimas
indispensables para el emplazamiento de los enlaces covalentes ne-
cesarios para mantener firmes las uniones entre aminoacidos, lo que
condiciona la produccion de polimeros de azucares complejos firmes,
que fomentan la integridad de la pared bacteriana.

B-lactam
rng rin

Figura 1. Estructura quimica de la penicilina. Se muestran los anillos las
cadenas laterales.

Fuente: ~ Watkinson A. Antibiotics and antibiotic resistant bacteria in the
aquatic environment: A global issue, an Australian perspective [Doctoral
Thesis]. Queensland: University of Queensland, 2008.

Las bacterias portadoras de penicilinasas, seleccionadas por la expo-
sicion al antibiodtico, tendran la capacidad de escindir el enlace ami-
da," lo que determina la inestabilidad del anillo B-lactamico, con la
consiguiente falta de interferencia de la transpeptidasa.

La penicilina empezé su gran difusion en la década de 1940, y en
1944 se establecio y publico la relacion entre penicilinasas y la re-
sistencia a penicilinas.” Desde entonces la escalada de resistencia a
antibidticos no ha hecho mas que ascender, ora asociado a enzimas,
ora a otros mecanismos de resistencia, como la modificacion del sitio
diana, etc. Este panorama sombrio obligé a la industria farmacéutica
a buscar otras alternativas, apuntando a eludir las enzimas hidroliticas
para que, una vez infundidos los antibiodticos, sigan interfiriendo con
la polimerizacion de la pared bacteriana. Las penicilinas semisintéti-
cas y las cefalosporinas son un ejemplo de esos esfuerzos, pues con
la modificacion de la configuracion espacial de la molécula se hace
mas inaccesible el enlace amida, lo que garantiza la estabilidad de la
molécula con la consiguiente transpeptidacion normal del peptido-
glicano.

No obstante, conforme se va ampliando el arsenal terapéutico, se
seleccionan las bacterias expuestas a la presion selectiva, las cuales
expresan fenotipos de resistencia; esto a su vez empuja a la industria
hacia la elaboracion de nuevas moléculas. De otro lado, los ancestros
de los B-lactamicos se remontarian a miles de afios atras y se habrian
producido en respuesta a los -lactamicos ambientales.?

Las penicilinasas, por tanto, son B-lactamasas con espectro estrecho
capaces de hidrolizar el anillo -lactamico de las penicilinas y sensi-
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bles a la asociacion con inhibidores de las f-lactamasas. Se identifi-
caron también penicilinasas que alcanzaban a hidrolizar la asociacion
con inhibidores de p-lactamasas, las que se llamaron IRT. Estas en-
zimas comparten secuencias y sus mutaciones son las responsables
de ampliar el espectro de hidrdlisis. En la década de 1960, apare-
ci6 la enzima TEM-1, caracterizada por hidrolizar hasta las primeras
generaciones de cefalosporinas.?! Desde entonces se han reportado
variantes de este TEM ancestral y esto ha ido condicionando un au-
mento en el espectro de hidrolisis. Este cambio de espectro depende
de sustituciones simples de hasta uno o dos aminoacidos, tal como lo
exponen José-Luis Morales et al., quienes alinearon secuencias de
dos enzimas TEM-1 y TEM-10, ambas muy cercanas en alineacion
(discrepancia de solo 2 aminoacidos que no son iguales ni de natura-
leza quimica parecida, es decir, no hay similitud ni identidad). En la
Figura 2, se aprecian las sustituciones aminoacidicas verificadas entre
TEM-1y TEM-10.%

70 80 90 10| 0 110 l2| 0
TEM-1 EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQOEQLGRRIHYSQNDLVEY SPVTEKHLTDGMTVREL
TEM-10 EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHYSQNDLVEY SPVTEKHLTDGMTVREL
c4 EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLGRRIHY SQNDLVEY SPVTEKHLTDGMTVREL
c11 EERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQOEQLGRRIHYSQNDLVEY SPVTEKHLTDGMTVREL
130 140 150 160 170 180
TEM-1 CSAATITMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDRWEPELNEATI PNDERDTTM
TEM-10 CSAATTMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDSWEPELNEAI PNDERDTTM
c4 CSAATTMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDSWEPELNEAI PNDERDTTM
c11 CSAATTMSDNTAANLLLTTIGGPKELTAFLHNMGDHVTRLDSWEPELNEAI PNDERDTTM
190 200 210 220 230 240
TEM-1 PAAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWF IADKSGAG-ERG
TEM-10 PAAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWF IADKSGAG-KRG
c4 PAAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWF IADKSGAG-KRG
cl1 PAAMATTLRKLLTGELLTLASRQQLIDWMEADKVAGPLLRSALPAGWF IADKSGAG-KRG
250 260 270 280
TEM-1 SRGIIAALGP-DGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAE
TEM-10 SRGITAALGP-DGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAE
c4 SRGIIAALGP-DGKPSRIVVIYTTGSQXXMDXRNRQIAE
c11 SRGITAALGP-DGKPSRIVVIYTTGSQATMDERNRQIAE

Figura 2.Seaprecianlassustitucionesenaminoacidicasenlaposicion 164y240%.
Fuente: Oliver A, Canton R. Enterobacterias productoras de B-lactamasas
plasmidicas de espectro extendido. 2005. Control de calidad. Sociedad Es-
panola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC).

Se muestra, ademas, que no hay similitud ni identidad entre los ami-
noacidos discrepantes en la posicion 164 y 240, pues una arginina
cambia por una serina en el primero, y un acido glutamico por una
lisina en el segundo. De aqui se intuye que las sustituciones de uno o
dos aminoacidos con naturaleza quimica distinta influyen significati-
vamente en el espectro de hidrélisis.?

Evidentemente, conforme se van agregando mas sustituciones, mayor
sera el espectro de hidrolisis que exhibira la enzima. Para el caso de
las enzimas BLEE, son muchas las identificadas y la mayoria deriva
de penicilinasas como TEM-1, TEM-2 y SHV-1. Las mutaciones del
centro activo cambian el espectro de hidrélisis, virando de un espec-
tro limitado a penicilinas a un espectro que alcanza cefalosporinas de
tercera y cuarta generacion, y aztreonam. Sin perjuicio de las BLEE
plasmidicas, existen enzimas que pueden dar el mismo fenotipo, pero
las de localizacion cromosOmica se presentan de forma natural en
algunas especies del género Kluyvera. El caso mas elocuente es la
CTX-M, que deriva de estas especies, exhibe un fenotipo BLEE y
que es la enzima con un espectro ampliado mas predominante en la
actualidad.” Histéricamente, la primera enzima identificada con es-
pectro ampliado fue la SHV-2, reportada en Alemania en 1983,y sen-
sible a las cefamicinas, los carbapenémicos y a la asociacion con inhi-
bidores de B-lactamasas. Cuando analizamos la clasificacion de Bush,
sostuvimos que algunas enzimas con espectro BLEE, como la TEM-
50, son resistentes a la asociacion con inhibidores de B-lactamasas.
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Las CTX-M también presentan variantes, las primeras tienen mayor
afinidad por la cefotaxima; sin embargo, las variaciones han ido ga-
nando mayor capacidad hidrolitica sobre la ceftazidima, como su-
cede con las CTX-M-15, CTX-M-16 y CTXM27. En la Figura 3,
se observa el grado de discrepancia minimo de las secuencias ami-
noacidicas entre las CTX-M-3 y las CTX-M-15, se reconoce solo un
aminodcido divergente, a saber, el acido aspartico por glicina en la
posicion 243.%

CLUSTAL ©(1.2.1) multiple sequence alignment

KU200455 PMVKKSLRQFTLMATATVTLLLGSVPLYAQTADVOQKLAELERQSGGRLGVALINTADNS 60

Y10278 ~MVKKSLRQFTLMATATVTLLLGSVPLYAQTADVQQKLAELERQSGGRLGVALINTADNS 59

AY044436 ~MVKKSLRQFTLMATATVTLLLGSVPLYAQTADVQQKLAELERQSGGRLGVALINTADNS 59

KU200455 QILYRADERFAMCSTSKVMAAAAVLKKSESEPNLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVNGT 120
¥10278 QILYRADERFAMCSTSKVMAAAAVLKKSESEPNLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVNGT 119
AY044436 QILYRADERFAMCSTSKVMAAAAVLKKSESEPNLLNQRVEIKKSDLVNYNPIAEKHVNGT 119
KU200455 MSLAELSAAALQYSDNVAMNKLIAHVGGPASVTAFARQLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGD 180
¥10278 MSLAELSAAALQYSDNVAMNKLIAHVGGPASVTAFARQLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGD 179
AY044438 MSLAELSAAALQYSDNVAMNKLIAHVGGPASVTAFARQLGDETFRLDRTEPTLNTAIPGD 179
KU200455 PRDTTSPRAMAQTLRNLTLGKALGDSQRAQLVTWMEGNT TGAASIQAGLPASWVVGDKTG 240
¥10278 PRDTTSPRAMAQTLRNLTLGKALGDSQRAQLVTWMKEGNT TGAASIQAGLPASWVVGDKTG 239
AY0444386 PRDTTSPRAMAQTLRNLTLGKA WMKGNT TGAAS TQA( TG 239

KU200455 SGDYGTTNDIAVIWPKDRAPLILVTYFTQPQPKAESRRDVLASARKIVTDGL 292
¥10278 SGDYGTTNDIAVIWPKDRAPLILVTYFTQPQPKAESRRDVLASARKIVTDGL 291
AY044438 SGGYGTTNDIAVIWPKDRAPLILVTYFTQPQPKAESRROVLASARKIVTDGL 291

R

Figura 3. Entorno genético y localizacion del gen blaCTX-M en cepas de en-
terobacterias productoras de carbapenemasas aisladas en hospitales chilenos.
Fuente: Carrasco Anabalon SA. Entorno genético y localizacion del gen blaCTX-M en
cepas de enterobacterias productoras de carbapenemasas aisladas en hospitales chilenos.
Tesis [trabajo de grado]. Universidad de Concepcion, Chile, 2017

Se han identificado, ademas, 3 nucleodtidos divergentes en las se-
cuencias del gen de la enzima CTXM3 y CTX-M-15, que, al analizar
su correlato proteico, solo incide en un aminoacido diferente. Esto
encontraria explicacion en el hecho de que las otras sustituciones
nucleotidicas no perturban los codones, de modo que el aminoacido
seguird siendo el mismo. Como se menciond anteriormente, la sus-
titucion de los 3 nucledtidos en diferentes posiciones solo determina
un cambio aminoacidico en la posicion 243, pues la alteracion de los
otros codones sigue dando el mismo aminoacido (degeneracion del
codigo genético). El cambio en el nucledtido de la posicion 789 es
el responsable de la perturbacion completa del codon, con el consi-
guiente cambio de 4cido aspartico por glicina.**

En la actualidad, la enzima CTX-M-15 es la mas prevalente en todo
el mundo y tiene algunas caracteristicas diferenciales, al margen del
espectro BLEE, con respecto a otras variantes, pues se ha reportado
una tasa alta de resistencia a las quinolonas.?

3.1 p-lactamasas de espectro extendido (BLEE)

Este tipo P-lactamasas son enzimas con un espectro de hidrélisis
que compromete penicilinas, cefalosporinas y aztreonam, y, segun
la identidad de la enzima, se pueden predecir fracasos terapéuticos
a otros grupos de antimicrobianos. El caso de la CTX-M15 y la re-
sistencia a las quinolonas se explicaria por la transmision conjunta
del gen de la enzima con el gen qrnB.?¢ Esto revela que las bacterias
portadoras de enzimas de espectro extendido suponen altas tasas de
morbilidad y mortalidad en los ambientes hospitalarios, por lo que
su identificacion en el laboratorio es una prioridad en la medida que
permita dar tratamiento oportuno e implementar las medidas de aisla-
miento necesarias para evitar la dispersion.'®

https://doi.org/10.58597/rpe.v3i3.80

Los métodos fenotipicos de identificacion se basan en la capaci-
dad de respuesta de estas enzimas la asociacién con inhibidores de
B-lactamasas (acido clavulanico) y demoran, como minimo, 48 ho-
ras; por tanto, desde que ingresa el espécimen al laboratorio hasta el
reporte del antibiograma, suelen pasar mas de 48 horas. Estan des-
critos varios métodos que aprovechan la propiedad de inhibicion de
la enzima ante la asociacion con acido clavulanico, por ende, tanto
los métodos cuantitativos como los cualitativos se basaran en la de-
teccion de la longitud del halo o los MIC, por un lado, con el anti-
bidtico de amplio espectro solo, y por otro, con la asociacion con
acido clavulanico. El método de discos combinados, aproximacion
de discos, microdilucion y E test son, en la mayoria de los casos, los
métodos mas utilizados en los laboratorios clinicos. El método de
doble disco (Figura 4) aproxima cefalosporinas de amplio espectro a
un disco de amoxicilina mas acido clavulanico, el cual, en las cepas
proximas, induce sinergia, lo que se traduce en un aumento del halo
de inhibicion de las cefalosporinas de amplio espectro. En segundo
término, los discos combinados (Figura 5) también destacan la si-
nergia con el acido clavuldnico y se establece una probable BLEE
cuando, habiendo hecho la resta de los halos de la cefalosporina de
amplio espectro sola y la cefalosporina con la asociacion, se obtiene
una diferencia de mas de 5 mm.?® Debido a que no siempre las BLEE
producen incrementos de los MIC a niveles de resistencia, el método
de aproximacion de discos y el de discos combinados son una alter-
nativa rapida y rentable.”’

Figura4.Pruebadeaproximaciondediscos,opruebadedobledifusionpordiscos.
Fuente: Garcia-Hernandez A, Garcia-Vazquez E, Hernandez-Torres A, Ruiz J, Yagiie
G, Herrero J, et al. Bacteraemia due to Escherichia coli producing extended-spectrum
beta-lactamases (ESBL): clinical relevance and today’s insights. Rev Esp Quimioter.

2011;24(2):57-66.

Figura 5. Método de discos combinados. Una diferencia mayor de 5 mm es altamente
sugestiva de BLEE.

Fuente: Perozo Mena AJ, Castellano Gonzalez MJ. Deteccion de Betalactamasas de
espectro extendido en cepas de la familia Enterobacteriaceae. Kasmera [Internet].

2009;37(1):25-37.
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La microdilucion en caldo y el E test son pruebas cuantitativas utili-
zadas para determinar el MIC. El Instituto de Normas Clinicas y de
Laboratorio (CLSI, por sus siglas en inglés),? en su trigésimo tercera
edicion, recomienda la microdilucion y el método de discos combina-
dos (Figura 5) como métodos fenotipicos para la deteccion de BLEE.

Sin duda, los métodos moleculares estan ganando terreno en los la-
boratorios clinicos; sin embargo, su expansion se limita por su alto
costo. Es probable que, a mediano plazo, una reduccion del costo
permita el uso generalizado de estos métodos y se obtenga asi un
diagnostico mucho mas preciso. Los métodos moleculares aluden a
todas las pruebas de deteccion de secuencias de acidos nucleicos, es
decir, para detectar especies y genes de resistencia. Con esta finali-
dad, se puede utilizar la secuenciacion, la PCR, etc.

Actualmente, el método molecular mas difundido, por su rapidez y
precio, es la PCR. Las PCR de primera generacion consisten en la
extraccion del material genético, seguido de la amplificacion y el ana-
lisis con electroforesis del producto final, es decir, el amplicon. Este
proceso puede demorar hasta 12 horas, lo que dilataria la obtencion
del informe de resultados. Esta dificultad fue salvada por la PCR en
tiempo real (qQPCR), pues, a medida que se va amplificando la se-
cuencia diana, sugiere mediante la emision de fluorescencia una idea
de la concentracion del amplicon, lo que reduce significativamente el
tiempo de deteccion de la secuencia diana.

Tanto han calado en la practica diaria estas ventajas, que se han pro-
puesto qPCR con capacidad de detectar secuencias de genes de re-
sistencia directamente de especimenes clinicos (hisopados rectales),
pero, dado que con estos métodos se ha identificado una alta tasa de
falsos positivos, se recomienda usarla en contextos de alta prevalen-
cia y limitandose a una prueba de tamizaje, en atencion a su rapidez.
Esta prueba no excluye la confirmacion, que puede realizarse con
métodos fenotipicos o con métodos de secuenciacion.”

Se ha incorporado la PCR multiple, con la posibilidad de detectar
varios tipos de BLEE y de enzimas, como las carbapenemasas, que
ofrece una ventaja inestimable para el tamizaje de enterobacterias,
por tratarse de pruebas de procesamiento rapido.** Con el 4nimo de
reducir atin mas el tiempo o franquear la dificultad que supone imple-
mentar pruebas costosas como la qPCR, algunos investigadores afir-
man que utilizar la PCR convencional con tecnologia CRISPR-cas
es una alternativa valida para laboratorios con recursos limitados.?!

Los microarreglos también son una alternativa molecular. Son prue-
bas de hibridacion en fase so6lida, que presentan inmovilizada la son-
da y permiten detectar un margen amplio de enzimas, al reconocerse
complementariedad entre la sonda fija y la secuencia de nucleotidos.
Sin embargo, esta prueba depende de un PCR previo con cebadores
universales, que luego son clasificados seglin la complementariedad
de las sondas. En el articulo publicado por Lascols C, 3 en la tabla
1 se correlacionan los resultados de los microarreglos y la secuen-
ciacion. Aqui se verifica que, al ser reconocida la secuencia de es-
tudio por una sonda especifica de SHV, en la secuenciacion se logrd
reconocer el 94,7 % de diversas variedades de SHV, incluso genes
SHYV sin espectro BLEE.?? De lo anterior se colige que las pruebas
de microarreglos tienen un buen rendimiento. No obstante, algunas
variantes nuevas no podran ser reconocidas por las sondas de los mi-
croarreglos, lo cual impone que se siga realizando la secuenciacion.
Los microarreglos pueden ser actualizados sobre la base de la elabo-
racion de nuevas sondas especificas de variantes.

https://doi.org/10.58597/rpe.v3i3.80

En relacion con la protedmica, su avance y difusion es cada vez ma-
yor, sobre todo debido a que ofrece resultados precoces conducentes
a la identificacion. Asimismo, segiin algunos protocolos, tiene la ca-
pacidad de detectar mecanismos de resistencia. Existen varias mo-
dalidades; estas se enfocan en los picos de las formas hidrolizadas y
no hidrolizadas o en la identificacion de las mismas proteinas efecto-
ras de resistencia, seglin el peso molecular.’® Estos avances suponen
la posibilidad de reportar etiologia y mecanismos de resistencia en
tiempos Optimos para la administracion eficaz de antibioticos. Las
enzimas susceptibles de ser identificadas por los métodos protedmi-
cos, mas precisamente por el sistema de desorcion/ionizacion laser
asistida por matriz con tiempo de vuelo (MALDI-TOF, por sus
siglas en inglés), no solo son las BLEE, sino también las AmpC y las
carbapenemasas.

En suma, los métodos protedmicos presentan muchas ventajas de las
cuales el tiempo, parametro que determina el prondstico del pacien-
te y que es una prioridad en los laboratorios de microbiologia, sera
determinante para que los métodos tradicionales se vean desplazados
por esta prometedora herramienta. Sin embargo, por lo menos desde
una proyeccion inmediatista, hasta que no se complete su validacion
y estandarizacion, estos métodos permaneceran relegados a un com-
plemento sin poder prescindir todavia de los métodos tradicionales.

Los métodos tradicionales fenotipicos, como la aproximacion de
discos o la de discos combinados, junto con los sistemas automati-
zados tipo Vitek®2, son todavia métodos de referencia, aunque con
algunas salvedades con respecto a los sistemas automatizados en ge-
neral. En una comparacion entre sistemas de uso comun en los labo-
ratorios, como el Vitek®2 y Phoenix®, arrojo que el Vitek®2 tenia me-
jor sensibilidad que el Phoenix®, en concreto durante la identificacion
de la BLEE en Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae.*

3.2 Carbapenemasas

Durante la evolucion de las enzimas, se producen sustituciones en la
secuencia que acumula diferentes identidades de enzimas, que, en vir-
tud de su capacidad de conferir ventaja evolutiva, se seleccionan las
enzimas con un espectro de hidrélisis mayor, alcanzando incluso an-
timicrobianos como los carbapenémicos. Las enzimas seleccionadas
por la bacteria en respuesta a la presion selectiva, o sea, la exposicion
a carbapenémicos, hidrolizaran estos, limitando significativamente el
arsenal terapéutico, lo que destaca como un grave problema de salud
publica. En un inicio, se circunscribia a determinadas regiones geo-
graficas, mas en los ultimos afios se ha observado la expansion de las
cepas portadoras de carbapenemasas. Segiin Ambler, las carbapene-
masas se dividen en tres clases, segin sus caracteristicas moleculares:
A, B y D, las que se denominan, también, serina-carbapenemasas,
metalo-B-lactamasas y OXA, respectivamente.

En un intento por relacionar las enzimas con espectro que alcanza a
carbapenémicos, se secuencio y aline6 las secuencias de aminoaci-
dos de las enzimas usando sistemas BLAST. De este experimento se
obtuvo que las secuencias eran disimiles si se comparaban blaKPC
con blaNDM-1 (Figura 6 A). No se aprecia un alto grado de identi-
dad ni de similitud, y el NDM-1 presenta mutaciones, sobre todo, en
puntos criticos de la enzima, a diferencias de las KPC.?* Ademas, las
estructuras cristalizadas (Figura 6 B) confirman que, en efecto, las
secuencias difieren considerablemente en sus estructuras terciarias y
constituyen un reflejo de las secuencias discrepantes. Por otro lado,
las secuencias encuadradas (Figura 6 B) son los sitios activos de las
KPC, pues se evidencian serinas.
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1 10 20 30 40 50 60

' ' ' 1 1 1
blaKPC-1 MILYRALVLLSCLIWPLAGFSATALTNLVAE PFAKLEQDFGGSI G'v'YLIbI GSGATVSYR €0
blaNDM-1 MELPNIMHPVAKLSTALAAAIMLSGOMPGEIRPT IGQQMETGDQREGDLVFRQLAPNUWQ 60

blaKPC-1 AEERFPLCSIFRGFLAAAVIARSQQOAGLLDTPIRYGKNALVEWSPISERYLTTGMTVAE 120
blaNDM-1 HTSYLDMPGFPGAVASNGLIVRDGGRVLVVDTAWIDDQTAQILNWIKQE INLPVALAVVTH 120

blaKPC-1 LIZAAVY NAAANLLLKELGGPAGLTAFPMRSIGDTTERLDRWELELRSAIPSIARDTS 180
blaNDM-1 AHQDEMG ALHAAGIATYANALSNQLAPQEGMVAAQHSLTFAANGNVEPAFARNFGPL 180

blaKPC-1 SPRAVIESLQRLTLGSALAAFPQRQQFVDWLKGNT TGNHR IRAAVPADWAVGDRTGTCGVY 240
blaNDM-1 KVEYPGPGHTSDNITVGIDGTDIAPGGCL IKDSKARSLGNLGDADTERYARSARAFGAAF 240

blaKPC-1 GTANDYAVUWPTGRAPIVLAVYTRAPNKDDHKESEAVIAAAARLALEGLGUNGQ 293
blaNDM-1 PRASMIVMSHSAPDSRAAITETARMADHLR 270
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Figura 6 A. Alineamiento entre secuencias aminoacidicas de KPC y NDM. Se
aprecia que las secuencias no son similares. B. Estructuras cristalizadas de KPC y
NDM. Se confirmas que las secuencias no son similares, dado que las estructuras
terciarias son disimiles. Fuente: Chakraborty AK. In silico analysis of hotspot mu-
tations in the bacterial NDM-1 and KPC-1 carbapenemases that cause severe MDR
phenotypes. Biochem Biotechnol Res. 2016;4(1):17-26.

La primera carbapenemasa transferible, es decir, la primera car-
bapenemasa con importancia epidemioldgica, se rastre6 en Japon
en 1991. Fue una carbapenemasa plasmidica detectada en una cepa
de  Pseudomonas aeruginosa, con naturaleza metalo-f-lactamasa,
es decir, un Ambler B y, segiin Bush Jacoby, del Grupo 3. La enzima
recibio el nombre de IMP-1 (por imipenemasa) y se la localiz6 en el
integron de un plasmido. En consecuencia, podemos afirmar que la
primera carbapenemasa plasmidica se descubrié en 1991, sin perjui-
cio de la primera carbapenemasa cromosdmica descubierta en 1982,
una enzima Ambler A, y se la nomind enzima Serratia marcescens
(SME). En 1997, se descubri6 en Italia otra enzima con las mismas
caracteristicas moleculares y funcionales, y recibio el nombre de me-
talo-B-lactamasas codificadas por el integron Verona (VIM1).1

https://doi.org/10.58597/rpe.v3i3.80

En 1996, en Estados Unidos, se aisl6 una cepa portadora de
carbapenemasa Ambler A, perteneciente al Bush 2f, que termind ex-
pandiéndose por todo el mundo.*® En términos generales, la identifi-
cacion molecular y funcional de la enzima es crucial, en la medida en
que permitira predecir la respuesta al tratamiento. Por ejemplo, ante
infecciones de cepas portadoras de KPC, es muy eficaz la asociacion
ceftazidima mas avibactam, recientemente aprobada por la FDA en
2015; sin embargo, las metalo-p-lactamasas son resistentes a esa aso-
ciacion. No obstante, existen enzimas KPC que, si bien son sensibles
a la asociacion CAZ/AVI, ya se van caracterizando como resistentes
a dicha asociacion. Variantes de KPC- 2 y KPC-3 tienen demostrada
elevacion de resistencia a CAZ/AVI, lo que demuestra que, en térmi-
nos de resistencia, no hay nada inmutable.?

Dicho esto, se confirma la necesidad de implementar métodos de de-
teccion de enzimas que ofrezcan al medico clinico las herramientas y
los insumos necesarios para una adecuada intervencion terapéutica.
Los métodos de deteccion pueden dividirse en fenotipicos, que son
los mas difundidos, y genotipicos. A continuacion, presentamos una
revision tangencial de los métodos fenotipicos e informacion sobre
los métodos genotipicos.

El CLSI?* consigna la necesidad de desarrollar pruebas rapidas como
método de screening. Para ese fin propone el Carba NP que, en menos
de dos horas, permite predecir la presencia de carbapenemasas. En
Latinoamérica esta mas popularizada una variante del Carba NP, lla-
mada Blue Carba®, que es mas sencilla de realizar técnicamente. En
las dos técnicas anteriores su rendimiento baja sustancialmente ante
la presencia de carbapenemasas tipo OXA, pues puede demorar el
viraje de color o, lo que es mas preocupante, dar la prueba negativa.
Por lo tanto, hay que tener mucho cuidado cuando, por el perfil de
resistencia del antibiograma o por el estudio de cepas de la bacteria
Acinetobacter baumannii, se sospeche la presencia de carbapenema-
sas tipo OXA.

Inmediatamente después se somete la cepa de estudio a pruebas de-
pendientes de cultivos para lo que se requiere mas tiempo. E1 CLSI
recomienda complementar el Carba NP con un método de inactiva-
cion de carbapenémicos (mCIM), para luego, ante un resultado de
positivo, se le complemente con las pruebas de sinergia con acido
boronico o EDTA, en aras de determinar la naturaleza de la enzima.
Existen presentaciones como el eCIM, que permiten detectar enzimas
con capacidad carbapenemasas vy, a la vez, discriminar enzimas con
naturaleza metaloflactamasas. Estas pruebas son también dependien-
tes de cultivo, por lo que se requieren varias horas de incubacion.
Completado este flujo, se puede indagar la naturaleza de la enzima
responsable de la resistencia a carbapenémicos. Posteriormente, la in-
munocromatografia detecta la identidad de la enzima; de esta manera,
termina el flujo de estudio de la carbapenemasas.

A fin de ejemplificar el flujo de investigacion de cepas portado-
ras de carbapenemasas, analizaremos un caso concreto, el de la
Klebsiella pneumoniae, con un perfil de resistencia compatible con
carbapenemasas, por la hidrdlisis de penicilinas, cefalosporinas y car-
bapenémicos. Se hallo sensibilidad a CAZ/AVI en el antibiograma y,
debido a la resistencia a carbapenémicos, se justifico la realizacion
de Blue-Carba, el cual sali6é positivo. Seguidamente, el mCIM dio
positivo, y la prueba de sinergia con acido borénico también fue po-
sitiva. Teniendo en cuenta que el 4cido boronico es un inhibidor de
las enzimas Ambler A y analizando lo anterior, como la sensibilidad
a CAZ/AVI, la sospecha se cierne sobre una KPC. Esto se demostrara
cuando se identifique la enzima en la inmunocromatografia o, si fuera
el caso, en las pruebas moleculares.
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Si los métodos Blue-Carba y mCIM resultan positivos, se verifica
sinergia con el EDTA durante las pruebas de sinergia, y si, ademas,
hay resistencia a CAZ/AVI con sensibilidad a aztreonam, la sospecha
recae sobre una metalo-B-lactamasa. Naturalmente, se hace necesa-
rio identificar la enzima con una prueba inmunocromatografica. Este
grupo de enzimas viene, por lo general, con un espectro de hidrolisis
que no se limita a los B-lactdmicos, sino que, debido a otros genes
presentes en los cassettes de transmision, puede alcanzar otros grupos
de antimicrobianos, como los quinolonas o los aminoglucosidos.

Ahora bien, si el BlueCarba resulta negativo o con un viraje tardio
y, ademas, se muestra negativo a las pruebas de sinergia con EDTA
y acido boronico, y con sensibilidad a CAZ/AVL?" se debe sospe-
char una OXA, sobre todo, si la cepa de estudio es un Acinetobacter
baumannii. El antibiograma conduce a sospechar el mecanismo de
resistencia y si se evidencia sensibilidad a las cefalosporinas de am-
plio espectro (tercera y cuarta)®® con niveles bajos de resistencia a
carbapenémicos, la posible responsable sera la OXA-48. Esto se de-
muestra con la inmunocromatografia o con las pruebas moleculares.
Sin embargo, hay algunas circunstancias en las que pueden resultar
las pruebas negativas en la investigacion de carbapenemasas, incluso
con la inmunocromatografia, pese a que el antibiograma presenta re-
sistencias a los carbapenémicos. En estos casos, ademas de descartar
la posibilidad de otros mecanismos de resistencia, como la mutacion
de porinas o la hiperexpresion de bombas de eflujo, es necesario des-
cartar la presencia de otros tipos de OXA. La OXA163 es de na-
turaleza plasmidica, por lo que entrafia importancia epidemiologica,
y presenta un perfil de hidrdlisis que compromete cefalosporinas de
amplio espectro, pero con una capacidad mas baja que la OXA48
para hidrolizar carbapenémicos.** En la Figura 7, se alinean las se-
cuencias de la OXA48 y la OXA163, y en el 6valo azul se puede
apreciar una sustitucion y una region de 4 aminoacidos delecionados
en el caso de la OXA163. Esto confirma lo observado lineas arriba,
que las sustituciones minimas pueden afectar significativamente el
perfil de hidrdlisis de la enzima. La sustitucion identificada en un
aspartato por una serina, que presenta propiedades quimicas distin-
tas, descarta similitud y menos identidad. La enzima OXA23 es de
naturaleza plasmidica y cromosomal; en la actualidad, se aprecia que
tiene una gran capacidad de expansion global.*’ Su perfil de resisten-
cia alcanza la ceftazidima, con altos MIC, el imipenen y el merope-
nem. La OXAS1 es un gen intrinseco del Acinetobacter baumannii,
cromosomal, que, ante la movilizacion de secuencias de insercion,
puede hiperproducirse.
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Figura 7. Alineamiento de secuencias aminoacidicas del OXA 48 y OXA 163.
Fuente: Poirel L, Castanheira M, Carrér A, Rodriguez CP, Jones RN, Smaye-
vsky J, et al. OXA-163, an OXA-48-Related Class D f-Lactamase with Ex-
tended Activity Toward Expanded-Spectrum Cephalosporins. Antimicrobial
Agents and Chemotherapy. 2011; 55(6):2546-51.

En conclusion, en el estudio de las OXA, es posible encontrar prue-
bas de screening negativas para la investigacion de carbapenemasas
y pruebas de sinergia también negativas, habida cuenta que no hay

https://doi.org/10.58597/rpe.v3i3.80

inhibidores especificos. Si la inmunocromatografia arroja un valor
negativo, se deben sospechar las OXA mencionadas anteriormente.
La sospecha sera dirimida por una prueba molecular, ya que las prue-
bas fenotipicas tradicionales no son de utilidad en estos casos.

Las pruebas moleculares son una herramienta de gran ayuda en la de-
teccion de genes de resistencia, incluidas las carbapenemasas Ambler
D. Para tal fin se utilizan cebadores especificos y, una vez hibridados,
comienza la acumulacion del amplicon, el cual se medira segin la
generacion de la PCR aplicada. En una PCR de punto final, se estudia
el amplicon en una prueba de electroforesis, mientras que, en una
PCR en tiempo real, el amplicon se deduce de la cantidad de fluores-
cencia emitida. En el articulo publicado por Cuaical Ramos NM., se
muestra las secuencias de algunos cebadores desarrollados, ademas
del analisis del amplicon en electroforesis. Se exponen las secuencias
de los cebadores para la deteccion de OXA 51, seguido del andlisis
del amplicon en electroforesis. En la posicion tres se puede apreciar
el control positivo para OXA 51.

Hasta aqui podemos reconocer con facilidad varias dimensiones
diagnosticas, de acuerdo con el hallazgo. Primero, las basadas en el
crecimiento, como el método de inactivacion de carbapenémicos mo-
dificado; segundo, los métodos que dependen de la medicion de pro-
ductos de degradacion de los carbapenémicos, como MALDI-TOF o
Carba-NP; tercero, los métodos encaminados a la deteccion de genes
de resistencia mediante la amplificacion o la secuenciacion, es decir,
los métodos moleculares; y por tltimo, los métodos de dependen de
anticuerpos, como la inmunocromatografia. El flujo para utilizar de-
pendera de factores como el tiempo de respuesta, que, en la realidad
de los laboratorios de microbiologia, es uno de los factores mas de-
terminantes, pues condiciona consecuencias tanto clinicas como epi-
demiologicas. Sin embargo, ninguno de los métodos listados cumple
con todo lo necesario para ser una prueba rapida y suficiente para
la identificacion de carbapenemasas. El BlueCarba, por ejemplo,
es una prueba de gran sensibilidad, pero necesita ser complemen-
tado con una serie de pruebas en tandem para llegar a la identidad
de la carbapenemasa. En este panorama, la espectrometria de masas
(MALDI-TOF) es una herramienta rapida y se puede incorporar en
los algoritmos segun el contexto del laboratorio.

El MALDI-TOF puede utilizarse para la deteccion de carbapenema-
sas a partir de dos enfoques. El primer enfoque que, ain no ha sido
estandarizado, busca detectar productos de hidrélisis de carbapené-
micos al incubarse con extractos de proteinas de cultivos; el segundo
enfoque es el enfoque de pico asociado a plasmidos y se fundamenta
en la deteccion de los picos proteicos de plasmidos asociados a la
resistencia a carbapenémicos. Este tiene un tiempo de respuesta de
4 horas, con sensibilidades entre 77 % y 100 %, y una especificidad
entre 94 %y 100 %.%

En la Figura 8, se comparte grosso modo el flujo de trabajo para los
dos enfoques aplicados a la espectrometria de masa, la cual se presen-
ta como una alternativa valiosa en los flujos de estudio en los labora-
torios de microbiologia de todo el mundo.

Lo anterior resume las aristas involucradas en la deteccion de car-
bapenemasas, enzimas de repercusion clinica y epidemiologica signi-
ficativa, lo que pone al laboratorio de microbiologia en una posicion
relevante para la toma de decisiones de impacto; por lo mismo, nece-
sita nutrirse de la mayor cantidad de métodos de vanguardia.

La Figura 9, se observa el flujo adoptado por la mayoria de los labo-
ratorios de Microbiologia para la investigacion de carbapenemasas*.
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Figura 8. Flujo de trabajo para la espectrometria de masas, orien-
tada a la deteccion rapida de proteinas asociadas a resistencia.
Fuente: Fleurbaaij F, Heemskerk AA, Russcher A, Klychnikov OI, Deel-
der AM, Mayboroda OA, Kuijper EJ, van Leeuwen HC, Hensbergen PJ.
Capillary-electrophoresis mass spectrometry for the detection of carbape-
nemases in (multi-)drug-resistant Gram-negative bacteria. Anal Chem.
2014;86(18):9154-61.
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Figura 9. En la figura A) se ilustra el CARBA-NP, el cual es
un método que usa el producto de hidrdlisis para la deteccion.
B) Se aprecia la interpretacion de mCIM. C) y D) son los mé-
todos fenotipicos de sinergia que permite sospechar la iden-
tidad por clase de la enzima. F) En esta imagen, a través de mé-
todos de deteccion dependiente de anticuerpos, se detecta la
identidad de la enzima que, evidentemente, debe estar en concor-
dancia con la clase identificada en niveles de deteccion anteriores.
Fuente: Instituto de Salud Publica de Chile. Recomendaciones para
deteccion de carbapenemasas en enterobacterias y Pseudomonas
aeruginosa. Ministerio de Salud, Departamento de Laboratorio Bio-

médico Nacional y de Referencia; 2018
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CONCLUSION

La resistencia a los antibidticos es un problema en aumento que re-
presenta un desafio significativo tanto para la industria farmacéutica
y los sistemas sanitarios. Por ello, es urgente no solo fortalecer la ca-
pacidad de produccion de nuevos antibidticos, sino también explorar
estrategias alternativas para eliminar bacterias con mecanismos de
resistencia. Para lograr esto, es fundamental un conocimiento profun-
do de las moléculas involucradas en la resistencia, lo que permitira
disefiar estrategias de tratamiento efectivas contra estas bacterias, que
se han convertido en una causa importante de morbimortalidad a ni-
vel mundial.

Esta revision se ha enfocado acerca del mecanismo enzimatico
de resistencia, que en bacterias Gram negativas es el mas promi-
nente. Las enzimas con afinidad por los enlaces amida del anillo
B-lactamico son responsables de un espectro de hidrolisis que abar-
ca desde las penicilinas hasta las cefalosporinas, y en el caso de las
B-lactamasas mas avanzadas, incluso los carbapenémicos. A pesar de
las diferencias en sus espectros de accion, la mayoria de estas enzi-
mas derivan de un ancestro comun, por lo que presentan cierta homo-
logia en sus secuencias aminoacidicas. Sin embargo, las diferencias
en las secuencias de los sitios cataliticos determinan la variedad en
sus espectros de hidrolisis.
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