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Emergencia de la resistencia a carbapenemes en
Pseudomonas aeruginosa productora de
metalo-(-lactamasas

Verdénica Andrade*

RESUMEN

ABSTRACT

Los carbapenemes son agentes antimicrobianos usualmente acti-
vos contra agentes bacterianos multirresistentes; sin embargo, la
resistencia a estos compuestos ha sido descrita en diversas regio-
nes del mundo, considerado a este evento un problema global
emergente. Pseudomonas aeruginosa es uno de los agentes etio-
légicos que con frecuencia es causante de infecciones nosocomia-
les, capaces de expresar mecanismos que generan la resistencia a
diversos antimicrobianos, incluyendo carbapenemes. El principal
mecanismo de resistencia a los carbapenemes en bacilos gram-
negativos es la produccién de S-lactamasas de la clase B, denomi-
nadas también metalo-S-lactamasas (M-SLs), por requerir de io-
nes zinc para su actividad enzimatica. Se ha reportado que la
distribucién de las M-Ls y el perfil de sustratos que hidroliza es
diferente en cada region del mundo, considerando que la diver-
gencia evolutiva de estas enzimas es el reflejo de la administra-
cion en la practica clinica de los diferentes esquemas antimi-
crobianos y/o debido a la diseminacién de clonas endémicas
multirresistentes. Hasta el momento se han descrito cuatro fa-
milias de M-fLs: IMP, VIM, SPM y GIM, las cuales han origina-
do diversas variantes con caracteristicas cataliticas distintas, lo
que complica la seleccion terapéutica. En esta revision se descri-
ben las M-SLs causantes de la resistencia a carbapenemes y la ex-
presién de otras familias de S-lactamasas de espectro extendido
gue podrian contribuir a la resistencia de estos antimicrobianos.

Carbapenems are commonly active anti-microbial agents
used against multiresistant bacterial agents. However, car-
bapenem resistance has been described in many regions of the
world as an emergent global issue. Pseudomonas aeruginosa
is one of the etiologic agents causing nosocomial infections
and capable to express mechanisms that generate resistance
to different anti-microbial agents, including carbapenems.
The primary carbapenem-resistance mechanism in Gram-
negative bacillus is the production of B-type lactamases, also
called metallo-g-lactamases (M-4Ls), that require zinc ions
for enzyme activity. It has been reported that the distribution
of M-ALS and the substrate profile they hydrolyze are differ-
ent in each region of the world, considering that the evolutive
divergence of these enzymes is a reflection of the clinical prac-
tice management of the various anti-microbial outlines and/
or the dissemination of multi-resistant endemic clones. To
this date, four families of M-£Ls have been described: IMP,
VIM, SPM and GIM, which have caused different variables
with distinct catalytic features, making the therapy choice
even more difficult. In this review, we will describe the M-4Ls
causing carbapenem-resistance and the expression of other
extended-spectrum g-lactamase families that may contribute
to the resistance of these anti-microbial agents.

Palabras clave: g-lactamasas de espectro extendido, carba-
penemes, metalo-3-lactamasas.

INTRODUCCION

Pseudomonas aeruginosa es considerado un organis-
mo oportunista, relacionado con procesos infecciosos
en plantas y animales. Se ha descrito que la altera-

Key words: metallo-g-lactamase, extended-spectrum betalacta-
mase (ESBL), carbapenem.

cion de las barreras fisicas debida a factores externos
(lineas intravenosas, catéteres urinarios o tubos en-
dotraqueales), son la causa principal de estos eventos;
sin embargo, existen otras condiciones que promue-
ven eventos infecciosos, tales como desérdenes en los
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mecanismos de respuesta celular (neutropenia o ia-
trogénicos).'?

P. aeruginosa es uno de los principales organismos
causantes de infecciones nosocomiales. En Estados
Unidos, se reporta como el segundo agente relaciona-
do con neumonias nosocomiales, ademas, el programa
global para la vigilancia de la resistencia antimicro-
biana “SENRY”, describe que la mayor prevalencia
mundial es reportada en América Latina y la regién
del Pacifico de Asia con el 11.4% de aislamientos de P.
aeruginosa, siendo Canadéa y Estados Unidos los pai-
ses con la prevalencia més baja (8.6%).2 En México di-
versos estudios reportan a este patégeno oportunista
como la segunda causa de infecciones nosocomiales.*®

La disminucién en los niveles de susceptibilidad a
los agentes antimicrobianos con frecuencia es observa-
do en este organismo; particularmente, la emergencia
de la resistencia a carbapenemes ha sido reportada en
diversas regiones del mundo, considerando a este
evento como un problema terapéutico creciente.5’

Los carbapenemes son antimicrobianos conside-
rados dentro de la practica clinica como la opcién
terapéutica en infecciones bacterianas severas, cau-
sadas por organismos multirresistentes. Estos com-
puestos son una clase de antibidticos g-lactamicos,
derivados de diferentes especies de Streptomyces,
presentan una cadena trans-hidroxietil en la posi-
cion 6 del anillo estructural g-lactamico que le con-
fiere gran estabilidad frente a las g-lactamasas bacte-
rianas. A diferencia de los g-lactdmicos de primera,
segunda y tercera generacion, los carbapenemes ca-
recen de la molécula de azufre, la cual ha sido susti-
tuida por un carbono en la posicién 4 de su nucleo
biciclico. EI primer carbapenem empleado en la cli-
nica fue el derivado de la tienamicina, denominado
imipenem, que se formuld asociado a la cilastatina
para impedir su hidrdélisis por la deshidropeptidasa-
I renal humana (DHP-1). El segundo carbapenem
de uso terapéutico fue meropenem, estable a la
DHP-1y el ertapenem disefiado para la administra-
cién parenteral.®®

Hasta el momento se conocen tres mecanismos por
los cuales las bacterias impiden la actividad de los
carbapenemes: la pérdida o reduccién de la expresién
de la porina OprD, expresion de bombas de expulsién
y la produccion de g-lactamasas.**? Estudios basados
en la estructura molecular de las g-lactamasas, des-
criben dos clases de enzimas que hidrolizan carbape-
nemes: serin-g-lactamasas y metalo-g-lactamasas.*?
En esta revision se describira las g-lactamasas res-
ponsables de la resistencia a carbapenemes identifica-
das en P. aeruginosa.
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Resistencia a carbapenemes mediada por la
produccion de 8-lactamasas

Las g-lactamasas son enzimas capaces de catalizar la
hidrolisis del enlace amida del anillo penicilanico o ce-
falosporénico de los antibidticos g-lactdmicos, produ-
ciendo derivados acidos sin propiedades bactericidas.
Las bacterias gram-negativas transportan las g-lacta-
masas al espacio periplasmico (limite de la pared celu-
lar y la membrana interna), estructura en la cual las
enzimas reconocen a los antibidticos S-lactdmicos para
hidrolizarlos.**!> Hasta el momento se reconocen cerca
de 200 variantes diferentes, pero s6lo algunas serin-g-
lactamasas y metalo-3-lactamasas se distinguen por
generar la resistencia a los carbapenemes.¢

El abuso de los antimicrobianos ha propiciado la
seleccion de cepas productoras de -lactamasas, las
cuales se distinguen por presentar en la secuencia de
aminoécidos la sustitucion de uno o més aminoécidos
cercanos al sitio activo enzimatico, que favorecen un
cambio en la conformacion de la enzima, generando
nuevas mutantes capaces de reconocer substratos
gue antes no hidrolizaban; a estas enzimas se les ha
denominado g-lactamasas de espectro extendido
(BLEE s).®®Las BLEE’s se caracterizan por presen-
tar en el sitio activo un residuo de serina, de ahi el
nombre de serin-3-lactamasas, lo que les permite hi-
drolizar antibioticos g-lactamicos de amplio espectro.
Las serin-g-lactamasas incluyen a las g-lactamasas de
las clases Ay D; las g-lactamasas de la clase A son ex-
presadas con frecuencia en enterobacterias, quedan-
do clasificadas dentro de las familias SHV, TEM, y
CTX-M*®y las g-lactamasas SHV, PER, VEB y GES se
expresan en bacilos gram-negativos no fermentadores
de glucosa.’*? Las serin-g-lactamasas, a diferencia de
las M-SLs, revelan una baja actividad catalitica y una
disminucion en la afinidad por los carbapenemes.?

Serin-f-lactamasas

Las serin-g-lactamasas capaces de hidrolizar carba-
penemes pertenecen a las familias VEB, GES y
OXA. La familia VEB se caracteriza por presentar
una alta afinidad para hidrolizar cefalosporinas de
amplio espectro, en particular ceftazidima; hidroli-
zan carbapenemes aunque con poca afinidad, puede
presentar una inhibicion parcial con &cido clavulani-
co incluso en presencia de imipenem, mientras que
en presencia de cefoxitina la enzima es inhibida to-
talmente.?®

Con relacion a la familia GES, la primera varian-
te mostraba una actividad catalitica pobre hacia los
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pB-lactdmicos de amplio espectro, susceptibilidad in-
termedia a imipenem vy, a diferencia de las g-lactama-
sas VEB, hidrolizaba cefoxitina. La emergencia de
una nueva mutante denominada GES-2, se caracteri-
zaba por presentar la sustituciéon de un aminoacido,
modificando el sitio activo de la enzima y reconocien-
do un motivo especifico de la estructura de imipenem,
lo que reflejaba un aumento considerable en la hidré-
lisis de -lactdmicos de amplio espectro y de este car-
bapenem. A diferencia de GES-1, la actividad hidroli-
tica de GES-2 es mas especifica en presencia de
cefotaxima que ceftazidima. A pesar de la mutacién
descrita en la secuencia de aminoacidos de GES-2, la
hidrdlisis hacia imipenem es parcial comparable con
la actividad catalitica de las M-SLs que generan altos
niveles de resistencia.?242®

La produccién de serin-g-lactamasas de la familia
OXA (pertenecientes a la clase D), son expresadas
con mayor frecuencia en el cromosoma de bacilos
gram-negativos no fermentadores. Estas enzimas se
distinguen por reconocer un amplio perfil de sustra-
tos, presentan actividad oxacilinasa y carbenicilinasa,
son inhibidas débilmente con &acido clavulanico y ta-
zobactam, la actividad de la enzima no es afectada en
presencia de EDTA pero si en presencia de cloruro de
sodio. Por ensayos in vitro se ha determinado la con-
centracién minima inhibitoria (CMI) en aislamientos
productores de OXA, revelando un rango de CMI para
imipenem de 4 — 64 ug/mL y para meropenem de 8 =
128 ug/mL. Las variantes que expresan estos aisla-
mientos son OXA-2, OXA-10, OXA-18, OXA-23 y
OXA-24; sin embargo, ensayos sobre catalisis enzima-
tica demuestran una actividad débil de las OXA en
presencia de carbapenemes; por lo que la resistencia
observada en aislamientos productores de §-lactama-
sas tipo OXA se relaciona con otros mecanismos, ta-
les como la impermeabilidad celular y cambios en la
estructura de porinas.?28

Metalo-8-lactamasas (M-SLs)

Las g-lactamasas de la clase B, denominadas también
metalo-3-lactamasas (M-BL’s) se caracterizan por
presentar uno o dos iones de zinc cercanos al sitio ac-
tivo, facilitando el reconocimiento y especificidad
para la hidrélisis de los carbapenemes.?® Los genes
que codifican para estas enzimas con frecuencia se
encuentran en el cromosoma bacteriano; sin embar-
go, estudios recientes describen la diseminacion de
M-GL’s a través de elementos genéticos moviles, tales
como integrones y plasmidos conjugativos que pro-
mueven la transferencia horizontal de M-gL’s entre
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diferentes especies bacterianas, lo que facilitara la di-
vergencia evolutiva de estas enzimas.33

En la ultima década la expresion de M-GL’s se ha
descrito en bacilos Gram negativos causantes de infec-
ciones nosocomiales, considerando a estos agentes un
factor de riesgo en el fracaso terapéutico y originando
un incremento en los niveles de morbilidad y mortali-
dad.?51¢ El problema de la resistencia a los carbapene-
mes se agudiza aln mas, debido a que hasta el momen-
to no existen inhibidores Utiles para usarse en la
terapia y que puedan ser recomendados ante la presen-
cia de organismos productores de estas enzimas.3*3

Las M-ALs se distinguen de las serin-3-lactamasas
por hidrolizar notablemente a los carbapenemes, ade-
mas, no presentan actividad hidrolitica contra mono-
bactams (aztreonam). Las M-3Ls se clasifican en tres
grupos funcionales 3a, 3b y 3c. El grupo 3a hidroliza
penicilinas y cefalosporinas de tercera generacion, la
actividad es mas especifica y rapida contra los g-lacta-
micos que contra el imipenem; este grupo de enzimas
requiere de un suplemento adicional de iones divalen-
tes de zinc para maximizar su actividad catalitica.
Las del grupo 3b son denominadas “carbapenemasas
verdaderas”, por presentar una alta afinidad para hi-
drolizar carbapenemes y no pudiendo ser detectadas
en presencia de la cefalosporina cromégena “nitroce-
fina”. El grupo 3c, incluye solo las M-SLs de Legione-
lla ssp, siendo enzimas con alta actividad hidrolitica
contra cefalosporinas.3+36

Clasificacion de M-8L’s

Con base en la secuencia de amino&cidos las M-GL’s
se clasifican en cuatro familias: IMP, VIM, SPM y
GIM. La familia IMP fue encontrada por primera vez
en Japon en un aislamiento de S. maltophilia y hasta
la fecha se han descrito 18 variantes. Habitualmente
son reportadas en Pseudomonas ssp y Serratia ssp.
Las M-GL’s pertenecientes a la familia IMP se distin-
guen por presentar altos niveles de resistencia a imi-
penem (= 32 ug/mL) y la hidrdlisis para meropenem
es mayor en presencia de la actividad de IMP.3":38

La M-GL VIM fue descrita por primera vez en 1999
en Europa, esta familia de carbapenemasas se ha iden-
tificado en aislamientos de P. aeruginosa y Acinetobac-
ter spp; posteriormente, la variante VIM-2 fue descrita
en Corea en aislamientos de Serratia marcescens y
Acinetobacter spp, a partir de ese momento se han des-
crito cinco variantes mas: VIM-3 que se describe por
primera vez en Taiwan en aislamientos identificados
como Pseudomonas putida y Pseudomonas stutzeri;
VIM-4 en P. aeruginosa, VIM-5 identificada en Grecia
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en K. pneumoniae; y recientemente, VIM-6 fue encon-
trada en E. coli y VIM-7 en P. aeruginosa, reportada
en Estados Unidos. La diseminacion de esta familia en
Ameérica Latina fue posterior a los hallazgos encontra-
dos en Europa y Este de Asia.®4

El grupo SPM demuestra un perfil de hidrélisis
Unico, ya que mantiene una cinética constante ante la
presencia de S-lactdmicos e inhibidores de g-lactama-
sas. Hasta el momento se describen dos variantes
SPM-1y SPM-2, éstas difieren de los grupos IMP y
VIM por presentar un intervalo de hidrélisis mayor
ante la presencia de penicilina y ampicilina, ademas
de exhibir una catélisis disminuida para carbencili-
nas; asi mismo, el grupo SPM es capaz de hidrolizar
ticarcilina.*

Por su parte, GIM-1 es la dltima familia de M-8L"s
descrita hasta el momento. Fue encontrada por pri-
mera vez en un brote intrahospitalario causado por
P. aeruginosa en un hospital de Alemania. Esta fami-
lia presenta una relacion estrecha con la variante
IMP-1, mostrando un 40% de identidad con la secuen-
cia de aminoacidos de IMP-1. GIM-1 al igual que
IMP-1, hidroliza preferentemente ampicilina y peni-
cilina, comparado con carbencilinas y ticarcilina; sin
embargo, a diferencia de IMP-1, GIM-1 presenta una
actividad enzimatica mayor en presencia de los sus-
tratos cefoxitina y cefalotina, ademas de mostrar una
elevada afinidad catalitica para imipenem y merope-
nem, una diferencia més del resto de las familias de
M-BL"s, las cuales presentan mayor afinidad para
imipenem que meropenem.*

Epidemiologia

Las M-SL’s se expresan preferentemente en especies
de bacilos Gram negativos no fermentadores de gluco-
sa, siendo las pertenecientes al género Pseudomonas
las encontradas con mayor frecuencias en aislamientos
clinicos.*#* El hallazgo reciente de aislamientos clini-
cos identificados como K. pneumoniae, reservorios de
plasmidos conjugativos que codifican para los genes
bIaM_ﬁL,S describen a este agente bacteriano como una
fuente potencial de la diseminacién de la resistencia a
carbapenemes en enterobacterias.*

En la década de los 80 se describid el primer hallazgo
de la expresion de una M-SLs que generaba resistencia
a los carbapenemes, identificada en un aislamiento cli-
nico de Aeromonas hydrophila en Japén, la enzima se
encontraba codificada en el cromosoma bacteriano.*® En
1991, en el mismo pais se reportd la primera M-3Ls co-
dificada en un plasmido mévil, por varios afios la detec-
cién de aislamientos clinicos productores de M-5Ls se li-
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mit6 en Japdn, encontrando con mayor frecuencia la fa-
milia IMP-1. Recientes estudios reportan la disemina-
cién de esta enzima en el Sureste de Asia, Hong Kong y
Singapur. La primera variante IMP-2 fue detectada en
un aislamiento clinico de Acinetobacter baumannii en
Europa; y en América Latina, los reportes de organis-
mos productores de M-3Ls se describen en Canadé, Es-
tados Unidos y Brasil, siendo la familia IMP la que pre-
valece en el continente.#4°

La segunda familia de M-SLs descrita fue la deno-
minada VIM, con siete variantes hasta el momento.*’
VIM-1 fue descrita por primera vez en un aislamiento
de P. aeruginosa y simultaneamente en Acinetobacter
ssp en Italia.* La tercera familia de M-SLs fue identi-
ficada en un aislamiento de P. aeruginosa en un pa-
ciente pediatrico oncolégico atendido en un hospital
de Brasil, esta g-lactamasa fue denominada SPM-1.4
Posterior a este hallazgo, un estudio multicéntrico
realizado en ese pais describié la diseminacién de
SPM-1 en cuatro hospitales ubicados en diferentes
regiones de Brasil, encontrando que el 91% de las ce-
pas expresaban esta enzima. En este estudio se des-
cribe la asociacion de la diseminacion de SPM-1 con
una clona endémica de P. aeruginosa, considerando
la persistencia de esta clona como un factor de riesgo
en el aumento significativo de la resistencia a los car-
bapenemes en Brasil.®

La prevalencia de la expresion de M-SLs en aisla-
mientos clinicos hasta el momento se ha mantenido
en niveles no comparables con la expresion de §-lacta-
masas de espectro extendido de la clase A. Es proba-
ble que la limitada diseminacion de las M-fLs expre-
sadas en diferentes especies bacterianas se deba a que
los genes que codifican para estas enzimas se encuen-
tren en elementos genéticos que carecen de la maqui-
naria necesaria para promover la transferencia hori-
zontal de bIaM_ﬁL,s a la mayor parte de los patégenos
bacterianos. Hasta hace algunos afios la via de dise-
minacion de M-GL’s a miembros de la familia Entero-
bacteriaceae, P. aeruginosa y otros bacilos gram-ne-
gativos no fermentadores de glucosa se desconocia,®
sin embargo, en los dltimos cinco afios un gran nd-
mero de reportes describen que la mayor parte de
bIaM_ﬂL,s, se encuentran incluidos en plasmidos conju-
gativos.**® Los genes M-3L’s codificados en pldsmidos
conjugativos le confieren a las bacterias un gran po-
tencial para la diseminacion de estos genes a otros
patdégenos nosocomiales. El extenso perfil de sustra-
tos que hidrolizan las M-BL’s y la participacion de ele-
mentos genéticos madviles contribuira sin duda a la
rapida diseminacién de la multirresistencia entre las
diferentes especies bacterianas.®

Bioquimia
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Estudios recientes han demostrado que la hidréli-
sis de carbapenemes y g-lactamicos de amplio espec-
tro pueden incrementarse significativamente debido
a la expresidn simultanea de més de una -lactamasa
de espectro extendido perteneciente a la clase Ay una
pB-lactamasa de la clase B. Estos hallazgos se reporta-
ron por primera vez en lItalia, en una cepa de P. aeru-
ginosa, las g-lactamasas identificadas fueron las de
las familias PER-1y VIM-1.5051

Por otra parte, se ha demostrado la expresion dual
de M-BL’s y B-lactamasas de la clase A o D en bacilos
gram-negativos, lo que sugiere que es el producto de
la acumulacién de determinantes de resistencia im-
puestos en una cepa bacteriana, la cual persiste en un
ambiente en donde se ejerce una presion debido a la
presencia de carbapenemes y g-lactdmicos que origina
la seleccion de cepas con la expresién simultanea de
estas enzimas. La seleccion del fenotipo de resisten-
cia a carbapenemes y g-lactamicos de amplio espectro,
probablemente se vea favorecido debido a la eleccién
de un esquema terapéutico con estos antimicrobianos
administrados en infecciones causadas por estos orga-
nismos.®%°

Finalmente, la prevalencia y la deteccién de 3-lac-
tamasas responsables de la resistencia a carbapene-
mes en bacilos gram-negativos es diferente en cada
region del mundo. El abuso de la administracion de
B-lactdmicos y carbapenemes es un factor importante
en la generacion y seleccion de organismos multirre-
sistentes, que en el futuro limitara la eleccién de es-
quemas terapéuticos para el tratamiento de infeccio-
nes agudas, amenazando la vida del paciente. La
epidemiologia y monitoreo de cepas productoras de
M-GL’s ayudard a la prediccion de fenotipos de resis-
tencia relacionados con este mecanismo de resisten-
cia y contribuira al conocimiento sobre la evolucién
de estas -lactamasas.
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