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INTRODUCCION

El empled de los p-lactamicos representa méas del 60% del consumo total de antibi6ticos
a nivel mundial. Ello se debe principaimente a su alta selectividad, baja toxicidad y
versatilidad; sin embargo, su eficacia quimioterdpica se ha visto afectada continuamente

por el desarrollo de la resistencia bacteriana.

En 1940 se recontoci6 & la enzima que conferia resistencia a una cepa de E. coli frente a
la penicilina, misma que recibi6 el nombre genérico de "penicilinasa®; no obstante, este

término resulté inadecuado, porque en realidad abarcaa tres diferentes tipos de enzimas.

Indudablemente, entre los mecanismos de resistencia conocidos, el que involuera a la
produccion de g-lactamasas es ¢l més frecuente e implica la hidrolisis catalftica del anillo
A-lactdmico de las penicilinas, cefalosporinas y antibiéticos relacionados, generando
agentes inertes e ineficaces., Actualmente, la cantidad y el grado de complejidad de las

B-lactamasas ha incrementado las fallas en la terapia antimicrobiana.

Tan pronto como se introduce un nuevo antibiético a la préctica clinica, se identifica otro
tipo de g-lactamasa con capacidad para neutralizar su actividad. Los intentos por superar
este problema se han basado.en el desarrolio de dos opciones: la producciébn de
antibidticos no susceptibles a la accion de lus S-lactamasas y la sintesis de inhibidores para
éste tipo de enzimas, De hiecho, se han realizado inteatos por inactivar a estas enzimas
con sueros anti-g-lactamasa, pero los principales avances se han logrado utilizando los

compuestos g-lactdmicos que por si mismos actian como inhibidores.



El presente trabajo es una recopilacién de informacién acerca de las g-lactamasas, cuyo
fin es conocer sus caracteristicas fisicoqufmicas y cinéticas y las soluciones que han sido

propuestas hasta ahora para contrarrestar su actividad.

OBJETIVOS

1 Describir a las g-lactamasas y subrayar el lugar que ocupan dentro de los

mecanismos bacterianos de resistencia.

® Mencionar la clasificaci6n de las g-lactamasas de acuerdo a su mecanismo de

accibn y a sus caracterfsticas genéticas y fisicoqufmicas.

B Mencionar a los microorganismos involucrados en el estudio de las g-lac-

tainasas.

" Describir los principales mecanismos de accién de los inhibidores de las

p-lactamasas.



CAPITULO I. ASPECTOS GENETICOS Y

EVOLUTIVOS DE LAS s-LACTAMASAS

1.1 Origen.

Existen dos tipos de enzimas, ambas de origen bacteriano, que tienen la capacidad para
interactuar.con los antibidticos g-lactdmicos: las enzimas D-alanil-D-alanil transpeptida-
sas/carboxipeptidasas (abreviadas como DD-peptidasas frecuentemente) y las g-lactama- -
sas’.

Las DD-peptidusas se encucntran involucradas en la sintesis de la pared celular bac-
teriana, catalizando ¢! rompimiento de la union peptidica C-terminal : D-alanina-D-
alanina en los precursores del peptidoglucano (fig‘l.l)l". Algunas poseen actividad de
transpeptidasa, carboxipeptidasa, o ambas’#%, Son inhibidas competitivamente por los
antibi6ticos g-lactamicos, en los cuales, el enlace amida endociclico es equivalente 4 1a

union peptidica del precursor del peptidoglucano (fig. 1.2)57.

Las g-lactamasas son las enzimas defensivas. Hidrolizan a los antibi6ticos, produciendo

agentes biolégicamente inertes™.

Con base en la similitud estructural entre los substratos de las enzimas DD-peptidasas (1)
y sus inhibidores, los antibioticos  g-lactamicos (I1) (fig.1.2), surgié una intercsante
hip6tesis que propone que las g-lactamasas derivan de ks DD-peptidasas, cuyos precur-

sores se scleccionaron presumiblemente por la répida hidrolisis del complejo acil-en-
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zima, para’ contrarrestar los efectos de los compuestos g-lactémicos que se encuentran

en forma natural?’,

Esta hip6tesis se ve apoyada por la semejanza estructural y catalitica de ambos tipos de

enzimas® 102

tienen en comiin: la presencia de un sitio activo de serina, la unién con
enlaces similares y la formacién de un complejo acil-enzima durante el proceso de

hidrélisis™.

En cl mecanismo de ambas enzimas, se transfiere un grupo acilo (R-C-), producto del
rompimiento de la uni6n amida (del peptidoglucano o ¢l anillo g-lactdmico, segiin sea el
caso), al grupo hidroxilo del residuo de serina localizado en el sitio activo de la enzima

(pag.59).

Una caracterfstica en comiin es la presencia de una cavidad oxianiénicawz. cstructura que

estabiliza un complejo intermediario durinie el proceso catalitico,

El complejo acil-enzima generalmente es muy inestable cuando se forma por la reaccién
entre los antibifticos g-lactdmicos y las g-lactamasas; sin embargo, es muy estable cuando
se forma por la reaccién de los primeros con las DD-peptidasas. Por lo tanto, los
antibi6ticos g-lactdmicos son sabstratos de las g-lactamasas ¢ inhibidores de las DD-pep-

tidasas™.

A las DD-peptidasas también se les denomina PBPs (proteinas que se unen i las
penicilinas); éstas poseen diferentes funcivnes y pesos moleculares y en alguna de elias

'
se ha abservado una actividad pobre de p-lactamasy .
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En 1980, Ambler investig6 la secucncia de aminodcidos alrededor del sitio activo de 1a
D-alanina carboxipeptidasa de Bacillus stearothermophilus y Bacillus subtilis 1, y los
resultados mostraron homologia en la secuencia alrededor del sitio activo de las g-lac-
tamasas de clase A; no obstante, no se contaba con los estudios suficientes para proponer

- un origen evolutivo comin entre cstos dos tipos de enzimas,

Por otro lado, se ha reportado que los complejos formados entre las DD-carboxipep-
tidasas y los antibi6ticos p-lactdmicos no son estables indefinidamente y se observé que
los productos resultantes de la degradacion dc la penicilina difieren, generalmente, de los

obtenidos frente a las g-lactarmasas.

Con base en lo anterior, Duez (&), en 1981%, compar6 las propicdades
moleculares, inmunolégicas y cinéticas de la DD-carboxipeptidasa y la g-factamasa de
Streptomyces albus G, encontrando grandes diferencias en sus propiedades estructurales
y mecanismo de accidn; esto se debe a que la p-lactamusa de S. albus G es una enzima
serinica mientras que su DD-carboxipeptidasa requiere Zn?* para su actividad y unién

con la penicilina,

A pesar de las grandes diferencias, este investigador reporta Ja presencia de actividad de
f-lactamasa en fa DD-carboxipeptidasa que, al igual que la g-lactamasa, hidroliza la
penicilina a bencilpeniciloato, lo que podria suponerse una relacién entre estos tipos de
enzimas. No obstante, tu actividad de g-lactamasa fue 5x10% veces menor en la DD-

carboxipeptidasa, que ta observada con fa g-lactamasa.

Teniendo sstos aniccedenties, Pratty Govardhaa™? /¢ estudiaron el comportamiento de

las #-lactamasas ylas D-peptidasas, frente alos depsipéptidos (estructura I de fa figura

o
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1.2), crompuesto's' acfclicos similares a los substr;;tos 'de; las Dl.)-peptidns;xs; observaron
qﬁe las p-lactamasas de las clases A, B yC (vcbr cabftulo 1), éran capaces de hidrolizar y
algunas de aminolizar (clase C) a dichos compuestos con una facilidad comparable a la
mostrada por las DD-peptidasas, sin embargo fueron incapaces de hidrolizar a los D-ala-

nil-D-alanil péptidos’ %,

Joris™, reporta que la actividad de la g-lactamasa de’ E. cloacae P99 frente a dos tipos deé
D-alanil-D-alanil péptidos, fue 10,000 veces menor que la observada con los depsi-

péptidos,

Pratt y Govardhan estudiaron la aminélisis debido a que en la reaccién de las DD-pep-
tidasas con los D-atanil:D-alanil péptidos, se transfiere el grupo acilo de la serina a un
receptor amino y no a una molécula de agua como en las g-lactamasas; en las DD-pep-
tidasas aparentemente no es posible el acceso de aguu al complejo acil-enzima formado
con los péptidos y se ha sugerido que, de ser posible, implicarfa una modificacién que

acabarfa con su capacidad de amin6lisis”.

En general, los depsipéptidos son substratos pobres para las f-lactamasas (en
comparacién con la bencilpenicilina), no obstante, existen diferencias de eficiencia
catalitica entre ellas, siendo mayor en las g-lactamasas de clase C, y menoren By A

respcclivameme”o.

Uno de los factores que contribuyen posiblemente al endace débil de las -lactamasas con
los depsipéptidos, es la mayor flexibilidad estructural de éstos en comparacion con los

compuestos f-lactdmicos bicicticos’.
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Pratt y Govardhan, demostraron que la reaccién de las g-lactamasas con los
depsipéptidos, involucra el mismo sitio activo que con los compuestos g-lactdmicos, e
indican que una de las razones de la incapacidad de hidrolisis de las g-lactamasas frente
a los DD-péptidos, es la falta de un grupo clectrofilico, que se encuentra presente en las
DD-pcplid:LsaS”d; en cambio, los depsipéptidos poscen una susceptibilidad al ataque
nucleofilico por el grupo hidroxito de la serina de las g-lactamasas, similar a las penicili-
nas>’.

i
Estos investigadores indican que la evolucion del posible precursor de las g-lac-

tamasas, tuvo que implicar cl desarrolio de un nuevo modo de acceso de la molécula de
agua al complejo acil-enzima, asf como una pérdida de actividad como D-alanil-D-alanil-
peptidasa , paso posiblemente necesario para no interferir en la sintesis de la pared

celular.

El proceso comprendi6 el mantenimiento o ¢l aumento de la afinidad de la enzima
precursorapor los compuestos g-lactdmicos porunladoy el mejoramiento del mecanismo

de hidrdlisis del complejo acil-enzima por el otro6.

De acuerdo al modelo propuesto, sc esperaria que el proceso de evolucion partiera desde
las transpeptidasas puras, sin actividad de carboxipeptidasa o de i-lactamasa, pasando por
las transpeptidasas/carboxipeptidasas con débil actividad de -lactamasa, hacia las g-lac-
tamasas con alguny afinidad por los substratos aciclicos (como se observa para las enzimas

de clase By C), dando origen a las g-lactamasas puras (clase A).

No se ha reportado una actividad considerable de las g-lactamasas frente a los D-alanil-

D-alanil-péptidos hasta ahora, sin embargo, Pranty Govardhan demostraron la capacidad
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de las g-lactamasas para hidrolizar compuestos acfclicos andlogos a éstos. Sefalan 'a la’ i
clase C como la mds eficiente, coincidiendo con el drbol geneal6gico propuesto por Joris .-

(&)72, con base en ia estructura primarig, en el cual, {a clase C es la més relacionada con -

la DD-carboxipeptidasa de Streptomyces R61,

En 1988, Joris (&)72. estudi6 la homologfa de Ia secuencia de aminodcidos. éxlrcdédor,dél -
sitio activo, entre las enzimas DD-peptidasas de bajo y alto pcsb moleculafy las B-lac-
tamasas serinicas, dermostrando la existencia de siete regiones con restos de aminodcidos

idénticos u homélogos que se conservan en todas las secuencias (fig.2.9).

Este investigador indica que, a pesar de que el tiempo de evolucién pudo variar consid-
erablemente, toda esta clase de enzimas que interactian con la penicilina, parecen ser
miembros de una superfamilia de enzimas serfnicas (diferente a la familia de la tripsina
o subtilising, donde la histidina es el residuo esencial en el mecanismo catalitico) y de
acuerdo a la distancia de evolucién, esta superfamilia de enzimas pudo variar en sus

secuencias, funciones y especificidad.

En la actualidad, con el advenimicento de los estudios cristalogrificos se ha en-
contrado, con gran sorpresa, una gran similitud en la dimension y distribucién de la
estructura secundaria, entre las g-lactamasas de clase A, la DD-carboxipeptidasa de
Streptomyces v ¢l sitio activo de  algunas DD-peptidasas, no existiendo una gran
homologia en sus secuencias de aminodcidos; aun inds, existe una mayor semejanza a

nivel de estructura primaria entre la DD-carboxipeptidasa y las g-lactamasus de clase
P
CN, 36,72, 1 IO.
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Cabe sefialar. que la similitud estructural entre un grupo de enzimas, se ha considerado
--como evidencia de un proceso evolutivo comin, més que de una evolucién conver-

gente’?,

En cuanto a las metalo-g-lactamasas, la g-lactamasa I de B. cereus (clase B) y 1a enzima
Ll de Pseudomonas maltophilia, son las metalo-g-lactamasas mejor estudiadas en la

actualidad. Ambas requieren de Za?t,

Otras enzimas que requicren Zn son las g-lactamasas de Flavobacterium odora-

tum, Legionella gormanii y parece que algunas cepas de Bacteroides frugili"”.

Se ha répormdo que no existe semejanza alguna entre las secuencius de uminofcidos de
1a metalo-carboxipeptidasa de Streptomyces albus G (cuya estructuri tridimensional se ha
determinado) y las secuencias conocidas de las metalo-g-luctamasas, observandose
también una débil afinidad de ta metalo-carboxipeptidusa por los antibidticos g-

lactdmicos.

Tampoco se encontré similitud entre lag-lactamasa 11y la metalo-carboxipeptidasa a nive!
de sus estructuras tridimensionales, encontréndose un alto porcentaje de alfa-hélices en
la scgunda”], desconociéndose, por tanto, el origen evolutivo de las metalo-g-lac-

tamasas,
Se han propuesto dos hipdtesis para explicar [a evolucién molecular de lusﬂ-luctamﬂsusl:

1) La primera propone una divergencia en el gen precursor de un ancestro en

comfin en lus bacterius Gram Positivas y Gram negativas,
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“2)La segrinda sugiere tin origen mas reciente parael gen precursor, ya sea eﬁ una

a:los ‘casos observados.de incorporaci6n  cromosémica’ de

2, es mds factible la segunda hipétesis; ademss, las. investigaciones ..
das ér;, otros sistemas enzimdticos, sugieren que este comportamiento s una.-

-~ caracterfstica coman en la evolucién bacteriana’,

1.2 p-Lactamasas codificadas por plismidos y transpc

Entre las bacterias Gram positivas, Staphylococcus aurcus es el principal patégeno
productor de g-lactam asas™. En 1960 la atenci6n se cnfocta este microorganismo debido
a que la existencia de cepas resistentes & la penicilina originaron una rdpida aparicién de
brotes epidémicos en hospitales donde la penicilina se empleaba profusamente. En esta
especie se han identificado serolégicamente cuatro tipos de g-lactumasus A, B, Cy

D¥. De estos tipos, la forma A ha sido la mds estudiada’’.

Actualmente se demostraron diferencius en la especificidad del substriato y comporta-
miento cn las cuatro variantes enzimilicas, siendo posible también su identificacién a

partir de su fenotipo.

Con el advenimiento de las penicilinas semisintéticas (ampiciling y meticilina) y las
cefalosporinas, se controlaron las infecciones provocadas por cepias de S, aureus resisten-

tes, ocasionando su disminucion, Sin embargo, al mismo tiempo se incrementd lu presen-
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cia de; bac(erins Gram'negativas 'rcsislemcs a ln,ampi ilina,’en lns cuales se han xden—

nt' cado una’ l,mn variedad de ﬂ-ldc(dm'\sm que hny en d[n confi ieren resistencia frem: a

: las nuevas pemcnlmns y ccfa]osponnas

: ndclame)

Estus enzimas se clasificaron originalmente en tres clases™:

- 1)Enzimas de amplio espectro, que hidrolizan lIa bencilpenicilina y cefaloridina

a ﬁ}vclcs similares (TEM-1*, TEM-2*, SHV-1* HMS-1).

2)Oxacilinasas, as cuales hidrolizan la oxacilina rdpidamente (OXA-1*, OXA- :

2, OXA-3).

3)Carbenicilinasas, as cuales hidrolizan la carbenicilina (compuesto desarro - =
Hado contra pseudomonas especialmente e identificado por primera vez en este
.

microorganisma) comprendiendo a PSE-1*, PSE-2, PSE-3, PSE-4* 20

En la actualidad, se ha identificado un gran nimero de p-lactamasas codificadas por
B p
plésmidos o transposones, agrupdndose en mds de 25 tipos con base en su perfil de
. . s s .67 ) .
substrato, punto isocléctrico y otros criterios bioquimicos™; algunas de estas enzimas

representan un grave problema clinico, debido a que conficren resistencia frente a un
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gran espectro de antibidticos, incluyendo las: cefalosporinas..de’

15, 16, 78, 85, 94, 140

3a, generacién

plasmidos y entre plasmidos y cromosomas™,

Las g-lactamasas tipo TEM-1 y TEM-2 se encuentran determinadas por los transposonces

Tn 3y Tn 1, respectivamente y son muy similares™,

Las g-lactamasas tipo OXA y PSE, también son codificadas por transposones, algunos de
los cuales son unidades complejas que confieren resistencia maltiple; los transposones
que codifican el tipo OXA-1 (Tn 2603) y los tipos PSE-1y PSE-4, confieren resistencia

frente a la estreptomicing, ta sulfonamida y también ¢l mercurio.

Se ha enfatizado la frecuente relacién entre la resistencia frente a los f-lactdmicos y la
resistencia frente al cloramfenicol y mercurio, por lo que se ha sugerido la posibilidad de

. 9
un transpos6n ancestral comin <,

Distribucion de las g-lactamasas entre los géneros bacterianos,

Lapresencia de g-lactamasas codificadas por genes presentes en pldsmidosy transposones

representa un grave problema clinico, ya que promueve su rdpida transferencia de.un
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* grupo de bacteriis & otro; dando origen 4 una todavia mds amplia distribuci6n de -lacta-
- masas™, '

‘El mayor niimero de diferentes tipos de f-lactamasas, se encontraron en P. aeruginosa 'y

o E. "coll', seguido por P. mirabilis, los géneros Klebsiella y Salmonella, identificindose hasta

cinco tipos en cada uno de los microorganismos mencionados™.

Una evidencia de la diseminacion de los genes de las f-lactamasas, la constituye el tipo
PSE-1 que se identific6 originalmente en Pseudomonas y s¢ encuentra actualmente en

E. coli, cuatro especics de Sulmonella,S. liquefaciens y Shigella sonnei.

El tipo més comin de g-lactamasa es TEM-1, que se identifica con gran frecuencia en las
muestras clinicas y es el de més amplia distribucion geografica, En general, existe un bajo

porcentaje de cepas productoras de g-lactamasas codificadas por cromosomas™,

Por otro lado, existe evidencia de que los genes de las f-lactamasas pueden transferirse

CEPA FUENTE PLASMIDO B-LACTAMASA
S. typhimurium Iran TP181 OXA-1
S. typhi Argelia TP160 OXA-1
S. typhimurium Gran Bretara NTP101 OXA-1
S. wien Paris — OXA-1
S. ordones Dakar — SHV-1
TABLA 1.1

Distribucidn geogrifica de algunas g-lactamasas codificadas por pl:ismidosg“.

entre microorganismos patégenos de humanos y de animales. En un estudio de cepas de
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salmonela resistentes a la ampicilina, aisladas de muestras humanas y de animales, se.

observé una produccién de TEM-1 en 81%y 77%, respectivamente®’, .

Médeiros indica que esta asociacidn inesperada sugiere que se comparten los mismos:

factores de resistencia, comprobdndose csto al observarse identidad en la mayorfa de'los

(f

ldsmidos aislados de S. typhitnurium, var. ¢ } en muestras hum
. it s

animales, tomadas en varios lugares de Estados Unidos.

L;\ prevalencia de diferentes tipos de g-lactamasas varfa con el tiempo.y el .Jugar (tabla

L1).

En Sudamérica y Oriente Medio, existe una gran proporcién de cepas resistentes que
;iroducen p-lactamasas mediadas por pldsmidos, en las cuales se han identificado nuevos
tipos enziméticos, por lo que Medeiros indica que la flora bacteriana de estas regiones

proporciona un medio fértil para el desarrollo de los nuevos mecanismos de resistencia®,
1.3 g-lactamasas codificadas por cromosomas.

Virtualmente todas las bacterias Gram negativas producen algin tipo de g-lactamasa
mediada por cromosomas, siendo a menudo especificas de especie y algunas de sub-es-

pecicsw.

La actividad enzimética es a menudo muy baja. particularmente en muestras susceptibles
a la ampicilina, pero puede incrementarse por los procesos de induccion o alteraciones

en el nimero o regulacion de 1os genes estructurales que codifican para las g-lac-
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tamasas, Las alti:racioi}es genéticas de este tipo son las causantes de 1a resistencia {rente

‘los nuevos antibi6ticos §-} icos, principal 124

Normalmente, las enzimas de este tipo son inducibles o microconstitutiv: 5,

La mayorfa de estas g-lactamasas hidrolizan las cefalosporinas preferentemente, in-
cluyendo muchos de los nuevos antibidticos que son resistentes a la hidr6lisis de las

p-lactamasas determinadas por pldsmidos.

Se han descrito dos grupos principales para comprender estas enzimas™: s

1)“Cefalosporinasas con una especificidad de amplio espeetro”, lus cuales
hidrolizan la bencilpenicilina, ampicilina y carbenicilina con la misma facilidad

que a las cefalosporinas.

A cste grupo pertenecen las g-lactumasas de Proteus vulgaris (Grupo 2¢ de
Bush, pag.215), Klebsiclla pneumoniae (Grupo 2b’), K aerogenes K1y K oxytoca
(2b").

2)Las tfpicas ccfalosporinasas, las cuales presentan poca o ninguna actividad
frente a las penicilinas. Este grupo comprende las g-lactamasas de una gran

cantidad de especies (Grupo 1 dec Bush).

Pueden ser constitutivas: Citrobacter freundii, M. morganii, E. cloacae, E. coli y
B. fragilis; o inducibles: E. cloacae , Providencia retigeri , C. freun-

dii, P. aeruginosa y Serratia marcescens.
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Cabe sefialar que, a menudo, estas f-lactamasas aparecen como induciblesls; pe- .

ro en la actualidad se ha incrementado el nimero de cepas Gram negativas que

sufren derrepresién, produciendo 1a enzima constitutivamente?’,

Se ﬁa propuesto que el incremento en la produccién de cefalosporinasas indlxciblés pu;ﬁdek i

ser mediante dos mecanismos:

a)Exposicién de la cepa salvaje al inductor (antibitico), ocn.éiqnahdd uv

cremento temporal en los niveles enziméticos (induccién reversible), .

b)Presencia de una mutacién esponténea en la cepa salvaje, produciendo un’s’

estudo de derrepresién estable.

En general, los antibi6ticos que son buenos inductores reversibles tienden a ser malos

selectores de las cepas mutantes que sufricron derrepresion estable.

Independientemente del mecanismo involucrado en el aumento de produccién, el resul-

tado final es 1a presencia de una resistencia miltiple frente a los antibiGticos.
Induccién Reversible

Se hareportado una granvariedad de antibi6ticos -lactamicos con 1a capacidad de inducir

126

la produccién de cefalosporinasas cromosamicas en bacterias Gram negativas

Poco despucs de que la cepa salvaje se ha expuesto al antibidtico, los niveles enzimaticos
se clevan rdpidamente, presentdndose el pico maximo usualmente a las 2h y mantenién-
dose en estos niveles mientras se encuentre presente en el medio el compuesto §-

lactéimico con el anillo utacto.
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Cuando el inductor se extrae' o se hidroliza totalmente, los niveles enzimaticos dis-

‘ minuyen inmediatamente.
Lainducci6n especifica por los antibi6ticos g-lactdmicos parece no estar influenciada por:
a)Represién por catabolito con la glucosa,
b)Anaerobiosis.
c)Suplementacién extgena de AMP ciclico

Por otro lado, se ha reportado la presencia de induccién no especffica por trip-
tofano, tiamina, dcido f6lico, hemina, glicina y varios flufdos corporales; sin embargo este
tipo de inducci6n involucra una regién de control diferente a la ejercida por los
antibi6ticos g-lactémicos, ya que se observé que la inducci6n por glicina no sc llevaba a

cabo en condiciones anaerobias.

La capacidad de induccién de algunos antibi6ticos p-lactdmicos, depende del tipo de
microorganismo y concentracién del antibidtico empleados, asf como del periodo de
induccién. A pesar de lo anterior, existen ciertos antibi6ticos con un potente efecto de
induccion, independientemente de la especie en la gue van a actuar y de las condiciones
de cnsayo. Entre cstos compucestos se cncuentran las cefamicinas (en particulur la
cefoxiting, siendo un poderoso inductor de E. cloacae , C. freundii y P. aeruginosa® y el

imipcncmSR.



.de cefalosporinasas, cromos6micas por induccién”

concentraciones de éstos.

‘Muchas de 1as cefalosporinas de 3a. generacién se encuentran inclufdas en esta cmego;fa‘. E

" de potentes inductores, en contraste con muchas pémcnhnas que parecen ser inductores.”

- “muy pobres; no obstante, se ha reportado la inducci6n frenté a concentraciones fuy altas

. de éstos.

En otro aspecto, se han realizado estudios en relacién al efecto sinérgico y antagénico
presente en las combinaciones de antibi6ticos g-lactdmicos, siendo un punto muy impor-
tante ¢} representado por los buenos inductores de cefalusporinasas cromoséimni-
cas: dichos compuestos se comportan como antagonistas para todo antibi6tico que es

- s . 2
afectado por la enzima inducida, incluyéndose ellos mismos’?%,

Se ha demostrado esta capacidad para el efecto antagénico, en varios modelos unimales
y de acuerdo con lo anterior, los antibi6ticos que son bucnos inductores nunca se deben
cmplear en combinacién con otros f-lactimicos, sugiriéndose como alternativa la
combinacién con aminogluctsidos y asf evitar el riesgo de seleccion de las cepas resisten-

tes

Uno de los aspectos mds extranos durante ¢l proceso antagonico entre dos antibi6ticos
(uno muy efectivo y otro inductor), es que, para algunos de ellos, la enzima inducida no
hidroliza al antibitico cfectivo, condicién bujo la cual se esperarfa la actividad del
antibiotico; sin embargo, no estd ejerciendo su efecto antibacteriano, Para explicar este

fendmeno, se ha sugerido la formacion de complejos S-lactamasa-antibidtico induc-
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tor, que bloguean ciertas PBPs (protefnas que se unena las penicilinas), haciendo inac-

cesible el ataque por el otro antibidtico ﬂ-lact.’lmicog”.

Derrepresién Estable

En ciertos microorganismos se presenta una mutacién espontdnea, originando un estado
de derrepresion estable, en el cual la enzima se produce constitutivamente-y 1os niveles

enziméticos s¢ mantienen constantes, atin en presencia de inductor.

Se ha publicado que este tipo de mutacién ocurre aproximadamente de una en 10%auna

en 107 células y probablemente involucra una alteracién en cl represor protéico.

En otros microorganismos como P. aeruginosa, la mutacién da como resultado una
derrepresion parcial, requiriéndose una segunda mutacién para un proceso de

derrepresion completa.

Las cepas mutantes, productoras de cefalosporinasas cromosémicas, son altamente es-
tables y persisten a pesar de los maltiples pases en medios de cultivo libres de
antibiético. Los antibi6ticos p-factamicos varfan en su capacidad para seleccionar las

cepas mutantes que han sufrido derrepresion.

Las cefalosporinas de primera generacion como la cefaloting, son selectores muy pobres
debido a su moderada actividad de induccitn para algunos microorganismos y a su alta
susceptibilidad de hidrélisis ante las cefalosporinasas eromosamicas. De esta manerg, los
niveles enzimidticos producidos por las cepas salvajes son suficientes para destruir tales

antibioticos antes yue ¢stos se comporten como selectores.
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crecimiento selectivo de las cepas mutantes.

En cuanto a los penems, penams y carbapenems tales como el i |m|pcnem, son sc ect' es

muy pobres, ya que tienen una actividad similar contra las cepas salva]es y. mutame

siendo favorecido ninglin tipo de cepa frente a tales antibi6ticos,

Los antibi6ticos g-lactdmicos que favorecen el crecimiento selectivo delas écpé mut n<

tes, son las cefalosporinas de 3a. gencracion (eg. cefotaxima) y nionobaétdms

(azlreonam)”

Estos compuestos son muy activos contra las cepas salvajes, generalmente son malos
inductoresy son hidrolizados pobremente por las cefalosporinasas cromosomicas; de esta
manera, 5610 las cepas mutantes que producen altos niveles de -lactamasas son capaces

de crecer en presencia de dichos antibisticos™.

No estd claro todavia si la g-lactamasa producida, cs idéntica antes y después del proceso
de derrepresién. Muchos investigadores han comparado las caracterfsticas de ambos tipos
de enzimas y reportan un mfnimo de diferencias. Otros mas, seiialun cambios en el punto

isoeléetrico, especificidad de substrato y parimetros cinéticos.

El Ginico punto claro, hasta ahora, s que la concentracion de f-lactamasa producida aintes
de la derrepresion, se ve increnientada después de este proceso, se encuentren o no

-
presentes g-lactamasa adicionales™.
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Es posible que, en algunas microorganismos, la produccion de enzimas de diferente tipo
posterior al proceso de derrepresion (B-lactamasas multiples), sea consecuencia de la

transcripcién de miltiples genes estructurales.

En otros microorganismos, la produccién de enzimas miltiples puede ser el resultado de
diferentes formas moleculares del mismo gen, cuyo producto sufrié, posible-
mente, diferentes procesos posteriores a la transcripcion. Ambas hip6tesis necesitan una

evaluacién posterior.

Los estudios {levados a cabo por Joris (&)75. enuna cepa de Enterobacter cloacae (la cual
produce una enzima de clase molecular C-cap.I1-), demostraron que la enzima de la cepa
salvaje (inducible), es idéntica a la aislada en la cepa derreprimida, indicando que la
mutaci6n es en cl gen que codifica para una protefna reguladoray no en ¢l gen estructural

de 1a g-lactamasa,

Los estudios comparativos de susceptibilidad, entre las cepas salvajes y las cepas mutantes
que han sufrido derrepresién, han demostrado la importancia de este proceso en la

resistencia miltiple frente a los antibi6ticos f-lactdmicos 4

En general, las Concentraciones Inhibitorias Minimus (CIM) del aztreonam y de
cefalosporinas recientes como cefotaxima, cefoperazona, ceftizoxima, ceftuzidima y

moxalactam, se incrementan de 64 a 256 veces con el procesa de derrepresion.

Los valores de CIM de las penicilinas como la carbeniciling, mezlocilina y piperaciling, se
incrementan de 16 a 32 veces, micntras que los de la amdinociling, penems e imipenem

no son afectados por el proceso de derrepresion de las cefalosporinasas cromosémicas,
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El diferente comportamiento entre los antibi6ticos -1 icos se debe probab!

a:
a)El grado de penetracifn al interior de la célula
b)La interaccién con las cefalosporinasas cromos6micas
c)El mimero, localizaci6n y tipo de PBPs en 1a membrana celular

Factores que en un momento dado actGan en sinergismo con la g-lactamasa de las

bacterias Gram negativas constituyendo la denominada resistencia maltiple ( cap.III).

Genética de las Cefalosporinasas Cromosémicas,

El mccanismo genético responsable de la induccién de las cefalosporinasas
cromosémicas, no s¢ ha delincado completamente; sin embargo, se han realizado
progresos significativos en los estudios de organizacién de los genes que codifican las
enzimasde C. freundiiy E. cloacue debido alas semejanzas con el genampC, (responsable
de la producci6n de la cefalosporinasa cromosémica de E. coli K-12) que aunque su
regulacién es muy diferente a la de otros microorganismos con enzimas inducibles, la

similitud entre las g-lactamasas sugiere un origen evolutivo similar.

E. coli produce niveles muy bajos de cefalosporinasa cromosémiica de manera con-
stitutiva. La expresién tan pobre de esta enzima se debe a un promotor ineficiente y a un
atenuador localizado entre el promotor y el gen estructural. Menos de una cuarta parte

de la transcripcién iniciada en el promotor escapa de 1a atenuacion.
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E! promotor para ampC en E. coli K-12, traslapa el gen estructural que codifica para la

enzima fumarato reductasa. Debido a que esta enzima es ial para el crecimiento
anaerobio, son muy raras las mutaciones en el promotor ampC, ya que afectarfa de
manera adversa a la enzima fumarato reductasa. No obstante, se han reportado cepas
mutantes de E. coli con una hiperproduccién de g-lactamasa AmpC. Posiblemente esta
superproduccién se deba a la existencia de copias maltiples del gen ampC o a un
incremento en el grado de transcripcién como resultado de una mutacién que afecte al

-promotor 0 atenuador’’,

En estas cepas hiperproductoras, el incremento en la producci6n enzimética (2 a 20 veces
mayor), no cs tan grande como se ha observado usualmente durante el proceso de
derrepresi6n de otras cefalosporinasas cromos6micas, pero ¢s suficiente para conferir
una mayor resistencia frente a las penicilinas, aztreonram y muchas de las nuevas

cefalosporinas.

C. freundii y E. cloacae han sido los microorganismos mejor estudiados entre los que

poseen cefalosporinasas cromos6micas inducibles de la familia Enterobacteriaceae.

Se ha demostrado la localizacién adyacente del oper6n de la enzima de C. freundii, al
oper6n de la fumarato reductasa; at igual que en E. coli, pero en esta itima, las dos
regiones se traslapan y en C. freundii se encuentran separadas por 1,100 bp (pares de

bases), region a la cual se le ha denominado ampR.

Bsta regi6n parece contener genes reguladores para la expresién genética de la g-lac-

tamasa, ya sea positiva o negativamente. Se ha demostrado también su fuacién en el
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proceso de induccion, sin embargo, las mutaciones que producen una derrepresién esta-

ble, parecen ser fuera de la regién ampR-ampClz".

Los inteatos por identificar la(s) regi6n(es) genética(s) especifica(s) involucrada(s) en el
proceso de induccidn, se han visto obstaculizados por 1a necesidad de emplear cepas de
E. coli como hospedadores para los pldsmidos que contienen el operon de 1a -lactamasa

de C. freundii y E. cloacae, ya que no expresa efici nente las g-lact de ambos

microorganismos, siendo la expresién a menudo muy pobre o incluso no inducible,

Sanders indicam. que todos los investigadores que hanusado cepas de E. coli como cepas
hospedadoras, se han topado con este problema de expresion genética. Por lo que hace
ver la importancia de encontrar una cepa receptora més idénea, debido a lanecesidad de
una investigacién més precisa de la organizacién genética responsable de lainduccién de

Yas cefalosporinasas cromosémicas.

Esta investigadora sugiere que posiblemente la mejor cepa receptora para llevar a cabo
este tipo de estudios, la constituyen la de la especie donadora carente de todo o una parte

del operdn de la g-lactamasa.

La base molecular del proceso de induccion del gen ampC, actualmente se conoce
poco; sin embargo, se sabe que en E. cloacae y C, freundii, Ia expresion de la 8-lactamasa
es controlada por lo menos por dos genes, denominados ampR y amle T Los compues-
tos 8-lactdmicos podrfan interactuar posiblemente con el genumpD, el cual mandarfa una
seiial a la regién empR, permitiendo el proceso de transcripeion del gen amp C. Sin

embargo, sc¢ ha reportado recicntemente que I induccion de la g-lactamasa en C. freun-
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dii, no depende de la entrada del antibi6tico al citoplusma®?, sugiriendo la presencia de

una protefna que actie como seial a través de la membrana ciloplasmética'”.

En Bacillus licheniformis se identific6 a una protefna, con propiedades similares a las
PBPs, involucrada en el proceso de induccién de la g-lactamasa cromosémica; con base
en este hallazgo, Brunello (&)”’, investigd y demostré la funcién de la enzima PBP2 en
¢l proceso de induccién de la cefalosporinasa cromosémica de E. coli por el dcido

6-aminopenicilnico (6-APA).

Este investigador empled cepas mutadas de E. coli termosensibles para la expresién de
PBP2y observ6 la falta de induccién del 6-APA a42°C en estas cepas, indicando la funcién

esencial de la enzima PBP2,

Por otro lado, experimentos preliminares en 7. aeruginosa, sugieren que las proteinas
PBP 1b, 3, 4 y S, sc¢ encuentran involucradas en la induccién de ampC en este
microorganismo, desconociéndose ain si el proceso de induccién en E. coli comprende

més de un tipo de PBP//,

Se desconoce el mecanismo por el cual el gen ampD, registray reconoce las interacciones

untibidtico p-lactdmico-PBP,

En otro aspecto, se ha reportado reci mente la exi ia de cepas mutantes en las

que el proceso de derrepresion, depende de la temperatura de incubacién: Enterobacter
cloacae, expresa altos niveles de p-lactamasa a 42°C (en ausencia de inductor), pero no a
28:C% 1 cefalosporinasa de C. freundii GN346 se sintetiza semi-constitutivamente cuan-

do la bacteria se cultiva por arriba de los 25°C, mientras que requiere inductor a 20¢'%,
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; rlcap cidud que st cep de unhz.:r los compueslos p ldctémxcos como fucnte de B

Esta cnznmu dxﬁere mnrcadamente de lasﬂ ldclumasas cromosémlcas upo S

i /\mpC de la_s cnterobacler is* (mcluycndo a P aemgmosa) comparuendu. sm cmbnr-

‘go. ulgunds stmlhludes con la ﬂ |acmmnsa chIcallgenm faccal:s.

’No obstante que se han nislado unagran va‘ricdud de enzimas de diferente tiéb codificadas
por cromosomas o plismidos, la enzima Pen A es Gnica en su asociaci6n con la nita
metabdlica, permitiendo a P. cepacea metabolizar la penicilina; esto indica que esta
enzima tiene una funcién bésica en esta especie mds que conferirle una simple resisten-
cia. La g-lactamasa Pen A se conserva en toda la especie, pues ha sido aislada de muestras

clinicas, del sueloy de algunas plantas.

El patrén de induccion de pen A es mds caracteristico de un gen de tipo metabolico que
aquellos que codifican para la resistencia frente a los antibidticos solamente. La expresion
de pen A fué inducida por una pequeita cantidad de sustratoy la expresion paraba cuando

el inductor era consumido totaimente.

Este tipo de cinética es diferente a la presente en P. aeruginosa, ya que la g-lactamasa
cromosomicit es inducible pero necesita grandes concentraciones de inductor; en
adicidn, en este tltimo tipo hay una considerable etupa lay entre la exposicion con e}

inductor v Ja produccion de Ia enzima,
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Estasdiferéncias explicanla falta de simililu‘d‘en]n respuesta de P. cepaceay P. aeruginosa
frente a los antibioticos; yd quea pesar de que ambos microorganismos poseen frente a

estos la misma pcrmeﬁbilidud, la rdpida inducci6n existente en P. cepacea le confiere una

- ventaja selectiva en los procesos infecciosos sobre P. aerugi 18
ANTIBIOTICO . TIPO DE p-LACTAMASA
[ mediadas por -- -
Cromosomas Plasmidos
* Cefuroxima P.cepacia 11164 OXA-1
o cefotaxima P.vulgaris GN7919 OXA-4
B.fragilis MULB-1008 OXA-5
K. oxytoca R30 OXA-6
K. asrogenes K10XA-7
PSE-1
‘ PSE-2
Ceftazidim OXA-1
. OXA-2
Latamoxef K. oxytaca 3859 OXA-4
OXA-5
PSE-2
PSE-3
Monobactams K. oxytoca 3859
’ K. aerogenes K1t
Imipenem P. maltophilta GN12873
b e e e e i e e U PO |
TABLA 12
p-lactamusas codificadas por er o plismid paces de hidrolizar a

PRI P Y
tos nuevos anllbmtlcos/J-laclumlcns){
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1.4 Relacién entre las g-lactamasas codificadas por cromosomas y por

plasmidos.

La tabla 12 muestra las g-lactamasas mediadas por cromososmas o plésmidos que
hidrolizan a los nuevos antibi6ticos f-lactdmicos. Las cepas productoras de ambos tipos

representan un problema serio en la terapia.

Engeneral, ninguna de las p-lactamasas determinadas por cromosomas presenta similitud

en sus propiedades bioquimicas, con las g-lac mediadas por plﬁsmidosg".

Una excepci6n a lo anterior es la g-lactamasa cromos6mica aislada en muestras de
K pneumoniae, 1a cual cs indistinguible por punto isoeléctrico y cinéticameute de la

p-lactamasa SHV-1, mediada por un plﬁsmidow.

Sin embargo, existe diferencia en la cantidad producida, ya que una cepa de
E. coli, productora de SHV-1, sintetiza una mayor cantidad de enzima que 1a cepa de

K pneumoniae 222, que produce la misma enzima pero codificada por cromosoma®.

Se ha reportado que K pneumoniae 1529E, posee dos copias del gen estructural de
SHV-1, una de las cuales se localiza en un plésmido (R1293) y Ia otra en un replic6n no
transmisible, situado en ¢! cromosoma bacteriano posiblemente®; hecho por el cual se
ha sugerido, que el gen que codifica la g-lactammasa SHV-1 se encontraba originalmente
como un gen cromosSmico en K. prneumoniae, incorporindose a un pldsmido poste-

riormente’® ¥,
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Debido a que no se ha encontrado el gen cromos6mico ancestral de la -lactumasa més

comiin, TEM-1, as{ como para otras g-lac! diadas por pldsmidos, el origen de

la mayorfa de estas enzimas permancee desconocido™.

A 1 sehad ado 1a similitud en las propiedades catalfticas y moleculares

entre las enzimas SHV-1y TEM-1, por un lado® 49, y 1a homologfa inmunol6gica y de
hibridacién de ADN entre la g-lactamasa producida por K pneumoniae LEN-1
(codificada por un cromosoma) y TEM-1 (codificada por el plismido pBR322) por cl
otro‘; apoyando Ia hip6tesis que sugiere que la enzima SHV-1 puede representar un paso

cvolutivo entre las g-1 de Ky iae codificadas por cromosomas y las

p-lactamasas tipo TEM codificadas por pldsmidos‘.

Labia (&)&7, reporta propicdades similares entre SHV-2 y TEM-3; sin embargo, difieren
en su actividad frente a las metoximino-cefalosporinas y la presencia de TEM-3 confiere

un mayor nivel de resistencia.

Campbell (&)20, identifics una S-lactamasa cromos6mica de clase A (cap.il), en una cepa

de Rhodoy de capsulata sp 108 (bacteria fotosintética); el hallazgo fue sorpren-
dente, ya que este microorganismo vive en ¢l agua, medio en el cual no se encuentran
concentraciones dafinas de antibidticos producidos por hongos. Es poco probable que
estos microorganismos s¢ hayan expuesto a dosis quimioterapéuticas intencionales y
ademds, generalmente esta bacteria no compite con micmdrganismos no fotosintéticos

por nutricntes, por lo que no ticne la nccesidad de sintetizar f-lactamasas.

No obstante la evidencia de que las rodopscudomonas pueden aceptar factores de

resistencia de otras bacterias Gram negativas y la similitud en lu estructura primaria de
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lasﬂ lactdmasas tlpo TEM con la enZIma de R capsulata. Campbell indica que la enzima

se encuemra codxt" mda por un autémlco gen del género Rhodopseudomonas, por lo que;

sugwrc quc no esun xransposén que se. haya lmnsfendo recientemente.

“'La.gran frecuencia con la "que 16s microorganismos adquieren diferentes tipos de en-
" zimas; se debe a que la mayorfa de los miembros de 1a familia Enterobacteriaceae y del
‘género Pseudomonas, pueden tener g-fuctamasas cromosdmica independientemente de

la presencia de enzimas mediadas por pl.’xsmidosms
1.5 g-Lactamasas recientes.

Los andlisis moleculares de las g-lactarnasas descubicertas recientemente, han revelado
que ia mayorfa de estas enzimas, derivan de las f-lactamasas ya reconocidas, a partir de

mutaciones punlunlcs‘ss

Se ha observado que algunos cambios en la secuencia de aminodcidos, inducen pequeiias
diterencias en los parimetros cinélicos frente a lus antibidticos g-luctdmicos, mientras

42488
que en otros, las diferencias son md\orz,:' .

En el caso de las g-lactamasas tipo TEM, las cuales se encuentran ampliamente dis-

tribuidas entre lus bucterias patdgenas Gram negativas, se.reconocié que la diferencia

a
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entre TEM-1y TEM-Z radica en la modificacién de un solo amino4cido, confiriendo a
cada una de ellas una actividad semejante pero con diferentes puntos isoeléctricos. Sin
embargo, para otras f-lactamasas nuevas como TEM-3, TEM-4, TEM-5 y TEM-7, las
cuales presentan como minimo dos (y en algunos casos tres o més) cambios en su
secuencia con respecto a TEM-1 O TEM-2, 1a diferencia es muy grande (ver tablas de

clasificacion, cap.VI).

Esta misma situacion sc observa entre las S-lactamasas SHV-1y SHV-2, 1as cuales, aun-
que varfan enun solo aminodcido, presentan diferentes espectros de actividad?, porotro
lado, se ha encontrado una gran similitud entre la g-lactamasa TEM-1 y SHV-1 a nivel
estructural y espectro de actividad* M9, difiriendo por un s6lo amino4cido en el sitio
activo. Cabe senalar, sin embargo, la ausencia de relacién entre estas dos enzimas por

andlisis de hibridacion®,

En 1986, se observé que los cambios de un sélo aminoécido en la treonina adyacente al
sitio activo en la secuencia de TEM-2, daba como resultado un minimo de 15 enzimas
activas capaces de conferir resistencia frente a la ampici tina™, De acuerdo con esto, sise
considera el nimero posible de cambios cn la secuencia de aminodcidos de las g-lac-
tamasas, no serd sorprendente la aparicién de un gran nimero de g-lactamasas en el
futuro, incremento que se ha observado en los Gltimos anos; asf mismo, como lo indica

Bush“, no serd raro encontrar formas isoenzimaticas de estas enzimas.

Se ha observado, sin embargo, que este tipo de evolucion instantdnea sigue un trayecto
sofisticado™, pues tal parece que ciertas mutaciones puntuales sc encuentran supeditadas

a otras, como cs el caso en las g-lactamasas tipo TEM, en las cuales se ha identificado
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cierto tipo de mutacion en los residuos 104 y 238, o en el residuo 104 solamente, micntras

que 1o se han aislado, hasta aliora, enzimas con este tipo de mutacién en el residuo 238,

Cabe sefialar, que la aparicién o incremento de resistencia en una cepa bacteriana frente
alos antibi6ticos B-lactéimicos, no silo se debe a la sintesis de un nuevo tipo de g-lactama-
sa; se debe tomar cn cuenta tambicén, un sumento en la cantidad de sintesis enzimética
(como sucede en cepas que sufricron una derrepresian), asi como también; la
moadificacién de diversos factores que contribuyen a un iwunento de rcsistcncin qqﬁ\yo i

disminucién de 1a permeabilidad y afinidad por las PBPs (analizados en ¢l cap. fll).

Debe tomarse en cuenta también, la posibilidad de que diferentes tipos de enzimas -
pucden ser producto de un mismo precursor que ha sufrido diversos procesos posteriores

ala lranscripcibnz.

Finalmente, debe recalcarse que ¢l empleo de nuevos compucestos durante la terapia
antimicrobiana, incluye el riesgo de seleccion de los nuevos determinantes de resistencia
in viv024, como lo demuesira la reciente aparicion de nuevas g-lactamasas mediadas por
plismidos, capaces de conferir resistenciu a las nuevas cefalosporinas y compuestos

refacionados’,
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2.1 Antecedentes

Sc han propuesto cuatro clases estructurales de g-lactamasas con base en su estructira::

Vm'y :

primuria (secuencia de aminodcidos): las clases Ay Bde Ambler', Ia clase C de Jai

Grunds\rommy la clase D, propuesta recientemente?,

Las clases A y C operan mediante un mecanismo que involucra la fox;macién de un
complejo intermediario acil-enzima, implicando el grupo hidroxilo de un residuo de
serina. La clase B estd representada por una mcmlocn;zimn que emplea Zn®" como
cofactor. La clase D incluye a g-lactamasas, que como A y C, son enzimas serinicas, es
decir, un residuo de serina se encuentra involucrado en la actividad catalftica, pero a
diferencia de aquéllas, las f-lactamasas de clase D poseen una gran actividad frente a'la

oxacilina,

Debido a la gran variedad de clases, se ha propuesto un origen polifilogénico para.las
B-lactamasas, sin embargo, Joris (&)72. demostré recieniemente que las g-lactamasas

serfnicas (A, Cy D) son miembros de una superfamilia (ver origen).

Muchas g-lactamasas producidas por bacterias Gram negativas se inhiben con agentes
que reaccionan con el grupo tiol, tal como el p-cloromercurobenzoato, y aunque algunas
pertenecen a las clases A, Cy D, no se ha determinado 1a clase estructural de 1a mayoria
de ellas, por lo que Ambler sugiere que estas enzimas p-cloromercurobenzoato sensibles

pertenecen posiblemente a una clase con diferente mecanismo. Por otro lado, Bicknell
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(&)8,"ha iQenliﬁmd una n@eva_ élzis‘c s as; no. quedando descar-

tada, por lo tanto, Ia existencia de otras clases moleculare;

‘2,2 p-lactamasas scrinicas.

2.2.1 Clase estructural A

Esta clase estructural fue propuesta por Ambler’, basandose en la comparicion de la
secuencia aminoécida de cuatro tipos de g-lactamasas (fig.2.1). Varios miembros de la
clasc Il de Richmond y Sykes (ver cap.de clasificaci6n), se han asignado a esta
clase” *2, Es la mis estudiada debido a su gran distribucién, en especiul las enzimas de
tipo TEM, mismas que sc encuentran con gran frecuencia en los microorganismos
palégcnos&;‘ Esta clase también incluye i fa enzima PC1 de S. anreus y ala enzima de

B. licheniformis 749,

Caracteristicas Fisicoquimicas y Biogunimicas

Las g-lactamasas de clase A se encuentran en bacterias Gram positivas y Gram
negativas; los genes que codifican para las g-lactamasas de esta clase, se encuentran
localizados frecuentemente en plismidos transmisibles en las bacterias Gram negati-

150630 pye grupo difiere

vas y en cromosomas, en las bacterias Gram positivas
ampliamente en sus propiedades fisicas y enziméticas. Aunque la mayoria posee un
P.M. alrededor de 29,000 este varfa entre tos 17,000y los 34,000. Los puntos isocléetri-
cos fluctizan entre pH 4.7 a pH 8.6 y existen grandes diferencias en su especificidad de

substrato y otros purdmetros cinéticos. En general, las -factamasas de clase A hasta

ahora conocidas, son inhibidas por el dcido cluvuldnico.
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CAPITULO II. ESTRUCTURA DE LAS B-LACTAMASAS

Las enzimas de esta clase se encuentran distribuidas en los grupos 2a, 2b y 2b°
propuestos por Bush (ver cap. de. clasificacién) y aunque todas ellas son muy activas
frente a las penicilinas, no se les debe considerar exclusivamente como
penicilinasas, ya que algunas hidrolizan en grados apreciables a las cefalosporinas
(Gpo.2b)y otrasalos antibi6ticos aminotiazoleoxima o de amplio espectroamplificado
(Gpo. 2b"). No se observa, por lo tanto, un perfil de substrato tan especifico como el
de las enzimas de clase C, las cuales se consideran como cefalosporinasas, aunque en
estas Gltimas, como se mencionaré posteriormente, la eficiencia catalftica (Keat/Km)

frente a las penicilinas es apreciable.

Son f-lactamasas serfnicas, ya que mediante marcadores como ¢l 4cido 6-g-iodo-
penicilanico, se ha demostrado la presencia de serina en el sitio activo!, Las p-tac-
tamasas serinicas muestran un comportamiento similar frente a este tipo de marcado-
res, sugiriendo un mecanismo de accién similar. El residuo marcado corresponde al

resto de serina 70, de acuerdo con la numeracién de Ambler (fig.2.1).

Esta clase es sensible a la inactivacion mediante yodo y aunque varfa la respuesta de
las enzimas frente a éste, no se comprende la base molecular de tal inactivacién® *
15 'También se ha estudiado su reaccion frente al tetranitrometano y en todos los
casos 1a tirosina-105 (fig. 2.1) se modifica rdpidamente. Sin embargo, no s¢ ha en-
contrado correlaci6n entre la cantidad de inactivacion y la de modificacion. Ha sido
posible la inactivacion de la enzima RreM producida por E. coli mediante foto-oxida-
cién, en la cual hay destruccién de los restos de histidina, determindndose que la
histidina-112 es el resto involucrado. Los restos de histidina varfan apreciablemente

entre los micmbros de la clase A, siendo la posicion 112 el tnico sitio ocupado por
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histidina en mas de una de las enzimas (ver fig. 2.9) afn sc desconoce la fusicién de

este residua’.

Enla figura 2.2 se muestrala comparacion de las de aminoécidos alreded

del sitio activo de varias g-lactamasas de clase A, clasec Cy la DD-carboxipeptidasa
deStreptomyees R61, donde se obscrva la presencia de la secuencia caracterfstica:

Phe(66)-Xaa-Xaa-Xaa-Ser* (70)-Xaa-Xaa-Lys(73), donde Xaa es cualquier

aminoscido™.

CLASEA 62 65 66 70
Streptomyces cacaol Ala Asp Glu Arg Phe Ala Tyr Gly Ser Thr Phe
Streplomyces albus G Ala Asp Glu teu Phe Pro Met Cys Ser Val Phe
Klebslella pneumoniae Phe Ala Met Cys Ser Thr Ser
Kiebslalla asrogenes Phe Ala Met Asn Ser Thr Ser
Bacillus licheniformis Pro Asp Glu Arg Phe Ala Phe Ala Ser Thr ile
Baclllus cereus 1 Pro Asp Glu Arg Phe Ala Phe Ala Ser Thr Tyr
Staphylococcus aureus Ser Asp Lys Arg Phe Ala Tyr Ala Ser Thr Ser
E. coll Rtem-2 Pro Glu Glu Arg Phe Pro Met Met Ser Thr Phe
Rhodopseudomonas capsulata Glu Asp Glu Leu Phe Leu Met Asn Ser Thr Val
Pseudomonas aeruginosa Gly Asp Glu Arg Phe Pro Leu Asn Ser Thr His

CLASEC
E. coli K12 Gin Gin Thr Leu Phe Glu Leu Gly Ser Val Ser
Enterobacter cloacao P89 Pro Gin Thr Leu Phe Glu Leu Gly Ser He Ser
Pseudomonas aeruginosa 185 Pro Glu Thr Leu Phe Glu lle Gly Ser Val Ser
Saerratla marcescens Giu Gin Thr Leu Phe Glu Val Gly Ser Leu Ser

DD- CARBOXIPEPTIDASA .

Streptomyces RB1 Thr Thr Asp Arg Phe Arg Val Gly Ser val Thr
Fig.22

Comparacién de las sccuencias de aminodcidos alrededor del sitio aclivo de

diversas g-lactamasas.

Los residuos 62-65 de la enzima de S. cacaoi se redujeron de la secuencia parcial de
nucle6tidos dc1ll gen”, confirmada posteriormente mediante estudios
criocnziniolégicos™ . La numneracién corresponde a la propuesta por Ambler®’.
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Enlasg-lactamasas de 1a clase A es muy frecuente encontrar la secuencia Asp-Glu-Arg
(63-65), los residuos Ala 67 y Thr 71, asf como aminodcidos aromdticos en las

posiciones 68 y 72. Sélo las i) de Rhodop de cap y Streptomyces

albus G presentan Leu65 y §. cacaoi Gly-69, los cuales son residuos muy caracter(sticos

de la clase C.

De acuerdo al sitio activo, la clase A cs muy heterogénea, pues a excepcién de Phe-
66, Ser-70 y Lys-73 presentes cn todas las enzimas, no se puede realizar un consenso
general en lus secuencias de esta clase, pues en todas las posiciones siempre hay como
minimo una enzima que presente un comportamiento individual, por ejemplo Leu-65

en S. albus G y R. capsulata (alanina o prolina en otros), Leu-68 en Pseudomonas

aerugi (tirosina, fe o metionina en los otros).

En algunas posiciones la variacion ¢s muy grande, sin la presencia de sustituciones
homologas: posicién 62 (Alg, Pro, Ser, Gly 6 Glu), 69 ( Gly, Cys, Asn, Ala, Met) y 72
(Phe, Ser, He, Tyr, Val, His)‘w. En cambio, en las enzimas de la clase C, muchas sub-
stituciones son altamente homologas (posiciones 68 y 71 por ejemplo); posiblemente
esto sea reflejo de la gran varicdad de microorganismos Gram negativos y Gram
positivos que producen g-factamasas de clase A, explicando tal vez la gran diversidad

presente en la especificidad de estas enzimas por ¢l substrato,

Es sorprendente encontrar que en algunas cnzimas producidas por un mismo
género, no exista una gran homologia entre ellas como en las de otros géneros; tal es
el caso de 1as g-lactamasas del género Streptomyces, en donde no hay gran similitud, en

comparacién con las del género Bacillus; aun mas, puede presentarse una mayor
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_ homologfa entre los miembros de diferentes géneros, como en la S-lactaniasa de

S. cacaoi, ta cual es més parecida ala enzima de B. licheniformis que ala de S. albus G.

Una caracteristica interesante, es la presencia de un residuo de cistefna cercano al
residuo de serina en el sitio activo s61o en las enzimas de K. pneumoniae y Streptomyces
albus G‘“; K. aerogenes también posee un residuo de cisteina, pero retirado del sitio
activo™. Los estudios realizados en las dos primeras enzimas indican que este residuo
se encuentra intensamente embebido en la moiécula, siendo inaccesible ¢l grupo
sulfhidrilo y probablemente no esencial para la actividad®?, a diferencia de la p-lac-
tamasa Il de B. cereus (clase B), donde el grupo sulfhidrilo es indispcnsablcj". Algunos
estudios parccen indicar que la uni6n entre la enzima y ¢l substrato se ve deteriorada
por la presencia de este grupo voluminoso cercano al sitio active™. Sin embargo, en
un analisis reciente en la g-lactamasa I de B. cereus, donde se sustituy6 la Ala-123 por

Cys, se comprobé que la disminucion de actividad fué muy pequcﬁaqz.

Es notable, que aunque la DD-carboxipeptidasa presente una secuencia mas parecida
a las g-lactamasas de clase C, se observe una mayor similitud entre la peptidasa y la

clase A, que entre las mismas clases Ay C.

Comparando las secuencias de la fig. 2.2 se observa una identidad minima de un':
259%; sin embargo, la humologfa puede ser menor si se comparan las' secuencias :

completas de las enzimas®,

Las g-lactamasas de clase A presentan una flexibilidad estrutural poco usnal, Algunos

antibiéticos p-lactdmicos reducen la eficiencia catalilica de 1a enzima con unarecupera-
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ci6n lenta dela actividad total. La flexibilidad puede estar relacionada con una estabili-

zaci6n total baja®.
Estructura

Los métados de difraccion de rayos x han permitido estudiar la estructura cristalina de

algunas p-lactamasas de las clases moleculares A, By 6 133

Dideberg (&), propuso el modelo tridimensional de la g-factamasa producida por
Streptomyces albus G%, cuyas caracteristicas se mencionan a continuacién como en-

zima representativa de la clase A en el presente trabajo (fig. 2.3).

La enzima cs una tfpica protefna que posee dos dominios, uno de ellos contiene una
estructura central la cual esté conformada por cinco cadenas de ldminas plegadas,es
decir, de conformacién g, con tres alfa-hélices en una cara y una alfa-hélice en la
otra. Las cadenas S3, S4 y S5 forman un g-meandro, que s una estructura muy estable
que se ha encontrado también en el sitio activo de las proteinasas serfnicas de la familia
de la tripsina. El segundo dominio consiste en cinco alfa-hélices. La estructura se
encuentra estabilizada mediante puentes salinos. En particular, 1a Glu-16 (de acverdo
a Ja numeraci6n de la enzima madura), de la hélice HY, interactda con la Arg-39 de la

cadena S2 (fig. 2.3).

El sitio activo (* ¢n la figura), posec un residuo de serina en la posicion 48 y se define
topolGgicamente por la porcién N-terminal de la hélice H3 de un Jado, la cadena S3
en el otro, la hiélice H2 en la parte posterior, una espiral formada por la conexion entre

las hélices 117 y H8 en la parte superior y otra espiral formada en el fondo por la
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Fig. 23
Representacién esquemstica de la estructura tridimensional de la g-lactamasa
de Streptomyces albus G™°.

La numeraci6n de los residuos se encuentra referida a la enzima madura (donde la
N-terminal se encuentra en la Gly-40 en et precursor de la protefna).

No fue posible definir la estructura de los residuos 77-91 debido a la fulta de densidad
clectrénica contfnua,

Las cadenas de conformacion g (Si) se encuentran representadas mediante flechas y las
a-hélices (Hj) mediante cilindros. N ¢s el residuo N-terminal, C, el C-terminal

conexién entre las hélices HS y H6. El residuo Ser-48 se encuentra en la N-terminal
de la hélice H2 y Didebery indica que esta posicion posiblemente puede facilitar la

catdlisis.

Otros residuos que desempedan funciones en la cadlisis y/o unién del substrato son
(entre comillas la numeracién de Ambler): Lys-51 “73” localizada en H2, Glu-150

“166” en la espiral formada entre HS y Ho, Lys-218 234" y Gly-220 “236” en $3
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Fig. 2.4
Regiones I-VH propuestas por Joris”, en Ia molécula de S. albus G.

La numeraci6n empleada corresponde a la referida para la enzima madura:

Region I. %‘S-Asps", 1L Ser**-Lys™, 1L GIn®, 1v. Lys™, V. G0, vi. Trp1™, il
Lys“ °-Gly™™. Sl

De acuerdo a la numeracién de Ambler:

L G?lgzs-/\sp‘r’o, 1L Ser®-Lys™, 1IL GIn'®, IV, Lys'", V. GIu"%, V1. Tp?®%, VI, L%
Gly=". LR

(fig. 2.4). La Lys-51, Lys-218 y Gly-220 son residuos que se conservan en l:m'ﬁ-lac‘

tamasas serfnicas y las DD-peptidasas.

El arreglo de los elementos de Ja estructura secundaria en la g-lactamasa de Strep-
tomyces albus G, es semejante & los encontrados en las enzimas de B. licheniformis y
B.cereus 1, excepto que falla una hélice en Jas estructuras de estas dltimas: H8 en la

enzima de B. licheniformis y 1S en la de B. cereus™.
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Actualmente se conoce también la estructura tridimensional dé la g-lactamasa de.
S. aureus, cuya configuracién en el sitio activo es semejante a la de S. albus G; sin

embargo, dos hélices pequeas localizadas en la enzima estafilocGecica, a-3 y a-7,no

se numeraron en la g-lactamasade S. albus. Por lo tanto, las hélices a-1, a-2, a-4, a-5, _a: s

6, a-8, a-9, a-10y a-11 en la enzima de S. aureus equivalen a las hélices de la enzima

de S. albus H1, H2, H3, H4, H5, H6, H7, H8 y HY respectivamente’,

Gracias a los estudios cristalograficos ha sido posible relacionar la secuencia
aminodcidu y la estructura tridimensional’?, permitiendo ubicar en ésta Gltima la
posicién de los aminoécidos involucrados en el proceso catalitico. Algunos de estos
aminodcidos son restos invariantes en la secuencia de las g-lactamasas serfnicas y las
DD-peptidasas. La fig. 2.4 muestra la posicion de estas sicte regiones invariantes en la

molécula de 1a g-lactamasa de Strepromyces albus G.

222 Clase estructural C

La clase estructural C se encuentra representada por las cefalosporinasas
cromos6micas de las bacterias Gram negativas, ya que hasta Ja fecha, todas las enzimas

que se han catalogado dentro este clase estructural, han sido de este tipo”z.

Las enzimas de clase C se encuentran comprendidas en las subclases la, by Id
propuestas por Richmond & Sykes (R & S) que corresponden al grupo 1 de Bush

(pag.200).

Cabe sciialar que la clase Ic de R & S corresponde al grupo 2¢ de Bush y de acuerdo a

sus caracterfsticas, posiblemente pertenecen a la clasc estructural A,
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Galleni y Frére indican que las g-lactamasas de clase C encajan perfectamente en la
clase I de R & S, si se toma como unico pardmetro el valor de Kcat; sin embar-
go, respecto a la relacién Kcat/Km, esta clasificacién no estd ampliamente jus-
tificada®; esto pucde deberse a que en la mayorfa de los primeros trabajos, se reporta
una actividad calculada a concentraciones mayores de 100 micromoles y muchos

valores de Kin son menores que ésta.

Al ignal que en la clase A, las f-lactamasas de 1a clase C son enzimas serfnicas; sin
embargo, lasecuencia alrededor del sitio activo es diferente (fig. 2.5). Como se aprecia
comparativamente en la fig. 2.2, s6lo se conservan tres residuos: Phe-66, Ser-70 y

Lys-73w.

ADIAKKQPVTQQTLFELGS*VS
ADIANNXPVTQQTLFELGS VS
ADIAANKPVTPQTLFELGS IS
VTPETLFEIGS VS
QTGKP | TEQTLFEVGS LS

ARRARXRX

Fig. 2.5
Seccuencia de aminodcidos alrededor del sitio activo de algunas g-lactamasas de
clase C.

Es claro que laserina del péptido corresponde a la serina delsitio activo. Los residuos que
se conservan en todas las enzimas de la clase C se encuentran indicados con dos puntos.
Las substituciones homologas se indican por un sélo punto™.

En esta clase, muchas de las substituciones son altamente homélogas, localizdndose
Val, Leu o 1le en lus posiciones 68 y 71. La DD-carboxipeptidasa de Streptomyces R61

presenta un comportamiento similar, considerdndose a esia iltima, con base en la
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estructura primaria, més relacionada a Ia clase C que al resto de las' clases estruc-

turales 72,

Al compararse las secuencias aminoé4cidas completas de un grupo de g-lactamasas de
esta clase, sc encontré una identidad mayor al 70%, esto sefiala que a diferencia de
las -lactamasas de clase A, las enzimas de clase C representan un grupo més
homogéneo. Esto puede deberse a que las enzimas de clase C, hasta ahora identifi-
cadas, las sintetizan miembros de la familia Enterobacteriaceae: Enterobac-
ter, Citrobacter, Escherichia y Serratia,. y otro bacilo Gram negativo: Pseudomo-

nas™. De ahs que se consideren g-lactamasas especlficas de v;cspt:r:ie”7 .

Las enzimas de csta clase se encuentran localizadas en el espacio periplasmético, esto

es, son intracelulares.

Las g-lactamasas de clase C tiencn una gran importancia en ¢l campo clinico, ya que
son responsables de los altos niveles de resistencia que presentan las bacterias pat6ge-

nas Gram negativas frente a los antibi6ticos ﬂ-lactémicosl”.

Aunque se ha determinado la secuencia aminoécida completa de algunas g-lactamasas
declase C7, faltan estudios para definir 1a homologfa total entre las secuencias de estas
enzimas. Hasta ahora, la mayorfa de los estudios realizados se han limitado a la

secuencia alrededor del sitio activo.

Joris (&), indica que este aspecto requiere de futuras investigaciones”.
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Caracteristicas Fisicoqufmicas y Biogufmicas

Las p-lactamasas de clase C tienen muchas caracterfsticas en coman’2? Son enzimas

relativamente grandes (30-42 kd), usualmente con puntos isoeléctricos alealinos.

Las p-lactamasas de esta clase se conocen comitnmente como cefalosporinasas, ya que
sus grados de hidr6lisis (Vmax) {recuentemente son mucho mayores para las cefa-
losporinas que para las penicilinas; hidrolizan ripidamente la cefaloridina y en
general, la cefalotina, siendo lenta su hidrélisis frente a la cefotaxima®). No
obstante, son capaces de hidrolizar cierto tipo de penicilinas con una cficiencia catalf-

tica muy alta (Vmax/Kmy), debido a 1a alta afinidad por éstas (bajo Km)”.

Estas enzimas son susceptibles a lu inhibicién por la cloxacilina pero no por el
p-cloromercurobenzoato, el ficido clavuldnico o sulbactam (a diferencia de las enzimas

de clase A)%,

Han existido dificuitades para definir la especificidad del substrato real de las p-lac-
tamnasas en general, debido a diferentes razoaes; en primer lugar han sido pocos los
estudios que s¢ han realizado con enzimas purificadas y un gran nimero de sub-
stratos, ddndose un panorama muy pobre; en segundo lugar, muchos de los nuevos
antibibticos g-lactdmicos no pueden cxaminarse con precisién bajo las condiciones
estdndar usualmente empleadas (con exceso de substrato) ya que son substratos muy
pobres (Vmax baja), para los cuales las enzimas tienen una gran aﬁnidad”‘, porlo

que, para estos compuestos, ¢l Km se determina como Ki.



Por lo antenor. se hacra |mp05|ble una comparacnén cntre los dlversos estu

renhzados debldo al uso de dlferentes substratos en cada uno d cilos; es hast'

>cuando Gallem (&) reuhzé un estudio cinético completo paraun grup deﬂ-lactam o

Vdc clase C freme un E,rupo de anubu‘)ucosj“7 s

/A pesar de’este aspecto, se habian realizado generalizaciones con¢émierites a las

intéracciones’ de las #-lactamasas de esta clase con_varjos sibstratos én E. coli

3 E cléacae, P..aeruginosa, C. freundii, P. retigeri’y M. moigani' clasificando a los.

finidad (Km) y grado de

antibi6ticos f-lactamicos en tres grupos de acuerdo. d’s

hidrélisis (Vmax), Ver tabla 2.1.

Los pardmetros cinéticos de lus g-lactamasas de clase C varian entre el género, especie

y cepas de la misma especxe"”

Cinética de la clase C

Galleni (&) analizé la interaceion de estas enzimas con varias penicilinas, cefalospori-
nas y otros compuestos f-lactimicos. Este estudio se llevé a cabo bajo condiciones
idénticas para permitir una comparacion vilida, empledndose Ja bencilpeniciling como

referencia en todos los cusos,
Penicilinas

En esta parte se examind la influencia en fa hidrdlisis de lus penicilinas que poseenun
grupo amino (ampicilina). un grupo carboxilo (carbenicilina) y otras penicilinas cuyas
grandes cudenas laterales confieren impedimento estérico (oxaciling, cloxacilina y

meticilna).
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AFINIDAD GRADO DE HIDROLISIS
baja (Km > 100,M) Baja(Vmax < 1nmol min'mg™)
cefaloridina cefuroxima
cefazolina cefotaxima
cefotiam moxalactam
cefpirom ceftazidima
BMY-28142 cefpirom

BMY-28142
Moderada (Km> 1:M) cefoxitina
cefalotina cefmetazol
cefalexina ampicilina
cefamandol cloxacilina
cefoperazona aztreonam
ceftazidima imipenem
penicilina G

Moderada(Vmax > inmol min"'mg™")

Alta (Km < 1;M)3 cefalexina
cefuroxima cefotiam
cefotaxima cefamandol
moxalactam cefoperazona
cefoxitina penicilina G
cefmetazol
ampicitina Alta (Vmax > 100nmol min~'mg™)
carbenicilina cefatoridina
cloxacitina cefalotina
aztreonam cefazolin
imipenem

TABLA 2.1

Parimetros cinéticos de las enzimas de clase 1 de Richmond & Sykes frente a
varios compucstos f-lactimicos ™,

# Ki se determina usuaimente en fugar de Km.

Como s¢ menciona anteriormente, 1os valores de Keat para labencilpenicilina son muy
bajos; sin embargo, los pequeios valores de Km confieren una alta eficiencia catalitica
(Kcat/Km), comportamiento que en cierto modo contradice la clasificacion de estas

enzimas como simples "ccfulusporinasus"s“.
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* Los valores dé Kcat obtenidos para la ampicilina fueron muy bajos y debido'a la poca
g variacién en los valores de Km (siempre con respectoa 1a b'encilperiiciliné), la relacién :
KeatKm fue muy pequeiia: la adicién de un grupo amino en la cadena lateral dela

bencilpenicilina (ampicilina), disminuy6 de 10-100 veces el valor de Keat (3-20%)."

Con la carbenicilina se obtuvieron valores de Kcat muy bajos: la presencia del grupo
carboxilo provocd una disminucién de 10,000 veces el Kcat, por lo que Galleni
propone un estudio de la estructura tridimensional en el sitio de uni6n para explicar

este efecto tan grande.

_ Con la carbenicilina, cloxacilina y oxacilina se obtuvieron valores bajos de Kcat, sin
embargo, los valores de K2/K fueron altos (ver ecuacién 2.1) indicando la formacién
eficicnte de un complejo acil-enzima estable, dando como resultado: (a) valores de Km
muy bajos (b) aparente inhibicion competitiva 6 inactivacion transitoria cuando se

emplea junto con un buen substrato. L

A pesar de que se presenta inactivacién inducida por el substrato en algunas enzimas
de clase A con la cloxacilina u oxacilina (pag.160), los valores de Kcat obtenidos para

las g-lactamasas de clase C son menores que para la clase estructuralt A.

Finalmente, con la meticilina s¢ observé en algunos casos inactivacién inducida por el
substrato y una cinética bifésica, donde la velocidad de la reaccin, después de la

transicion, fue mucho menor que la observada con las enzimas de clase A,

De acuerdo con lo anterior, los valores bajos de Km pueden atribulrse a una relacion

pequeia de ky/kz (ec. 2.1). Es por lo que se sugiere que Ta desacilacién es la etapa
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limitante de a reaccién, dando como resultade la acumulaci6n del complejo acil-en-

zima.
Cefalosporinas y otros compuestos S-lactimicos

En esta parte se estudi6 la interaccién entre Jas enzimas y varias cefalosporinas, una
cefamicina (cefoxitina), una oxo-cefamicina (moxalactam), un carbapenem (imi-
penem o N-formimidoil-tienamicina) y compuestos monobactams.(aztreonam y
camuronam). Los compuestos se eligieron como representativos de varias clases de
substratos potenciales para las g-lactamasas. También se estudiaron los substratos

cromégenos: nitrocefina y PADAC (crom6foro de piridina-2-azo-p-dimetilanilina).

Con la nitrocefina, cefaloridina, cefazolina, cefaloxina, cefalexima y cefaloting, se ob-
tuvieron los valores de Kcat més altos. Sin embargo, los valores de Km fueron mas altos

que para la bcncilpcnicilinas".

La cefalotina es uno de los mejores substratos debido, posiblemente, a su alta Vmax y
Km moderado (tabla 2.1). Las cefalosporinas de primera generacién, como la cefalori-
dina y la cefaloxina, también se hidrolizan ripidamente a pesar de la baja afinidad por

ellas’, Bn ninguno de estos subsiratos se observé inactivacién substrato-inducida™.

Para la cefoxitina, cefuroxima y cefotaxima (antibiéticos de primera, segunda y tercera
generacion, respeclivamente), los valores de Keat fucron bajos, asf comolos de Km, lo
que sugiere que la etapa limitante es la desacilacion, de ahf su eficiencia como

antibidticos, al formar un complejo acil-enzima estuble, debide a su alta afinidad.
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Con el moxalictam se observ una cinética bifasica, indicando un posible rearreglo del

grupo oxo-cef: léquruil. los valores de Keat obtenidos para este substrato fueron altos,

l'umln C nle c] PADAC I'ue un bucn subtratoy en todos los casos present6 una cinética

bifﬁsica

Lﬂ inacliva;ién lr;lnsiloria qu;: se ha observado con la cloxacilina y carbenicilina se ha
inlcrpfclddo en los primeros reportes como una fuerte inhibicion competitiva y en
efecto, corresponde a un caso de competencia por el substrato, donde la-estabilidad de
la B-lactamasa con el substrato-inhibidor no se alcanza de inmediato; siendo, como

consecuencia, muy lenta la velocidad de hidr6lisis®™,

Los estudios de Galleni confirman la uniformidad existente entre las propiedades
cinéticas de las g-lactamasas de clase C, lo cual puede estur relacionado con el porcen-
_taje tan alto de residuos invariantes u homdlogos en las secuencias de
aminodcidos™, Atn mis, dos enzimas producidas por Enterobacter cloucae con al-
gunas diferencias en su estructura primaria, poseen parmetros cinéticos serejan-

18553.

Posiblemente la conformacion proteicy, las propiedades cinéticas y de enlace, scan

. . 3
muy parecidas en todas las enzimas de clase ¥,
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Los valores generalmente bajos de Km abtenidos en la mayoria de los substratos, in-

dican que el proceso de desacilacidn es 1a etapa limitante.

Con respecto a los substratos con valores bajos de Keat, cabe mencionar que algunas
cepas- producen constitutivamente una gran cantidad de g-lactamasus de clase
C, almacendndose en el espacio periplasmadtico; tal situacion puede producir una
hidrdlisis eficiente de los compuestos g-lactamicos, ain con Keat bajos y si, adems, la
velocidad de penetracion del antibibtico es lenta, puede ser destrufda una gran

proporcion del antibidtico que entre ala célula™.

Debido a lo anterior los grados de hidrdlisis y afinidad no pueden usarse como tnicos
pardmetros para predecir correctamente la inactivacion de cada substrato por las
enzimas cuando éstas estdn presentes en la célula intacta, ya que depende de otros

factores que deben cousiderarse (capitulo 1“)124_

Por otro lado, tampoco es sorprendente que la resistencia de los nuevos antibiGticos
B-lactdmicos frente a Jas g-lactamisas no sea predecible mediante s6lo el andlisis de
sus valores de Vmax y Km, ya que bajo condiciones de exceso de substrato, los
antibidticos actian como substratos pobres (baja Vmax) y de hecho como buenos

inhibidores de las enzimas (bajo Ki)'2/,

Estructura

Oefner (&), reportd et modelo estructural de 1a g-lactamasa de clase C de Citrobacter
Jreundii (fig. 2.6)'7% este investigador seqala una gran similitud estructural con las

enzimas de clase A.
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ljopgne' un odelo molecular en el cual ‘se indica el mecanismo de

: 'hidrOIVisvis;d;e este compuesto (ver mecanismo 2.111).

Fig. 2.6
Representacion de la g-lactamasa plegada de C. freundii (clase C).

Donde se observa el diagrama de Ribbon de la cadena polipeptidica,
La conformacion g {de g-1 a 8-9) se encuentra representada por flechas, las «-hétices (de‘
a-1aa-12) por lfneas” ™", -

Al igual que Ia enzima de clase A, la enzima de C. freundii es una protefna constituida

por conformaciones 8 y alfu-hélices. Su estructura tridimensional estd relacionada con
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las g-lactamasas de clase A de S. aureus , Streptomyces albus G y a la DD-carboxipep-
tidasa.de Streptomyces R61, a pesar de la falta de similitud de su secuencia de

amino4cidos con la de las primeras.

La enzima presenta dos dominios; el mayor consiste en nueve ldminas-g dispuestas de
manera antiparalela, flanqueadas por tres alfa-hélices enuna caray dos alfa-hélices en

la otra.

Las primeras a-hélices, a-1, a-12 y a-11, corren antiparalelamente una de la otra, en

contraste con las a-hélices correspondieates en las enzimas de clase A (fig.2.3).

‘La conformacién 8, con la topologia -2, -1, p -9, p-8, -7, -5, p-4, 8-3, p-6, cdnlicne
cinco 14minas "enlazadas” g-2, 8-1, -9, 8-8, p-7 que se conservan eatre las énzimés

relacionadas con estructura conocida®®,

El dominio menor, que involucra los residuos Gly-63, Lys-224, conticne siete a-hélices
(a-2 a a-8) y regiones extensas de espirales. El resfduo esencial de serina se encuentra
ubicado enlaregion N-terminal de la hélice central a-2, al igual que en las 8-lactamasas

de clase A y la carboxipeptidasa R61.

En la enzima de C. freundii, los dos residuos invariantes Ser-64 y Lys-67 (70 y 73 de
acuerdo con la numeracién de Ambler), se encuentran localizados en el mismo lado
de la hélice a-2 y el trio Lys 315-Thr 316-Gly 317 (234,235 y 236) es parte de la 1dmina

B-7 que delimita el sitio activo.
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" '223 Clase siructural D,

“Esta clase molecular. postulada en 1988, comprende.hasta la fecha dos B-lactamasas:

OXA 2y PSE 2. Antenonnentc la primera enzima se consideraba dentro de la clase
A34,42 |

*“La homologfa entre las sccuencias de PSE-2 y OXA-2 (fig2.7) y la falta de similitud
estructural con las p-lactamasas TEM-1 o ampC fueron motivo suficicnte para que

Houvienen (&) estableciera la clase molecular D°7, a la cual, seiala, pueden per-

10 20 w0 50
PSE-2 HKTFAAYVIACLSSTALA-GS ITENTSUNKEFSAEAVNGYEVLC - -KS§SKSCATHD
oxA-2 nunm\u.rs(rsurrmzmnsnwxn.zmucnwmmh;ﬁimwrn

10 60
100 110
PSE-2 umxnu:«rmumuxcmcvlmmvmummmmeuqu
OxXA-2 RS oA LR ANGS
110 120
10 150 160 170
PSE-2 AVPVleARE’JCEVR.VQKYLKKFS\'C {115 GG 10K VLIGULR S SAVIQVE FLESLYL
oxA-2 NWYEIIA.\(EIGDDKAMYLXXlD\GhADPsTSNan\EGSLAISAQEQIM‘LMLYR
180
200 210 220 230
PSE-2 KT SASKENQLIVREALVTEAAP AL SCVeT TEVYFE
i OxA-T wéixrﬁvméu\{mxﬁwr)«mﬂﬁi@&ﬁ ------- ECRACANCIVETPTESVFT
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2¢0 250 26/
PSE-2 APIDE - EHESKLPLRKS LPTYINSSEG 110G
ox-2 ﬁkiéﬁﬁnbf:mkmlmxmsxuuww«msum
20
Fig. 2.7

Comparacion de las see tus de aminodcidos de PSE-2 y OXA-2.

Dos puntos indican identidad y uno, una substitucién homéloga. Las lineas punteadas se
introdujeron para mejorar el alineamiento
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tenecer otras enzimas tipo PSE, CARB y OXA, cuyas estructuras o se hayan

determinado.

Comparando las secuencias de aminodcidos alrededor del sitio activo de las g-lac-
tamasas de clase D con las clases A y C, se observa que la fenilalanina en la posicién

66 ha sustitufdo por tirosina (fig.2.8). Sin embargo, comparte la secuencia:

secuencia alrededor del 66 70 73
sitio activo de las Phe Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Lys
clases Ay C: '
62 66 70 73
clase D: Ser Lys Arg Tyr Xaa Xaa Xaa Ser Xaa Xaa Lys
Fig. 2.8 .
Ali i de las ias alrededor del sitio activo de las clases A, Cy D,

La numeraci6n corresponde a la propuesta por Amble®”.

caracterfstica Ser*-Xua-Xaa-Lys con estas clases, presentando un residuo de serinaen
el sitio activo, por to que las enzimas de tas clase estructurales A, Cy D se consideran

p-lactamasas serfnicas.
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Caracterfsticas Ficoguimicas y Bioquimicas

Las enzimas OXA-2y PSE-2 se caracterizan por hidrolizar la cloxacilina con mayor
facilidad que la bencilpeniciling, por lo que se encuentran comprendidas en ¢l grupo
2d propuesto por Bush (pag.212); ademis, la -lactamasa PSE-2 hidroliza répidamente
la carbenicilina, no determindndose atn 1a velocidad de hidrolisis de este antibidtico

frente a OXA-2.

Son enzimas relativamente pequenas (27y 29.6 Kd), con puntos isoeléctricos variables

(6.1y8.65).

Ambas enzimas son inhibidas por el Acido clavuldnico y s6lo la enzima PSE-2 es
inhibida por el p-CMB, indicando esto ltimo la presencia de un residuo de cistefna

catalfticamente importante en PSE-2,

Esto concuerda con las secuencias mostradas enla fig. 2.7, donde se observa la presen-
cia de tres residuos de cistefna cercanos a la secuencia N-terminal, sélo en PSE-2.
Posiblemente los estudios de 1a estructura tridimensional de PSE-2 revelen la impor-

tancia de este residuo.

Lag-lactamasa OXA-2 es unaenzima gue se encuentra en una pequeia proporeion en
fas muestras clinicas de bacterins Gram negativas resistentes a la ampiciling; el

plasmido que codifica esta enzimase aisté ariginalmente de Sulmonella typhimurium“

Esta enzima, ademds de tener capacidad para hidrolizar oxacilina y otras penicilinas

del grupo isoxazodl, interactiia con la antraquinona tinéndola de azut’’,
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Comparando la secuencia nucleotidica de OXA-2 con las g-lactamasas tipo TEM, no
se observa una homologfa significativa. Sin embargo, con base en sus secuencias
aminofcidas se encontraron tres regiones aparentemente homélogas, una de las

cuales corresponde al sitio de escision propuesto para ¢l péptido scﬁa]”(capnu]o 1II).

‘23 Mecanismo general de accién de las g-lactamasas serinicas

Uno de los propésitos del estudio del mecanismo enzimético es la caracterizacién de los
compuestos intermedios, formados a lo largo de la reaccidn entre el substrato 'y el :

producto, la cual debe ser tanto estructural como cinética®®.

Las técnicas crioenzimol6gicas han permitido el aislamiento del complejo covalente
acil-enzima en las g-lactamasas serinicas (clases A, Cy D), asf como ¢l de los complejos
intermediarios no covalentes formados durante la reaccioén con la f-lactamasa II de

B. cereus (clase B), para su mejor caracterizacién® 27,

Se ha obtenido una gran informacion del mecanismo de hidr6lisis de las g-lactamasas
serinicas mediante el estudio estructural, cinético y fisicogufmico de enzimas que se han
mutadas artificialmente y en las cuales se ha alterado 1a actividad enzimética (mutagénesis

dirigida)®,

Se ha reportado que simples mutaciones en el gen estructural que codifica para las
p-lactamasas, originan la formacion de enzimas con propiedades cataliticas que difieren
marcadamente de la original, presentindose alteraciones cn la especificidad por el sub-

. P ) L8
strato, actividad enzimdtica y la termoestabilidad® =,
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Este tipo de estudios se ha realizado también en cepas aisladas que han sufrido una
mutacién natural, en las cuales se identifican los restos de aminoacidos que han sufrido

cambios mediante su comparacién con la secuencia de aminoécidos de la cepa salvajc'.

El estudio cristalogrifico es otro método que ha aportado gran informacién acerca del
mecanismo de hidrolisis; ha permitido relacionar las estructuras primaria y secundaria de
alpunas g-lactamasas, por lo que ha sido posible postutar 1a funcién de algunos grupos

aminodcidos con base en su posicién en el modelo estructural del sitio activo®’.

Reaccién dc las g-lactamasas serfnicas

Las g-lactamasas hidrolizan el anilio g-lactdmico de sus sustratos correspondientes que

comprenden: penicilinas, cefalosporinas, penems, carbapenems y monobactams /%,

El mecanismo de hidr6lisis de estos compuestos es bisicamente idéntico, con algunas

diferencias dependiendo del substrato cn particular (ver ecuacién 2.1).

En general, 1a g-lactamasa (2) forma inicialmente un complejo no covalente enzima-sub-

strato (complejo de Michaclis}), con el antibi6tico (S); esta ctapa es reversible® 24,

Este complejo sufre una modificacion subsecuente y la enzima hidroliza entonces el anillo
B-lactdmico, forméndose ¢l intermediario covalente acif-enzima (E-S), ¢l cual es impor-
tante en todas Jas reacciones de las enzimas serinicas en general. Este paso se conoce

como etapa de acilacion,

Se ha indicado que en las g-lactamasas (fas cuales carccen de una estructura terciaria

rigida) la formacion del complejo enzima-substrato induce un cambio conformacional en
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la enzima, provocando el alineamiento de los aminoécidos activos involucrados en el

proceso catalftico,

Como se mencion6 anteriormente, se ha demostrado que un residuo de serina se en-
cueatra implicado en el proceso de acilacién. La serina es alineada por el grupo carbonilo

del anilio f-lactamico del antibi6tico.

En la siguiente. etapa (desacilaci6n), la enzima escinde la uni6n covalente, liberédndose la

molécula g-lactdmica hidrolizada (P) y se regenera la conformaci6n de la ,B-Iactamnsams.

En general, las g-lactamasas catalizan la hidr6lisis con una alta eficiencia, frente & sustratos

éptimos”.

La reaccién general catalizada por las f-lactamasas serfnicas puede resumirse como:

k1 k2 k3
E+S — ES E-8 > E+P
K-1 acilacién desacilacién

Ecuacién 2.1
Donde: E representa a 1a g-lactamasa, S el antibi6tico g-lactdmico y P el producto.

En algunas.enzimas se ha observado que la hidr6lisis del antibi6tico ¢s mediante una ruta
ramificada (caso de la g-lactamasa PC1 de S. aureus frente a las cefalosporinas con
restos-3', esenciales para su actividad antimicrobiana como en la cefaloridina y cefalotina)

por la cual el complejo acil-enzima puede hidrolizarse directamente (desacilacién) o
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transformarse en un intermediario casi inerte por eliminacion del sustituy 3'(EC); en

algunos casos no se observa la hidr6lisis directa, forméindose el producto sélo de la

hidr6lisis lenta del intermediario “inerte” (ccuacién 2.2)7.

k1 k2 T K3

E+STES ES E+P
L P acilacion desacilacién i

EC i > £ 4P

Ecuacién 2.2

Las p-lactamasas serfnicas actian mediante una catélisis covalente, a diferencia de la clase

estructural B.

Alijgual que las proteinasas serinicas, emplean el grupo hidroxilo de la serina como agente

nucleofilico involucrando una reaccién de doble desplazamicnto o de piug-pongmz.

En general, un rasgo muy importante en ¢l proceso catalitico de las proteinasas serfnicas
es 1a presencia de una cavidad oxianiénica (estructura 2.1), mediante 1a cual se catalizala

transferencia del grupo acilo al residuo nucleofilico de serina y posteriormente a la
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molécula de H2O por estabilizaci6n de un intermediario tetraédrico , el cual se éncuentra

asociado a estados de transicién (ver mccanismos)wz.

Se requiere de una estabilizacién para que se forme este complejo intermediario, 1a cual

pucede ser a través de puentes-de hidrégeno, ya sea de los grupos funcionales de 1;1 enzima

o de los grupos NH- de la cadena peptidica; (representados como H-A y H-B en la
. estructura 2.1),

Alsitio de uni6n con ¢l oxianién se le denomina cavidad oxiani6nica y es el que confiere
1a estabilidad en cl estado de transici6n. Esta estabilizaci6n s6lo se lieva a cabo cuando el

grupo carbonilo del anitlo g-lactdmico, se une covalentemente ala enzima®,

e-H-A

o -

R TTeeHs

Crr
/ g < NH-
Ser-O

ESTRUCTURA 2.1
Intermediario tetrahédrico,

La presencia de la cavidad oxianiénica en las g-lactamasas, se comprobd medijante el
estudio con derivados azufrados de los substratos espec[ﬁcos’oz, donde el oxfgeno del
grupo carbonilo del anillo g-lactdmico se sustituye por azufre, Los andlogos azufrados de

los substratos especificos de las proteinasas serfnicas son, en general, substratos muy
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pobres, comportamiento que se ha tomado como evidencia de la importancia catalftica de

1a cavidad oxiani6nica en estas

Elanslogo azufrado de laestructura 2.1 es estabilizado muy débilmente debido ala menor
tendencia del azufre para formar puentes de hidr6geno y/o a la dificultad de orientar el

enlace, que es miés largo en C-S que en C-O.

A pesar de la presencia de esta cavidad, el mecanismo de catélisis de las -1 no

es similar al resto de las proteinasas serfnicas’2.

Se ha propuesto que en la g-lactamasa de clase A de Staphylococcus aureus, se ran

involucrados los grupos NH- de la Ser-70 y GIn-27 en la formacién de la cavidad

aniénimmz; i que ¢n la gl de clase C producida por C. freundii, el

oxianién forma pucntes de hidr6geno con los dos grupos NH- de las uniones peptfdicas

de la Ser-64 y Ser-318 (ver mecanismo 2111, estructura d)/ %,

Se ha demostrado que la carboxipeptidasa de Streptomyces R61 también emplea una

cavidad oxianiénica durante su interaccién con los antibi6ticos ﬂ-laclﬂmicoswz.

Formacidn y caracterizacién del complejo acil-enzima

La formaci6n del complejo acil-enzima depende del grado de afinidad de la enzima por
el substrato, misma que debe expresarse propiamente como Ks (=K. 1/K.1), se deter-
mina como Km mi4s frecuentemente. Entee mayor sea el valor de Kin, menor esla afinidad

de la enzima por el substrato y viceversa.
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De acuerdo con lo anterior; para que una S-lactamasa sca efectiva, debe tener un valor de

Km semejante a la concentracién de antibiético empicada durante la ternpiaﬁ.

Al disminuir la concentracion del antibi6tico, como ocurre in vivo durante los intervalos
de dosis sucesivas, disminuye la velocidad de formaci6n del complejo acil-enzima. Este
efecto origina una disminucion en a velocidad total de hidrolisis del antibi6tico. De esta
manera, es claro que entre mayor sea el factor por el cuat la concentracién del antibi6tico
in vivo, exceda el valor de CIM, mayor ser4 la capacidad del antibi6tico para ejercer su

efecto antibacteriano frente a una g-lactamasa activa®?,

El complejo acil-enzima se ba determinado mediante estudios que emplean substratos
marcados, ya sea mediante fluorescencia (dansil-penicilina) o radioactividad (C14 ben-

cilpenicilina, 4cido [H?] penicilanico) entre otros, estudiandose el intermediario al parar

1a reaccién (con 4cido tricloroacético gencmlmentc)”' ",

De esta manera se comprueba, en la mezcla de reaccion, la presencia de la enzima
desnaturalizada unida covalentemente a un equivalente 1 molar, ya sea del grupo dansilo

odeCH*,

Otro método empleado para determinar el compuesto intermediario acil-enzima se basa
en la medicion de los grupos peniciloil por ia reaccion del penamaldato; este estudio es
menos costoso que los métodos que emplcan substratos radioactivos y ha demostrado ser
uno de los métodos més apropiados para la determinacion de las constantes de acilacién

y desacilacion™?,
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-Ha sido diﬁcil Ia demostracién directa de 1a uni6n covalente de la serina 70, durante 1a
" catdlisis con buenos subtratos, debido a la vida media tan corta del complejo acil-en-
zima, el cual se aisla f4cilmente al emplearse substratos pobres, debido a la formaci6n de

un complejo muy establc™®,

El empleo de la crioenzimologfa ha facilitado actual ¢l aislamiento de este com-

puesto intermediario enlag-lactamasal de B. cercus®! (capftulo IV) yaque a temperaturas
tan bajas es posible parar eficientemente la reaccién (en este caso con 4cido) debido a que
lavelocidad de la desnaturalizacién 4cida es mayor que el proceso de desacilacién, permi-

tiendo la acumulacién del intermediario.

En esta enzima no se puede detectar la formacién del complejo a temperatura y pH
altos, pues en estas condiciones el proceso de acilacién es la etapa limitante durante el
transcurso de la reaccion y en ¢l caso contrario, & temperatura y pH bajos, la desacilacion
es la etapa limitante. Lo anterior se cumple s6lo para ciertos substratos como el

furilacriloilpenicitina®’,

Con técenicas cricenzimologicas ha sido posible determinar también el complejo acil-en-
zima mediante experimentos de transferencia de energia fluorescente con dansil-

penicilina como substrato®,

Este estudio se basa en que la banda de emisién del triptofano coincide con lade excitacién
pura la dansilpeniciling, siendo posible la transferencia de energfa cuando hay unién del
substrato con la enzima. Asf, el incremento inicial de fluorescencia se debe ala formacién

del complejo y 1a disininucién subsecuente de ésta, af proceso de desacilacion.
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Caracterizacién cinética (acilacidn y desacilacidn)

Se ha indicado que para las enzimas de clase C, el proceso de desacilaci6n, esto’es; la

hidr6lisis del complejo acil-enzima, es la etapa determinante en la velo‘ci_dad'dc‘ reac-
K325' 4.2 53,54 g

cion, siendo Keat = (ccuacion 2,1).

En cuamo a laép-laclamasas de clase A, existe una gran comrovcfsi 1ast hacc poco se.

lenld la \den de’ que en la mayorfa de las enzimas, como la p ldclamasd 1 de B. cereus, el

proccso dc acilacién era la ctapa determinante® ¥, mlentras qu(. parala enzima PC1 de ok
S aumus era la desacilacion en penicilinas tipo S, clasificacién que propuso Cnn para g
! algunns penicilinas con base en la relacion cinéticay estructural de la cadena Ia(cml en los )

derivados del dcido 6-aminopenicildnico frente a las pcnicilinususm.

Esto implicaba que la enzima de . aureus tuviera una mayor dificultad para catalizar la
desacilacién que el resto de las f-lactamasas de clase A. Sin embargo, su eficiencia
catalftica (Kcat/Km) no es mucho menor que éstas; consecuencia de su gran afinidad (Km

hajo)” 7,

Porotro lado, una caracterizacién cinética completa implica la determinacion de Jas cuatro

. . ] : )
constantes de la ecuacion 2.4, a saber: kaq, ka, ka2y k+3'”. - S . S

Ha sido difici! i determinacion de las constantes de acilacian (k+ 2) y desacitacion (k+3)
frente a buenos substratos, sin embargo, Martin y Waley desarrollaron un método para
efectuar esta medicion en la g-lactamasa 1 de B. cercus (clase A), el cual se basa.en la
medicion de la fraccién de enzima presente como complejo acil-enzima, en el estado

estable de la reaccion®™
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Estc método sckemple() posteriormente en las g-lactamasas de clase A, PC1 de Saumus
y RTEM de E. coli por Christensen (&), quien calculé también el valor de lasv 'cuutrg); :
constantes (para estas dos enzimas y fa I de B.cereus), con base cn la variacién de Kcal/Kfn i

con la viscosidad del medio®.

Este investigador reporta que los valores obtenidos para las constantes de acilacién'y: -

desacilacién, con la bencilpenicilina, fueron aproximadamente iguales (no. més del
doble), por lo que seiala que no debe considerarse al proceso de acilacién o desaci-

lacién, como etapas limitantes en estas enzimas.

Esto contradice 1a idea general que considera al proceso de acilacién como etapa limitante

en las g-lactamasas de clase A, frente a las penicilinas.

Por otro lado, se ha observado que ¢l valor de k+2 es mucho menor que k4.3 pafa ta
p-lactamasa I de B. cereus frente a algunas cefalosporinas, siendo la acilacién, en este

caso, la etapa timitante?.

Se estudié el compartamiento de las constantes de acilacion y desacilacion en funcion dei
pH en la g-lactamasa 1 de B. cereus. A pH alcalinos, se observé un comportamiento
similar, indicando que el mismo grupo de aminoécidos participa en el proceso de acifacién

y desucilacion®™ ¢,

La determinacion individual de las constanies de acilacion y desacilacion, es necesaria
para obtener un mayor beneficio en los experimentos de mutagénesis dirigida, en los
cuales, como se menciond con anterioridad, se reeraplaza algin residuo del sitio activo; de

esta manera cs posible identificar la etapa afectada cn la reaccién®.
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Relacidn estructura del substrato/cinética

Al relacionar laestructura del substrato con las constantes de acilaciény desncilaciénzp, se
observ que en algunas f-lactamasas de clase A frente a buenos substratos con cadenas
laterales polares, el valor de k +2varié menos que k +3; k + 3 disminuyé conforme la cadena
lateral ramificada era mayor, sugiriendo un impedimento en el acercamiento de la

molécula de H20 en la etapa de desacilaci6n,

El efecto de variaci6n de la cadena alquil-lateral sobre la relacién Kcat/Km frente a'las
penicilinas, mostré que la interaccién entre la cadena lateral y la enzima, es relativimente

débil (el valor de Km no vari6 notablemente).

Finalmente, tanto k.+2 como k+3 disminuyeron con la carbenicilina, al .igual que un

derivado cefalosporinfco con carboxilato en la cadena lateral.

En este aspecto hacen falta més estudios, ya que no se ha realizado un andlisis general
entre l1a relacién estructural del substrato y su cinética {rente 1a mayorfa de las g-lac-

tamasas, conocimiento que ayudarfa al desarrollo de nuevos antibi6ticos.
Eficicncia Catalitica

En general, se ha discutido mucho acerca de las condiciones existentes para considerar la
eficiencia mixima en una enzima, distinguiéndose dos casos principulmeme”. En el
primero (reversible), se deben encontrar presentes concentraciones semejantes de
producto y de substrato en la reaccién dentro de la célula. En el segundo, (al cual

pertenecen las g-lactamasas) la reversibilidad de la reaccién practicamente no existe, ya
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sea porque, efectivamente, sc trata de una reacci6n irreversible o debido a que la concen-

traci6én de producto es insignificante.

P

En cuanto a las g-lac una ima eficienci Iftica impli quelaconstaméde"~

acilacion sea igual a la constante de desacilacion (k+2 = k+3)2°.

Fl hecho de que k+2 y k+3 scan de la misma magnitud es interesante, ya que este
comportamiento se esperarfa en una enzima “perfecta”, debido a la suposicion de que:

Kcat puede ser tan grande como sea posiblc”.

En tres tipos de g-lactamasas de clase A (enzima I de B. cereus , PC1 de Staphylococ-
cus aureus y RTEM de E. coli), s¢ han encantrado valores similares en las constantes de
acilacién y desacilaci6n durante la hidrélisis de compuestos penicildnicos, los cuales son
buenos substratos? 93, en contraste con las cefalosporinas que son malos substratos, k+3

> k42, De acuerdo con el criterio anterior, estas g-lactamasas de clase A estén cercunas

auna eficiencia méxima frente a las pcnicilinaszq.

Grupeos involucrados en el proceso catalftico

El alincamicnto de las secuencias de aminodcidos de las g-lactamasus serfnicas (A, Cy D)
y las DD-peptidasas propuesto por Joris (&)72. a revelado Ia existencia de siete regiones
de amino4cidos invariantes, ya sean idénticos u homo6logos, (fig. 2.9), por 1o que se sugiere

un origen comiin.

Debido a que se conservan, es de suponerse que estos residuos tienen un papel importante
durante la interaccién con los antibiticos -lactdmicos, como se ha demostrado para

algunas regiones que se analizarén posteriormente.
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En la figura 2.9 se puede observar que:

1)El residuo de serina en el sitjo activo (*), siempre se encuentra acompaiado

por uno de lisina (conservindose la secuencia caracterfstica Ser®-Xaa-Xaa-Lys).

2)El sitio activo en las -1 se a cerca del residuo N-terminal.

3)En las p-lactarnasas se conservan los tres aminodcidos  Lys 234 -Thr/Ser-Gly

236 (de acuerdo con la numeracién de Ambler).
Cabe sefialar que la substituci6n Thr/Ser es muy frecuente en las protefnas homélogas.

Aunque existen regiones invariantes en la secuencia de las -lactamasas serfnicas, el resto

de las ias difieren marcad sugiriendo una gran diversidad en el proceso

evolutivo para cada una dc estas enzimas®,

Las regiones 11, I, IV, Vy VII propuestas por Jaurin (&), ocupan posiciones criticas en
los modelos estructurales propuestos para las g-lactamasas de S. aureus y S. albus G (ver

fig. 2.4).

Mediante los estudios de mutagénesis dirigida, se ha demostrado que 1a substitucién de
los aminoécidos en cada una de estas regiones, afecta o inhibe laactividad de las g-tactama-

sasy DD-pcpu’dMn.

Con excepci6n de la funcién de la serina, se sabe muy poco acerca del resto de los residuos
que conforman el sitio activo, asf como los detalles del mecanismo catalftico cn estas
enzimas’’. Sin embargo, se ha propuesto la funcién catalftica de la molécula de agua y

algunos residuos para explicar ¢l mecanismo de accién.
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CAPITULO Ii. ESTRUCTURA DE LAS B-LACTAMASAS
Serina
(Regi6n II: residuo 64 para la clase C, 70 para la clase A).

La numeraci6n de la clase A corresponde 2 1a propuesta por Ambler?, la de la clase C

corresponde a la numeraci6n normal de 1a enzima madura.

Bl residuo de serina es cl agente nucleofflico®, que ataca el C del grupo carbonilo del

anillo g-lactdmico (ver ismos,pag,. 85).

Mediante estudios de mutagénesis dirigida, se ha demostrado que este residuo es esencial
durante Ia catslisis?* 72, No obstante el tiol-anélogo, en el cual se sustituye la serina por

cistefna, posce cierta actividad catalftica.

Una de las interrogantes clave cn el mecanismo de reaccién, habfa sido si la hidr6lisis
implicaba una catdlisis covalente mediante un ataque nucleofflico, forméndose un inter-
mediario covalente acil-enzima; o una catélisis 4cido/base sin la presencia de un complejo

intermediario?’.

Muchos investigadores han demostrado, frente a substratos buenos o pobres, Ia presencia
deintermediarios covalentes durante lahidrélisis de varias g-lactamasas de clase Ay C. As(
mismo se ha observado la participacién covalente del residuo de serina durante la

interaccién con cierto nmero de inhibidores®’.

Los estudios de mutagénesis dirigida con la g-lactamasa pBR322 (TEM), han revelado

que: (a) la inversién del par Scc*-Thr a Thr-Ser confiere a una cepa de E. coli un fenotipo
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ampicilina- scnsxblc, (b) al remplazar Ser® por Cys se genem una nol—ﬁ lactumasa con :

m uor ncu da

especificidad por el substrato diferente a la enzima origi dgz

Los esmdios‘crioenzimomgfcos llevados a cabt;.v enla ﬁdaémriualsa I deB. ‘cerev;uz' . demos-
trarbh la importancia de la presencia de Ha0enel procééo cyz;iah‘l»i;:o; pﬁes se observé que
el valor de Kcat disminuy6 lincalmente al aumémar la concentracién de metanol
(crivsolvente); indicando que el H20 ‘es un ugente activo en el proceso catalftico, al
comprobarse que [a disminuci6én en la actividad no se debfz a un cambio conformacional

inducido por el metanol sino a la pérdida de agua en la mezcla de reaccién.

Se observé también un aumento en el valor de Km frente a la bencilpenicilina y dansil-
penicilina, atribufdo a un efecto de interaccion hidrofébica en la uni6n con el subtra- .

to, {fig.2.10).

En la figura se observa que la enzima es activa en conéemmcioncs ‘menores al 90% de

metanol.

Mediame este estudio se demostrd también que el sitio de ataque de la molécula de H20
en ¢l complejo intermedio acil-enzima, es inaccesible a otros agentes nucleofflicos como
el metanol, el cual podria competir con el H20 por el complejo acilado, por lo que se
sugicre la presencia de un sitio con impedimentos estéricos y/o electrénicos que impiden

la unién de otros agentes>’.

Sin embargo, en algunas enzimas de clusc C, se ha demostrado que el aceptor del grupo

acilo puede ser el metanol (metandlisis), mientras que, sorprendentemente, otros agentes
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A = Dansil-penicilina.

nucleofilicos mis pequefos como el amonio y la hidroxilamina no o son”’. Puede con-
siderarse, de manera general, que ¢l intermediario acil-enzima es protegido de lus

moléculas nucleofilicas no cspccfﬁcasl i

De acuerdo con lus reportes estructurales del sitio activo en las p«luctamusasm' 72 ”0, es

posible esperar que 1a molécula de H20 se encuentre totalmente rodeada por la enzima

y el substrato en el intermediario acit-enzima?!,

Herzbergy Moult indican que, un puente salino entre los residuos de Lys-73 y de Glu-166
cevita una posible apertura de la cavidad donde posiblemente penetra la molécula de

H20%,
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Otra explicacién menos probable, es lainduccién de cierto carmbio cdnformacioual enla
enzima por la unién con el substrato, que proteja a la molécula de H20 y parte ‘del

substrata®’,
Lisina
(Regi6n [ ; resfduo 73 parala clase A, 67 parz:; laclase C)

El pk basico reportado durante 1a hidr6lisis de 1a bencilpenicilina por la g-lactamasa I de

B. cereus, se atribuye a este residuo de lisina®’.

Con base en los residuos invariantes de lisina en la secuencia de las f-lactamasas y los
residuos del sitio activo dcterminados“. este pk podria ser de la Lys-73 o Lys-234 (de
acuerdo con la numeracién de Ambler), siendo los residuos responsables de la

disminucion de la actividad catalitica a pii altos”’,

Cartwright sugiere que la catalisis 4cida general, llevada a cabo por la Lys-73 facilita la
escisién de la unién p-lactémica?’, induciendo la forinacion de} complejo intermediario
acil-enzima; algunos investigadores postulan que la lisina dona un prot6n al dtomo de

Nitrégeno del anillo plactimico® &,

Este residuo ocupa la misma posicién en muchas DD-peplidas:\s“. La mutaci6n de este
residuo da como resultado una enzima con baja actividad o con menos capacidad para

unirse al substrato (notdndose un aumento del Km). Su funcion ain causa controversia®,

Otra hip6tesis propuesta por Herzberg y Moult, con base en sus estudios estructurales en

la g-lactamasa PC1 de S. aureus, sugiere que cste residuo sélo ayuda a oricntar el protén

7%
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‘del gx"upovhidroxilo de la serina al N del anillo g-lactémico, debido a la carga positiva de
1a lisina, el cual interactia con el icido glutdmico-166 en las g-lactamasas de clase A

mediante una unién por puentes salinos (ver mecanismo 2.11)“.

El resfduo Glu-166, corresponde al residuo Asp-217 en la g-lactamasa de clase C de
C. freundii en ¢l cual s¢ investiga la posibilidad de una interaccién de puentes salinos con

1aLys-73'7.

La sustituci6n de Lys-73 por arginina en la g-lactamasa de clase A en una cepa de
B. cereus, indujo una gran disminucién en el valor de Keat™, sin embargo, los estudios
realizados por Tsukamoto (&) en la g-lactamasa de clase C de C. freundii
demostrd, mediante esta misma substitucion en la Lys-67, que es importante la presencia

de un amino4cido bésico en esta posicién para conservar una alta actividad catalftica’’.

Este investigador observé que con esta substituci6n disminuy6 més ¢l valor de Keat frente
a la cefaloridina (una cefalosporina con cardcter anf6tero), que en las cefalosporinas
monoaniénicas y que la afinidad por inhibidores como ¢l aztreonam y Ia cloxacilina

también disminufa, por lo que sugieren una funcién ialen el r imiento de la

estructura terciaria de la cavidad del sitio activo para este resfduo de lisina, el cual

proporciona ademés de una adecuada fuerza electrostitica en la cavidad, funciones

adijcionales a su efecto directo durante ¢l proceso catalitico™’,

Fenilalanina

(Cereano a la regi6n I: residuo 66 para la clase A, 60 para la clase C)

7%
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Los residuos de fenilalaninay lisina-73 (67), se encuentran en posiciones equivalentes, por o

lo que se sugiere la posibilidad de que cumpian funciones similares™

Lisina-Treonina-Glicina
(Regi6n VII: 234-235-236 para la clase A, 315-316-317 para la clase 'C), v

Estudios realizados por Oefner (&), en la enzima de C. freundii GN346 (clase C), han

0 Ege investigador

demostrado 1a ubicacién cercana de esos residuos al sitio activo
supone que la Lys-234(315) forma una red mediante puentes de hidrégeno con la Serina-
64, Lys-67, Tyr-150 y Asn-152 (de acuerdo con la numeracién de la enzima
madura), ademés sugieren que el resfduo de Lys-315 se encuentra involucrado en la

hidrélisis del aztreonam (ver mecanismo 2.HI).

Tsukamoto (&), demostrd, mediante estudios de mutagénesis dirigida en esta misma
enzima’¥® que para mantener la actividud enzimdtica, es csencial a presencia de un
aminodécido bisico en la posicion 315 y de ua residuo pequeiio sin carga en 317; asf mismo
revelaron que no se requierc el grupo hidroxilo de la Thr-316 para la actividad
enzimdtica, aunque la conversién de Thr-316 por vulina di6 como resultado una

disminucién en la afinidad por la cefalotina y 1a cefaloridina.

También sefialan la presencia de una uni6n entre la Lys-315y ¢l substrato a través de una
interaccién i6nica en la que participa el grupo épsilon-aminu, como lo propuso Ocfner

(&), para el sulfonatoy aztreonam?’0.

Finalmente, sugiere que 1a posicién 315 se encuentra involucrada en la distincion del

niicleo de cefalosporinas y penicilinas, funcién que posiblemente desempeda la posicién
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316, pues disminuy6 marcadamente ia afinidad para los ncleos de cefoxitinay cefamicina

en la enzima con Val-316.

Si se substituye la Lys-315 por arginina, 6 Thr-316 por valina, se observa un aumento en

el valor de Kcat frente a la bencilpenicilina y ampicilina ( pto para la Val-316 frente

a la ampicilina), aunque esta conversién causa la disminucién en la afinidad para

penicilinas, cefamicinas y compuestos monobactamicos’®,

En los estudios realizados en las g-lactamasas de clase A, se ha observado también Iz
importancia de la Lys-234 cn la capacidad de unién con el substrato y 1a estabilizacién en

estados de transicién®.
Residuos especificos de las clases estructurales Ay C

Uno de los objetivos en el estudio de los residuos amino4cidos especificos para cada
clase, es comprender de qué manera afectan y determinan Jas propiedades fisicoqufmicas
y bioquimicas de las clases estructurales, pura un mejor entendimiento del mecanismo de

hidr6lisis de los compuestos g-lactdmicos,

Residuos especificos de la clase A:

Glutamato-166
(Regi6n V)

Este residuo se encuentra en todas tas g-lactamasas de clase Al
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El pk 4cido obtenido durante Ia hidrélisis de la bencilpenicilina por la g-lactamasa I de
B. cereus, se atribuye al grupo carboxilo de este residuo®, Cartwright sugiere que éste
actiia como base general, facilitando el ataque nucleofilico del tomo de O del residuo de
Ser-70* sobre el grupo carbonilo del anillo g-lactimico durante el proceso de acilacién, al
tomar el protén del grupo hidroxilo de la serina; desprotonizando posteriormente a la
molécula de H20 y activindola para el ataque nucleofflico sobre el complejo acil-enzima

21, 93

en el proceso de desacilacién , (ver mecanismo 2.I).

Los estudios cristalograficos han demostrado que la cadena lateral de este residuo apunta
hacia el sitio aclivo72, apoyando la hip6tesis de que el grupo carboxilo es importante en el

proceso catalltico.

La sustitucién de este residuo por asparagina da como resultado una disminuci6n en los

valores de las constantes de acilacién y desacilacion®.
SER-130 - ASP-131 - ASN-132
(Localizados entre las regiones IV y V)

Estos residuos forman una pared en la cavidad del sitio activo, los grupos R de la Ser-130
y Asn-132 apuntan hacia el sitio activo, mientras que el del Asp-131 apunta hacia el Jado

contrario®.

De acuerdo con las observaciones en fos estudios de mutacion dirigida, se proponen las

siguientes funciones®:
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La Ser-130 ayuda en el mantenimicnto de la estructura de la cavidad del sitio ac-

tivo, mediante la formacién de puentes de hidrégeno con la estructura o/f .

Asp-131 parece ser un residuo clave en la estabilidad de 1a estructura protéicay la Asn-132
" ‘actita en el proceso catalftico, involucrado tal vez en la estabilizacién de un estado de
transicién. Una observacion interesante fue el hecho de que las mutaciones en las
posiciones 130y 132 disminuyeron siempre la actividad de cefalosporinasa, més que la de
penicilinasa, con excepcién de la nitrocefina. Esto puede estar relacionado con el hecho
de que las g-lactamasas de clase A son generalmente mejores penicilinasasy puede indicar
que 1a hidr6lisis de las cefalosporinas requiere una geometrfa méis precisa cntre el sitio

activoy el substrato®,

TIRQSINA-105
(Regién 1)

Este residuo se encuentra en todas las p-lactamasas, excepto en la enzima de Streptornyces

albus G, el cual posee Glutamina.

Se ha demostrado que este residuo puede reaccionar facilmente con algunos reactivos, in-
dicando que debe ocupar un sitio especifico con impedimento estérico, que le impide

participar en enlaces intermoleculares’?.
Hasta ahora no existe evidencia de que la tirosina 105 forme parte del sitio activo’.

Latirosina-71 es otro residuo del sitio activo que se encuentrainvolucrado principalmente

en la estabilidad de las p-tactamasas de clase A%,
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Residuos especificos de Ia clase C:
Tirgsina-150
(Cercano a la Regi6n 1V)

Los residuos de Tyr-150 y Lys-315 son determinantes en el proceso de desacilacién del

complejo acil-enzima’®%,

Ocfner (&), superpuso la molécula de la enzima de clase C en una de Tripsina, usando
como referencia el sitio activo de serina y la cavidad oxiani6nica’ " y sorprendentemente
encontrd que el oxfgeno fendlico de 1a Tyr-150 correspondia al dtomo del N-£psilon del .
resfduo de histidina, esencial para‘la actividad catalftica de 1a tripsina, por lo que este
investigador seiiala que la Tyr-150 en su forma aniénica, acta como una buse general

durante ¢l proceso catalitico, al igual que Ia histidina en la tripsina.

De acuerdo con la anterior, Ocefner (&), propone que la Tyr en su forma desprotonizada
acepta el protén de Ja Ser* y lo dona posteriormente al 4tomo de N del anillo -
lactdmico. Durante la desacilaci6n, 1a forma ani6nica de la Tyr podria actuar como una

base general, activando una molécula de H20 para el ataque nucleofilico al complejo

acil ima (ver i 2.1,

El residuo de Tyr-150 en las A-lactamasas de clase C tiene una funcién semejante a la

postulada para €l residuo de Glu-166 en las g-lactamasas de clase A,
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Relacidn estructura/funcién

A pesar de los estudios realizados para determinar la funcién de los amino4cidos invarian-
tes en la clase A, no ha sido posible explicar ampliamente la relacién entre las variaciones
de secuencias importantes y las especificidades por el substrato, tan variables dentro de
esta clase. La correlaci6n ha sido diffcil por ia falta de vinculacién con las estructuras dej

antibitico, no existiendo aparentemente un patr()nw.

En este aspecto, los estudios més avanzados se han realizado en las g-lactamasas de tipo

2

TEM (clase A), debido a su gran distribucién®® %% 172, 1_as p-lactamasas TEM-3, TEM-
4, TEM-5 Y TEM-7 derivande TEM-1 0 TEM-2 por dos o més mutaciones puntuales, con-
firiendo a cada tipo de enzima tanto diferente especificidad por el substrato como

propiedades cinéticas y fisicas.

Las -lactamasas TEM-1 y TEM-2 se diferencian por un s6lo aminoécido en la posicién
37 (de acuerdo con la numeracién de Ambler), ocupados por glutamina y lisina respecti-
vamente”z; sin embargo, conservan el mismo perfil de substrato (grupo 2b de Bush). Las
enzimas TEM-3 y TEM-4 tienen un residuo de lisina en lugar de Glu en 1a posicién 104 y
uno de serina en lugar de glicina en 1a posicion 238, aumneatando el perfil de substrato al
conferirles capacidad para hidrolizar la cefotaxima®, (grupo 2b' de Bush). TEM-2 y
TEM-7 varfan por un s6lo aminodcido en la pusicién 164 (de acuerdo con la numeracién
de Ambler), ocupada por Arginina y Scrina respectivamente y a pesar de que se trata de
una sola substituci6n, parece que la serina le confiere ademds a TEM-7 la capacidad para
hidrolizar la ceftazidima y el aztreonam®®, mismo perfil que TEM-5 (conocida ac-

tualemnte como CAZ ). También se observé una disminucién en los valores de Ki para el
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ﬂctdo clavulémco, sulbactam y tazobactam (inhibidores de las ﬁ-lnctamasm) yun cambm

en cl valor dcl pH 6ptimo para fa actividad enzimética®

: _Losbrkesiduos de serina en las posiciones 238 (cercano a la regién VII) y 164 (cercano a la
V) de TEM-3 y TEM-7 respectivamente, se encuentran localizados en un borde del sitio
activo, de acuerdo con la estructura tridimensional propuesta; sugiriendo que los grupos
hidroxilo libres adicionales, localizados en este lugar, contribuyen al cambio de posici6n
de compuestos que normalmente no son substratos, a través de pucates de hidrégeno, con-

firiendo a estas enzimas un mayor perfil de substratos??,

Collatz (&)24, sefala que si s¢ considera la capacidad de hidr6lisis de SHV-2, TEM-
3, TEM-4, TEM-5 y TEM-7 [rente a la cefotaxima y cetazidima en relacién a sus
mutaciones por las cuales adquirieron grupos hidroxilo libres (residuos de serina), las
pequedas variaciones cercanas a las regiones V 6 VII pueden ser determinantes en la

interacci6n selectiva del substrato,

De esta manera, la interaccién con la cefotaxima parece requerir que el grupo hidroxilo
se localice cerca de laregion VII, mientras que para la interaccion con ceftazidima, cerca

delaregion V6 v,

Recientemente, mediante el método de mutagénesis dirigida, desarrollado por Lenfant

(&)88, a partir del cual se pueden Hevar a cabo fAcil dos o més mutaciones simults-

neas, se ha demostrado la funcién canjunta de dos grupos aminoécidos para conferir a ia

enzima RTEM-1 una nueva capacidad para hidrolizar a la cefotaxima.
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Este investigador encontré que una mutacién combinada en las posiciones 104 y 238 en
TEM-1 confiere un fenotipo resistente a la cefotaxima a una cepa de E. coli, adquiriendo

una actividad semejante a TEM-3 y TEM-4.

Lo anterior sugiere que 1os estudios de mutagénesis que se lleven a cabo para determinar
la correlaci6n entre 1a estructura primaria y la especificidad de 1a enzima, deben com-
prender también mutaciones simulténeas, ya que la cspecificidad puede estar deter-

" minada por elsinergismo de dos 0 més residuos,

Hasta ahora, todas las investigaciones s¢ han enfocado al anélisis de residuos cargados
(debidoa que frecuentemente son los m4s importantes en el proceso catalfticoy su nimero
es limitado) restando atenci6n a los no cargados, los cuales posiblemente tienen un papel

esencial en la especificidad de la B-lactamasa®,

Los resultados obtenidos en algunos estudios, parecen demostrar que a pesar de existir
una buena superposicién de la mayorfa de los residuos del sitio activo entre las -lactama-
sas de clase Ay C, algunos operan de acuerdo a mecanismos diferentes, tal es el caso de
la Ser-130{clase A) y1aTyr-150(clase C); o al contrario, residuos que no tienen posiciones
similares, pueden presentar funciones semejantes, como la Glu-166 (clase A) y la Tyr-150

(clase C)°8.

Los estudios llevados a cabo actualmente en las g-lactamasas estin encaminados a com-
prender la relacion entre la estructura y la especificidad por el substrato y aunque se han
obtenido resultados positivos para establecer la relacion entre la estructura primaria y la
capacidad de hidrolisis frente a las cefalosporinas en las g-lactamasas tipo TEM* en

general no ha sido posible postular un modelo que explique satisfactoriamente su
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interacci6n, ya que se han encontrado comportamientos contradicloriosss, demostrando
que la situacién es mis compleja. Sin embargo, a partir del estudio de la estructura
tridimensional de cada tipo de enzima, mediante el andlisis cristalografico de rayos X, se
espera encontrar una explicacién definitiva para entender la interacci6n g-lactamasa/

antibi6tico.

2.4 Mecanismos de las g-lactamasas Ay C

Clase A

Existen dos hipétesis postuladas para explicarel ismo molecular en lasg-lact

de clase A, cuya diferencia estriba en Ia funcién del residuo de Gly-166 y Lys-73.

1.-La primera sugiere que la Lys-73 dona un protén al 4tomo de N del anillo

21, 80

B-lactdmico’ y ¢l Glu-166 desprotoniza a 1a Ser-70 en el proceso de acilacién

y ala molécula de HzO, en la desacilacion 321 (ver ismo 2.1).

2.-Lasegunda, propuesta por Herzbergy Moult®, (quienes sugieren el mecanis-
mo de uni6én e hidr6lisis de 1a ampicilina frente a la g-lactamasa PC1 de S. aureus
con base en la estructura tridimensional alrededor del sitio activo), sedala la
transferencia directa del prot6n de la Ser-70 al 4tomo de N del anillo g-lac-
t4mico, facilitado por la repulsién proténica debido al resfduo R de la Lys-73
cargado positivamente. La Lys-73 interactia con el Glu-166 a través de un puente
salino. El Glu-166 desprotoniza la molécuia de H20 durante 1a hidrolisis del

complejo acil-enzima (ver mecanismo 2.11).
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- Pura que el residuo de Glu-166 actie como base general, se'requiere un cambio en la

conformaciénde L protefna, conduciendo al acercamiento de la Glu-166 a'la Ser-70 bara

- efectuarse 1a unién con el substrato®,

. Por: otro.lado, el hecho de que las constantes de acilacion y desacilacién présenten.un ‘
: v‘cdmportamiehlo similar durante la variacion del pHgJ. sugiere que los mismos grupoé
R arhino.’lci_dos participan en la acilacion y desacilacion; hecho que apoya la primera

‘ hip6tesis. Sin embargo, debe considerarse que lalisinay el dcido glutdmico pueden actuar -

Lo L, 92
coma bases generales durante el proceso de acitacion y desacilacion”™

Cluse C

Oefner (&), ha propuesto el mecanismo de hidrélisis de la g-lactamasa de C. freundii (clasc - -

C) frente al uzlreonum”", el cual es un inhibidor monobactémico ( mecanismo 2,111 ).

La region del sitio activo de la g-lactumasa “madura™ de clase C, incluyendo los residuos
que probablemente son esenciales en o catilisis, se muestra en el mecanismo 2.1, Es
notable Ja marcada densidad electrénica de la red formada por los puentes de H*, invo-

lucrando ambos residuos invariantes de lisina, Ser-64*, Tyr-150 y Asn-152,
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El acll-ammo NH formado conel mhxb:dor, se une al dtomo de O del grupo carborulo de

“la Ser—318 a través deunpuentede H*.

o ‘L’:Tyr-lSO opera comouna b:sc general, este residuose encuentraenuna poswlén épuma

'par' uc(udr como aceplor y donador. del prolon, mientras quc la'Lys-67 se’encuentra

| eslo xmphca una rolacn()n dc.l subslr.no, lo cuul también cambia la’
; ihiérac’c.ién del sulfonalo con la Lys-315 y penmte que la red de puentes de H se

. reconstituya.

La Tyr-150 deber4 ser, por tanto, menos bésica y en consecuencia menos efectiva para
actuar como base general en el proceso de desacilacion que durante la acilacién, lo que

explicarfa la desacilacién como etapa limitante en las enzimas de clase C.

Oefner sugiere que este mecanismo puede ser aplicable a otros micmbros de la super-
familia propuesta por Joris (&)7". sin embargo faltan estudios para confirmar esta hipéte=_.
sig?0,

La Tyr-150 en la g-lactamasy de C. freundii, podria corresponder ala Tyr-159.de la

carboxipaptidasa R61, en 1a cual la Lys-315 es rempluzada por histidina,

Ocfner (&), mostré mediante superposicionas estructurales, que la'Tyr-150 en la enzima
de C. freundii corresponde a la Ser-130 de la enzima de S. aureus (clase A), que es un

residuo invariante en las g-lactamasas de clase A; sin embargo, este investigador indica
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que la] parlncnpacnbn de una forma amémca de senna como una base geneml en ]a reacclény

de dcllacxén no ucne precedemes, mdlcando ﬁnalmeme ld po dad de consndcrar que‘

l.x Lys-73 dctue como ba.se geneml durame el proceso de hldréhsxs de ldsﬁ-lac(amusas de

cldse A

Jucob (&) s mdlca que l.n Scr-130

r otros amino4cid

2.5 p-lactamasas no scrinicas
2.5.1 Clase estructural B

Una de las f-lactamasas mds estudiadas es la g-lactamasa 11 de B. cereus
569/H/9. Debido a que las propiedades de esta enzima difiercn marcadamente de las
enzimas de clase A, Ambler/ propuso la clase estructural B para comprender a dicha
enzima. Esta clase s6lo se ha aislado en cepus de B. cereus 569/H/9, las cuales la
) producen naturalmente junto con una enzima de clase A (B-lactamasa [} y otra g-lac-
tamasa que se encuentra unida a la membrana, denominada g-lactamasa 1%, sin
embargo. en 1973 se aislé una cepa mutante que sélo produce la enzima de clase

< N . : e ia ]
B. B. cercus 5,B/6. ofreciendo ventajas en términos de purificacion 0,

Como metaloenzima, se distingue claramente de los miembros de las clases A, Cy D

que contienen un residuo de serina en el sitio activo v no requieren cofactores™,
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* Caracteristicas Fisicoqufmicas y Bioqufmicas’

Laﬁ-lac(.xmasa ll de B cereus se cncucmrd codlfcuda por un cromosoma, es mucho =

tum, Legionella gormanii y I’scudoniori:u mt'zltoplnlia en ¢l grupo 3:propucsto por Bush

para la clasificacion general de las g-lactamasas, difiere de éstas en’algunas. propie-

dades, por lo que es posible que esta enzima sea ‘el Gnico miembro de I élasc Bencste -

16 . . . - o :
grupo"‘ ’, sugiriendo la existencia de mds de una clusc de mcmlo-/i-laclamusm

133 "

Lag-lactamasa Il posee una gran actividad frente a un dmpho espcuro de anuhldn

B-lactimicos y debe su descubrimiento a su gran c.\p'lculad p-ll’d hldrollzar las cefd~ -

losporinas.

Esta enzima es capaz de hidrolizar substratos que son estables frente a las -lactumasus

serinicas, como la cefoxiting, imipenemy moxalactam'®,

Sc encuentran involucrudos residuos de histidina y uno de cisteina, en Ja unién del
metal, cuya posicion se ha determinado en la secuencia de aminodcidos; en la fig. 2.11
se muestran Jas sccuencias atrededor de los residuos de histidina y cistefna. Los
fragmentos mds largos se compararon con las secuencias de lus enzimas de clase A
mostradas ¢n la fig. 2.1, sin encontrarse semejanza alguna. Debido a la diferencia en el

mecanismoy tamaiio entre las enzimas de laclase Ay B,y a laaparente falta de similitud
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Fig.211 ; e R St T
de los seg! tos peptidicos de 1a g-lactamasa 11 de B. cereiis 569/11 * ™
que contienen histidina y cisteina. - ;

]

Las secuencias se dedujeron de un estudio mediante digestién con tripsina y termolisina,
de 1a proteinu tratada con 4cido performico; se identificd un quinto residuo de histidina,
apurentemente no escncial, en ¢l segundo segmento peptidico™.

entre sus sccuencias, Ambler sugiere que estas dos clases ticnen orfgenes indepen-
dientes’.
Las cepas S69/11/9 y 5/B/6 de B. cereus producen grandes cantidades de esta metaloen-

zima constitutivamente y la secretan extracelularmente,

El requerimiento de metal les confiere un mecanismo singular a estas cnzimas, por
cjemplo, la Vmax de lap-lactamusa ITde B. cererss frente u la cefalosporina C puede ser
8,000 veces mayor que una tipica g-luctaniasa que no.requiere ion metdlico para su
actividad "%,

La metaloenzima de la cepa §/B/6 ¢s muy parecida a la de 569/H/9 en cuanto a su

estructura proteica ¥ peso molecular, sin embargo, difieren un poco en su especificidad

a3



de substrato’®?. Todos los estudios se han real

literatura consultada.

Se han analizado otros
“Zn®*, obteniéndose la mayor actividac

do el Zn®*por Cn‘z,’;L Cdz"" ‘an

,dcuvxd.ld Enla prcscncm de ™, N'“ Mg2+ 6Ca f’rjn,ﬁe detectu acti

' Sabathy Abraham, seialan quc la adicion de cu?t ch como salcs dc sulf.uo no -

afecta la actividad enzimadtica. Sin embargo, indican que a dlt.lb concenlr.xcmncs los”
iones metélicos tienen propicdad inhibitoria’?2,
Por otro lado, la substitucion de cobalto por zinc ha permitido el estudio del mecanismo

33, 103

de esta metaloenzima, puesto que la actividad catalftica se retiene , comprobin-

. . . 2
dose que el Co®* se unc en ¢l mismo sitio que ¢l zinc en la g-lactamasa 1,

Davies y Abraham, demostraron, mediante equitibrio de diélisis, que la enzima se une
e 2 o DA s i < siti ;
a dos fones de Zn“" ¢ Co”", indicando la presencia de dos sitios de uni6én en la

enzima®.

El primer sitio, identificado como esencial para la actividad, posee una pequefa
afinidad por el Zn“, siendo mayor que la del segundo sitio. Los estudios de
R.MLN. (resonancia magnética nuclear) tanto en la enzima-Zn como la reconstituida
conCo?* de B. cercus 569, revelaron los residuos aminodcidos involucrados en la union

103

delion metdlico™, identificindose tres residuos de histidina en el sitio principal y uno

adicional en cl segundo sitio®2. Se ha demostrado también la presencia de un residuo
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1" g 3 52 yseha éﬁgerido que funciona comoligando, ya

decistefna en elsitio principal

: que la apoenzima no se reactiva porla adicién de Zn?* después de la adicién.de un

agehfe que reaccione con'el grupo sulfhidrilo (iddoacetato, pCMB)‘U. . e

Sc ha postulado que la presencia de Zn?* en este sitio protege a:la cisteina conir

modificaciones quimicas, yd que en presencia de éste, no hay reaccién con el réactivo

de Ellman, el cual actGa sobre el grupo sulfhidrilo, indicando. un:“enmascaramiento!

de la cisteina por efzinc.

Recientemente se ideatific6 la presencia de un residuo esencial de écidoglu;ﬁmﬁ pbr
. modificacién qu(micum, empleando agentes usuales para-modificar los grupos car-

boxilo en as protefnas.

La caracterizacion espectrofotométrica de los compuestos intermediarios” ¥, ha in-
dicado el comportamiento de una ruta cinética ramificada y ha confirmado la
interaccién directa del ion metdlico en la catélisis. Este mecanismo, marcadamente
diferente, explica la falta de susceptibilidad de la g-lactamasa I frente a los inhibidores

de las enzimas A, Cy D, desconociéndose aun inhibidores para las metalo g-lactamasas.

Sutton (&) espera que el conocimiento de la estructura tridimensional propuesta

facilite el desarrollo de un compuesto inhibidor %,
Estructura

El andlisis cristatografico de la g-luctamasa II, efectuado por Sutton (&), con cd?* en
lugar de Zn*™, ha confirmado y revelado la disposicion de los residuos alrededor del

ion metdlico esencial, asi coma {a identificacion de los sitios no esenciales.
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Sitio Prfncigal

Existen tres residuos de histidina, 86, 88 y 210, rodeando al ion metélico (fig.2.12). El

estudio cristalogrifico indica que los residuos 88 y 210 son fuertes ligandos, mientras

s mfs débil, a pesar de su gran cercanfa con el ion metdlico.
ue ¢l 86 cs mdés débil, a p de su gra ni; el ion metdlico

ton

133
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Fig. 2.12
Estructura de la g-lactamasa Il alrededor del sitio activo, propuesta por Sut-
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También revel6 que ¢l residuo de cistefna 168 adyacente al ion met4lico, no es un fusrte
ligando ya que se encuentra un poco separado de éste. Sin embargo, 1a localizacién de
este residuo confirma la hip6tesis de la presencia del 'ion metdlico como posible
protector de la cistefna ante una modificacién qufmica y que la unién del Zn?* con
otros ligandos, estabiliza 1a conformacién proteica en la cual el grupo sulfhidrilo es

inaccesible™,

La afinidad de la g-lactamasa II por el Zn®* en este sitio es muy baja, por lo que es

posible 1a sustitucién por otros cationes.
Sitios Menores (ng esenciales)

De los tres sitios menores localizados con Cd7'+, s6lo dos se encuentran adyacentes al
sitio principal: en uno se encuentra el 4cido aspértico 56 y en otro los residuos 81y 90
de acido aspértico también (fig.2.12). En el tercer sitio se encuentra un residuo de
histidina.

.
El efecto de saturacién observado en los sitios menores, que afecta la actividad de la

enzima frente a ciertas cefalosporinas, se atribuye al segundo sitio (residuos 81y 90)'33.

Davies y Abraham sugirieron, con base en los resultados obtenidos, la posibilidad de

un efecto cooperativo positivo ejercido por el sitio no esencial, sobre la regién esencial

paralaunién del Zn?* ¥ y aunque estos investigadores sehalan otra explicaci6n posibl

a los resultados obtenidos, como un error de célculo, la primera sugerencia no se ba

descartado de acuerdo con la literatura consultada.
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Region del Sitio Activo

El sitio principal se encuentra en una hendidura poco profunda de la molécula, per-
mitiendo una interaccién directa con ¢l substrato. Esta hendidura se encuentrarodeada
por residuos hidréfobos principalmente y se extiende desde el ion metélico hacia la
cadena lateral del 4cido glutdmico 37. Se ha demostrado que la modificacién de este

residuo inactiva ala enzima, debido a su localizaci6n critica dentro de esta hendidura.-

Little (&)w, propone que e! residuo Glu-37 actiia como una base general, tomando un
protén de la molécula de apua que se encuentra coordinada con el metal (fig. 2.15); sin
embargo ¢l estudio de cristalografia revel6 la presencia de una gran distancia entre la
Glu-37y el ion met4lico, por lo que Sutton (&), propone a la Glu-212, que se encuentra
mis cerca al ion, como una posible alternativa para ejercer dicha funcién; aun asf, este
residuo no se encuentra tan cerca del jon, al menos en la enzima libre, en ausencia de

substrato.

Estructura de la Apoenzima

Bl estudio de Sutton (&) s6lo revel6 la modificaci6n de tres residuos (His-88,-21(5 y
Cys-168) entre la apoenzimay la holoenzima (fig.2.12y 2.13); sin embargo, los estudios

deR.M.N.y CD. (circular—dichroism)n, indican cambios en la conformaci6n de las
protefnas, sugiriendo que la modificaci6n se extiende a través del sitio proteico invo-
lucrado en la uni6n con ¢! metal, existiendo cambios en los residuos arométicos

circundantes y un cambio en el plegamiento de la cadena peptfdica.

Sutton seiiala que la diferencia en sus resultados se debe a que los estudios de

R.N.M. son m4s sensibles a cambios de conformacién pequeiios.
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Fig. 2.13

Estructura de la upoenzima.

En la misma regién como se presenté en la fig 2.12.

Mecanismo

Los estudivs de modificacion qu[micuvo, espectrofotometria en Barrido Répido de
Detencidnde Flujo7, de criocnzimologfag. hidrélisis frente a compuestos tiono-g-lact4-
micos!™ y cristalografia en la g-lactamasa 1 de B. cerens, senalan la formacion de
complcjos intermmedios enzima-substrato no covalentzs durante el proceso de hidroli-

sis, involucrando ademds una ruta ramificada, por lo que se han discutido varios
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'” pcchvameme. El mecanismo difiere en que ES? es activo en la ecuacién 1 peru no en

la II, sm embargo en la literatura reciente, s6lo se hace alusién a la ecuacién 1ol

La etapa limitante es la conversién de ES' 3 ES?7. Los experimentos de inactivacion
4cida indican que ninguno de los tres complejos, hasta ahora detectados (ES',ESl y
Ez, involucran una interaccién covalente entre la enzima y el substrato y que todos son

complejos enzima-substrato, més que cnzima-produclow'.

I1. La variacién en Ja actividad de la g-lactamasa 1T frente a una 8-tiono cefalosporina
respecto a su oxo-andlogo al variar el ion metélico por iones con diferente afinidad por
elazufre (Mn2+, Zn2+, Co** y ca*t ) es tomada por Murphy y Pratt como evidencia
de un contucto dirceclo, cinéticamente importante, entre el ion metélico y el grupo
carboxilo del anillo ll-luc({:mico"" ; pues demostraron que la disminucién en la activi-
dad del Tiono-compuesto con respecto a su andlogo estaba en funcitn del ion
metdlico. Estos investigadores sugieren un estado de transicién que involuera un cuarto
intermediario ES>, subsccuente a ESY. Sin embargo, no ha sido posible caracterizar a

esle complejo intermediario, debido probablemente a que no se acumula durante la
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reaccién’?’. Hasta ahora sélo Bicknelt (&), ha demostrado y caracterizado tres com-
plejos intermediarios: ES®, Es! y ES3” %,

I11. Bicknell (&), demostré la presencia de modificaciones en ¢l niimero de
coordinaci6n del ion metdlico en el sitio activo durante el proceso de cardlisis”. Sus
estudios de espectrofotometria indican que el Co®*, enlaenzimalibre (E)yen ESZ, se

encuentra coordinado por cinco cnlaces (fig. 2.15): con tres residuos de histidina, uno

Ecuacion |
E+S ——  (ES* —=> E+P
E+P-
Ecuacion I: A
E+S T (ES* E+P

i Fig.2.14
“Rutas alternas propuestas para la g-lactamasa i de B. cereus 5697 9,

de cistefnay proponen una molécula de agua como quinto tigundo en la enzima libre, ct
cual se ve desplazado (pero no reemplazado) por el substrato, formando un inter-

mediario tetraédrico con &ste en ES', que probablemente, posec s6la cuatro ligandos.
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[3- LACTAMASA + PRODUCTO

Fig. 2.15
propuesto por Bicknell (&), para la f-lactamasa I1.

M.

El niimero de coordinacién se indica con “()".
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Debldo a |d gran sxmnlnud cnlre la abs i espectrofotométrica de ES*y ES‘ Bxck-

nell (&), sugiere que el numero de coordm cion en ES' es mmblén de cuatro, indi-

cando una pérdlda de un hgan o'enla enz(ma hbre cuando se convierle en B3+

(fig. 2.15).

El quinto ligando e‘n ESz es probéblcfriente con el substmto7; Murphy y Pratt sugicren

que ¢l cuarto intermediario propuesio por ellos (E5%), dara origen & ESz:éon"rilayor;‘
facilidad que Es' '0','dcb'i:do a’'que el gripo carbonilo del anillo ﬁ-\dét:imico se en-.

cuentra mas unido al ion metalico en ES® que en ES',

Mecanismo de_Acci6n de Ja 8-lactamasa 11

Bicknell (&), propone el mecanismo de hidrolisis’, que en ausencia de alguna eviden-
cia de 1a existencia de un intermediario covalente, sugiere un simple mecanismo que
involucra un ataque nucleofilico de una molécula de agua sobre el grupo carbonilo del

anillo g-lactdmico (fig.2.15).

La direccion del ataque nucleofilico es desde el sitio con menos impedimento estérico
(sitio alfa), de esta manera una gran variedad de substratos g-lactdmicos pueden ser
facilmente hidrolizados, a una velocidad semejante, sin tener en cuenta el tumasio del
grupo sustituyente de la cadena lateral, adn mds, ta meticiling (un derivado de fa
penicilina con uny cadena lateral voluminosa) se hidroliza mis ripidamente que la

bencilpenicilina,

ES* es el primer complejo detectado durante el transeurso de la reaccidn, sin embargo

Bicknell indica que debe estar precedido por un intermediario atn no detectado, como
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complejo de: Michaelis. ES* debe estar ‘como. un 6m§léjo intermediario” te-

(b) La enzima se estabiliza al formar un intermiediario teiraédrico,’el cu:qi sufre

una conversion irreversible a producto (kz):

que ¢! substrato no sc coordina con el metal en ES® ni en Es! 7 Se ha prdpucsld ques’ S
un residuo de 4cido glutdmico actia como base general durante ef procesb de catdli-

AW

sis, al igual que en la carboxipeptidasa s este residuo estabiliza la molécula de agua

unida al metal” (fig. 2.15).

El dcido glutdmico toma un protdn de la molécula de agua que se encuentra coordinada
al jon metdlico y sc libera como ion hidroxilo, el cual ataca al anillo g-lactimico; el

ac. glutdmico cede el protén al dtomo de N def anillo g-tactamica.

Una distorsién en ¢l intermediario tetraédrico ES! podria inducir una pequefta
interaccién con el compuesto p-actimico ( lo cual se muestra en la fig.2.15 como una

linea punteada).

El anillo g-lactimico permunece intacto en el complejo Es'’,
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La conversion de ES' a ESz se acompaiia por el aumento del namero de coordinacién

(5), en el cual el substrato se coordina con el metal en Bs?

Es posible que el oxianién generado sea atrapado por el metal, forméndose el quinto

ligando, lo cual conduce aun debilitamiento de la unién entre el metaly la cistefna-168.

Bicknell senala que no se conoce con exactitud la identidad de. ESZ, si se encuentra
coordinada o no con el substrato y con qué grupos del substrato, sin embargo Murphy
y Pratt, mencionan una interaccién directa del ion metdlico con ¢l grupo carbonilo del
anillo ﬁ-lacl.’xmico"", porlo que es probable que en ESZsfse presente una coordinacién

con el substrato.

Lo anterior excluye, por lo tanto, a los mecanismos propuestos en 1os que se postulaba
quela inica funcién del ion metdlico era la activacién delagua o el substrato, por medio

de la coordinacién con el 4&tomo de N del anillo g-lactdmico, los cuales se habfan

01

propuesto inicialmente para explicar la hidr6lisis de las penicilinas'

Bicknell menciona la posibilidad de la existencia de pasos adicionales a los propues-
tos, incluyendo transferencia de protones, producto de disociacién y reacomodo de otra
molécula de agua; asf mismo indica que la ruta ramificada, via ES? ¢s menos eficiente
(k4 <k2 ) (fig. 2.14), pero también involucra menos reorganizacién del sitio activo
(pentacoordinaci6n del metal, tanto e¢n E como Bs? ). Es posible que la catélisis

proceda via ES? exclusivamente’.

El mecanismo de reaccién propuesto, es marcadamente diferente al propuesto para la

B-lactamasas serfnicas, esto explica la total inefectividad de los inhibidores basados en
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el mecanismo de estas dltimas frente a las metalo g-lactamasas: 4cido clavulénico, 4cido

6-p-iodopenicilanico, 4cido sulfo-hidroxit ;', icilénico, 4cido fenilborénico, entre

otras®,

Afn més, la p-lactamasa Il cataliza la hidr6lisis de algunos de estos compuestos

(pag.151)%.

No se conocen ain inhibidores para estas metaloenzimas, a excepei6n de los agentes

quelantes.

Hastala fecha, el finico microorganismo patégeno conocido que produce metalo-g-lac-
tamasas es Pseudomonas maltophiliaa y es claro que conforme se vayan identificando
mdés metalo-enzimas, se requeriré el desarrotlo de substancias inhibidoras para estas

enzimas, las cuales son causantes de una gran parte de la resistencia actual frente a la

terapia p-lactgmica’.

Se ha observado que la hidr6lisis de ciertas cefalosporinas disminuye progresivamente
frente a la f-lactamasa II; esto no s¢ debe a un agotamiento de substrato ni a una
inhibicién por producto, ademés este fen6meno se encuentra restringido a las

cefalosporinas que poseen un grupo metilo en la posicion C-3.

La salida de este grupo es catalizada por la -lactamasa 11, y Bicknell sefiala que la
desactivacién se debe ala acumulacién progresiva de un complejo enzima-substrato no

covalente, formado de acuerdo a la ruta ramificada pmpucs!ay.
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Propiedades moleculares de la metalo-g-lactamasa de Pseudomonas maltophilia

No se ha determinado ain la clase molecular a la que pertenece la metaloenzima de
P. maltophilia; sin embargo, debido a la importancia clinica de este microorganismo, se
hace necesaria la mencién de algunas caracterfsticas de estag-lactamasa conocida como

L1

La g-lactamasa L1 es una enzima tetramérica; como es usual en los microorganismos

Gram negativos, se encuentra localizada en el espacio periplasmético.

Se han identificado tres variantes de esta enzima con diferentes puntos
isoeléctricos. Cada variante conticne dos moléculas de Zny (dos de cllas) un residuo
de cistefna, pero a diferencia de la f-lactamasa Il de B. cereus, el grupo sulfhidrilo no
se requiere para la actividad enzimética ya que parece que no funciona como ligando
del ion metilico, puesto que el reactivo de Eliman reacciona rdpidamente conla enzima

y no se observa pérdida en la actividad enzimitica.

Sustituyendo al Zn** por Co?*, cd?* 6 Ni2*, se forma una enzima con menor

actividad que en presencia de Zn,

Hidroliza mas rdpidamente a las penicilinas que las cefalosporinas, al contrario de la
B-lactamasa I1, pero al igual que ella, no lainactivan os inhibidores de las g-lactarnasas

serfnicas.

Las g-lactamasas 11 y L1 hidrolizan la N-formimidoiltienamicina siendo la segunda
particularmente eficiente. Este antibi6tico p-lactdmico lo pueden hidrolizar también

las dipeptidasas renales, a diferencia del resto de los f-lactdmicos. Sin embargo, las
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B-lactamasas 11 y L1 son incapaces de hidrolizar. otr6§ substratos de las dipeptidasas

renales.

Existen muchas diferencias estructurales y cinéticas entre la g-lactamasa Il de B. cereus

y la enzima L1 de P. maltophilia.

Bicknell (&), determing la secuencia aminodcida de 32 residuos del resto N-terminal
de la enzima L1 y no encontré semejanza con las secuencias N-terminales de otras
B-lactamasas, por lo que sugiere una nueva clase molecular de metalo-g-lactama-

sas, que comprenderfa a la g-lactamasa L1 de Pseudomonas malmphilias.
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TIBIOTICO-CELULA BACTERIANA

BEstudios recientes, enfocados al entendimiento del ismo de resi ia de las
Pp-lactamasas a nivel molecular, demostraron la existencia de diversos factores (presentes
en la bacteria), involucrados en la interacci6n f-lactamasa/antibi6tico?; dichos factores
pueden actuar en sinergismo con las g-lactamasas para conferir una mayor resistencia a
la célula bacteriana y en un momento dado, determinan el grado de este nivel de

resistencia® %,

Estos factores comprenden principalmente:

1) Elementos que determinan el grado de permeabilidad en la membrana celular

externa frente a los compuestos g-lactimicos.

2) Afinidad, tipo y nimero de PBPs, los blancos directos de los compuestos

p-lactdmicos.

En las cepas inducibles, se debe de tomar en cuenta también el grado de expresion y

secreci6n de la enzima®,

3.1 Transporte y localizacién de Jus g-lactamasas.

En general, se cree que las protefnas adquieren su estructura tridimensional nativa
durante y/o inmediatamente después de su sfntesis en el ribosoma y que deben cruzar la

membrana citoplasinéltica, atravesando en un estado de plegamiento diferente al estado
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. icoﬁﬁ)ac@ ngiivo (P;otefna precursora); alin se desconoce el mecanismo exacto y los
‘ fa'ctdres“i‘nvoylucrado‘s en la coordinacion de dicho transporte; sin embargo, las protefnas
qué se iransponan através de la membrana plasmatica (como las g-lactamasas), compar-
ten éienas caracterfsticas en comin, siendo la més notable la presencia de un péptido de

“sefial” en la protefna prccursomw.

Se ha identificado la secuencia del péptido de “seftal” en algunas g-lactamasas, siendo
comiin: la presencia de una regién central, constitufda por aminoécidos hidr6fobos; uno
o dos residuos cargados positivamente en la regién N-terminal y un aminofcido con una

cadena lateral que contenga a o sumo un C en la region C-terminat’’,

Laminet y Plucklhunm, demostruron que el péptido de “seiial” en la enzima tipo TEM

deE. coli, retardaba ¢l pl iento dela pre-g-1 pero no evitaba su plegamiento
al estado maduro, ya que comprobaron que la enzima precursora puede adquirir una

conformacién activa.

No fue posible elucidar qué factores estructurales especfficos, presentes en el péptido
“seftal”, eran necesarios para conferir este efectoretardado. Se hareportado que no existe
homologfa entre las secucncias de aminodcidos de los péptidos de “senal” bacte-

rianos, por lo que Laminet y Pluckthun sugieren la posibilidad de que, tanto el cardcter

hidréfobo y un tamaito suficiente son necesarios para evitar la pr ia de pl iento

24

prematuros.

Gotoy Fink™ reportan, en lag-lactamasa de B. cereus, la existencia de diferentes estados
conformacionales transitorios, cuya formacién depende de la fueza i6nica y pH del

medio, propicdad general de muchas protefnas, incluyendo otras g-lactamasas. Sus
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resultados recalcan la importancia de las interacciones hidr6fobas en la formacién de
estos estados conformacionales durante el proceso de plegamiento. Esta bien establecido
que las interaccioncs hidrof6bicas constituyen la principal fuerza en el plegamicnto
protéicoy los puentes de hidr6geno ¢ interacciones electrostaticas contribuyen a guiar tal

proceso’S,

El precursor se encuentra en ¢l citoplasma y la enzima madura en el espacio
periplasmético. El plegamiento posterior al paso a través de la membrana no esta bien

definido’’,

Es posible que existan alteraciones durante este proceso, que permitan la presencia del
inductor en ¢l espacio periplasmético, formando enzimas inactivas. Este fenémeno se

puede presentar cuando hay un exceso de producci()n”.

Las bacterias Gram positivas producen g-lactamasas extracelulares (principalmente) ¢

intracelulares.

En microorganismos como B. cereus, se libera un 80 2 90% de 1a enzima, mientras que en
- las bacterias pat6genas Gram positivas, préicticamente el 1009 de la enzima se secreta al

medio’®,

Debido a esta produccién extracelular, se pucde presentar una baja concentracién
enzimética alrededor de cada célula, a pesar de 1a liberacién de una gran cantidad de

B-lactamasa.

El bajo porcentaje de f-lactamasa intracelular producida por las bacterias Gram

positivas, s¢ encuentra unido a las lipoprotefnas de a membrana. Estas enzimas poseen
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‘una menor actividad que las extracelulares, pero representan una segunda defensa contra
el antibiético residual que no hidrolizaron las enzimas secretadas, si sc toma en cuenta
que s6lo una pequeia cantidad de enzima es necesaria para proteger a las protefnas PBPs

cuando las g-lactamasas se encuentran localizadas estratégicamente 105,

Las S-lactamasas de las bacterias Gram negativas, a diferencia de las Gram positivas, son
enzimas intracelulares; se Jocalizan como enzimas solubles en el espacio periplasmatico
(fig. 3.1), alcanzando altas concentraciones por célula, a diferencia de las bacterias Gram

positivas' o,

Las -lactamasas de las bacterias Gram negativas s6lo se liberan al medio cuando la célula

es sujeta a alguna forma de lisis'™0,

3.2 Modelos Generales de Resistencia

Existe una gran diferencia entre las bases moleculares de resistencia frente a los

antibi6ticos B-lactimicos en las bacterias Gram positivas y Gram ncgativas‘zo.

Se distinguen principalmente tres modelos por medio de los cuales, las f-lactamasas

localizadas en la célula bacteriana, contribuyen a la resistencia frente a los antibi6ticos™:

I- E1 modelo mds simple comprende a las g-lactamasas producidas por las bac-
terias Gram positivas, las cuales se producen de manera constitutiva o in-
ducible; una vez expuesta la célula bacteriana a la penicilina (inducibles), se

inicia la sfatesis de 1a B-lactamusa, la cual se libera posteriormente al medio.

112



. ANTIBIOTICO

(A) : P ' .
I R e L
; . 4 [}
1 4
¥
“ PARED CELULAR
v,
]
ESPACIO PERIPLASMATICO
ANTIBIOTICO
(B) H ! '
; ! i
3 H Y
]
! PARED CELULAR
X
® ESPAGIO PERIPLASMATICO
FBP
Fig.3.1

Diagrama de la distribucién delas g-lactamasas con respecto i las PBPs blanco
en las bacterias Gram negativas,

Donde “»” indica las g-lactamasas (modelo propuesto por Richmond y Sykes) 120,

(A) Representa a una célula no productora de g-lactamasa. El antibidtico tiene acceso a
las enzimas PBPs a través de canales formados por las protefnas Omp.

(B) Célula productora de p-lactamasa. El antibiético pencira a través del mismo canal
que A, sin embargo, es hidrolizado antes de interactuar con las enzimas PBPs.
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De esta manera, la produccién extracelular de la enzima protege a la bacteria
buscando y destruyendo a los antibi6ticos presentes en el medio de crecimien-

to, antes de que estos Gltimos hagan contacto con la superficie celular.

Si permanecen algunas células viables después de la exposici6n al antibi6tico, el
desarrollo celular se regenera una vez disminufda la concentracién a niveles

menores de CIM (Concentraci6én Minima Inhibitoria).

- El segundo modelo muestra un efecto cinético similar. Comprende a los
bacilos Gram negativos que poseen una gran permeabilidad por los antibi6ticos

p-lactémicos, nop do ningfin tipo de barrera a la penctraci6n del antibi6-

tico hacia el interior de la célula.

De acuerdo a lo anterior, el Gnico factor que determina la resistencia, es el
nimero de microorganismos. Un ejemplo de este modelo lo constituye la g-lac-
tamasa TEM-1 de H. influenzae; el bajo nivel de resistencia que confiere cada

célula (debido & esta répida penetracién del antibibtico), hace posible que se

curen con ampicilina alg infeciones producidas por cepas de H. influenza
productoras de g-lactamasas, cuando el in6culo responsable de la infeccién fue

pequeiio.

I- El tercer modelo comprende la interaccién de los tres factores involucrados
en el grado de resistencia enlas bacterias Gram negativas frente a los antibi6ticos
p-lactém.icos‘g: afinidad de las PBP por el antibi6tico, sintesis y tipo de g-lacta-~

masa, barrera de permeabilidad.
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Este caso lo ejemplifica Ia cepa de E. coli resistente a laampicilinay que produce
la -lactamasa TEM-1. Esta bacteria posee una barrera de permeabilidad en la

membrana externa, impidiendo el paso a las moléculas del antibi6tico g-lactami-

co.
El ismo s méis complicado en este modelo; las enzi (queseal nan
en el espacio periplasmitico), se ran localizadas estratégicamente entre

la membrana externa y los blancos del antibi6tico (PBPs localizadas en la
membrana citoplasmitica), pueden destruir progresivamente las moléculas det
antibi6tico conforme vayan entrando. Como consecuencia, se pueden presentar

altos niveles de resistencia en una sola célula, a diferencia del modelo anterior.

Se pueden presentar variaciones en este modelo al incrementarse la produccién

deg-lactamasa cuando la célulase expone al antibi6tico g-lactdmico, como ocurre

o 7,

en la familia iaceae y P dacea (inducci6n), ya que se

producen altos niveles de g-lactamasa después de un perfodo de exposiciény la

resistencia pucde expresarse tarde (a excepcitn de P. cepacia 249, pag. 23).

Frere y Joris®, , indican que estos tres factores no actan independientemente y en las
bacterias Gram ncgativas, la barrera de permeabilidad es significativa en el grado de

resistencia conferido s6lo cuando la bacteria produce f-lactamasas.

De la acci6n conjunta de estos tres factores, s¢  ha recalcado que la expresién de las
B-lactamasas y el espectro de actividad, son los factores principales que determinan el

nivel de resistencia®.
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De acuerdo a lo anterior, el nivel de resistencia en las bacterias Gram positivas, depende

solamente de’?:
1.- La cantidad de g-lactamasa secretada.
2.- La afinidad por el antibi6tico.
3.- El espectro de actividad de Ia enzima.

Sin embargo, este tipo de producci6n enzimatica tiene la ventaja de conferir proteccion
a mmchas células, siendo.un fenémeno de poblacion, originando un marcado “efecto de
in6culo”, fenémeno que sc aprecia al determinar la resitencia de estas bacterias en cl

laboratorio.

Las bacterias Gram negativas presentan un patrén diferente; generaimente producen
pequetias cantidades de g-lactamasas, sin embargo, también se encuentran involucrados
factores intrinsecos de resistencia (que se analizan posteriorinente), los cunles actiian en
sinergismo con las g-lactamasas; adermds, las enzimas se encucntran localizadas en tugares
estratégicos, impidiendo el accesa a las PBPs (por lo que tiene el mismo efecto que las
grandes cantidades de endma extracelular liberada por las bacterias Gram positivas), ex-
cepto que el fen6meno de poblacién cs menor y por consecuercia el “efecto de in6eulo”

es poco comin’®,

De acuerdo a lo anterior, Richmond y Sykcs’zo

, indican que ¢l mecanismo de proteccién
enzimético de lasbacterias Gram negativas es méssofisticado que el de las bacterias Gram

positivas.
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3.2.1 Permeabilidad
En geheral, los factores de resistencia bacteriana se han clasificado en dos categorinsza:
1). Resistencia intrinseca
2). Resistencia adquirida

El término “intrinseco” se emplea para indicar las caracterfsticas inherentes en la
célularesponsables de evitar el acceso del antibitico al interior de la célulay distinguir
este tipo de resistencia con la adquirida, la cual se presenta en cepas resistentes
originadas a partir de cepas sensibles, debido a la adquisicién de plsmidos o

mutaciones cromosémicas.

En la primera categorfa se encuentra la resistencia, en general, de los bacilos Gram
negativos frente a los antibi6ticos hidrof6bicos, debido a la baja difusién de estos
compuestos a través de las membranas externas de 1a pared celular. Aun asf, entre este
grupo de microorganismos existen marcadas diferencias en 1os niveles de resistencia

por este factor, dependiendo de la solubilidad del antibiético en ¢l medio acuoso?.

Es poco comiin la falta de permeabilidad a los antibi6ticos hidrofflicos, sobre todo de
moléculas pequeiias; el paso de cstos compuestos depende del tamafio de los poros en
Ia pared celular (determinado por cl tipo de protefnas presentes). P. agruginosa, en
particular, presenta resistencia a un niimero considerable de antibi6ticos hidrofilicos

debido a que posee poros de didmetro pequeiio.
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De acuerdo con lo anterior, algunas bacterias Gram negativas, productoras de g-lac-
tamasas, pueden presentar resistencia frente a ciertos antibi6ticos por falta o
disminuci6n chpcrmeabilidad en Ja membrana externa a estos compuestos, mis que
una hidrélisis enzimética; caso de la cepa de K preumoniae 160, la cual presenta
resistencia frente a las alfa-metoxi-cefalosporinas y 1a g-lactamasa sintetizada por csté
cepa (SHV-5) es incapaz de hidralizar dichos compuestos®.

Esta barrera de permeabilidad presente en las bacterias  Gram negativas, (que de
manera general impide mds el puso a las penicilinas que a las cefalosporinas), explica
porqué, especies bacterianas Gram positivas productoras de grandes cantidades de
B-lactamasa como Bacillus anthracis y B. licheniformis, presentan mayor sensibilidad a
1a bencilpenicilina que las bacterias Gram ncgaﬁvas‘ﬂ; asf mismo demucstra ¢l efecto

sinérgico con la actividad de las f-lactamasas.

Por otro lado, evaluaciones recientes indican que a presencia de cépsula en microor-

ganismos clfnicamente importantes como especies de Klebsiclla, E. coli, Streptococcus

P jae, Neisseria ingitidis y H iphilus infl no coniribuye a una

resistencia intrfnseca frente a los antibi6ticos en gcneralzs.

En la segunda categorfa (resistencia adquirida), se encuentran las mutaciones
cromosémicas que afectan el transporte pasivo (difusién a través de las protefnas de la
membrana externa en las bacterias Gram negativas) o el transporte activo a través de
la membrana citoplasmética; ambos tipos de mutaciones impiden o disminuyen la

permeabilidad frente a los antibi6ticos en general.
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Este tipo de mutaciones producen alteraciones en las protefnas transportadoras, en las
protefnas de la membrana externa o en los factores involucrados en el transporte activo

del antibibtico.

En particular, se ha observado un incremento de alteraciones en las protefnas de la
membrana externa (porinas) de las bacterias Gram negativas productoras de g-lac-
tamasas®, actuando de mancra conjunta con la actividad enzimética; este tipo de

alteracién se ha relacionado con el fen6meno de derrepresién.

Finalmente, se ha identificado en algunas cepas de E. coli, un tipo no usual de resis-
tencia conferida por plasmidos?, Ia cual origina la supresién de la sfntesis de las
protefnas de 1a membrana externa involucradas en el transporte de los antibiéticos en
general; este fen6meno no se ha reportado ain en el caso de los microorganismos
productores de f-lactamasas; no obstante, ilustra que algunos pidsmidos se encuentran
involucrados en la alteracién del sistema de control de las protefnas externas y tienen

1a capacidad de disminuir 1a permeabilidad.

Por otro lado, debe tomarse cn cuenta que la disminuci6n de la permeabilidad, puede

interferir también en la eficiencia de los inhibidores™.
Protefnas de la membrana externa

Se ha reportado que tres grupos de proteinas presentes en la membrana externa de los
bacilos Gram negativos (denominadas OmpF, OmpCy OmpD), afectan el grado de

permeabilidad a los antibi6ticos p-lactamicos® %,
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La facilidad de entrada de estos antibi6ticos a través de la membrana externa de las
bacterias Gram negativas, se encuentra en funcién de la cantidad y tipo de dichas
proteinas, porlo que en la actualidad se ha intensificado el estudio de la funci6én de los

canales protéicos en el grado de permeabilidad de la célula bacteriana®.

El grado de permeabilidad a través de la protefna OmpF es el més alto, seguido en
orden decreciente, por OmpD y OmpC6, por lo que algunos antibi6ticos g-lactamicos
como la cefoxitina penctran més rapidamente a través de 1as protefnas OmpF, que ¢l
tipo OmpC; lo anterior explica la diferencia de permeabilidad de los compuestos
Alactémicos enlas bacterias Gram negativas de acuerdo al tipo y ndmero de protefnas

Omp presentes.

Bellido (&)6, aisl6 cepas de Sall lla muenchen enun paci bajo tratamiento con

ampicilina; las cepas mostraron resistencia frente a ésta, a otros antibidticos g-lactami-
cos y a antibidticos no relacionados, debido a una disminucién en la expresién de la

protefna OmpF.

BEs muy comitn que antibi6ticos estructuralmente no relacionados, sean afectados
debido a una modificacién en la permeabilidad a través de la membrana exter-

nad 18, explicando el cardcter no especifico de la barrera de permeabilidad.

Este investigador también observ6 un aumento conjunto de la protefna
OmpC, atribuyéndolo a un mecanismo de aduptacion del sistema osmético de la

bacteria.
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Hiraoka (&)66, demostr6, mediante cepas mutadas de E. coli deficientes de OmpFy
OmpC, la reduccién en la susceptibilidad frente a ciertos antibi6ticos, incluyendo

cefalosporinas, oxacefamicinas, cefoxitina y aztreonam.

La reduccidn de susceptibilidad (aumento en ¢l valor del CIM) fue mucho mayor para
la cefoxitina y oxacefamicinas, que para los otros compuestos. Las cefalosporinas

mostraron e} menor incremento en el valor de CIM debido a esta mutaci6n.

Este investigador estudié el efecto sinérgico de la alteracién de las protefnas externas
y la produccién de g-lactamasas, demostrando que en cepas productoras de dichas
enzimas (carentes de OmpF y OmpC) el efecto sinérgico fue muy marcado frente a los
cefems y azireonam, pero no frente a las penicilinas ¢ imipencm, indicando una mayor

dependencia de los cefems y aztreonam por OmpF y OmpC para su paso 8 través de

1a membrana externa que las penicii) e imi m, pr lo este ultimo una

permeabilidad muy alta.

La falta de OmpC solamente, no produjo ningiin incremento en la resistencia de las
cepas productoras de f-lactamasas; sin embargo, debe tomarse en cuenta que las cepas
mutantes de OmpC’ que son osmorreguladas por OmpF, pueden comportarse como

OmpC y OmpF bajo condiciones de alta osmolaridad®.

Se reporta que la resistencia presente en una cepa de S. fyphimurium (aislada durante
una terapia con cefalexina), se debi6 a una pérdida de OmpC; sin embargo, sélo se

observé un incremento en el valor de CIM frente a las cefalosporinas6.
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De acuerdo con o anterior, la modificacién de OmpF afecta la permeabilidad de un
-gran espectro de compuestos g-lactdmicos, mientras que la de OmpC se encuentra
asociada s6lo a pequenas alteraciones de susceptibilidad; esto concuerda con ¢l

diferente grado de permeabilidad que presenta cada una de las protefnas Omp.

Se ha destacado ¢l efecto sinérgico de la disminucién de la permeabilidad con la
produccién de g-lactamasas para conferir una mayor resistencia y aunque se ha
indicado que el espectro de actividad y cantidad de producci6n de g-lactamasa son los

factores determinantes, la alteracién de la permeabilidad puede ser decisivo en la

resi ia de microorganismos patGgenos productores de g-lactamasas’ de amplio

espectro®.

Relacién Derrepresién-Disminucién de permeabilidad

Existe evidencia de que algunas cepas que sufrieron derrepresion, muestran también
una marcada alteraci6én en la expresién de las proteinas de la membrana exter-
na’®; dicha modificaci6n en el grado de permeabilidad puede participar en la resis-

tencia observada en estas cepas™.

Desafortunadamente, se han Hevado a cabo pocos estudios para examinar el proceso
de derrepresién de las g-lactamasas y la expresion de las protefnas de la membrana
externa, tanto en las cepas salvajes como en las correspondicntes cepas mutadus
derreprimidas, para determinar de esta manera si estos dos factores son el resultado

de un simple proceso de derrepresién.
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Estudios realizados por Graham (&)58, en cepas de E. cloacae, tanto en una cepa
salvaje (inducible), como en una cepa mutada que expresaba constitutivamente altos
niveles de g-lactamasa, demostrostraron que en esta iltima, la permeabilidad hacia el
aztrconam habfa disminufdo cuatro veces en comparacién con la cepa salvaje; al
parecer cslo estaba asociado con cambios importantes en la expresion de las protefnas
de 1a membrana externa (esto se determiné aislando las membranas externas de cada

cepa y comparando el corrimiento electroforético de las muestras).

No obstante que este investigador demostrd que la resistencia de las cepas mutadas se
debfa a Ya aparicién de una mayor cantidad de g-lactamasas, mas que a un cambio
pequefio en la permeabilidad, sefiala que se requiere de maés estudios para delimitar

1a contribucién de estos dos factores en la resistencia observada,

Este mismo investigador, sefiala que pueden existir clementos reguladores comunes
parala cxpresi6n de las g-lactamasas y la protefnas de la membrana externa; hip6tesis
que se ve refarzada por sus recicntes observaciones, donde algunos osmorreguladores
parecen afectar tanto Jos niveles de f-lactamasas como 1a expresion de las protefnas de-

la membrana externa en una cepa de E. cloacae.

Finalmente, serfa interesante conocer si, de alguna manera, las mutaciones en los
genes estructurales de las f-lactamasas modifican la expresitn de las protefnas de la
membrana externa y por lo tanto, la permeabilidad, ya que explicarfa algunas discre-
pancias observadas cu estudios de mutagénesis dirigida, donde elvalor de Kcat obteni-
do, no concuerda con el valor de CIM para ciertos substratos, cuando se comparan

estosvalores en lacepa salvajey la mutada artificialmente (Kcat més altoy menor valor
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de CIM)”B, como si hubiera aumentado la velocidad de penetraci6n del antibiético

prueba en la cepa mutada.

Por otro lado, se puede presentar resistencia por disminuci6n en la permeabilidad a
las cefalosporinas, sin involucrar un aumento en la cantidad de p-lactamasa
producida, como en ¢l caso de una cepa mutada de Salmonella thyphimurium frente a
Ia cefalexina. Esta cepa s6lo produjo una de las dos protefnas necesarias para el
transporte de los antibiéticos g-lactdmicos. Dicho fen6meno es ejemplo de otro tipo

de resistencia adquirida durante la lerapiaw.
322 PBPs

Cada una de las especies bacterianas examinadas hasta ahora poseen uno o varios tipos
de PBPs (protefnas que se unen a las penicilinas) muchas de las cuales son enzimas
involucradas en la sintesis de la pared celular (transpeptidasas), siendo el blanco

directo de accién de los antibi6ticos ﬂ-lactﬁmicos”z.

La caracterizacién de cada una de estas protefnas puede llevarse a cabo mediante

determinaciones genéticas, inmunoldgicas y estructurales.

Se ha observado que ¢l niimero, ¢l tatnafio molecular y 1a afinidad por los compuestos

B-lactdmicos s¢ conserva entre las cspccicsﬂ.

Los antibi6ticos g-lactdmicos dificren en su afinidad por las PBPs, lo que podrfa
explicar la diferente respuesta de las bacterias frente a un compuesto determinado de

acuerdo al tipo y niimero de PBPs presentes,
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Labencilpenicilina tiene una gran afinidad por las PBPs numeradas como 1a, 1b, 3,4, 5
y 6, pero poca afinidad por PBP2; en contradiccién con la meticilina que se une

exclusivamente a PBP2/%.
La cefuroxima, cefalexina y aztreonam, se unen a PBP3 con mayor facilidad® 15,

Un grupo de cefalosporinas monoani6nicas no mostraron afinidad por la enzima
PBP1a en una cepa de Bactervides fragilis, en cambio, presentaron una gran afinidad
por las PBPs 1b, 1c, 2y 377,

El imipenem, al igual que otros penems, penams y carbapenems, se une con facilidad
alas PBPs 1y 2. Estos tipos de enzimas son las PBP esenciales menos numerosas de la
célula bacteriana’’, Se ha reportado que la saturacién de s6lo el PBP2, del cual la
célula contiene 20 moléculas, ¢s suficiente para provocar Ia muerte de 1a bacteria. En
cambio, las penicilinas y cefalosporinas tienen mayor afinidad por el tipo PBP3 y PBP1

(los cuales son esenciales pero més numerosos) y otros PBPs no esenciales.

De acuerdo a lo anterior, se necesita una mayor cantidad de antibi6tico libre en las

penicilinas y cefalosporinas que con el imipenem para destruir a la céluta’??,

Bsta diferencia de afinidad entre los antibi6ticos por el tipo de PBPs, pucde también
explicar porqué Ia barrera de permeabilidad no impide el acceso a los antibi6ticos con
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la misma eficiencia 2%,

Se desconoce aiin la disposici6n tridimensional de cada tipo de PBP y las g-lactamasas

en la célula; segin Sanders’?, es muy posible que la g-lactamasa proteja menos
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eficientemente a PBP2 que a otros blancos del antibiético, debido a su Jocalizacién en

la célula,

Se ha sugerido que las diferentes afinidades por las enzimas PBPs, pueden estar
relacionadas con los efectos morfol6gicos producidos por los antibiéticos en la célula
bacteriana como resultado de la inhibicién de los diferentes tipos de enzimas in-

volucradas en la sfntesis de la pared celutar’,

De mancra general, las penicilinas y cefalosporinas provocan, a bajas con-
centraciones, una prolongacién en los bacilos, confiriendo la apariencia de filamen-
tos; esto se debe a la inhibicién de un tipo especifico de enzimas que sintetiza enlaces
cruzados; mientras que a altas concentraciones producen esferoblastos, cuya facilidad
de formacién depende de la afinidad por las enzimas PBPs y la eficiencia de su
inhibicién por el antibi6tico. La cefaloridina se caracieriza por producir esferoblastos

a bajas concentraciones.

La enzima PBP3 tiene actividud de polimerasa y transpeptidasa del pep-
tidogluc:moé, parece estar involucrada en la sintesis de los enlaces cruzados
(encontréndose activa principalmente durante la divisién celular), por lo que com-
puestos como la cefuroxima y la cefalexina, que inhiben principalmente esta en-

zima, producen filamentos.

Laenzima PBP3 ¢s muy sensible a la inhibicién por compuestos g-factamicos, mientras
que las enzimas involucradas en la sfotesis de los enlaces laterales (notablemente
PBP1b) se inhiben solamente a altas concentraciones, las cuales varfan de acuerdo al

antibistico empleadon.
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La enzima PBP2 es una enzima poco comiin, ya que parece estar encargada de la
sfntesis de las "esquinas” de los bacilos, por lo que su inhibicién origina la formacién

de células ovoides’?,

Por otro lado, s¢ ha demostrado la funcién de algunas enzimas PBPs en el proceso de

induccién de las cefalosporinasas cromos6micas,

Se cree que las enzimas PBPs son atacadas en la superficie externa de la membrana
citoplasmética y que ¢l acceso del compuesto -lactimico se frena por la presencia de
una barrera de permeabilidad en las bacterias Gram negativas como se analiz6 ante-
riormente’”. En el caso de las bacterias Gram positivas no existe una barrera de

permeabilidad considerable al acceso de antibi6ticos p-lactdmicos de bajo pMm%%,
Altetaciones en las enzimas PBP

Recientemente se han identificado cepas mutadas cuyo aumento de resistencia frente
a los antibi6ticos p-lactdmicos se ha relacionado con modificaciones en las protefnas

PBPs (resistencia adquirida).
Estas alteraciones pueden comprcudcr“:

1- Sfntesis dc una nueva enzima PBP estable al compuesto g-lactimico, como
en el caso de algunas cepas de S. aureus y Streptococcus fuecalis frente a la

meticilina.

1I- Disminucién de 1a afinidad de Jas PBPs por el antibi6tico.
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Este tipo de modificacién se ha identificado en muestras de Bacteroidesfrﬁéilis
(cepa piodu&oré' de ﬂ-]ac!amasa)l "7, gonococos, Haemophilus influenzae y

neumococos; confiriendo un nivel de resistencia bajo o intermedio.

En este caso las cepas parecen tener el mismo tipo de PBPs, pero una o més

de éstas han disminufdo ¢n su capacidad de unién con los antibi6ticos.

[Ii- Desaparici6n de una o varias PBPs muy sensibles a los compuestos g
lactamicos (tipos 1ay 2 de PBPs, por ejemplo) y aparicién de una nueva PBP

estable a éstos.

IV- Exceso de produccion de PBPs, como F. Bellido (&)6, demostré en una
cepa productora de p-lactamasa de Salmonella muenchen aislada de un pa-
ciente bajo tratamiento con ampiciling; en esta cepa se observé un incremento
en la expresién de PBP3, as{ como también una disminucion en la per-
meabilidad; sin embargo, en ausencia de una produccion de f-lactamasa sig-
nificativa, este investigador scitala que la modificaién de permeubilidad no
pudo ser el unica factor que conferfa el alto nivel de resitencia observado en
esta cepa, pero la aiteracién de PBP era miis efectiva cuando s6lo un niimero

pequeio de moléculus del compuesto g-lactdmico cra capaz de penetrar.

Yotsuji (&)“7. estudio en Bacteroides fragilis, los tres factores que determinan la
resistencia (estabilidad de la g-lactamasa, permeabilidad de la membrana externa y
afinidad de las PBPs), frente aun grupo de cefalosporinasas monoaniénicas; demostré
que la disminuci6n en la afinidad del tipo PBP3 era determinunte en la resistencia

frente al ceftezol, cefazolina y cefalotina en cepas con baja actividad de p-lactamasa.
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En cambio, la actividad enzimética fue el principal factor de resistencia frente a todos

los antibi6ticos analizados en cepas con gran actividad de g-luctamasa.

De acuerdo con lo anterior, debe considerarse que la disminucién o alteracion de las
enzimas PBPs puede ser el principal factor de resistencia frente a los compuestos
g-tuctdmicos en cepas con baja actividad de -lactamasa, mAs que 1a accion enziméticu

de hidrélisis misma.
3.3 Interaccién g-lactamasa/antibidtico in vive

Lareacci6n catalizada por la g-lactamasa con penicilinas como substratos, es 1a hidr6lisis
de la unién p-lactdmica para formar el correspondiente 4cido penicilbico, ¢l cual es un
compucsto normalmente estable’ 20, siendo estequiométrica la conversién de penicilina

a deido penicildico (fig. 3.2.A).

. . 12 N
Con respecto a las cefalosporinas, el proceso cs més complejo’’; 1a ruptura de la union
B-lactimica se encuentra acompafiada por una seric de modificaciones posteriores, cuya

secuencia depende del tipo de cefalosporina involucrada.

Se considera que el primer cambio es a expulsion del residuo en la posicion 3 del anillo

de dihidrotiazina (fig. 3.2.B), si este proceso es quimicamente posible.

Un cambio subsecuente puede ser el rompimiento del residuo 7C, dando origen a un
numero de fragmentos. Esta serie de reacciones puede ser independiente de la expulsién

del residuo 3C.
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Fig.3.2
Reaceidn general catalizada por las f-lactamasas con penfcilinas y
cefalosporinas como substratos

(A) Reacci6n can la penicilina, donde (I) representa la estructura basica de ta penicilina,
(IT) estructura bésica del dcido penicilbico.

(B) Posible secucncia del proceso catalftico de las f-lactamasas frente n as cefalosporinas.
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Una consecuencia de este rompimiento complejo de las cefalosporinas, catalizado por las

B-1 es la ia de una relaci6n estequiométrica entre la hidrélisis de la
cefalosporina y Ja formaci6n de un sélo producto, hecho que invalida el cslculo absoluto
de la actividad de cefalosporinasa mediante el método jodométrico, el cual, como se
analiza posteriormente (capftulo 1V), se basa en la reduccién del iodo por el 4cido

penicildico o ccfalosporoicolw' 120,

Existen diferentcs formas por las cuales un antibiético f-lactdmico puede ser estable ala
accién de las p—lacmmnsns” :

a) Baja afinidad de la enzima por el antibi6tico.

El Km de la g-lactamasa estafilocéecica frente a la meticilina es de
2B«M, mientras que el valor de CIM es de 10sM aproximadamente; cuando la
meticilina se encuentra presente a concentraciones inhibidoras, el grado de

hidr6lisis de la enzima estafilocbccica es s6lo un 0.036% del valor de Vmax.

Esta baja velocidud de hidrélisis, permite que el antibiGtico sea estable frente a

la g-lactamasa,

La estabilidad del cefepin y cefpirome frente a las cefalosporinasas se debe a la

baja afinidad por éstos™.

En este puiito, también s¢ debe tomar en cuenta ef valor de CIM, pues cuando

éste cs grande, sf pucde existir un grado de hidrélisis apreciable.

b) Vmax muy baja (Km bajo)
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Lag-lactamasa estafiloc6ecica tiene una gran afinidad por la cefalotina (Km de
0.1xM). El valor de CIM para la cefalotina es de 14M, concentraci6n en la cual
1a velocidad de hidrélisis corresponde précticamiente al valor de Vmax, la cual
representa €1 0.01% de la Vmax observada con la bencilpenicilina. Esto permite

que la cefalotina tenga gran estabilidad frente a la g-lactamasa estafiloc6ecica.

Este es el mismo caso de la cloxacilina, por lo cual puede actuar como in-

hibidor, debido a su gran afinidad®.
) Baja actividad enzim4tica

En este caso, pequeifias cantidades de antibi6tico pueden inhibir bacterias
productoras de p-lactamasas, Esto debe aplicarse no s6lo a cepas productoras de
pequenas cantidades de p-lactamasas, sino a otras cepas anle un inhibidor

enzirodtico como el 4cido clavulénico.

3.4 Mecanismo responsable de la multi-resistencia g-lactimica en las

cefalosporinasas cromosdémicas de bacterias Gram negativas

La introduccién de las cefalosporinas de tercera generacién y compuestos
relacionados, ha permitido contrarrestar la resistencia de algunas cepas de la familia
Enterobacteriaceae, gonocacos, Haemophilus influenzae y Fseudomonas acruginosa frente

a los primeros antibi6ticos™,

Desafortunadamente, cada vez es mayor ¢} nlimero de microorganismos que presentan

resistencia frente a agentes nuevos como los monobactams, cefamicinas y amino tiazolil-

132



CAPITULO Hll. INTERACCION B-LACTAMASA-ANTIBIOTICO-CELULA BACTERIANA

oxim cefnlosporiuas”, impidiendo su uso como agentes terapéuticos debido a los altos

niveles de resistencia que pueden alcanzarse, como lo demostré Curtis (&)26, en las

B-lactamasas de clase 1 de Richmond y Sykes.

Se ha estudiado detalladamente este fen6meno de resistencia en algunas especies como
Enterobacter, Serratia y Aeromonas entre otras y se ha asociado este tipo de resistencia
con el proceso de derrepresion en la produccién de las cefalosporinasas
cromosémicas, por el cua!l el incremento en la concentracién de la f-lactamasa
periplasméticapuede ser hasta 1,000 veces mnym}s; por lo que, més que una modificacién
en la estructura primaria (para dar origen a una nueva f-lactamasa), €s un aumento en la
cantidad de expresi6n de la enzima en este tipo de microorganismos, la cual se ha asociado

a mutaciones en el promotor y, en caso de existir, en el atenuador.

Por otro lado, como se analiz6 antcriormente, se encuentran involucrados otros factores
que actdan en sinergismo con la actividad enzimatica, constituyendo la denominada
resistencia multip]cI“. Sin embargo, algunas especies bacterianas que no poseen cefalos-
porinasas cromosémicas, también han desarrollado resistencia a las cefalosporinas de
3a. generacion, debido a fen6menos de seleccién. Este nuevo tipo de resistencia se ha
atribuido a la presencia de p-lactamasas de amplio espectro (tipo SHV y
TEM)"' 5%, 140; estas enzimas se han identificado en varias especies de 1a familia Entero-
bacteriaceae tales como Klebsiella pneurnoniae y E. coli, algunas de las cuales han causado

brotes epidémicos de enfermedades inuahuspiuﬂarias“o.
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El mecanismo responsable de Ia resistencia mdltiple. mediada por cefalosporinasas
cromosémicas ha sido objeto de grandes controversias y atin no se ha resuelto completa-

mentem.

Una vez que se clonaron los genes que codifican la g-lactamasa de E. cloacae y se

transfirieron a una cepa sensible de E. coli, se demostré concluyentemente que sélo la -

era responsable de la resi ia conferida a ésta’®*,

Sélo quedaba explicar c6mo algunas g-lactamasas podfan propiciar niveles altos de
resistencia frente a los antibi6ticos, cuando iz vitro no eran capaces de hidrolizar a varios

de ellos™?,

Se han propuesto dos teorfas para explicur este comportamiento:

I- Sugiere que la g-lactamasa “atrapa”, por lurgo tiempo, a los antibi6ticos pobre-
mente hidrolizables, formando asf un complejo biolégicamente inactivo en el
espacio periplasmético que impide que los antibi6ticos interactiten con las

enzimas PBPs localizadas en 1a superficie de la membrana citoplasma-
135,

tica’””; tales complejos requieren no involucrar interacciones covalentes o -

hidrélisis enzimética del antibi6tico, micntras s¢ encucentre presente mayor can-

tidad de enzima que de antibiético.

Esto harfa muy improbable a presencia de antibidtico libre, no unido o no

hidrolizado, cn cantidades suficicates para causar la inuerte del microorganismo.
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Esta teorfa se basa en las mediciones de los primeros estudios que indicaban la
ausencia de hidrélisis con cefotaxime, ceftriaxonae y moxalactam™®, sin embar-
go, en estudios recientes, se ha demostrado que estos antibiticos son substra-
tos, aunque extremadamente pobres, donde el complejo acil-enzima es muy

estable y Ia hidré6lisis se efectiia muy lentamente, esto se debe a la gran afinidad

de las g-lactamasas por los substratos’.

Por otro lado, los cilculos efectuados por Medeiros™, indican que tendrfa que
estar presente una gran cantidad, aun no registrada, de g-lactamasas en la célula
para poder bloquear al antibi6tico; suponiendo que una molécula de enzima se

ufne a una de substrato,

Sanders™Sindica quc en el espacioperiplasmético se puede encontrar una mayor
cantidad de enzima que moléculas de antibi6tico, debido a la restriccion del puso
a través de Ia membrana externa, por fo que sugicre-1a posibilidad de que se den

estas condiciones de exceso.

Se ha estimado que ¢l nimero de moléculas de cefalosporimasas cromosémicas
en ¢l espacio periplasmético después del proceso de derrepresion en las bacterias
Gram negativas, s de 2x10° moléculas por célula. Debido a la restricci6n en el
paso del antibiético al interior de la célula, 1a concentracién de subtrato es muy
baja, existiendo de csta manera un exceso de cnzima en el espacio

pcriplasmmicolz".
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II- Es la hipGtesis mas convencional; se propone la existencia de una
hidrélisis, lenta pero eficiente de los antibiGticos que son substratos pobres, en

el entorno del espacio periplasmético.

Lo anterior se demostré en Ia cepa de E. cloacae 55W, en la cual se pensaba
funcionaba el mecanismo anterior y se comprobé que la hidrélisis por 1a enzima
era la mayor contribucién en el nivel de resistencia frente a los antibiéticos, mas

que la simple uni6n’*,

Este mecanismo se {leva a cabo ya que los niveles enziméticos son altos y la

concentracién del antibi6tico es baja’z".

Es asf como los valores bajos de Km (alta afinidad), de los nuevos compuestos
p-lactdmicos, permiten una velocidad de hidrdlisis cercana a la Vmax que, aun-
que es baja, es aun més rfipida que 1a velocidad de penetracién del antibiético al

interior de la célula, permitiendo una hidrolisis eficiente.

Sanders’®* menciona qué aspectos de ambas teorfas ayudan a explicar la resistencia de

las cefalosporinasas cromos6micas frente a los nuevos antibitticos.

Ademf#s, como s¢ analiz6 con.anterioridad en los microorganismos Gram negativos, la
capacidad de proteccién de las cefalosporinasas cromosémicas (al igual que otro tipo de

B-lactamasas), depende de varios factores:
a) La capacidad de interaccién de la enzima con el antibi6tico.

b) La velocidad de penetracién del antibiético al interior de la célula.
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) El niimero, tipo y localizacién de las enzi PBPs.

Tomando en cuenta estas condiciones, es posible predecir la forma estructural en la que
seencuentraclantibi6tico enlacélulabacteriana productorade g-lactamasa; ya sea como

substrato (S), como complejo de Michaelis (ES), plejo acil-enzima (E-S) o producto

hidrolizade (P)?%:

1- Los antibi6ticos de moderada a alta afinidad (Km bajo) y alta Vmax, como ia
cefalotina, se encontrardn en la forma P principalmente, ya que el antibi6tico se
hidrolizar4 rdpidamente y 1a concentracién de éste no seré suficiente para saturar
a la p-lactamasa. La hidrolisis real (Vact), estard por debajo de la Vmax y

dependeré de la concentracién de antibi6tico que entre a la céiula.

1I- Los antibiticos de moderada a alta Vmax y baja afinidad (Km alto), como la
cefaloridina, se encontrardn también como P, siempre y cuando la velocidad de
penetraci6n al interior de Ia célula sea suficiente para permitir que la concentra-

ci6nintracelular del antibiGtico se aproxime a su Km.

MI- Un antibi6tico con baja afinidad y una velocidad muy baja de penetracion
estard en la forma S principalmente, debido a que su Vact serfa mucho mds
pequeiia que su Vmax. Los antibi6icos con Vmax y afinidad baja, como la cef-

piroma, deben encontrarse més en la forma S que P.

Para estos antibi6ticos, Ia velocidad real Vact estard por debajo de la Vmax

debido a la baja concentracién de substrato.
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IV-Los antibiticos conalta afinidad y baja Vmax, como la cefuroximay moxalac-
tam, estarén principalmente cn la forma de ES y E-S (ecuacién 2.1) ya que la
concentracién intracelular del antibi6tico es préxima al valor de Km y la Vact se
acerca a la Vmax, Es diffcil predecir las cantidades relativas de ES y E-S, sin
embargo, los antibidticos que se encuentran presentes principalmente en la
forma E-S, inhibirdn irreversiblemente a la enzima. ya que la desacilacién (K3)
ocurre lentamente. Este es el caso del aztreonam y moxalactam, Dichos
antibidticos son desacilados muy lentamente, consideréndose en algin tiempo
“inhibidores suicidas” de las cefalosporinasas cromos6micas de las bacterias

Gram negativas.

El comportamiento anterior se puede ver modificado por la presencia de una alta
- velocidad de penetracion al interior de la célula. Yoshimuray Nikaido?5, demostraron
que los antibi6ticos con cardeter anfétero g-lactimicos, tales como la cefaloridios ¢
imipenem, penetran rdpidamente al interior de la célula Gram negativa; de acuerdo a
es5to, Sandcrsln, indica que probablemente 1a cefpiroma y ¢l BMY 28142, los cuales son

otros anféteros, penetran rapidamente.

Esta capacidad de penetraci6n, que es mis répida a la de los antibiéticos g-lactdmicos
monoani6nicos y diadionicos, permite que la concentracidn intracelular se aproxime a su
Km probablemente. Por lo tanto, para la cefpiromay BMY 28142, la Vact sc aproxima a
su Vimaxy el antibi6tico no debe encontrarse ¢nla forma S principaimente, como se habfa
predicho originalmente; sin embargo, incluso con un gran poder de penetraci6n, estos

antibi6ticos son los menos afectados por las cefalosporinasas cromosémicas en
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comparaci6n con otras cefalosporinas, ya que su afinidad es muy baja y probablemente

no se alcance su Km'?’,

Por otro lado, el valor de Km para el imipenem es muy bajo (alta afinidad), porlo que 1a
concentraci6n de saturacién se alcanza facilmente frente a este antibi6tico, debido a su
gran velocidad de penetracién, encontréndose principalmente en la forma S y no como
ES, E-S como sc habfa predicho, explicando de esta manera la estabilidad del imipenem

frente a las cefalosporinasas cromosémicas.

Aunque se ha demostrado que las cepas de Pseud aerugi , carentes
de cefalosporinasas cromos6micas inducibles, son més sensibles al imipenem que las
cepas salvajes que han experimentado induccion reversible o las cepas mutantes con
derrepresion estable, se haobservado que estas dos Gltimas son aiin sensibles al imipenem

a concentraciones relativamente bajas de éste.

Esto se debe a que la velocidad de penetracion del antibi6tico es muy alta y satura a la
enzima, siendo su Vact =Vmax y ya que la velacidad de entrada del antibi6tico puede
exceder a la Vmax, €l antibidtico se acumula en la forma S, encontréndose tibre para

interactuar con las enzimas PBPs "%,

Lo anterior explica por qué cl imipenem y compuestos relacionados (penams, penems y
carbapenems), son los antibi6ticos menos afectados por una derrepresion de
cefalosporinasas cromosbémicas. Estos compuestos tienen ¢l mds alto grado de
penctraci6n y requiercn ¢l mfnimo de moléculas activas del antibi6tico para interactuar
con las enzimas PBPs esenciales. Es asf como, atin en presencia de grandes cantidades de

f-lactamasas, la actividad de estos antibi6ticos se ve poco afectada.
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En contraste, las cefalosporinas aniénicas, penicilinas y monobactams, poseen un grado
muy bajo de penetracion, por lo que es suficiente la presencia de una gran cantidad de
p-lactamasas para que interactiien con estos antibi6ticos y formen los complejos ES, E-S
o P, disminuyendo asf el niimero de moléculas activas de antibi6tico capaces de interac-

tuar con las PBPs esenciales mas numerosas en la célula.

Las cefalosporinas anf6teras se afectan menos que las cefalosporinas aniénicas, debido a
la afinidad mis baja de la enzima por la primera y una velocidad alta de penetracién al

interior de la célula’?,

Considerando {os diversos factores anteriores, se puede entender la presencia de un alto
nivel de resistencia sin la formacién necesaria de P solamente, pues puede depender
desde la velocidad de penetracién al interior de la c€lula, asf como la formacion de ESy

E-S, los cuales también son formas inactivas del antibiGtico.

Sanders seiila la necesidad de desarrollar nuevos métodos que permitan deterruinar
especificamente cadu una de las formas inactivas, para asi poder determinar la importan-

cia relativa de exdba factor involucrado en la resistancia imediada por jas p-lactumasas.
3.5 Patogenicidad Indirecta

Sc ha enfatizado en la posibilidad de que la presencia de un microorganismo comensal
productor de g-lactamasa pueda afectar el tritamiento de un microorganismo patégeno
sensible a los antibi6ticos; de esta manera, ¢l comensal podrfa actuar como “patégeno
indirecto”. Aunque existe evidencia de que este fendémeno se presenta bajo ciertus

circunstancias en aigunas infecciones como las pulmonares, pero también se ha
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demostrado que este comportamiento no se sigue en otras infecciones, como en la

faringitisy la gonorreaﬁ.

Se han presentado infecciones mixtas donde una de las dos pat6genas es el productor de
B-lactamasa, que act@ia en sinergismo con el otro, confiriéndole resistencia al secretar la

enzima al medio”.

Este mismo efecto, que en este caso es perjudicial, lega aser benefico sise toma en cuenta
que el microorganismo productor de la g-lactamasa puede ayudar a conservar la flora
habitual del tracto intestinal mientras se lleva a cabo un tratamiento con antibi6ticos en

vias respiralorias‘”.

141



CAPITULO IV. IDENTIFICACION Y CARAC-

TERIZACION DE LAS s-LACTAMASAS

Debido al incremento del estudio de las B-lactamasas, se han desarrollado diferentes
métodos para su identificacién y caracterizacién, por lo cual, en la actualidad, se dispone
de una gran cantidad de informacién que muchas veces es dificil de correlacionar debido

a las diferentes condiciones empleadas en su determinacién.

Por 1o anterior, se hace necesario establecer pardmetros para evaluaciones estan-
darizadas en el estudio de las g-lactamasas. A continuacién se mencionan los més

empleados en dicha caracterizaci6n.
4.1 Identificacién: Pruebas de sensibilidad

Como se analiz6é con anterioridad, la resistencia de las bacterias frente a Jos antibi6ticos
B-lactamicos puede deberse a otros factores ademds de lu sintesis de g-lactamasas. Por lo
tanto, la ausencia de actividad de g-lactamasa no garantiza que un microorganismo sea
susceptible a determinado antibi6tico, por lo que siempre es necesaria una determinacién
directa de la actividad del antibi6tico frente ai microorg:mismo‘w' 28

Los métodos més empleados son’;

a) Métodos de dilucién en tubos.

b) Métodos de difusién en disco.
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c) Métodos de diluci6n en agar.

En general, s¢ deben tomar en cuenta los siguientes factores para llevar a cabo una buena

determinacién:

1) Tamaiio del in6culo: En este aspecto se debe recalcar que las bacterias Gram

positivas prod as de g-lac pr an un “efecto de in6culo” mucho

mayor que las Gram ncgativas.
2) Solubilidad, difusi6n y estabilidad del antibi6tico a examinar.
3) Composicién del medio emplcado y condiciones de incubacién’®.

Las diluciones en tubo y el método de dilucién en agar son técnicas laboriosas, pero
proporcionan resultados cuantitativos, permitiendo el cdiculo de la Concentracién In-
hibitoria Mlnima (CIM). En cambio, la difusién en disco es més sencilla, pero propor-

ciona solamente resultados cualitativos’?.

" El método mfs empleado para determinar susceptibitidad ¢s el de dilucion en agar“.

Un grave problema es la presencia de un nimero muy pequefio de bacterias resistentes
entre una gran poblacién de bacterias sensibles, ya que es dificil la identificacion de las
primeras, debido a lo cual, algunas veces pasan inadvertidas en el laboratorio. Este

problema se puede minimizar al aumentar el perfodo de incubacion®’.

Una de las principales dificultades clfnicas, causadas por las bacterias patégenas Gram
negativas con f-lactamasas inducibles, lo constituye su aparente susceptibilidad frente a

muchos antibi6ticos g-lactfimicos en el andlisis de ruting’ 4, Se debe tomar en cuenta que
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las cepas productoras de g-lactamasas inducibles, son capaces de sintetizar altos niveles
de enzima después de un perfodo de inducci6n, por lo cual la resistencia se expresa
tarde. Esto origina frecuentes problemas al microbiélogo, ya que el anélisis de difusion
en disco puede dar resultados de susceptibilidad falsos positivos al no tomarse en cuenta

el tiempo de inducci6n durante el anlisis™,

Si no se toma en cuenta el fenémeno de induccién, el tratamiento con el antibidtico
clegido en el laboratorio, puede causar la seleccién de las cepas productoras de g-lac-

tamasas inducibies ¢n el paciente, originando complicaciones en ¢l cuadro clinico®.

Para evitar este problema, se recomienda la pre-incubaci6n de la bacteria con el

antibi6tico a determinar, antes del analisis de susccpt.ibilidadw.

Debe tomarse en cuenta que, en el andlisis in vitro se determina frecuentemente la
cantidad Gptima de inductor, por lo que los niveles enzimdticos alcanzados que se
reportan en la literatura no sonuna buena gufa necesariamente, ya que, la mayorfa de las
veces, 1a cantidad de inductor empleado en estos estudios no corresponde a la presente

en el organismo humano®’,

Hacen falta métodos de laboratorio estandarizados pura detectar, en las muestras aisladas
de los pacientes, la facilidad de induccidn y desarrollo de resistencia frente a los antibi6-

ticos que se dan en la terapia en ¢se momento,

Debido a la frecuente aparici6n de cepas resistentes durante el tratamicnto con lus nuevas

cefalosporinas, Weinbren y Pcrinpanay:\gamm, proponen una simple determinacién
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para conocer si el potencial de inducci6n de las bacterias productoras de cefalos-

porinasas, aisladas en las muestras clfnicas, puede interferir con la terapia.

Otro problema puede surgir cuando el microorganismo prueba se expone a dos
antibi6ticos, uno dec los cuales puede ser un potente inductor y el otro un buen

antibi6tico, ya que se puede presentar un antagonismo entre ambos™,
Concentraci6én Inhibitoria Minima (CIM)

Lasusceptibilidad de un microorganismo se expresa como el valor de CIM del antibi6tico
a detcrminar"“, un valor de CIM mayor al establecido como ifmite de susceptibilidad, in-

dica resistencia.

En una determinacién in vitro de las f-lactamasas, se puede observar que los valores de
cficiencia catalftica obtenidos (Kcay/Km), a veces no coinciden con los valores de
CIM; esto demuestra que se encuentran involucrados otros factores de resistencia ademas

de la acci6n de las p-lac Una eficiencia catalftica baja y un valor muy alto de

CIM, podrfa indicar falta de perineabilidad de Ja membrana externa al antibiético™ o
disminucion de la afinidad de las PBPs por éste; de acuerdo a lo anterior, CIM es el valor
que representa mejor la interaccion g-lactamasa/antibi6tico/microorganismo, por ser un

estudio que se realiza con la célula bucteriana intacta.
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En general, ¢s importante recalear la necesidad de estundaﬁz;xr y revaluar lés,méto’dos
de susceptibilidad cada determinado tiempo (funci6n l!evadnvz; 'cab6 por la
N.C.CLS.Y, para que queden bien establecidos los valores de referencia de susceptibi-
lidad y resistencia para cada antibiético y tipo de microorganismo como lo demostr6
Doern (&) en los discos de susceptibilidad, ademds de permitir efectuar comparaciones

vélidas entre diferentes laboratorios™.
4.2 Identificacién, aislamiento y purificacién

1dentificacién

En la actualidad, ¢l método méis empleado para identificar la actividad de g-lactamasa en

un microorganismo se basa en ¢l uso de cefalosporinas cromégenas.

Debido a la sensibilidad, especificidad y sencillez de este método, es el de eleccién para

las determinaciones de tipo itativo.

Existe también ¢l emplco de anticuerpos para identificar unu cepa productora de g-lac-
tamasy, pero no debe tomarse como tinico eriterio; s¢ ha reportado la falta de reaccién
entre el conjugado comercial de anticuerpos monoclonales marcados con agentes fluores-
centes y dos cepas de N. gonorrhoeae productoras de penicilinusa”z, demostrando la

nacesidad de emplear més de un método confirmatorio.

1

NCCLS: National Commite of Clinical Laboratory Standards.
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Generalmente los métodos que se emplean para detectar bacterias resistentes a los
antibi6ticos f-lactdmicos (pruebas de sensibilidad) requieren cultivos primarios puros de
los microorganismos. Debido al tiempo que sc Hevan estas pruebas, raramente se
cmplean los resultados clinicos en la terapia primaria en casos de infecciones severas

como la gonorrea’ 3,

R. Sanchez (&), desarrollé un método capaz de identificar selectivamente el gen que
codifica la enzima TEM-1 ¢n muestras de N. gonorrhoeae y algunas de Haemophilus
sp.lu; el método cs muy rfipido y sensible, permitiendo la identificacién directa en
mucstras clinicas de cepas de gonococo productoras de penicilinasa (PPNG), que actual-

mente se encuentran muy diseminadas, representindo un grave problema clfnico.
Aislamicnto
En el proceso de aislamiento de g-Jactamasas se debe de tomar en cuenta principalmente:

a) Tipo de bacteria.

b) Condiciones de incubacién necesarias para la sfntesis y estabilidad de'la

enzima.
<) Madificaciones genéticas.

En las bacterias Gram positivas la enzima se libera al medio, sin embargo, en tas Gram
negativas se deben emplear métodos de rompimiento celular para liberar la enzima. Los

métodos méds empleados son el ultra sonido, congelamiento-descongelamiento y
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presi6n; sin embargo, se ha reportado que el empleo de ultra sonido origina una

inactivacién parcial o total en ciertas B-lactamasas®™ 19,

Algunos investigadores lo atribuyen a un aumento local de temperatura durante el
procesoy también a la liberaci6n de proteasas, sugiriendo que éstas Gitimas no se liberan
durante el proceso de congelamiento-descongelamiento. Por otro lado, Mett

(&), demostr6 la ausencia de prote6lisis en la cefalosporinasa cromosémica de

P. aerugi) asf coma también descart6 la inactivacién por aumento de la temperatura

al comprobarse que esta enzima es termoestable™ 7%,

Se ha demostrado que el método de congelamiento-descongelamicnto produce una
mayor actividad enzimética que el de uitra sonido, sin embargo, el primero no se ha

comparado directamente con el método de prcsiénlw.

No obstante, los autores citados mencionan la necesidad de emplear cl uitrasonido por
ser un método rapido y simple que permite el estudio de un gran nimero de rouestras, y .
que es necesario para llevar a cabo estudios comparativos. Estos investigadores sugieren
que se realice un control de temperatura durante el proceso, haciendo la aclaracién que
el método de congelamiento-descongelamiento proporciona muestras enziméticas con
mayor actividad especifica y es iitil cuando se requicren preparaciones mas puras de

p—laclamasas’w.

En cuanto a las condiciones necesarias para la sfntesis de g-lactamasa, debe tomarse en
cuenta que estas varfan de acuerdo a la especie bacteriana y al tipo de f-lactamasa
producida; cabe mencionar en este punto la importancia de la temperatura, debido al

fen6meno de derrepresién a alta temperatura (prescnte en algunas especies), asf como a
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Ia adici6n de suero bovino en las soluciones de trabajo para estabilizar la enzima, ya que
se ha observado que la p-lactamasa de E. cloacae pierde actividad espontdneamente
cuando se encuentra a bajas concentraciones, fen6meno que no se observa a altas concen-

traciones’.

En algunas bacterias, el grado de expresién del gen que codifica la g-lactamasa es muy
bajo; debido a las dificultades de aislamiento que esto implica, es frecucnte el empleo de
cepas transconjugantes, en las cuales la cantidad de enzima expresada es mayor que la de

las células donadoras™ 44 68 72 137,

Una de las desventajas de emplear cepas transconjugantes €s que no se toman en cuenta
otros factores que pueden estar involucrados en la resistencia de la cepa donadora, como

la disminuci6n de la pemeabilidadsg.
Purificacién

En la actualidad, es posible obtener muestras de g-lactamasas serfnicas con un alto grado
de pureza mediante la cromatograffa de afinidad desarrollada por Cartwright y
Walcyz"' 4273 Anteriormente se empleaba la cromatograffa de intercambio i6nico, con
12 que se siguen logrando altos rendimientos de p-lactamasas serfmicas™ y, con algunas

modificaciones, de metaloﬂ-lactamasasm‘v.

El método desarrollado por Cartwright y Waley se basa en la afinidad de las g-lactamasas

por el 4cido m-aminofenilbérico, el cual actda como ligando.
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Existen varios inactivadores irreversibles de las g-lactamasas, sin embargo, los in-
hibidores reversibles son poco comunes, en esta tiltima categorfa se encuentran el 4cido

bérico y 4cidos fenilbéricos?,

En forma caracteristica, las f-lactamasas serfnicas son inhibidas por estos dcidos, variando
el grado de inhibici6n de cada enzima; en cambio, las metalo-g-lactamasas no son inhibi-

das por estos compuestoszj.

Este procedimiento es rapidoy simple, permitiendo la purificacién de cantidades grandes
de la enzima apartir del extracto bacteriano con un gran rendimiento® 57, Se emplean

dos clases de coluranas:

a) Una columna tfpica de cido bérico con una unién hidrofflica, denominada

tipo-L (estructura 4.1).

0 (o]
°\)\g/\/ N\OMH‘@

Estructura 4.1
Estructura de la unién tipo-L.

\N(N\/\/\)Ks_@
H

Estructura4.2
Estructura de 1a unién tipo-B.

B(OH),

B(OH) o



CAPITULO IV. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS B-L ACTAMASAS

b) Una columna de 4cido bérico con brazo de unién hidrofébica, denominada tipo-B

(estructura 4.2).

Para las g-lactamasas con afinidad relativamente altapor el 4cido amino-fenilb6rico (clase

C), Ia columna tipo-L proporciona un adecuado grado de unitn.

Para las B-lactamasas con baja afinidad por el 4cido amino-fenilb6rico (clase A), launién
hidrofébica de la columna tipo B, proporciona una fuerza de uni6n adicional, para una

mayor afinidad.

De forma caracteristica, las g-lactamasas de clase estructural C son retenidas en ambos
tipos de columna, mientras que 1a clase A sé6lo es retenida por 14 columna tipo B, permi-
tiendo de esta manecra una caracterizacién estructural preliminar de la g-lactamasa

aislada.
4.3 Caracterizacién

‘Laspgl varian ampli ensus propicdades moleculares y enziméticas. Una

comparacion sistemética de estas propicdades entre las g-lactamasas hasta ahora conoci-
das, es atn diffcil debido a que cada investigador analiza una propiedad en particular y
cuando s la misma determinacién, la variedad de métodos empleados de un laboratorio

a otro acasiona que ¢l anélisis comparativo pierda confiabilidad.
Las propicdades que sc han usado para difcrenciar y clasificar a las g-lactamasas son:

1. Actividad frente a un grupo de antibi6ticos g-lact4micos (perfil de substrato).
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2, Interacci6n con inhibidores e inactivadores (perfil de inhibicién).
3. Peso molecular.

4. Punto isoeléctrico.

5. Secuencia de nucle6tidos del gen que codifica la g-lactamasa.

6. Secnencia total de amino4cidos.

7. Naturaleza del sitio activo: identificacién de grupos funcionales esenciales

para la catélisis.
8. Conformaci6n tridimensional.

Tales determinaciones varfan en cantidad de material y tiempo requeridos, asi como en

la informaci6n que proporcionan acerca del origen y relacién de las g-lactamasas.

El perfil de substrato se basa en el grado de hidr6lisis de un determinado grupo de
antibi6ticos -lactdmicos frente a la enzima en prucbi; constituye una de las pruebas més
definitivas para caracterizarlas’, Normaimente el perfil se expresa en términos de por-

centaje relacionado a un valor de substrato clegido (usualmente bcncil-pcnicilinu)’zo.

Idealmente, una determinacién completa de Vmax y Km serfa 6til para cada p-lac-
tamasa, siendo la relacién Vmax/Km (eficiencia catalitica), la mds demostrativa de la
actividad enzimética, sobre todo cuando se considera la g-lactamasa frente a varios

substratos*> %,
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El perfil de inhibici6n es tan importante como el de substrato, se basa en el grado de

inhibici6n que experimenta 1a enzima frente a una serie de inhibidores; original se
asignaban con un signo (+) indicando sensibilidad o un signo (-) indicando resisten-
cia. Posteriormente se determinaron los valores de Ki y Iso (concentraci6n del inhibidor
requerida para inactivar el 50% de la actividad enzimética); sin embargo, el primero no
s tan representativo de la interaccién enzima-inhibidor, dada la complejidad de accién
del inhibidor, siendo ¢l scgundo el m4s empleado para los estudios de tipo com-
parativo. Sin embargo, para inhibidores como el aztreonam y Ja cloxacilina se preficre

determinar el valor de Ki, ya gque actfian solamente como substratos pobres".

En cuanto al peso molecular, su sola determinacion no sirve como tinico criterio para
caracterizar a las p-lactamasas, ya que existe una gran variabilidad en éste, adn dentro de
fos grupos propuestos por Bush, Esto sc debe, tal vez en menor parte, a los diferentes

métodos empleados en su determinaci6n. Los que se encuentran basados en la secuencia

4

de amino4cidos y nucle6tidos son los més rcprcscmativosI

También debe tomarse en cuentala posibilidad de que un sotoprecursor puede dar origen
- a especies moleculares variadas, debido a que algunas veces existen diversos sitios de
corte en el péptido de sefial’®, fen6meno que también debe tomarse en cuenta en la

determinacion det punto isoeléctrico (pl)“.

Aligual que la determinacién del PM, ¢l pl no s puede emplear como finico criterio para
una caracterizacidn; asimismo, no proporciona ninguna informacién de la existencia de
alguna relacién entre las enzimas estudiadas. Este punto es particularmente impor-

tante, ya que se ha incrementado el nimero de enzimas no relacionadas con pl semejante
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(OXA-5, SHV-1, con 7.62 y 7.6 respectivamente) y enzimas relacionadas con diferente pT
(OXA-1, OXA-2, con 74 y 8.65)’5‘ 6 haciendo esta prueba poco confia-
ble® 4 112 140' pese a ser un método répido en el que no se requiere purificar los

extractos celulares y que permite una répida identificacién de la enzima, atn cuando se

encuentren presentes varias clases de f-lactamasas en la misma célula bacteriana,

Por otro lado, se ha reportado que se pucden emplear métodes cromatogréficos para
determinar el pl, aislar las g-lactamasas de una célula y separar diferentes tipos de

B-lactamasas de una misma mezcla® 31,

Se han desarrollado diversas pruebas genéticas para caracterizar a las g-lactamasas, rep-
resentando un complemento o alternativa a su identificacién; entre éstas se encuentra la
propuesta por Quellete (&), en la que se sugicre el empleo de pruebas con
oligonucle6tidos en lugar de la determinaci6n del punto isoeléctrico. Dicha prueba puede
usarse para ideatificar y diferenciar los genes que codifican las g-lactamasas que difieran

hasta por un solo amino4cido, como ocurre con TEM-1y TEM-2'12

En general, las pruebas de ADN se emplean actualmente en estudios de caracterizacién
112

y epidemiologia de genes bacterianos que confieren resistencia

Ouecllete (&), demostr6 la eficiencia de la prueba de oligonucledtidos en 114 cepas
bacterianas para identificar a las productoras de las g-lactamasas tipo TEM-1y OXA-
2; proponiéndola como posible método de caracterizacion de los genes de g-lactamausas

al observar gran correlacién con los puntos jsoeléetricos.
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La prueba es més rdpida que la determinacién del pl y con pruebas apropiadas con
oligonucle6tidos, es posible diferenciar enzimas de diferente tipo que pdseen el mismo -

ply enzimas genéticumente relacionadas con valores de pl diferentes. .

El riesgo de hibridacién cruzada con una posible regién homéloga se puede reducir

empleando oligonucle6tidos de mayor longitud.

Muchas de las nuevas g-lact descritas reci te, poseen una estructura
semejante pero diferente espectro de actividad, por lo que esta prucba no puede
emplearse igual que en los otros casos, como nico criterio para la caracterizacién de las

ﬂ-]acmmnsasl 2

La determinaci6n de la sccuencia de amino4cidos es necesaria para caracterizar a las
p-lactamasas, ya que mediante este estudio sc determina Ia clase estructural a fa que

pertenccen, asimismo proporciona informaci6n ﬁlogcnélica’u.

Realmente la clasificacion en clases moleculares se ha basado en la secuencia amino4cida
alrededor del sitiv activo. Ambler determiné las secuencias totales para establecer lus
clases moleculares; sin embargo, ta mayoria de los investigadores se limitaba ala secuen-
cia del sitio activo (csto se enticnde debido a que la mayoria de los aminoécidos
determinantes dc cada clase se localizan principalmente en el sitio activo). Actualmente
se trata de realizar una secuenciacion completa, ya que ésta es necesaria para una

. . . 2
determinaci6n estructural ngurosa4 .

En general, existen diversos métodos para identificar los centros activos de las en-

zimas, en particular, los métodos més empleados en el estudio de las g-lactamasas se
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basan en ¢l marcaje por afinidad, en el cual sc emplean agentes marcados que forman un

derivado covalentemente estable con las enzimas’.

El agente marcado puede ser un inhibidor o un substrato que tenga una Keat muy
baja, ambos son apropiados para determinar con exactitud la secuencia alrededor delsitio

activo’®,

Actualmente, las técnicas crioenzimol6gicas permiten una mejor determinacién de la -
secuencia del sitio activo, ya que permiten la acumulaci6n y estabilizacién de compuestos

covalentes intermedios, atin frente a buenos substratos®’,

Los agentes empleados se marcan radioactivamente” &% ”7, por fluorescencia®’ o
mediante un grupo cromégeno (teniendo una absorcién maxima a determinada longitud
de onda)Z" 5 Pntre estos agentes destacan los g-halogenopenicilinatos, los cuales
poseen un grupo crom()geno75 o pueden marcarse con radioactividad (4cido g-iodo
[p-metil-H3] penicildnico o [H3] B-1P). Mediante el uso de estos inhibidores, ha sido
posible relacionar ¢l comportamicnto de las f-lactamasas frente a estos agentes, con sus

clases estructurales,

De Meester™, predijo la estructura de algunas enzimas con base en su comportamiento
con el 8-1P, demostrando que las clases A, By C dificren marcadaniente ensu interaccién
con ¢ste agente, por lo que lo propone como un pardmetro para la clasificacién de las
B-luctamasas. Demostrd que los halogenopeicilinatos son substratos para las metaloen-
zimas, micntras que inactivan a las enzimas de las clases A y Csiendo la clase A la méas

sensible a dicha inactivaci6n.
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Por otro lado, Emanuel (&) aisl6 el péptido alrededor del sitio activo de la f-lactamasa
K1 de K aerogenes sin necesidad de marcarlo; esto fué posible tomando en cuenta los
aminodécidos caracterfsticos de las clases estructurales, por lo que la escisién del péptido
se realiz6 especificamente, siendo répido cl proccdimienlo"z. La desventaja de este
procedimiento 1a senalan los estudios efectuados por Joris”™, los cuales sugieren la
posibilidad de la existencia de secuencias casi idénticas a la del sitio activo, invalidando

el procediminto de Emanuel como un método prictico.

En general, el estudio estructural de las protefnas ha mejorado mediante el uso de
métodos rdpidos de secuenciacién de ADN sustitu'yendo la determinaci6n ardua de la
secuencia de amino4cidos de proteinas con PM mayor de 40,000, si el gen (0 ARNm) que
codifica dicha protefna es accesible. Asimismo, mediante este método ha sido posible la

lucidacion de la ia de genes que codifican a las g-Jactamasas.

Debe tomarse en cuenta quc puede existir homologfa entre Jas secuencias amino4cidas
de dos g-lactamasas y el estudio de hibridizacion de ADN puede ser negativo, esto puede
deberse ala fluctuacion del codigo genético, el cual permite flexibilidad enlatercera base

det triplclcza.

Finalmente, 1a secuencia de aminoé4cidos y nucle6tidos proporciona informacién acerca
del origen y relacion filogenética de las f-lactamasas. El estudio cristalografico tambien
indica relaciones moleculares; sin embargo, en 1a préactica, estos métados son tardados y
laboriosos, no recomendables en la rutina de un laboratorio. No obstante, una

combinacion de los resultedos de la electroforesis, ply curvas de titulacién propuestas
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por Vedel (&), proporcionan una aproximacién menos complicada de la estructura de

nuevas g-lactamasas y una répida identificacion’.

4.4 Determinacién de la actividad de las g-lactamasas

Debido al grave problema clinico que representa la produccién de g-lactamasas, ha
surgido como respuesta la biisqueda de nuevos métodos que permitan una determinacién
més completade la actividad y del fenémeno de resistencia de estas enzimas en un mfnimo

de tiempo.
Métodos cualitativos y semi-cuantitativos

Los métodos cualitativos se basan en el uso de cefalosporinas cromégenas, las cuales
desarrollan color al ser hidrolizadas por las g-lactamasas que se agregan al medio de

cultivo. Los cromégenos més empleados son la nitrocefina y el PADAC? (Estructuras 4.3

VRIS,

Estructura 4.3

02

Estructura del PADAC.

2 PADAC: Piridina-2-AZ0-p-Dimetilanilina-Croméforo
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Los métodos cualitativos se basan cn el uso de cefalosporinas cromégenas, las cuales
desarrollan color al ser hidrolizadas por las f-lactamasas que se agregan al medio de

cultivo, Los cromégenos més empleados son la nitrocefina y el PADAC? (Estructuras 4.3

Q/ﬁor“):f N2
COoH

Estructura 43

NO2

Estructura del PADAC.

2 PADAC: Piridina-2-AZ0-p-Dimetilanilina-Croméforo



S o < >
o N
COoH b
N:
Estructura 4.4 ~
Estructura de 1a Nitrocefina, CﬁgN CH3

y 4.4, respectivamente), sicndo el dltimo ¢l de mayor uso por su gran sensibilidad, debido
a su alto coeficiente de extincién molar, sirviendo también agente revelador en los

corrimicntos electroforéticos” 74 %,

EI PADAC Yy lanitrocefina se comportan como diferentes substraloszz, el primero pierde
el grupo 3'de substitucién durante 1a hidr6lisis, por lo que se comporta como verdadera
cefalosporina. La nitrocefina no pierde el grupo 3’ y se comporta mas parecido a una
penicilina frente a diversas -lactamasas de clase A, en las que el Kcat es mayor con la

nitrocefina que frente a las cefalosporinas tipicas.

El PADAC no cs una cefalosporina cromégena sclectiva, es hidrolizada tanto por

penicilinasas como por cefalosporinasas.

Debido a que la técnica anterior es solo una determinacién de tipo cualitativo, mientras

que los métodos cuantitativos requieren procesos laboriosos, incluyendo el aistamiento
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de la enzima y su purificacién, Kobayashi (&), desarrollé un método simple y f{lc'il‘, de ¢

realizar en placas de agar con PADACE,

El método se basa en la determinaci6én del didmetro de la zona de hidrélisis del
PADAC, formada alrededor de las colonias de bacterias Gram negativas productoras de
p-lactamasas, proporcionando datos semicuantitativos de la actividad enzimaética
mediante el empleo de curvas esténdar, donde se grafica la actividad de g-lactamasa
contra el didmetro de hidrélisis. Este investigador demostr6 la correlacién entre la zona
de hidrélisis con la actividad periplasmética de la g-lactamasa, determinada

espectrofotométricamente.

Las desventajas principales de este método son que su uso esté limitado solo a bacterias
Gram nepativas debido a la actividad antibacteriana del PADAC frente a las bacterias
Gram positivas y que también debe prepararse una curva estindar para cada especie
bacteriana, resultando un poco tedioso; sin embargo, el método es muy simple y préctico

especialmente cuando las muestras a determinar son numerosas,

Finalmente, ¢ste método puede emplearse para investigar inhibidores de g-lactamusas y
estimar su actividad inhibitoria. Por otro lado, s¢ puede incrementar la sensibilidad del
método al emplear inhibidores sclectivos de f-lactamasas, ayudando a una clasificacién

preliminar del tipo de enzima®™,

Mcétodos cuantitntives

En la actualidad, los métodos cuantitativos mas empleados son el iodométrico y, prin-

cipalmente, la espectrofotometrfa en ultravioleta’¥.
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Los primeros ensayos para determinar la actividad en una forma cuantitativa fueron los
empleados para las penicilinnsas"” 3 el método iodométrico se basa en la reducci6n del
yodo por el 4cido peniciléico (producto de 1a hidrélisis de la penicilina por la g-lac-
tamasa). La velocidad de reaccién se determina calculando la cantidad de yodo que
reaccion6 con el dcido peniciloico por titulacién con tiosulfato de sodio o para
determinaciones més precisas, mediante mediciones espectrofotométricas, compren-
diendo la determinacién del ion I3” presente en mezcias de 12 / KI o el grado de

decoloraci6n del complejo almid6n-yodo en la mezcla de reaccién’® 120,

El método es ideal para el estudio de la cinética enzimética frente a la mayorfa de las
penicilinas; sin embargo, la determinaci6n iodométrica ha demostrado ser menos segura
en la determinaci6n frente a las cefalosporinas, debido principalmente al patrén de

rompimiento de stas’?,

Los métodos espectrofotométricos determinan la desaparicion del substrato, ya sea por
Ia aparicién de color (nitroccfina y PADAC) o disminucién en la absorcién maxima

caracterfstica de cada compuesto p-lactémico en la regi6n del w3 2223 117,93

No todos los substratos cromégenos pueden emplearse para una determinacién
cinética, depende del tipo de g-lactamasa; por ejemplo, 1a nitrocefina no emplearse como
substrato frente a las enzimas de K pneumoniae y S. aureus debido a que el valor de Km
es demasiado bajo o para la enzima de P. aeruginosa, debido a que se ha observado

inactivacién inducida por el substrato.

La inactivaci6én inducida por el substrato parece ser un fendmeno general en las g-lac-

tamasas de las clases A y C77. Esta induccién se puede presentar con substratos pobresy
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buenos. No se conoce el origen molecular de este fen6meno, un substrato dado puede
presentar comportamiento normal frente a algunas enzimas e inducir una inactivacién
progresivae irreversible con otras, Esto puede deberse ala formacién de un intermediario

inherte a través de una ruta ramificada, cuya hidrélisis es muy lenta.

Blake II (&), desarroll6 un método enzim4tico general para la determinacién de Km y
Vmax frente a substratos no cromégenos, aplicable a la g-lactamasa; se basa en la compe-
tencia de un substrato cromégeno y uno no cromégeno por el mismo sitio activo de la

enzima, midiendo el efecto del primero sobre la interaccién enzimética con el segundow.

En general, la actividad de una enzima se puede determinar por aparicién de un producto
o desaparicién del substrato; sin embargo, en las f-lactamasas deben considerarse los
productos intermedios de la reacci6n, ya que no es necesaria una hidrélisis total para
inactivar los antibi6ticos g-lactdmicos, medir solo el producto, serfa subestimar su ac-

tividad enzimatica.

La reacci6n catalizada por las g-lactamasas serfnicas es la siguiente:

Kt Kz Ks
E+S = ES E-S ——> E+P
acitacion desacilacion -

Donde ES, E-S como P son biol6gicamente inactivos; de acuerdo a
esto, Sa.nders'”. sefiala que el (ndice aparente de la reacci6n no solo depende de la

concentracién de Ey S, sino también del método empleado para monitorear fa reaccién,
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El método iodométrico mide solamente el producto P; de esta manera, las deter-
minaciones basadas en este método no medirdn Ja cantidad total del antibi6tico
biolégicamente inactivo si K2 y K3 son mucho més pequefias que K1, ya que predominan

de esta manera ES y E-S.

Las determinaciones espectrofotométricas en uv que miden el antibiético qufmicamente
inalterado (S y ES), no serén indicativas del antibiético biolégicamente inactivo si K+t

es mucho mayor que K-10K 2.

Solo el bioensayo, que es un método que en la actualidad no se emplea por ser diffcil de
manejarmg, determina correctamente el antibi6tico biol6gicamente inactivo, aunque no

se distinga entre ES, E-So P.

Lo anterior explicarfa el porqué los estudios que involucran el biocnsayo, especialmente
aquellos de incubaci6n prolongada, mucstran una mayor inactivacién frente a los nuevos

antibi6ticos g-lactdmicos que la de otros estudios que involucran otros métodos.

Cuando se trata de antibi6ticos que son hidrolizados rdpidamente, los resultados ob-

tenidos no se ran tan infl iados por ¢l método empleado, ya que la reaccién

se lleva a cabo con gran rapidez. En este caso, la medicién de S o P solamente, darfa -

resultados similares de la'velocidad de reaccién.

Debido a que las cefalosporinas de primera generaci6n son hidrolizadas rdpidamente por
las cefalosporinasas cromosémicas de los microorganismos Gram negativos, los resul-

tados que se han obtenido en diferentes estudios son comparables y generalmente
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predicen la actividad o inactividad del mﬁbiéﬁm ‘frente a log ‘mi'djoofganis’n'ibs due -

poseen tales enzimas.

Las cefalosporinas de tercera generacion no son hidrolizadas rdpidamente por dichas
enzimas (Vmax baja), por lo que los resultados obtenidos con los diferentes métados

pueden ser contradictorios.

La literatura sedala que no se puede predecir la susceptibilidad de las cefalosporinas
recientes y compuestos monobactimicos frente a las cefalosporinasas cromosémicas de
los microorganismos Gram negativos debido a la gran afinidad de las enzimas por tales
antibi6ticos junto con un indice muy bajo de hidrélisis, De esta manera, puede ser
significativa la cantidad de antibi6tico presente como ES y E-S a un tiempo dado de la

reaccién.

De acuerdo a lo anterior, los métodos que determinan solo P o S 4+ ES no estiman

realmente Ja capacidad total de las ¢enzimas para inactivar estos antibi6ticos.

Sanders seiala que, al menos hasta 1987, no se ha desarrollado ningin método que

permitadeterminarselectivamente y con precision al untibidtico activo (S) 0 al antibiético

inactivo (ES + E-S + P), hajo las posibles condiciones a las que se encuentra la célula ~~

después de una induccibén o derrepresion estable’,

Este problema se ve aunado a la necesidad de llevar a cabo estudios in vitro bajo
condiciones no fisiol6gicas de exceso de antibidtico debido a la incapacidad de deteccién

de los sistemas para una medici6n precisa de bajus concentraciones de So P.
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Aderﬁﬂs, debe tomarse en cuenta que los resultados observados en estudios in vitro con
los anﬁbiéu’cos B-lactdmicos no son del todo indicativos de su actividad real en la célula
intacta, ya que no se estdn tomando en cuenta pardmetros tan importantes como la
velocidad de penetraci6n del antibi6tico, con lo que se obtendrfa una determinacion real
de la interaccién del antibi6tico con el microorganismo, permitiendo definir la eficiencia

de los antibiéticos frente a éste.

Actualmente sc ha incrementado el desarrollo de procedimientos que permitan trabajar
con Ja célula intacta. Se han desarrollado ecuaciones que describen el cambio de la
concentracién del antibi6tico g-lactdmico respecto al tiempo, en células intactas de
bacterias Gram negativas. Son aplicables para cualquier substrato sobre el cual actie una

que se re s en el espacio periplasmitico y sigue Ia cinética de

Michaelis-Menten? 705,

Por otro lado, se ha desarrollado una teoria cinética que relaciona el valor de CIM del
antibi6tico A-lactdmico, la permeabilidad externa y la actividad del espacio periplas-
mitico, pero la teorfa requicre también el andlisis del grado de inactividad de las PBPs
(Protefnas que se unca a las penicilinas), para una correcta prediccion sobre la inhibicién

del crecimiento bacteriano por los antibi6ticos g-lactamicos 17

Mabashery (&), monitoreé in vivo ia actividad de dos tipos de g-lactamasas peripldsmicas
mediante espectroscopfa de Resonancia Magnética Nuclear (NMR)%. Marc6 con C*
una cadena lateral de la cefalotina y el curso de la hidrélisis lo determiné midiendo la
disminucién de ia resonancia del substrato y el aumento de la resonancia de la cadena

liberada durante la hidrélisis; a pesar de que la eficiencia de este procedidmiento in vivo
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es limitado, es la primera demostracién de que la espectroscopfa NMR puede constituir
una herramienta titil para seguir el curso de la hidrélisis de las 8-lactamasas en las células’ -
viables. Su utilidad como método cuantitativo es limitada debido a la necesidad de =

emplear exceso de substrato por la baja sensibilidad del B,

Si se llegan a perfeccionar y desarrollar tales procedimientos, tomando en cuenta:los = "

pardmetros fisiolégicos de manera global y la determinacién precisa de la forma en que . .
se encuentra el antibi6tico, se podré obtener una determinacién directa y precisa que -
permitiri4 delinear el mecanisnio responsable de la resistencia frente a cada uno de los
antibi6ticos y, por lo tanto, definir Ia eficacia de estos frente a los microorganismos

resistentes.

Este tipo de procedimiento ayudarfa posiblemente a aclarar las discrepancias obtenidas
en algunos estudios comparativos, donde ios pardmetros cinéticos calculados
{determinacién in virro) no concuerdan con los valores de CIM (determinaci6n in

vivoua)
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5.1 Antecedentes

Los primeros inhibidores considerados potencialmente utiles, fueron los antibi6ticos

B-lactdmicos con estabilidad frente a las g-lactamasas.

Abraham y Newton en 1956 describieron la actividad inhibitoria de la cefalosporina C;

pero el primer paso prictico sobre este estudio fué la descripcion de la actividad in-

hibitoria de la meticilina, descubierta por Rolinson (&), en 1960, quien encontr6 que =~

actia como inhibidor de la penicilinasa de Bacillus cereus.

El primer uso clfnico de la meticilina como inhibidor {ué hecho por Shirley y Moore en
1965. EHos trataron, con una mczctu de bencilpenicilina y meticiling, una infecci6n per-
sistente de Pseudomonas aeruginosa en el tracto urinario que habia resistido la terapia

con otras drogas (kanamicina, tetraciclina y colistina).

Como la meticilina y las penicilinas derivadas del isoxazolil (como cloxacilina y
flucloxacilina) son muy estables 2 un amplio rango de -lactamasas, es entendible que se

cstudiaran como inhibidores potencialmente ftiles.

Hamilton-Miller y Smith, Sutherland y Batchelor, Sabath y Abraham, en 1964“5, es-
tudiaron una extensa gama de p-lactamasas utilizando bencilpenicilina o ampicilina en
combinaci6n con oxacilina o cloxaciling. La incidencia de un sinergismo clinicamente
relevante {como serfa 1a reduccion del valor de CIM de ampicilina por debajo de los 5

mg/l) fué mas baja de lo esperado. De las 133 cepas Gram negativas resistentes a la
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ampicilina, estudiadas por Sutherland y Batchelor, solo 5 mostraron la reduccién
esperada de CIM. Para obtener en el resto el sinergismo deseado, el nivel de antibiéti=:.
co, actuando como inhibidor, debe ser en cantidades extremadamente altas (excediendo

los 100 mg/1).

Como las combinaciones fueron efectivas solo contra ciertas cepas de bacterias Gram

pegativas, se concluy6 que no tienen una aplicaci6n clinica ttil,

Sinembargo, las cefalosporinas tienen un espectro de actividad antibacteriana mayor que
las penicilinas y, por ser estables a las p-lactamasas, se investigé también su actividad

inhibitoria.

El dinico compuesto que se ha utilizado en pruebas clfnicas fué el cefoxazol que, com-
binado con penicilina, (ccfoxilina) se utiliza exitosamente para el tratamicnto de la

mastitis bovina.

‘También est4 la cefoxitina; cefalosporina muy estable a las f-lactamasas y un inhibidor
poderoso, pero es improbable que su uso tenga significado clinico, por sus propicdades

farmacocinéticas y cfectos secundarios'?,

" Tipos de Inhibicién

Se ha reportado un niimero considerable de inhibidores de origen sintético o natural, e
igualmente se han investigado sus mecanismos de acci6n; obscrvando que por
ejemplo, los compuestos que proporcionan un complejo acil-enzima estable pueden

ser candidatos para inhibidores de estas enzimas™,
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compuesto|
actémico

Fig.5.1

M. % de inhibici6n de las g-1

Dependiendo del tipo de mecanismo utilizado, los inhibidores pueden ser com-

petitivos 0 no competitivos (fig. 5.1).

Compelitivos:

a) Reversibles: El inhibidory el substrato (el antibi6tico susceptible) compiten

por el sitio activo de la p-lactamasa. No tiene lugar una interaccién qufmica y si
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el inhibidor es removido (por dfalisis) la enzima actia sobre el substrato.

Ejemplos de estos son las penicilinas del isoxacil.

b) Irreversibles: Una interacci6n irreversible tiene lugar entre la enzima y el
inhibidor, inactivando la enzima. E! remover los restos del inhibidor no permite
la regeneracién de 1a enzima. Los inhibidores de este tipo son inevitablemente
autodestruidos en este proceso y por esta causa se les llama inhibidores suici-
das. Tambien se les llama inhibidores progresivos ya que conforme pasa cl
tiempo se observa mejor efecto. El 4cido clavulénico y el sulbactam son ejemplos

de esto’,

No-competitivos:

Al contrario de los inhibidores competitivos, estos compuestos no compiten con el
substrato por el sitio activo de la enzima. Este tipo de inhibidores se unen ala enzima en
un punto lejano al sitio activo, distorcionando la estructura de 1a enzima ¢ impidiendo asi
su funcién. Aunque no existen muchos casos de inhibidores de este tipo, se ha encontrado
esta acci6n en compuestos como la cefaloglicing y cefamandol sobre la g-lactamasa de

Enterobacter cloacae cuando se utiliza nitrocefina como substrato,

La meticilina es altamente estable a la hidrolisis de 1a g-lactamasa y tiene la caracteristica
de poder actuar con los dos mecanismos de inhibicidn: funciona como inhibidor compe-

titivo a bajas concentraciones y en altas concentraciones como inhibidor nu-competitivo.

Caracter(sticas de un buen inhibidor:

1) Debe ser activo a niveles permisibles en los fluidos corporales.
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2) Debe ser activo sobre una amplia gama de g-lactamasas de bacterias Gram

positivas, Gram negativas, acrobias o anaerobias,

3) Su farmacologfa debe ser similar a la del antibi6tico con el que se asocia.(vida -

media, distribuci6n en los tejidos y capacidad de penelracian)'“.
4) Debe estar libre de toxicidad.

5) Su costo no debe ser muy elevado puesto que va a usarse junto con un

antibi6tico.
5.2 Inhibidores de mayor importancia

Acuatalmente los principales inhibidores son el 4cido clavuldnico, el sulbactam y, recien-

temente, el tuzobactam.

El inhibidor mds estudiado y utilizado es ¢l 4cido clavuldnico (o su sal, el clavulanato);
pero existen otros efectivos como son los derivados del dcido penicilinico sulfonado
que, por ser substratos pobres, pueden funcionar como potentes inactivadores™. A este

segundo bloque pertenccen el sulbactam y el prometedor tazobactam.

La informaci6n sobre estos tres inhibidores es extensay varfa mucho dependiendo de las
condiciones con las que trabaja cada investigador; por esta razén, cn este trabajo se
presentard la informacién més actualizada sobre cada inhibidor y los trabajos de varios
investigadores, que llevan a cabo un estudio comparativo de su actividad cuando se

combinan con diferentes antibi6ticos.
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5.2.1 Acido clavuldnico

Es un.metabolito praducido por Streptomyces clavuligerus que, a diferencia de las
penicilinas, tiene un anillo de oxazolidina en vez del anillo de tiazolidina y un sus-
tituyente inusual en la posicién C2 en vez de los dos grupos metilo encontrados

comunmente en los penicilénicos (fig. 5.2).

THon

N
o cooM

Fig. 52
Estructura del 4cido clavuldnico.

Este compuesto tiene una débil actividad bactericida, sin embargo, puede inactivar
especies de Neisseria y algunas de Bacteroides a concentraciones clinicamente acep-
tadas; mas su importancia radicaen la propicdad inhibitoria que ejerce sobre un amplio
espectro de f-lactamasas, provenientes tanto de bacterins Gram positivas como de

Gram negalivusms’ 5,

Es un potente inhibidor progresivo o suicida de la g-lactamasa estafilocecica, de la

de Bacteroides fragilis y de las p-lactamasos [IMS-1, SHV-1, PSE-1 y PSE-4.

Jacobs (&), con el fin de evaluar la actividad de diferentes inhibidores combinados con
ampicilina y penicilinas de amplio espectro, hizo un estudio implantando plasimidos

bien caracterizados, que codifican para la producci6n de diferentes g-lactamasas, en
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cepas de E. coli y P. aeruginosa e hizo la comparaci6n con cepas de oirps bacilos Gram
negativos Quc se aislaron de muestras clfnicas y que producen enzimas caracterizadas

cromosémicas o mediadas por pldsmidos o ambas®?,

Encontr6 que ¢l clavulanato ¢s el dnico inhibidor efectivo contra la enzima OXA-6
implantada en P. geruginosa, especialmente cuando se combina con ticarcilina y
pipcracilina; mas no fué un buen inhibidor frente a las enzimas PSE-2 y PSE-3 (tabla

5.1).

Combinado con ampicilina, ¢s el finico inhibidor efectivo contra la p-lactamasa
producida por Aeromonas hidrofila y, combinado con otros dntibi6ticos, es el inhibidor

que produce el mayor grado de sinergismo.

También ¢s clectivo contra las cnzimas OHIO-1y TEM-1 producidas por Enterobacter

especial te cuando sc¢ combi

i

a con mezlocilina; pero no mostré efecto sinérgico
frente a las g-lactamasas de S. marcescens y de C. freundii, tanto las cromosémicas
como las mediadas por plasmidos ademés de llegar a presentar antagonismo en
algunos casos (tabla 5.2). Solo cuando se combina con azlocilina logra reducir los

valores de CIM de la enzima TEM-1 de C. freundii.

Thomson (&), encontré que actualmente un gran nimero de cepas de E. coli que
6,

producen TEM-1 son resistentes, especiaimente cuando se combina con ticarcilina’™ H
se refaciona con los valores elevados de CIM, encontrados por Jacobs, que se presen-
taron al usar ticarcilina que, aunque sigui6 siendo una mezcla efectiva, fue la que
present6 menor grado de sinergismo (tabla 5.3), Esto puede deberse a que Thomson

utiliz6 una concentraci6n de inhibidor de 2 mg/l, mientras que Jacobs utiliz6 8

173



CIM tugmi?
3 Ampicilina Ticarcilina Aslocilina Mealocilina Piperacilina Apaleilina
Cepo o T . PR PR T T R
e Sub- Cla Sub 7 Qe S 7 e Sub 7 €L Sab W Sk
Solo kin-  bac. K Salo n b e Solo von b hiy Solo e nac by Solo tine b X 8olo L in hac YK
"o tam o lam wo tam ~o tam -0 tam =0 um
1937-RP1L LS12 >S12 2812 L812 »$12 64 S12 5512 16 es" A 8 512 6 128 128 1M 46 2 3 32 2 8 &
Pu21-R151 512 LSI2 BS12 +SI2 256 256 256 286 128 A5 62 64 26 24 6 A 64 3T 32 2 16 K B 16
u2) RMS149 >512 >$12 32 32 6 6 N B A M 6 6 64 6 16 B 8 16 2 2 2
Pull-pMGL9  PSE4 812 >S12 6 >512>52 M6 3O3R R M) el 18 1 1% 32 N R IN 2 B e
AC3EAMGIZY OXA6  >512 512 61256 2h 1M 64 I3 1N I 6 I 1K 64 16 6 3 K 3 K &
Androphita’  AER-1 2512 16 1032 4 » 1 b 4 & <1 K I K<€ 2 < & <1 2 1
{ & Las cifras obecuras indican einergiemo
; b Combinacisn Antagonista
"¢ CIM dentrodel i o d ia a pegar del s
Tabla5.1

CIM de los antibiticos -1

P. aeruginosa y una de A. hidrophila AER-1.

En estas cepas se implantaron los pldsmidos que codifican para las g-lactamasas™ .

solos y con inhibidores frente a 5 cepas de

69

SYSYWVLOVT-Y SV 30 STHOGIGIHNI ‘A O TNLISYD



' CM tppmly i i IR
i Ampiclina Asloeiling Mazlocilina Piperscilina “Apaleifine
Organismo  Cepa pl  Plasmide . R R e 4o B
Clu- Su- Clae Sl Cla- Sut Cla- Sule Cla 5 Sute Cla-> Sule "
Solo (0 IR oo U YIRSl T il YW Salo U 7 ¥IR Salo OO 0 Yk solo 7L VTR
. lonate tam tunmo  lum linso  lam " lanwo lam lunato  tam B lanso Lim
|kmrmhm fer 83120208 7.82 Ninguno 512 812 28122812 o4 o4 64 18 »512 128 2% 512 o B ols 218 1s 16 16 (16 32
aeropenes KJ130220 782 TEML,  >S125>812>S125812 582 68 #5128 5312 16 >312 LB >S12 BS2 162812 16 3512 16 L5218 >M2 16
OHI01 :
$3120210 7.9 TEM.1  >312>812>81255125512 & 512 64 512 64 >512 256 2% 1 & 5 2% .64 3 s 8. 64 .16
Enterohutier 83120216 7.66 Ninguno  >S12>S12>812>512 128 256 128 128 >S12>512 512 2% 64 32 32 16512 m" 31 016 2% 2%6 . 64 -2
oacae  B3120218 82 OHIO-Y >$12 2512 >512>M2>812 64 »SIT 512 >S512 128 512 128 1% 3 32 16 1N B 6 B 12 LI ]
§3120223 6.0 TEM-1  >S125512 55125025512 256 »512 5512 5122512 5512 $12 5120 32 512 32>S12. 1280 512256 >$12 256 .>812 156
Carobarser 83120221 B.10 Ninguno =512 5812 8125812 128 124 o4 31 5125510 8¢ 64 32 s 2 4 64 o 16 B 64 4 vl 2
freundii 83120211 8,10 TEM-1  >512 >8 $125812 >512 128 128 68 >SI2LS12 517 18 128 46 e 8 6 N 8 18 ‘M 2 8
| Serrutio 83120230 8.3 Ninguno 286 512 286 2% M & 6 32 >812>512 e 64 128 N M 61N 16 ! NN i!l‘ n
murces. >512>512 >512>512 812 256 SN2 128 SS12 L8512 >4 812 412 e 26 o4 256 1M 1K 31 >812 286 (512 o4
eny 312 >512 55125812 >8I >812 >0 S512 L812 %512 >51 511 5512 5125812 5281 8 22312 256" 2512 12 512. 512

& Lag cifras obecuras indican sinergiamo
b Combinacién Antagonista

| ¢ CIM dentro del intervalo de resistancia a pesar del sinergismo

Tabla 52

CIM de los antibidticos f-lactdmicos solos y con inhibidores frente a 11 cepas de
Enterobacteriaceae preductoras de f-lactamasas cromosémicas, con y sin g-lactamasas
codificadas por plismides”™

SVSVAVILOW T4 5Y13Q SFHOIEIHNI ‘A OTNLIVO



SVSYWVLOVTH SV 30 SIHOQIGIHNI ‘A OINLIdVD

CIM (pymb
Ampicilina Ticarcilina Aslocilina Mexlocilina Piperacilina Apalcilina
Cepa ":::" PR PO v, R e v, -
B .S : . Sl Cla - Sub- Qe Sek o Cla-
wm”mmmﬁmmmngmmmwmmmwm
oo tam R we um "0 o tm ¥ W tam -l o
hxcc MK YE stz 2 2 2 2 s 1 s 2 1.4 M <1<t <1 N <t .« < <1
R6K-K TEM ~512 4 512 4 6 >822 3 512 4 6§ 1% 1 1 PR T I | <1
CHpBRIZ2 TEM D >512 5 ¥ B S 5812 4 >S12 2 >822 81202 312 4 M 1 M 1
CO0.RPI 2512 4 2512 4 1 O>82 16 »S12 4 25674 SI2 1 e 210 oee 1 W <1
HI25.RPL 2517 8 »511 8 32 05812 32 »s12 08 128 M6 1 AW 1 e 1 1
13 2 #5128 >S4 164 L5112 68 >SI2 3 512 3 1IN < oM o<)os <l R <}
SRR SHVWD 512 1 2860 2 P IS L D T AR R I O B IR B SRR <1
IS2T.RGNDY OXA-L S12 8 o o M6 & 16 Ve K s n 1] i 1 206 1 1 bj
hSTLRas O OXAD 12 <1 <b ) & <1 <12 16 2 1 2. K<<l o<f 4L <l <)< <1
invak K376 OXAV 18 2 2002 1K 4 [} n 12 2 4 4. <) <)<t 47<1 ey @ <t
!;Iw -pMG203 OXA4 812 18 32" 8 32 R Mo K 16 16 16 2 & 42 L4 1
HORRWME  OXAS 256 g6 * 31t 32 w4 16 .8 . <12 2. 16 i<t 2 <1
TIKLpMG202 OXA? 812 3 et 4 6 16 26 1 16 K 6 <l D20l Taetier 2 <t
60 pUXITS OHIO 5512 8 %12 16 %512 64 S812 46 M2 32 26 2 1M UMl M 1
600 pDS0T OHIO! 512 2 8 P R FRERIENE LI I JRNEE SUER LWL TN RS <1
OOV TLE] NS 2 4 2 8 2 M6 2 8 8 M < 21Nl 1 <t
"3 Lus cifras obacuras mdxnn Sinergiamo
i 5 CIM dentro del i J a posar del i
Tabla53

CIM de fos antibiéticos f-lactdmicos solos y con i es fn:nte a 16 cepas de E. colz.

En estas cepas se implantaron Jos plasmidos que codifican para las p lactamasa569




" CAPITULO V, INHIBIDORES DE LAS B-LACTAMASAS

mg/l, concentracién que representa los niveles séricos tolerables de clavulanato y

sulbaclam cuandoe se administran por via intravenosa®,

De los 16 plasmidos implantados por Jacobs (&) en E coli, se observa que el
ciavulanam fué un buen inhibidor de las enzimas OXA. Present6 su mayor grado de
sinergismo al combinarlo con ampicilina y CIM’s muy bajos combinado con apalei-
lina, piperacilina y mezlocilina. En general, en todas las combinaciones, el clavulanato
mostré ser el mejor de los tres inhibidores para la mayorfa de estas enzimas, especial-

mente con azlocilinay mezlocilina (tabla 5.3).

La mayorfa de las enzimas del tipo Ia de Richmond y Sykes (grupo 1 de Bush) que se
encuentran en E. cloacae, C. Jreundii y 1a p-lactamasa ampC de E. coli son inhibidas
unicamente a concentraciones muy elevadas de clavulanato; también lo son las g-
lactamasas de especies de Bacteroides, de Legionella y Branhamella, pero no puede
inhibir las g-lactamasas inducibles de microorganismos como Alcaligenes faecalis o

Flavobacterium (grupos 3 y 4 respectivamente) 105,

Kobayashi (&), encuentra que el dcido clavuldnico disminuye la resistencia bacteriana
a la penicilina G y a la cefazoling, que son antibi6ticos relativamente susceptibles a la
hidrolisis de la f-lactamasa estufilococeica, mas no afecta la sensibilidad de estas
bacterias cuando se utiliza meticilina, oxacilina o cefalotina®. Una de las ventajas
importantes que tiene el 4cido clavuldnico es su alta capacidad de penetracién al
espacio periplasmdtico, que es mayor a la que presenta el sulbactam o los
iodopenicilinatos, como lo comenta Neu (&), en los estudios efectuados en cepas de

E. coli productoras de TEM-1/%,
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Amonxicilina/Clavuianato

Esta combinacién, tambien conocida como augmemin””, es utilizada efectivamente

en infecciones leves de tejidos y del tracto urinario™,

Es efectiva contra las enzimas TEM-1, TEM-2 y ROB-1 de Haemophilus influenzae
(cuando se utiliza una concentracién de clavulanato de 2 mg/l) aungue no se produce
una reducci6n de CIM tan eficiente como cuando se utiliza como inhibidor el tazo-

bactam

Bs la Gnica combinacidn efectiva contra K oxytoca 46, que ademds de poseer una
B-lactamasa de amplio espectro, la produce a una cantidad 300 veces mayor que otras

cepas®,
Cefoperazona/Clavulanatg

Esta combinaci6n result6 ser efectiva contra la enzima TEM producida por 7 cepas
diferentes de E. coli y contra la enzima SHV producida por 9 cepas diferentes de

K aerogenes que son resistentes al antibi6tico solo.

La combinaci6n con la proporcion 1xCIM de cefoperazona/ 1 mg/l clavulanato, mostr6é
sinergismo contra todas las cepas. Al aumentar la concentracién de cefoperazona
(2xCIM), la mezcla resulté ser bactericida para todas las cepas; tanto para las sensibles
como para las resistentes al antibiotico, a diferencia de la mezcla cefoperazona/sutbac-
tam, que resultd ser bacteriostdtica para todos los casos aunque se aumentara la
concentracién del inhibidor®; por lo que podemos decir que ¢l clavulanato ¢s mis

cfectivo que el sulbactam para estas enzimas.
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Ticarcilina/Clavulanato

Estudios recientes reportan la aparicion de resistencia a la mezcla ticar-

132

cilina/clavulanato (timetin)~“ y a Ia amoxicilina/clavulanato en aislamientos clfnicos

de enterobacterias que previamente se pensaba serfan inhibidas por el clavulanato.

”6, utilizando 74 cepas de

En un experimento llevado a cabo por Thomson (&)
enterobacterias, encontré que el 32% fueron resistentes a la ticarcilina/clavulanato
cuando se utiliza una concentracién de inhibidor de 2 mg/l; mientras que otras

combinaciones (piperacilina/tazobactam, cefoperazona/sulbactam) mostraron ser més

efectivas (tabla 5.4).
AGENTE No. DE CEPAS (%)
Moderadamente
Susceptible susceptible Resistente
Ticarcilina 3 @) 2 (3) 69 (93)
Ticarcilina/clavulanato 28 (38) 22 (30) 24 (32)
Piperacilina 15 (20) 5 @) 54 (73)
Piperacilina/tazobactam 55 (74) 6 (8) 13 (18)
Cefoperazona 54 (73) 6 (8) 14 (19)
Cefoperazona/sulbactam 65 (88) 3 @) 6 (8)

Tabla 5.4

Compnracxén de la susceptibilidad de 74 cepas de enterobacterias frente a
antibiéticos g-lact solos y binados con un inhibidor’*,

Cultivos productores de PSE-1fueron resi esomoderad susceptibles a esta

combinaci6én sin importar la cantidad de enzima producida; también presentaron
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resistencia las cepas productoras de HMS-1, OHIO-1y las éepas de Klébsieua oxytbca =

que producen altos niveles de 1a enzima clase IV,

De 42 cepas de E. coli productoras de la enzima TEM-1, 26% moslmyljon‘r»esis{ ncia:

(tabla 5.5) y de 13 cepas de K pneumoniae productoras de SHV-1 el 77% mosﬁu}op:, '

ser resisteates (tabla 5.6).

AGENTE No. DE CEPAS (%)
Moderadamente
Susceptible susceptible Resistente
Ticarcilina 1 {2 o © 41 (98)
Ticarcilina/clavulanato 14 (33) 17 (41) 11 (26)
Piperacilina 7 (17) 2 (5) 33 (78)
Piperacilina/tazobactam 34 (80) 4 (10) 4 (10)
Cefoperazona 32 (76) 3 M 7 (17
Cefoperazona/sulbactam 41 (98) 1 @ [VIN(V)]
Tabla 55
Comparacién dela ptibilidad de 42 cepas de E. calzprodu,ctoms de TEM-1
frente a antibiéticos g-lactdmi solosy binados con un inhibidor’7%,
AGENTE No. DE CEPAS (%)
Moderadamente
Susceptible susceptible Resistente
Ticarcilina 0 (0) o © 13 (100)
Ticarcilina/clavulanato 1 (8) 2 (15) 10 77
Piperacilina 1 8) 2 (15) 10 (77)
Piperacilinaftazobactam 7 (54) o @ 6 (46)
Cefoperazona 7 (54) 1 @) 5 (39)
Celoperazona/sulbactam 8 (61) 1 (8 4 (31
Tabla 5.6

Comparacién de la ptibilidad de 13 cepas productoms de SHV-1frente a
intibi6ticos g1 18l solos y combinados con un inhibi Japed3 6
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El aumento de resistencia se asoci6 al incremento en 1a produccién de ciertas g-lac-
tamasas, como es el caso de las enzimas TEM-1 de E. coli, 1a SHV-1 de K. pneumoniae
y la enzima clase IV de K. axytoca; sin embargo, puede deberse a otras factores como
son la permeabilidad de la membrana y Ia afinidad a las PBPs (ver: Otros factores de

resistencia asociadas a los inhibidores).

Piperacilina/Clavulanato

Higashitani (&), estudi6 la combinacién de varios inhibidores con la piperacilina frente

a cepas productoras de penicilinasas, cefalosporinasas y oximino-cefalasporinasas.

A una concentracién de 5 mg/l el clavulanato combinado con la piperacilina mostré
tener una gran efectividad sobre cepas de E. coli, S. aureus y K pneumoniae productoras

de penicilinasas, ya scan cromos6micas o mediadas por pldsmidos.

Frente a las cepas de E. coli productoras de una oximino-cefalosporinasa constitutiva

no hubo sinergismo en la mezcla, dando una reduccién muy baja o nula de CIM,

Frente a las cefalosporinasas inducibles el clavulanato mostré ser antagonists a la

piperacilina provocando un incremento de CIM ¢n la mayorfa de las ccpusw' o,

Esto permite concluir que ¢l clavulanato es un excclente inhibidor de las

penicilinasas, mas con las cefalosporinasas llega a ser muchas veces hasta un inductor.
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Mecanismo general de inhibicign del Clavulanate

La acilaci6n de la g-lactamasa en el residuo de serina del sitio activo, puede llevarse a

cabo con un substrato o con los inhibidores que actdan como substrato’0% 115,

La acilacién de la enzima por un substrato anélogo, como es el 4cido clavuldnico,co -
mienza porel rompimiento del anillo g-lactdmico, conduciendo a la formaci6n de un
compuesto intermediario (fig, 5.3). Este compuesto, la acil-enzima (EA), es la forma
inicial que se presenta, junto con la imina correspondiente, como resultado de la
ruptura del enlace C-O. La rédpida pérdida de la actividad catalitica, refleja la

acumulacién de EA.
La acil-enzima puede tomar dos caminos:
1) La hidro6lisis (desacilacién).

2) Formaci6n de l1a enamina (a partir del rompimiento del enlace C5-O'y Ia

tautomerizacion de la imina resultante).
Ambas reacciones son mucho més lentas que la formacién de l1a acil-cnzima.

La enamina formada inicialmente es la conformacion cis, cuya isomerizacién-a la

formacién trans es mas estable, aunque el proceso sea mas lento,

La forma de enamina de la acil-enzima s més estable a la hidrélisis que la acil-enzima
normal, debido a la conjugacién entre el enlace ester y el doble enlace de la enamina,
También es probable que las formas cis trans difieran en su resistencia a la desacilacién

como resultado de un efecto estérico’?’,
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En la enzima TEM de E. coli, 1a reacci6n final involucra la inactivacién irreversible de
1a enzima después de llevar a cabo un gran nimero de movimientos (115) dentro de
este proceso; a diferencia de ésta, la g-lactamasa de S. aureus se inactiva sin ningun
movimiento del inhibidor, para formar una especie cuya inhibicién unicamente es

transitoria.

5.2.2 Sulbactam

E! sulbactam es un derivado del 4cido penicilanico sulfonado”s, también conocido

como CP 45899 (fig. 5.4).

Fig.54

Estructura del sulbactam.

Su tinico uso clfnico, por sf solo, s¢ ha reportado contra N. gonorrhoeae y Acinetobac-
ter; también actda, aunque mdés debilmente, contra cocos Gram positivos, enterobac-

terias, Pseudomonas y algunas especies de Bacteroides'®.

Con las p-lactamasas aisladas, se ha demostrado que inhibe la de S. qureus y las de

muchas enterobacterias.
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Fu y Neu (1979) demostraron que frente a las enzimas que exhiben una actividad

primaria de cefalosporinasa, el sulbactam s6lo las inhibe débilmente.

La combinacién de ampicilina/sulbactam, conocida como unacyn“, se utiliza con gran
frecuencia; se ha reportado un alto grado de sinergismo de esta combinacién contra
cepas de H. influenzae cuando se utiliza una concentracién de inhibidor de 8 mg/l; sin
embargo, no se observan los mismos resultados cuando se combinan 2 mg/l de sulbac-
tam con moxicilina; pues el sinergismo observado es mucho menor cuando este antibié-
tico se combina con otros inhibidores como ¢l clavulanato o el tazobactam, que

producen una reduccién mayor de CIM y a concentraciones aGn menores’’,

Cuando se combina con cefpiroma, cefotaxima, cefazolina, meticilina y penicilina G a
una concentracién de inhibidor de 10 mg/l muestra un notable sinergismo contra Ja

B-lactamasa de S. aurcus, especialmente con cefpiromay cefotaxima®2,

Jacobs (&), ha reportado la actividad de la combinacién del sulbactam con am-
picilina, ticarciling, azlocilina, mezlocilina, piperacilina y apalcilina contra diferentes
plasmidos implantados en cepas de E. coli (tabla 5.3) y en P. aeruginosa (tabla 5.1)
ademés de las cepas de Enterobucter, C. freundii y S. marcescens que producen g-lac-

tamasas bien caracterizadas (Tabla 5.2).

En general, con todas las cepas el sulbactam mostro un sincrgismo muy bajo y en pocas
ocasiones lleg6 a ser comparable su actividad con la de otros inhibidores més efec-

tivos, como son el clavulanato y el tazobactam’®,
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En las tinicas cepas donde mostré una mejor actividad fue en las de E. coli productoras
dela enzima OXA-1y OXA-2 cuando se combina con apalcilina y azlocilina respecti-
vamente (tabla 5.3)“ y las cepas de E. coli GN14930 y E. cloacae GN7471 cuando se

combinan con piperacilinaﬁ.

Donde destac6 la actividad del sulbactain, fué frente a la g-lactamasa cromosémica de
S. marcescens; especialmente cuando se combinan 8 mg/l de este inhibidor con ticar-

cilina o piperacilina (tabla 5.2).

Cefoperazona/sulbactam

En un estudio llevado a cabo con 74 cepas de enterobacterias se encontré que sélo el
19% fueron resistentes a la cefoperazona por si sola, siendo el antibi6tico que did
mcjores resultados al comparar su actividad con la ticarcilina y la piperacilina (tabla

54)1%.

Cuando se agregé el inhibidor a una concentracién de 2 mg/l el porcentaje de cepas

resi fué uni del 8% .

Posteriormente cl estudio se enfocé al andlisis de la enzima TEM-1 de E. coli. Se
encontré que esta combinacién fué la Gnica que logré producir el 0% de cepas

resistentes (tabla 5.5).

Al efectuar el mismo experimento comparativo, pero ahora con la enzima SHV-1 de
K pneumoniae, ¢l porcentaje de cepas resistentes no fué tan exitoso como el obtenido
con la TEM-1, pero logré obtener el porcentaje més bajo de lus tres combinaciones

experimentadas (tabla 5.6).
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Este incremento en la resistencia se atribuye ala produccién de altos m')&e]es de erizima.
Ceftriaxona/sulbactam .

Fantin (&)44, hizo experimentos in vivo e in vitro de'esta combinici6n, contra una
B-lactamasa descubierta recientemente en cultivos de E. coli y K. pneumoniae resisten-:

tes a la cefotaxima y ceftriaxona,

In vitro encontraron que la actividad de la ceftriaxona y el sulbactam solos es inefectiva
contra un inéeulo de S x 107 UFC/ml; pero al mezclarlos, se observd un siner- -

gismo, dependiente de 1a concentraci6n del sulbactam.

También se estudié al sulbactam con una combinacién de ceftriaxona-netil-
micina, puesto que la combinacién de una cefalosporina de amplio espectro con un
antibiético aminoglucésido s aun muy utilizada en el tratamiento de serias infecciones

producidas por entcrobacterias.

La netilmicina sola o en combinacién con la ceftriaxona produjo una reduccién de 1 a
1.5 logio UFC/ml después de 24 horas de incubaci6n frente a un in6eulo de 5 x 107
UFC/ml. Al agregar ¢l sulbactam a esta combinacién y bajo las mismas condiciones, se -

logré una reduccién hasta de 4.3 logio UFC/inl,

En el experimento in vivo, de una endocarditis provocada en concjos, se observé que
el mejor tratamiento fué ¢l de la combinacién de 30 mg/kg de ceftriaxona con 100 mg/kg
de sulbactam que redujo hasta S logio UFC/g ; son valores comparables a los obtenidos

por la combinacién de ceftriaxona-netilmicina/sulbactam (6 mg/kg, 15 mg/kg, 100
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mg/kg respectivamente) a diferencia de que la combinaci6n de ceftriaxona/sulbactam
ademds produce un 65.5% de efecto bacteriostatico.

Estos resultados permiten visualizar 1a posibilidad de prescindir delaminoglucésido en

futuros tratamientos.
5.2.3 Tazobactam

Es un derivado del 4cido penicildnico sulfonado® también conocido como YTR 830

(fig. 5.5) que ha mostrado ser muy cfectivo contra las g-lactamasas mediadas por

IR

Hil filtcn,
& A"’//ooon

Fig. 5.5
Estructura del Tazobactam.

plasmidos y algunas p-lactamasas cromosémicas como son ia de K pneumoniae, P.

vulgarisy M. morganixd 3,

Amoxicilina/Tazobactam

En combinacién con amoxicilina resulta ser un excelente inhibidor de las enzimas

TEM-1TEM-2 y ROB-1 de H. influenzae, mostrando un efecto inhibitorio ain mayor
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que el observado con el clavulanato (0.5 mgfl de tazobactam producen los mismos

resultados que los observados con 2 mg/l de clavulanam)l‘".

Piperacilina/Tazobactam

Enun estudio realizado por Diver (&)3 7 el tazobactam mostr6 tener una capacidad de
inhibici6n muy alta (en combinacién con piperacilina o ticarcilina) sobre las penicitina-
sas cromosémicas y mediadas por plasmidos de S. aureus y la enzima TEM-1 de E. coli
respectivamente, Estos resultados fueron comparables a los obtenidos con el clavu-

lanato.

Los mejores resuitados obtenidos de esta mezcla antibi6tico/inhibidor fucron frente a
las cepas productoras de cefalosporinasas inducibles, donde se comprobé la incficien-
cia del clavulanato y la buena actividad, pero superable, de! sutbactam; especialmente

con las cepas de P. aeruginosa GN10367 y C. freundii GN346%.

Tazobactam / otros antibi6ticos

El tazobactam, en combinaci6n con otros antibi6ticos, también lleg6é a mostrar mejor
actividad que el sulbactam y el elavulanato, especialmente frente a las enzimas TEM-1
y HMS-1 codificadas por los plasmidos R y R997 implantados en E. coli®® cuando se

combina con ticarcilina y ampicilina respectivamente (tabla 5.3)

Algunas cepas de C. freundii, 1a enzima cromosémica de E. cloacae y cepas S. marces-
cens productoras de TEM-1 (tabla 5.2), son principaimente inhibidas cuando el tazo-

bactam se combina con mezlociling, piperacilina y apalcilina.
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5.3 Otros inhibidores

rbapenems

Incluyen alos 4cidos olivanicos, compuestos de tienamicina y carpetimicinas; muchos de estos
compuestos son potentes antibi6ticos con una considerable estabilidad ante las g-lactamasas

(fig: 5.6).

Fig.5.6
Estructura general de los carbapenems.

El MM4550, MM 13902 y MM 17880 son buenos inhibidores; pero por tener también actividad . .

antibacteriuna, su evaluacién como inhibidores se dificulta’™S,

Elimipenem es un carbapenem que se esté estudiando por haber sido comprobada su actividad
inhibitoria; especialmente sobre la g-lactamasa I de B. cerens. Su uso clinico atn no se ha

establecido®”.
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Acidos Halopenicildnicos

Al igual que otros inhibidores, son derivados directos del 4cido penicilénico (fig: 5.7); R esun
haldgeno en posicion g. Las alfa-halo-sustituciones en esa posicién han mostrado tener un

menor grado de inhibicién que tas 4.

Los 4cidos halopenicildnicos mds utilizados son los 6-8-bromo y 6-ﬁ-iodo“5.

El primero de éstos es un potente inhibidor, comparable con el 4cido clavulinico; se ha

estudiado la cinética de su actividad inhibitoria sobre 1a f-lactamasa [ de B. cereus 56951,

Estos agentes no son muy tolerados por el organismo, por o que son més bien empleados para

caracterizar a las g-lactamasas’® (pag. 156).

o’

Fig. 5.7
Estructura general de los dcidos halopenicildnicos.
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Acidos béricos

Son inhibidores competitivos reversibles de las g-lactamasas serfnicas y los dnicos inhibidores
cuya estructura no tiene semejanza con los substratos de las g-lactamasas (no tienen anillo

B-lactdmico).

Actiian sobre el sitio activo de las enzimas; sin embargo, més bien son conocidos como

it

inhibidores de las proteasas serfnicas e i

sitios activos”.

a las g1 por la entre sus

)

1 7

Se utilizan principa para

estudios cristalograficos de la enzima por tener la
ventaja de que no son hidrolizados durante e} proceso, a diferencia de los compuestos
B-lactdmicos. Su alta capacidad de difusi6n a través de la membrana, hace que en un futuro

estos inhibidores puedan llegar a tener un uso clfnico™.

R - B (OH)2

Fig.58
Esfructura general de los dcidos béricos.

Existen otros compuestos que han mostrado tener actividad inhibitoria frente a las g-lacta-
tnasas serfnicas, pero como ain no se ha definido claramente su espectro de actividad y su
farmacocinética, todavia no es posible establecer si existe un uso clinico efectivo para estos

compuestos.
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El aztreonam es un atibiético monobactdmico que, aunque su actividad principal es bac-
tericida’?’, se ha comprobado que es un potente inhibidor progresivo de las cefalos-
porinasas. Este efecto inhibitorio fué comprobado por Bush (&) en la f-lactamasa producida
por E. cloacae P99'% ° 1 4 diferencia en la capacidad inhibitoria entre el clavulanato y el
aztreonam son significativas, ya que las cefalosporinasas son més fuertemente inhibidas por
cl aztreonam; camportamiento inverso frente a las g-lactamasas de amplio espectro y las

pcnicilinasas".

Se han comprobado las cualidades inhibitorias de los compuestos andlogos al diketene, sobre
tag-lactamasa [ de B. cereus; aunque su actividad inhibitoria ha sido satisfactoria se consideran

compuestos poca estables, por lo que su utilidad atn es discutida’™?,

Los monofosfams son antibi6ticos g-lactdmicos monociclicos cuya actividad sobre las
cefalosporinasas es scmejante a la de los monobactams. Aunque su actividad bactericida es

pobre, su actividad inhibitoria es muy clevada?”.

Elmoxalactam es un antibiético oxa-g-lactédmico (oxa-cefalosporina) que sc ha distinguido por
ser un antibi6tico que ha mostrado poseer la propiedad de inactivar eficientemente las
B-lactamasas como un inhibidor suicida, ademés de demostrar su buena actividad bacteri-

cida®,

Algunas modificaciones a las cadenas laterales de los g-lactdmicos pueden dar lugar a nuevos
tipos de inhibidores, como es el cuso de las 1-oxacefalosporinas, que con un sustituyente

“7e-formilamino, aumenta la potencia de inactivacién de las /J-luclamasnswa.
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Bayer (&), estudi6 la actividad inhibitoria de la dicloxacilina combinéndola con ceftazidi

sobre la cepa de P. aeruginosa PA-48 que produce una cefalosporinasa resistente al antibiético
solo. Aunque ha llegado a mostrar mayor sinergismo con este antibi6tico que otros inhibidores

(clavulanato y sulbactam), afin es necesario efectuar més estudios sobre este inhibidor®.

También se ha descubierto que S. clavuligerus produce, ademds de 4cido clavuldnico, otra

protefna con caracteristicas inhibitorias de las g-lactamasas (BLIP) capaz de inhibir 1a bac-

topenasa, que es una penicilinasa producida por B. cereus 9,

hid

5.4 Factores de resistencia iados a los int es

En todos los estudios realizados sobre diferentes g-lactamasas frente a una combinacién
antibidtico/inhibidor, han existido tal diversidad entre los valores obtenidos de CIM  que
se hace imposible poder generalizar 12 efectividad de una combinacitén, no solo frente a

diferentes especies de microorganismos, sino hasta entre una cepay otra® %,

Esto confirma que la resistencia de los microorganismos no est4 dada tnicamente por la

pr de las g-lacta (cap. 11I); por lo tanto, fué necesario que los investigadores

analizaran otros factores que confirieran resitencia y que, interactuando con las f-lac-

tamasas, disminuyan la susceptibilidad de los microorganismossz.

Actividnd enzimitica

Debido aque laresi iadelos microorganismos alos antibiéticosy alas combinaciones

antibiético/inhibidor muchas veees va intimamente figada a una sobreproduccién de
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p-lactamasas, Thomson (&), hizo un estudio en donde trata la relacién entre la cantidad
de enzima producida, su tipo y su susceptibilidad a {as 3 combinaciones antibiéticc/inhi-
bidor mas utilizadas. Estas combinaciones son: ticarcilina/clavulanato, piperacilina/ta-

zobactamy cefoperazona/sulbactaml 36,

Este investigador encontré que la g-lactamasa de clase IV de K oxytoca, la SHV-1 de
K preumoniae y 1a enzima TEM-1 de E. coli que se producen en cantidades
clevadas, presentan mayor resistencia a las tres combinaciones; mientras que las cepas que

producen bajos niveles de dichas enzimas sf fucron susceptibles.

Esta sobreproducci6n de enzima pucde deberse a la existencia de cepas mutantes Gram .
negativas, productoras de g-lactamasas cromosémicas, que se ha demostrado sufren una

dcrreprcsién”‘ 7,

Afinidad de Ias PBPs por los f-lactdimicos

Las caracterfsticas de las PBPs (protefnas que se unen a las penicilinas) y su afinidad por
los antibi6ticos #-lactdmicos, se trata en el capftulo HI; pero como algunos inhibidores
tienen propiedades bactericidas, por resultar afines a ciertos tipos de PBPs, dan lugar a

que una combinacién antibiético/inhibidor puede Hlegar a ser més efectiva que otra,

Por esta raz6n, Moosdeen (&), hace un estudio comparativo de la afinidad de lus PBPs de
cinco bacterias Gram negativas (E. coli, P. mirabilis, K aerogenes, C. freundii y E. cloacae)

por los tres inhibidores de mayor importancia: dcido clavuldnico, sulbactamy tazebactam.

Este investigador mostré que el primer blanco del clavulanato fueron las PBP2 de todas

las cepas; en cambio, el primer blanco del tazobactam fueron las PBP1 de K. aerogenes y
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P. mirabilis y las PBP2 en E. coli, C. freundii y E. cloacae. Sulbactam se une primeramente

alas PBP1 de E. coli, P. mirabilis y K aerogenes y alas PBP2 de C. freundii y E. cloacac™.

Esto permite concluir que el grado de susceptibilidad de un microorganismo frente a una
combinacién antibi6tico/inhibidor depende del tipo, nimero y locatizacién de las PBPs
pero también depende del grado de afinidad que ellas ejerzan, ya no solo hacia el

antibiotico si no también hacia el inhibidor.

Caracterfsticas antibiéticof/inhibidor

No cualquier antibiético puede utilizarse con lquicr inhibidor; es indisp ble que

¥
las caracterfsticas farmacocinéticas sean similares entre ambos para que pueda haber

sinergismo en su combinacion.

Woodnutt (&), hizo el estudio farmacocinético para el timetin (ticar-

cilina/clavulanato), en el que se toma en cuenta:
a) Vida media de clir;linacibn
b) Distribucién en los tejidos
c) Valores de penetracion (fluido pleural, peritoneal y subcuténeo).

Cuando estos pardmetros son similares para ambos (como lo fué para la ticarcilina y e}
clavulanato) es cuando se puede concluir que hay afinidad entre el antibi6tico y el

inhibidor y saber que se presentaran juntos en el sitio de infeccion’?S.
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Dentro del estudio cinético del inhibidor, se debe determinar la velocidad y grado de
penetraci6n al interior de la célulaﬁ. la concentracién ideal a la que debe presentarse
dependiendo det antibi6tico con el que se combina’’, asi como el grado de afinidad entre

el inhibidor y la g-lactamasa.

La informaci6n cinética obtenida de estas determinaciones es de gran importancia, pues

mientras més precisa sea, serd mayor la efectividad del inhibidor.

Es importante analizar la estructura de los antibi6ticos, pues de ella depende que haya
mayor o menor sinergismo con ¢l inhibidor; el sultbactam, por ejemplo, muestra mayor
sinergismo cuando se combina con cefpiroma y cefotaxima (que tienen un grupo metoxi-
imino en la posicién 7) que con moxalactam o cefmetazol (que ticnen ur grupo metoxi en

la posicién 7)%.
Induccidn de las g-lactamasas por los inhibidores

Muchos investigadores han comprobado la efectividad de los inbibidores méds com-
unes, como son el clavulanato, sulbactamy tazobactam, frente a las f-lactamasas mediadas
por plasmidos; sin embargo, cstos mismos resultados no se observan cuando los in-
hibidores se utilizan frente a ciertas enzimus cromosémicas; llegando a mostrar una

actividad anlagénica”g.

En la actualidad se ha comprobado que algunos compuestos f-lactdmicos tienen ia
capacidad de actuar como potentes inductores de tas -lactamasas cromosémicas de fa
clase 1 de Richmond y Sykes (cap. V1), encontradas en la familia enterobacteridicea y en

P. aeruginosu 4
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Weber (&)%, hizo cstudios sobre la capacidad de induccién de los inhibidores, en-

contrando que a una concentracién de 100 mg/l el clavulanato actia como un fuerte

inductor de las -1 cromos6micas de tipo 1793; el sulbactam en menor grado que
el clavulanato y el tazobactam précticamente no muestra induccién; también demostré
que la inducci6n es reversible y que solo ocurre durante la exposicién al inductor, lapso

en el que se le confiere resi ia al microorganismo’%,

Farmer (&), postul6 que cl menor efecto de induccién mostrado por el sulbactam, se debfa
a que tienc un poder de inhibicién mayor que el clavulanato sobre este tipo de enzi-
mas; pero también indica la importancia de tomar en cuenta la concentraci6n utilizada en
el experimento. Farmer demuestra que a concentraciones terapéuticas (10 mg/t) tanto el
clavulanato como el sulbactam son inductores pobres; sin dejar de tomar en cuenta que
existen muchas variaciones a la susceptibilidad de inducci6n ante un cepay otra lo que no

hace imposible que algunas enzimas puedan ser inducidas aiin a cstas concentraciones™,

Este tipo de informacion sobre la induccion de los inhibidores le permite a Stobberingh’ 32

dilucidar varios factores involucrados en este mecanismo, que deben tomarse en cuenta

cuando se trata de elegir Ia mejor combinacién antibiético/inhibidor:

1) Efcctuar los estudios de la capacidad de induccién de un agente antimicrobiano

a concentraciones clinicamente tolerables.

2) Tomar en cuenta los diferentes grados de inducibilidad entre diferentes

especies y dentro de una misma especie.
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3) Tomar en cuenta la sensibilidad del microorganismo a la induccién por los

antibi6ticos solos y por los antibi6ticos combinados con el inhibidor.

4) Tomar en cuenta la capacidad de los agentes antimicrobianos para seleccionar

las mutantes estables derreprimidas.

Este investigador también indica que existen otros factores en el medio de cultivo, que no

se han determinado y que tienen la facultad de fungir como inductores de las g-lactamasas.
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6.1 Antecedentes

Con el propésito de un mejor estudio de las g-lactamasas y en vista del gran incrementb
de éstas, se han propuesto diversos métodos para su clasificacién. Uno de los primeros
métodos fué propuesto en 1973 por Richmond y Sykesm' (donde las principales clases se
denotan con niimeros romanos), el cual se basa en los perfiles de substrato, de inhibidores
y reacci6n con antisuero. Con este criterio, dividieron las g-lactamasas en cinco clases: La
clase I comprende a las cefalosporinasas. Esta clase (que se subdivide en la, Ib, Ic y
1d), incluye a las g-lactamasas mediadas por cromosomas de la mayorfa de las enterobac-
terias y pscudomonas, excepto para las del género Proteus y Klebsiella, las cuales son més
activas frente a las penicilinas constituyendo las clases Iy IV respectivamente, La clase
1T comprende a las g-lactamasas tipo TEM, codificadas por pldsmidos y la clase V esta
constituida por un grupo heterogéneo, comprendiendo g-lactamasas que hidrolizan

oxacilina y carbenicilina.

La heterogencidad entre algunas de estas clases y los problemas en la determinacion de
pardmetros tales como inhibicion enzimética por pCMB (p-cloromercuroben-
zoato), empledndose preparaciones de enzimas sin purificar, son factores que Medeiros
menciona como desventajas para utilizar esta clasificacién, especialmente cuando no estd
inclufda informaci6n adicional como la inducci6n en la producci6n de las g-lactamasas o

1a localizaci6n del gen que las codifica (cromosoma o plésmido)w.
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Sykes y Mattew en 1976, complementan esta clasificaci6n al incluir el punto isoeléctrico
como criterio principal en la identificacion de las B-lactamasas’® %, sin embargo, debido
a que cada dfa se descubren una gran cantidad de enzimas y el desarrollo de nuevos

antibi6ticos se ha incrementado, dicha clasificaci6n ya no es rcpresemalivas“‘, aunque

94

constituy6 Ja primera clasificacién atil para las g-lactamasas

Por lo anterior, fué necesario reevaluar las propiedades para caracterizarlas, al incluira
los perfiles de substratos e inhibidores, compuestos que no se habfan empleado en las

primeras evaluaciones como la cefotaxima y el &cido clavuldnico.

En 1988, Galleni realiz6 un estudio cinético completo con varias g-lacltamasas de clase
! y de acuerdo a los resultados obtenidos, sefial6 que no era conveniente la distribucién
de las enzimas en sub-clases como la clase I de Richmond y Sykes, ya que no serfa
sorprendente encontrar valores intermedios al estudiar otras enzimas y, a ia larga, cada

una de éstas podrfa constituir una sub-clase.

El descubrimiento de nuevas enzimas ha enfatizado las dificultades de ia
clasificacién, nomenclatura ¢ informaci6n filogénica. Los métodos cldsicos para su
caracterizacion con base en ¢l perfil de substrato, inhibidor, pl y PM revelan similitudes

entre las enzimas pero no son adecuados para una comparacién ﬁlogénica”o.

En 1980, Ambler! propone una clasificacion con base en ta secuencia amino4cida de las
B-lactamasas y aunque este tipo de clasificacion es la més fundamental proporcionando

informacién filogénica, a menudo se prefiere la clasificaci6n funcional de Sykes42.
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En 1988, Bush proponc una modiﬁcﬁcibn alos mé por Ri dy Sykes

para una nueva clasificacion, basada principalmente en caracteristicas

bioquimicas, tomando en cuenta la clase estructural. Agrup6 a las g-lactamasas

codificadas por o plasmid fad

fisicas y perfil de

s, <le 1o asus propi
substrato ¢ inhibidor. Cabe sefialar que a pesar de que se ha publicado mucho sobre las

st asas fiadas por cr 24y plismidos, ¢s la primera investigadora en

proponer una tabulacién completa que incluye las caracterfsticas de ambos tipos de

enzimas,

6.2 Clasificacién general

Iin Ia tabla 6.1 se an los grupos proy T iendo de su especificidad por

. En esta clasificacion se ha hecho el

el ysui par el dcido cl

intento de incluir en grupos especfficos, a aquell: de clase molecular con-

" inhibido por:
CA* EDTA
Mo No  Enzimas cromosdmicas de |

2a PEN-Y  Penciinas Si No s de bacterias Gram (+) |
~2b~ BDS-Y Cefalosporinas, Penicifinas  Si No  TEM-1,TEM-2 :
2b EBS-Y Cefalosporinas, Peruciinas, Si No  TEM-3, TEM-5

Celotaxima
2c  CAR-Y Penicitinas, Carbenicitina Si No  PSE-1, PSE-3, PSE-4 i
2d  CLX-Y Penicilinas, Cloxacilina Si No  OXA-1, PSE-2 H
2d CEP-Y  Ceialosperinas Si No  Proteus vuigaris
3 MET-N  Vaoriable No Si B. cereus It P. maltophiiia L1

No ? P. cepacia

bia 6.1
6 para las gl sas.

Esquems general de
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ocida, ya que se espera, siguiendo el mismo lineamiento, que las futuras enzimas

relacionadas puedan ajustarse dentro de estas categorfas.

El grupo 1, subtitulado CEP-N, incluye a las enzimas que hidrolizan preferentemente las

cefalosporinas y no se inhiben con 10xM de clavulanato.

Ei grupo 2 incluye una variedad de enzimas que sf se inhiben con el clavulanato y se
subdivide en : El grupo 2a, subtitulado PEN-Y, que incluye las penicilinasas cldsicas; el
grupo 2b, subtitulado BDS-Y, que incluye las g-lactamasas de amplio espectro
tradicionales; el grupo 2b, subtitulado EBS-Y, que incluye muchas f-lactamasas
relacionadas con el grupo 2b pero con la capacidad de hidrolizar a los antibioticos
p-lactimicos de amiplio espectro extendido, tales como la cefotaxima, ceftezidima o
aztreonam. El grupo 2¢ (CAR-Y) y 2d (CLX-Y) incluyen a aquellas penicilinasas que
ademds hidrolizan la carbenicilina y la cloxacilina respectivamente. El grupo 2e (CEP-Y)
incluye un grupo Gnico de cefalosporinasas con propiedades inmunolégicas semejantes a

las penicilinasas,

El grupo 3, MET-N, incluyc las g-lactamasas que requicren un jon metélico para su

actividad enzimdtica; todas ellas aparentemente no son inhibidas por el clavulanato .

El grupo 4, PEN-N, se ha agregado a la clasificacién original de Bosh propuesta en 1988

e incluye una variedad de penicilinasas no inhibidas por ¢l clavulanato.
Los pardmetros empleados en csta clasificacion son los siguientes:

Siuna enzima ya se ha nombrado, tanto el nombre original como la designacién posterior

(si es ¢l caso), aparecen en la columna 1 de las tablas de clasificacién (pag 207). Cuando
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se obsevan diferencias considerables entre las enzimas constitutivas provenientes de fa
misma especie, se mencionan todas las enzimas. La columna 2 indica si la produccién de
la f-lactamasa es mediada por cromosoma o por plésmido, incluyendo el nombre del
pldsmido (si es el caso); no se dan indicaciones en esta columna cuando el mecanismo de
praducci6n no se ha determinado, cuando se conoce, el hospedador original para la

enzima se nombra con su nimero de cepa.

Los perfiles de substrato se recopilaron usando los siguientes antibi6ticos, las penicilinas:
Bencil-penicilina, ampicilina, carbeniciling, cloxaciling; las cefalosporinas: Cefaloridi-
na, cefalotina, cefiazidima; el aztreonam y el imipenem. Cuando fué posible, los valores
de Vmax se nombraron preferentemente a los valores relativos de hidro6lisis. Cuando los
datos de la literatura no se reportaron en términos de pardmetros cinéticos puros, la
concentracién de los substratos y el método empleado se indica en las tablas. Ea pocos

casos se presenté m4s de un valor para un solo pardmetro.

6.3 Nomenclatura

Se ha penerado algo de confusién en la nomenclatura debido a los métodos de
clasificacion propuestos, a 1a falta de conocimiento estructural de la enzima asi como a fa

distribucién de un solo tipo enzimético en diversos géneros bacterianos’™ 2 105 124,

La denominacion de la clase I de Richmond y Sykes (con la que se designa comunmente
a las cefalosporinas), se confunde fécilmente con la propuesta por Mitsuhashi donde las
p-lactamasas mediadas por pldsmidos se dividen en tipo Ia y Ib o con la enzima tipo 1 de

2
B. cereus'™.
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CAPITULO VI. CLASIFICACION DE LAS p-LACT‘AMASAS

A menos que la informacion estructural pueda ser determinada para ¢ada g-lactamasa

recién descubierta, los nombres son asignados de acuerdo mas bien a preferencias indivi-

Matthew Mitsuhashi Pitton Labla & Richmond &
. Phillppon Sykes
TEM-1 Tipo 1a- o TEM-1, fila
{Temoniera: nombre del paciente) . : tipo 1
TEM-2 Tipoib 0 iila
SHV-1 L S TEMAT, v
(Sulfidril-variable) 3 :-tipo 2
HMS-1 frare e (PIT2)
{Hedges, Matthew & Smith) i el
OXA-1 C o Tipol S Va
(Hidroliza la Oxacilina) con o
OXA-2 . Tipo il Vb
OXxa-3 . o v
PSE-1 Tipo IV CARB-2 v
(Especifica de Pseudomonas)
PSE-2 \
PSE-3 CARB-4 \Y
PSE-4 CARB-1 v
Tabla 62
Diferencias en la 1 a de alg £-1 o4,

. . 2 AP . . . .
duales que aun procedimiento sistematico””. Esto ha originado la existencia de difereates

denominaciones para un solo tipe de enzima, como se aprecia en la tibla 6.2%,

Algunos investipadores denominaron a la enzima de acuerdo al microarganismo en que
fué aislada por vez primery; sin embargo, este criterio es poco recomendable debido ala
creciente distribucion de un solo tipo de g-lactamasa entre los diferentes géneros bac-
terianos, Esto se ¢jemplifica con ¢l gen que codifica para PSE-1, el cual s¢ encontrd

originalmente en un plasmido restringido al género Pseudomonas, pero que actualmente
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CAPITULO VI. CLASIFICACION DE LAS B-LACTAMASAS

se encuentra en muestras clinicas de E. coli, Salmonella, Serratia liquenifaciens y

- P. mirabilis™,

Enla lidad, sc han blecido relaciones estructurales entre las enzimas estudiadas

y las d biertas reci ¢, cncontrdndose gran similitud en algunas de

ellas. Debido a esto, ha sido necesario cambiar el nombre de algunas de éstas, como el

caso de CTX-1y CAZ-1, denominadas posteriormente TEM-3 y TEM-5%.

6.4 Tablas

Consta de nueve grupos:

GRUPO 1: Este grupo incluye a las cefalosporinasas no inhibidas por el clavulanato (tabla
6.3). Estas enzimas se correlacionaron primeramente con las clases de g-lactamasa la, Ib
y 1d de Richmond y Sykes; son casi exclusivamente enzimas cromos6micas y a pesar de
que frecuentemente se manifiestan como inducibles, se ha incrementado el nimero de

cepas que sufren derrepresion (pag.2o). Estas enzimas hidrolizan la cefaloridina y la

cefalotina més répid tc que cualquier otra de la familia de las penicilinasas, El
clavulanatoy el sulbactam las inhiben pobremente; en cambio, lo son potencialmente por
el aztreonam y la cloxacilina. Los PM son generalmente mayores de 30,000y los pI estdn

dentro del intervalo alcalino. Todas las enzimas de este grupo, que se han estudiado a

nivel molecular, son de clase C.

GRUPO 2 : Incluye varias sub-clases por haberse observado diversidad en sus perfiles de
substrato aunque a nienudo muestran similitud en determinaciones inmunolégicas y de

hibridacién genética, Hasta ahora, todas las enzimas de clase A pertenecen a este
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CAPITULO VI, CLASIFICACION DE LAS B-LACTAMASAS

grupo. Estas ecnzimas son més fuertemente inhibidas por el clavulanato:que i:or el

azireonam.

GRUPO 2a: Penicilinasas inhibidas por el clavulanato. Incluye muchas de las
penicilinasas de los microorganismos Gram positivos (tabla 6.4). Estas enzimas repre-
sentan muchos de los miembros originales de la clase molecular A. Los grados de
hidrélisis para las penicilinas son mucho mds altos que para las cefalosporinas. La

cloxacilina no es un inhibidor efectivo frente a estas enzimas,

GRUPO 2b: Enzimas que hidrolizan tanto penicilinas como cefalosporinas (amplio
espectro), pero son inhibidas por ¢l clavulanato (tabla 6.5). Las enzimas ampliamente
diseminadas mediadas por plismidos: TEM y SHV-1 estdn en esta clase. Estas enzimas
son inhibidas mds por el clavulanato que por cl aztreonam y la cloxacilina; ticnden a tener
PM menores que 30,000. En este grupo se observa una hidrélisis pobre frente & las
cefalosporinas de amplio espectro: aztrconam e imipenem. Bush incluy6 en este grupo a
la g-lactamasa CEP-2 que, aunque se describié originalmente como una cefalospori-
nasg, hidrolizala bencil-penicilina tan bien como lo hace con la cefaloridina o Ja cefalotina
y efectivamente a la carbenicilina (aunque cn menor grade). Ciertamente su perfil de

substratos es el de una enzima de amplio espectro.

GRUPO 2b": g-Jactamasas que son capaces de hidrolizar a las metoximino-cefalosporinas
(ceftazidima y cefotaxima) o antibi6ticos de amplio espectro extendido, a grados de
hidrétlisis de por lo menos el 109% conrespecto alabencil-penicilinay que son fuertemente
inhibidas por el clavulanato (tabli 6.6). En este grupo se cncuentran las enzimas tipo TEM

y SHV descubiertas recientemente. Las g-lactamasas cromosémicas tipo K1 se incluyen
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Tabla 6.5

GRUPO 2b: f-lactamasas de amplio espectro que son inhibidas por el clavulanato

(BDS-Y).
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Tabla 6.6

GRUPO 2b’: g-lactamasas de amplio espectro dido que son inhibidas por el
clavulanato (EBS-Y). :
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CAPITULO V1. CLASIFICACION DE LAS B-LACTAMASAS

en este grupo por su capacidad de hidrolizar el aztreonam. Muchas de estas enzimas
parecen estar relacionadas con el grupo 2b; sin embargo, varias tienen gran afinidad por

¢l clavulanato, sulbactam y aztreonam.

Recientemente se identificaron dos nuevas enzimas denominadas SHV-4y SHV-5%, las
cuales no se encuentran incluidas en esta clasificacién general. SHV-S se aislé por primera
vez en la cepa de K pneumoniae 160 y de acuerdo a las propiedades reportadas por
Gutmann (&), esta enzima podria clasificarse lemativamcnic en este grupo: Hidroliza
penicilinas, cefalosporinas (entre cllas la cefotaxima) y es inhibida por el clavulana-
to. Entre sus propiedudes destaca su mayor facilidad de hidro6lisis frente a la ceftazidima

y compuestos monobactdmicos (a diferencia de SHV-2y SHV-3),

GRUPO 2c¢: g-lactamasas que hidrolizan Ia carbenicilina a un grado minimo del 75% con
respecto a la bencil-penicilina (tabla 6.7). En este grupo se encuentran incluidas las
p-lactamasas PSE-1, PSE-3 y PSE4, enzimas que tienden a hidrolizar las cefalosporinas
mucho m4s lentamente que las penicilinas y que tienen gencralmente grados de hidr6tisis
bajos frente a la cloxacilina. Aunque PSE-2 parece ser un candidato para incluirse eneste
grupo, la hidrélisis que presenta frente a la cloxacilina es una caracterfstica significativa
que coloca a esta enzima en el siguicente grupo (2d). El grupo 2c tiene poca afinidad por
la cloxacilina o aztreonam. Los pl tienden a caer por debajo de la neutralidad. Adn no se
conoce la secuencia aminodcida de estas enzimas; sin embargo, se puede predecir que

este grupo pertenece a la clase molecular A,

GRUPO 2d: p-lactamasas que hidrolizan a la cloxacilina m4s rdpidamente que a la

bencil-penicilina y que generalmente las inhibe el clavulanato (tabla 6.8). Es interesante
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GRUPO 2c: g-lactamasas que hidrolizan Ia carbenicilina y que son inhibidas por el
clavulanato (CAR-Y).
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Tabla 6.8

GRUPO 2d: p-lactamasas que hidrolizan la cloxacilina y que son inhibidas por el
clavulanato (CLX-Y). ‘
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CAPITULO VI, CLASIFICACION DE LAS B-LACTAMASAS

notar que muchas enzimas OXA hidrolizan la cefaloridina a mayor velocidad que a la
bencil-penicilina, como se muestra en la tabla 6.8, una excepcién a este criterio es la
enzima OXA-4. A estas enzimas no las inhibe el clavulanato como a las sub-clases
anteriores; sin embargo, poseen una pobre afinidad frente al aztreonam y a la
cloxacilina, Todas fas g-lactamasas OXA y PSE-2 son inhibidas por 100mM de
NaCl, haciendo de esta inhibicién una caracteristica diferencial de las g-lactamasas que
hidrolizan 1z oxacilina. Los puntos isoeléctricos tienden a estar entre el intervalo de 6.1 a

1.7,

Las secuencias de amino4cidos de OXA-2 y PSE-2 son diferentes al resto de las g-lac-
tamasas por 1o que establecen una nueva clase molecular (la clase D). Mediante técnicas
inmunolégicas no se encontré reaccion cruzadaentre el suero anti-OXA-1con anti-OXA-

2 y anti-OXA-3; asi mismo el suero anti-PSE-2 no reaccion6 con ninguno de los tiposw.

GRUPO 2e: Cefalosporinasas que difieren de las del grupo 1 porque las inhibe el
clavulanato a bajas concentraciones (tabla 6.9). En 1968 Sawai (&), describi6 un grupo
de cefalosporinasas inducibles sinlclizz\d@s por el género Proteus, que inmmunolégi-
camente reiaccionaban de una manera mds parecida a las penicilinasas que a las otras
cefalosporinasas. Desafortunadamente no se cuenta con perfiles bicn establecidos para
muchas g-lactamasas de Proteus descritas en las primeras publicaciones, La g-lactamusa
descrita para Proteus penneri ¢s otra candidata para esta categorfa de
cefalosporinasas, como son algunas cuantas cefalosporinasas indudibles que se ven més
inhibidas por el clavulanato que por el aztreonam. Posiblemente estas enzimas per-

12 la clase molecular A,
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Tabla 6.9
GRUPO 2¢: Cefalosporinasas que son inhibidas por el clavulanato (CEP-Y).
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GRUPQ 4: Penicilinasas que no son inhibidas por el clavulanato (PEN-N)
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CAPITULO VI. CLASIFICACION DE LAS B-LACTAMASAS

Se ha reportado la presencia de Zn en la cefalosporinasa L2 de P. maltophilia; sin
embargo, su inhibici6n con 4cidos béricos sugiere que es una enzima serfnica, por lo que

se incluye en este grupo y no en el de las metaloenzimas,

GRUPO 3: Metaloenzimas que son inhibidas por EDTA, restaurdndose su actividad con

la adicién de un cati6n divalente, usualmente Zn?* (tabla 6.10). Ninguna de las enzimas

Tarhey

hasta ahora descritas en este grupo, son i por el clavul ), nli parecen tener un
sitio serfnico. Las enzimas de Flavobacterium y L1 de P. maltophilia se caracterizan en

esta clase por su fuerte hidr6lisis sobre el imipenem.

No obstante que la g-lactamasa 1l de B. cereus se ha estudiado extensamente como un
prototipo de este grupo, es posible que sca el Gnico miembro de la clase molecular
B. Hasta ahora, parece que cada metaloenzima tienc propiedades moleculares muy

diferentes, por lo que es improbable un origen comin.

GRUPO 4: Penicilinasas que no son inhibidas por el clavulanato (penicilinasas no
usuales). Cuatro de estas enzimas presentan alto grado de hidrélisis con carbenicilina y
oxacilina (tabla 6.11). Debido a las caracteristicas presentes en algunas de ellas se cree

que pertenecen a una clase molecular adn no establecida.

Esta clasificacién comprende tanto el aspecto funcional como el estructural. Es una
recopilaci6n muy completa de datos aislados obtenidos por diferentes métodos bajo
diferentes condiciones y, aunque posiblemente podrian existir algunos cambios en la
clasificacién al ser examinadas mds a fondo estas enzimas, representa una base para

evaluaciones de g-lactamasas ain no descubiertas,
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CONCLUSIONES

1) Todo parece indicar que las A-lactamasas se originaron a pzirtir de una transpeptidasa,

2). Las nuevas p-lactamasas provienen de mutaciones puntuales ocurridas en los genes

originales.

3) Hasta ahora se han propuesto cuatro clases estructurales de g-lactamasas; pero, en un

futuro se espera la incorporacién de otras que incluyan a las f-lactamasas no catalogadas.

4) Hacen falta estudios para determinar la funcién de cada uno de los aminodcidos que

contituyen el sitio activo de las g-lactamasas.

5) Es evidente la necesidad de estandarizar los métodos de estudio asociados al anélisis

de las g-lactamasas para que la comparucién de los resultados sea representativa.

6) Es recomendable delimitar todos los factores involucrados en la resistencia de los
microorganismos para hacer posible el desarrollo de nuevos antibiéticos y estrategias de

ataque mis eficaces.

7) Es indispensable desarrollar métodos mds efectivos para determinar con mayor
exactitud la capacidad de los agentes que inactivan a las 8-lactamasas frente a los antibio-

ticos de las nuevas generaciones,

8) Sise lograra una represién estable, los antibidticos existentes en la actualidad serfan
suficientes para resolver ¢l problema clinico que representa la derrepresién de las cefa-

losporinasas cromosomales.
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9) . Aunque aiin no existe el inhibidor ideal, ya se cuenta con algunos cuya actividad es

<o ,.' "iu, cabe

que el papel de dichos inhibidores es ¢l de neutralizar la
accién de un extenso grupo deg-lactamasas y darle uso nuevamente a numerosos antibi6ti-

cos que, por ser actualmente ineficaces, han dejado de emplearse como tratamiento,

10) Adn no se ha podido encontrar un inhibidor adecuado para las metalo-g-lactamusas,

tas cuales poseen mecanismos de accién diferentes a las enzimas serfnicas.

11) Es necesario llevar a cabo estudios epidemioldgicos en nuestro pafs para determinar

que tipo de microorganismos y -lactamasas causan mayores problemas,

12) La realizaci6n de antibiogramas cuantitativos es suficiente para esteblecer tratamien-
tos eficaces; lo anterior implica que, en el laboratorio clfnico, no es indispensable la

caracterizaci6n de las g-lactamasas involucradas enr cada caso.
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