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INTRODUCCION 

El empleo de los P-lactámicos representa más del 60% del consumo total de antibióticos 

a nivel mundial_ Ello se debe principalmente a su alta selectividad, baja toxicidad y 

versatilidad; sin embargo, su eficacia quimioterápica se ha visto afectada continuamente 

por el desarrollo de la resistencia bacteriana. 

En 1940 se reconoció a la enzima que confcr[a resistencia a una cepa de E. coli frente a 

la penicilina, misma que recibió el nombre genérico de "penicilinasa"; no obstante, este 

término resultó inadecuado, porque en realidad abarca a tres diferentes tipos de _enzimas. 

Indudablemente, entre los mecanismos de resistencia conocitlos, el que involucra a la 

producción deP-lactamasas es el más frecuente e implica la hidrólisis catalítica del anillo 

P-lactámico de las penicilinas, ccfalosporinas y antibióticos relacionados, generando 

agentes inertes e ineficaces. Actualmente, la cantidad y el grado de complejidad de lus 

P-lactarnasas ha incrementado las fallas en la tt!rnpia antimicrohiana. 

Tan pronto como se introduce un nuevo antibiótico a la práctica clínica, se identifica otro 

tipo dep-lactamasa con capacidad para neutralizar su actividad. !.os intentos por superar 

este problema se han basado en el desarrollo de dos opciones: la producción de 

antibióticos no susccpUblcs a la acción de la~.B-lactamasas y la sfntc~is de inhibidorcs para 

éste tipo de enzimas. De hecho, se han rcali7atlo intentos por ínactivar a l!~tas enzimas 

con sueros anti-,8-lactamasa, pero los principales avani.:cs se han logrado utilizando los 

compuestos¡J-lactámicos que por si mismos actúan como inhihidorc~. 



El presente trabajo es una recopilación de información acerca de las ,6-lactamasas, cuyo 

fin es conocer sus características lisicoqu(mica'i y cinéticas y las soluciones que han sido 

propuestas hasta ahora para contnrrrestar su actividad. 

OBJETIVOS 

ll Describir a las /l-lactamasas y subrayar el lugar que ocupan dentro de los 

mecanismos bacterianos de resistencia. 

a Mencionar la clasificación de las ¡J.-lactamac;a.c; de acuerdo a su mecanismo de 

acción y a sus características gcnétic-Js y fisicoquímicas. 

J::t Mencionar a los microorganismos involucrados en el estudio de las P·lac· 

tamasas. 

" Describir los principales mecanismos de acción de los inhibidorcs de las 

/l-lactamasas. 



CAPITULO l. ASPECTOS GENETICOS Y 

EVOLUTIVOS DE LAS p-LACTAMASAS 

1.1 Origen. 

Exi~ten dos tipos de enzimas, ambas de origen bactcriano1 qu·e tienen la capacidad para 

interactuar con lo~ antibióticos{J-lactámicos: las enzimas D-alanil-D-alanil transpcptida

sas/carboxipeptidasas (abreviadas como DD-peptidasas frecuentemente) y las¡'l-lactama

sas57. 

Las DD-peptidasas se encuentran involucradas en la síntesis de la pared celular bac

teriana; catalizando el rompimiento de la unión pcptfdica C-tcrminal : D-alanina-D

alimina en los precursores del pcptidoglucano (fig.l.1)12. Algunas poseen actividad de 

transpeptidasa, carboxipcptidasa, o amlms 116
. Son inhihidas competitivamentc por los 

antibióticos p-lactfimicos, en los cuales, el enlace ::1mida endocfclico es equivalente a la 

unión pcptfdica del precursor del peptidoglucano (fig. 1.2)57. 

Las P-lactamasas son las enzimas defensivas. Hi<lrulizan a los antibióticos. produciendo 

agentes biológicamente incrtcs72
. 

Con base en la similitud estructural enlrc lo' substrntos de las enzimas DD-peptidasas (1) 

y sus inhíbi<lures, los antibióticos P·lactümicos (ll) (fig.1.2), surgid una interesante 

hipótesis que propone que las jj-lact:.11nasas <leriv:m de las DD-peptidasas, cuyos precur

sores se seleccionaron presumiblemente por la rjpidu hidrú!isis del complejo ucil·cn-
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zima, para contrarrestar Jos efectos de los compuestos p-Jactámicos que se encuentran 

en forma naturaJ116
• 

Esta hipótesis se ve apoyada por Ja semejanza estructural y catalftica de ambos tipos de 

enzimas5
7, 

102 tienen en común: la presencia de un sitio activo de serina, la unión con 

enlaces similares y Ja formación de un complejo acil-enzima durante el proceso de 

hidrólisis72. 
o 
11 

En el mecanismo de ambas enzimas, se transfiere un grupo acilo (R-C-), producto del 

rompimiento de la unión amida (del peptidoglucano o el anillop-Jactámico, según sea el 

caso), al grupo hidroxilo del residuo de scrina localizado en el sitio activo de la enzima 

(pag.59). 

Una característica en común es la presencia Je una cavidad oxianiónica102
, estructura que 

estabiliza un complejo intermediario durante el proceso catalftico. 

El complejo acil-enzima generalmente es muy inesrnhlc cuando se forma por Ja reacción 

entre los antihióticosfi~Jactámicos y Iasp-Jactamasas; sin embargo, es muy estable cuando 

se fonna por la reacción dt~ lo~ primeros c:on las DD~pcptidasa<.;. Por lo tanto, los 

antibióticos/J-lactámicos son !-ubstnltos di! las,fl-l::tctamasas e inhibidores de las DD-pcp

tidasas71. 

A Jas DD-pcptidasas también se les denomina Pl3Ps (proteínas que se unen :.i las 

penicilinas)~ éstas poseen diferentes funciones y ptso:. moleculares y en alguna de ~íias 

se ha observado una actividad pobre de P-lactam~L<;~ . 
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En 1980, Ambler investigó la secuencia de aminoácidos alrededor del sitio activo de la 

D-alanina carboxipeptidasa de BaciUus stearothennophilus y Baci/Ius subtüis I, y los 

resultados mostraron homología en la secuencia alrededor del sitio activo de las /l-lac

tamasas de clase A; no obstante, no se contaba con los estudios suficientes para proponer 

·un origen evolutivo común entre estos dos tipos de enzimas. 

Por otro lado, se ha reportado que los complejos formados entre las DD-carboxipep

tidasas y los antibióticosP-lactámicos no son estables indefinidamente y se observó que 

los productos resultantes de la degradación de Ja penicilina dilicren, generalmente, de los 

obtenidos frente a las/l-lactamasas. 

Con base en lo anterior, Duez (&), en 198140, comparó las propiedades 

moleculares, inmunológicas y cinéticas de la DD-carboxipeptida'a y la /l-lactamasa de 

Streptomyce.'i albiL'i G, encontrando grandes diferencias en sus propiedades cstructurnlcs 

y mecanismo de acción; esto se dehc a que la /j'-lactamasa de S. albur¡ Ges una enzima 

scr[nica mientras que su DD-carboxipeptidasa requiere Zn2 + pura su actividad y unión 

con la penicilina. 

A pesar de las grandes diferencias, este investigador reporta la presencia de actividad dt! 

P-lactamasa en la DD-carboxipeptidasa que, al igual que la P-lactamasa, hidroliza la 

penicilina a bcncilpcnicilo~to, lo que podría suponerse una relación entre estos tipos de 

enzimas. No obstante, la actividad de ¡J-lactama~a fue 5x106 veces menor en la DD

carboxipcptidasa, que la obseivada con la P-lactamus<.1. 

Teniendo estos amcceden1es. Pratt y Govanlhmr~7. I ltí c::.tülliaron el comportamiento de 

las(.'-lactam;i,:as yias DtJ.pcptidasas, frente a los depsipéptitfos (est:uctura lll de la ligurn 
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1.2), compuestos acíclicos similares a los substratos de las DD-peptidasns; observaron 

que las P-lactamasas de las clases A, By C (ver capítulo II), eran 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 péptidos116
. 

Jori/5, repona que la actividad de lap-lactamasa de E. c/oacae P99 frente a dos tipos de 

D-alanil-D-alanil péptidos, fue 10,000 veces menor que la observada con los depsi

péptidos. 

l'ratt y Govardhan estudiaron la arninólisis debido a que en la reacción de las DD-pep

tida.'as con los ·D-alanil,D-alanil péptidos, se transfiere el grupo acilo de la serinu a un 

receptor amino y no a una molécula de agua corno en las P-lactamasas; en las DD-pcp

tidasas aparentemente no es posible el acceso de agua al complejo acil-enzima formado 

con los péptidos y se ha sugerido que, de ser posible, implicaría una modificación que 

acabaría con su capacidad de aminólisis57. 

En general, los depsipéptidos son substratos pobres para las P·lactamusas (en 

comparación con la bencilpcnicilina), no obstante, existen <lifcrcncias de eficiencia 

catalítica entre ellas, siendo mayor en las P-lactamasas de clase C, y menor en B y A 

respcctivamentc 116
. 

Uno de Jos factores que contribuyen posible me me ul enlace débil de lasp-lactamasus con 

los depsipéptidos, es la mayor flexibilidad estrnctural de éstos en comparación con los 

compuestos P-lactúmicos bicfclicos57. 
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Pratt y Govardhan, demostraron que la reacción de las p-lactanrnsas con los 

dcpsipéptidos, involucra el mismo sitio activo que con los compuestos µ-lactámicos, e 

indican que una de las razones de la incapacidad de hidrólisis de la'i ¡J-lactamasas frente 

a los DD-péptidos, es la falta de un grupo clectrofílico, que se encuentra presente en las 

DD-pcptidasas116; en cambio, los dcpsipéptidos poseen una susceptibi1idad al ataque 

nucleoffiico por el grupo hidroxilo de la scrina de las /J-lactamasas, similar a las pcniciH

nas57. 

Estos investigadores indican que la evolución del posible precursor de las P·lac

tamasns, tuvo que implicar el dcsarrol1o de un nuevo modo de acceso de la molécula de 

agua al complejo acil-cnzim~ asi como una pérdida de actividad como D-alanil-D-alanil

peptidasa , paso posiblemente necesario par.i no interferir en la sintesis de la pared 

celular. 

El proceso comprendió el mantenimiento o el aumento de la afinidad de la enzima 

precursora por los compuestns¡J-lactámicos por un lado y el mejoramiento del mecanismo 

de hidróli>is del complejo acil-enzima por el otro116. 

De acuerdo al modelo propuesto, se esperaría que el proceso de evolución partiera desde 

las transpcptidalias pura<;, sin actividad de carhoxipcptidasa o dc/J-lactamasa, pasando por 

las transpeptidasa.c:/carboxipcpti<lasas con débil actividad de /l-lactamasa, hacia las/J-lac

tamasa<; con alguna afinid:u.l por los substratos acíclicos. (como ~e ob:-.crv~1 para las enzimas 

de cla5c By C), dando origen a las (J-lactatnasas puras (clase A). 

No se ha reportado una actividad considerable de las {J-lactamasa; frente a los D-alanil

D-alanil-péptidos hasta ahnm, sin embargo, Pratt y Guv"rdhan demostraron la capacidad 
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de 'ª' {1-lactamasas para hidrolizar compuestos acíclicos análogos a éstos. Señalan a la 

clase C como la más eficiente, coincidiendo con el árbol genealógico propuesto por J C!ris 

(&¡72
, con base en la estructura primaria, en el cual, la clase Ces la más rel,.cionada_ccm 

la DD-carboxipeptidasa de Slreptomyccs R61. 

En 1988,Joris (&)72, estudió la homología de la secuencia de aminoácidos alrededo;_del 

sitio activo, entre las enzimas DD-peptidasas de bajo y alto peso molecular y las fl-lac-

tamasasserínicas, demostrando la existencia de siete regiones con restos de aminoácidos 

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

Este investigador indica que, a pesar de que el tiempo de evolución pudo variar consid-

erab)cmcnte, toda esta clase de cnzimm; que interactúan con la penicilina, parecen ser 

miembros de una supcrfamilia de enzimas serínicas (diferente a la familia de la tripsina 

o subtilisina, donde la histidina es el residuo esencial en el mecanismo catalítico) y de 

acuerdo a la distancia de evolución, esta superfamllia de enzimas pudo variar en sus 

secuencias, funciones y especificidad. 

En la actualidad, con el :1dvcnimicnto de los estudios cristalogrüficos se ha en-

contrado, con gran sorpresa, una gran similitud en la dimensión y distribución de la 

estructura secundaria. entre las ,8-lactama.sas de clase A, ln DD-carhoxipeptidasa de 

Streptomyces y el sitio activo de algunas DD-pcptidasas, no existiendo una gran 

homología en sus secuencias de aminoácidos; aun más, existe una mayor semejanza a 

nivel de estructura primaria entre la DD-carboxipeptidasa y las /i-lactamasas de clase 

cu· ]6, 72, uo. 
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Cabe seña1ar que la similitud cstmctural entre un grupo de enzimas, se ha considerado 

como evidencia de un proceso evolutivo común, más que de una evolución conver

gente120. 

En cuanto a las metalo-fl-lactamll5as, la /1-lactamasa 11 de B. cereus (clase B) y la enzima 

LI de Pseudomona'i ma/topliilia, son las metalo-p-lactamasas mejor estudiadas en la 

actualidad. Ambas requieren de Zn2+. 

Otras enzimas que requieren Zn son las /1-lactamasas de Flm1obacted11m odora

tum, Legionel/a gonnanii y parece que algunas cepas de Bactcroidc.'ifragi/L\.133. 

Se ha reportado que no existe semejanza alguna entre las secuencias de uminoáci<los de 

la metalo-carboxipeptiúasa úe Streptomyces u/bus G (cuya estructura tridimensional se ha 

detcnninudo) y las secuencias conocidas de las mctalo-¡J-lactamasas, observándose 

también una débil aíini<lad de la metalo-carboxipepti<lasa por los antibióticos /J

lactámicos. 

Tampoco~c cncontr6similitud entre la{J-lnctamasa Ily la mctalo-carboxipcptit..lasa a nivel 

de sus cstructurns tric.limcnsionalcs, encontrándose un alto porcentaje de alfo-hélices en 

la segunda133
1 desconociéndose, por t:mto, el origen evolutivo Lle las metalo-/J-lac

tumasns. 

Se han propuesto dos hipótesis para explicar la evolución molecular úe lasP-lactamasas1: 

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

común en las bacterias Grum Positivas y Gram negativas. 

to 
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2)La segundas~gieré ú~ origen~ás recienÍé.para el gen precursor, ya s~a en una 

ll otr~~ei~ra~llS·~~guido~orf~ª tr~Ps~é~.'.ndi~f§i~f~~sp~jíficidelgel1 aoíras .. 

líneas; ,. •·;: .. ···•• : >' ,.~ .. ' :>-

·-J..~c,·._..:: -- ·/'::,_·:.:_:,.~'.'' _.,,_.·, ~··.~>;- .·.:·_· ___ ':__·. 
Debfdo_-~1~!',~~elí!~ (li~séJic,~á degenes qúe c~difiC~n para las~;lact!'!"~•s.e11 p!Ó.•~idos 

fádlmefii~ • tr:ins~isibles·'y a los casoSobsérvidos d~. iiicorpc:ii-acióiÍ cromosÓmica lle ·. 

•dic~os •gene~'¡; 94 ," ~s más factible la segunda hipótesis, además, las i~vestigacidnes 
.. '; - .. - ~ ~: ', ~ ... 

rcaJ_(za~-~- e~·: otros sistemas enzimáticos, sugieren que este comportamiento es una.~ 

-car~cte~Ística común en la evolución bactcriana1
• 

1.2 /l-Lactamasas codificadas por p!ásmidos y transposoncs. 

Entre las bacterias Gram positivas, Staphylococcus aureus es el principal patógeno 

productor dcp~Jactamasas94 . En 1960 la atención se enfocó a este microorganismo debido 

a que In existencia de cepas resistentes a la penicilina originaron una rápida ~1parición de 

brotes epidémicos en hospitales donde la penicilina se empleaba profusamente. En esta 

especie se han identificado scrológicam..:nte cuatro tipos de .B-luctamasas A, B. C y 

D94
• De estos tipos, la forma A ha sido la más estudiada77

• 

Actualmente se demostraron diferencias en Ja cspecificid::uJ del sub~trntu y comporta-

miento en las cuatro variante~ enzimáticas, siendo po~ible también su identificación a 

partir de su fenotipo. 

Con el advenimiento de las penicilinas scmis.intéticas (ampicilina y melicilina) y las 

ccfalosporinas1 se controlmun las infecciones provocadas por ccp'as de S. aureus resisten-

tes. ocasionando su disminuci6n. Sin embargo, al núsmo tiempo se incrementó la prcscn-

11 
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cin de_ bacterias Grnrn negativas rcsiste~tcs a la am~iciHna,,·cn. l~ cuales se han iden-. 
. - .. 

tificatlo una gran variedad de fl-lactanmsas que hoy en día confierén resisténcla frente a 

.las nu~vas peuic!linas y cefalosporinasw. 

. - .- ' ... ,:,;; .:.:::. _·-/{' 
Iniciahnctifo se identificaron 11 tipos de fl·htct~asa5 c;,difl;;:,cÍ~s po~;pláS~idos en ias 

', :·'; 

bacterias Gía~ ·ncgalivas;Todas se sintctiZan consti~~;ivU:ril-eniC;)r::e-~ _1a·m¿y~rf;_de·_-1Qs 
'·-:.. -- - ; -~, ·-·- .. _:' --. . -. 

c~sos se produce·n en una cantidmJ mayor quc .t3s p-l3~ta~aSns mediá'c.i'as p_~r cí~~oSO-
. . . . . - . . . . . 

_m_as94; algunas se cncuen"lran codific:;da.~·:por t~nnsPOSOnes- (séfi~IadaS· ·con _un '";,,_ friái 
adelante). 

Estus enzimas se clasificaron originalmente en tres clases94: 

J)Enzimas de amplio espectro, que hidrolizan la bencilpenicilina y cefaloridiÍm 

a niveles similares (TEM-1 ª, TEM-2', SHV-1 ', HMS-1). 

2)0xacilinasas, las cuales hidrolizan la oxacilina rápidamente (OXA·I ', OXA· 

2,0XA-3). 

3)Carbenicilinasas, las cu:iles hidroli?.an la carbenicilina (compuesto desarro -

llado contra pscudornon;u; especialmente e idcntifi~do por primera vez en este 

microorganismo) comprendiendo a PSE-1 ', PSE-2, PSE-3, PSE-4' 120• 

En la actualidad, ~e ha identificado un gran número de P-lactmnasas coUificadas por 

plásmidos o transposones, agrupándose en m~'is de 25 tipos con base en sÜ perfil de 

substrato. punto isocléctrico y otros criterio.'\ bioqufmico.s67
; algunas <le estas enzimas 

representan un gravl.! problema clínico, debido a 4uc confieren rc~istcncia frente a un 

12 
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gran espectro de antibióticos, inclu.yendo 

3a. generación15• /6, 7s. as, 94• 140• 

las· cefnlosporinas de 

Las enzimas identificadas recientemente, derivan en general)e ~~~'?foipo~·;a éÓng .•,··. 

'.-,;,...'·_._e;"_,··/~~" cidos como TEM, OXA, PSE y SHV. 

Muchas de las .B-lactamasas codificadas por plásmidos, se e:cuentran~SeJ~ci~;~or 
transposones, elementos genéticos capaces de transferirse entre una wa~ ·vaii~d~;f de.: 

plá,midos y entre plásmidos y cromosoma,94
• 

Las .B-lactamasas tipo TEM-1 y TEM-2 se encuentran dctem1inadas por los transposones 

Tn 3 y Tn 1, respectivamente y son muy similari!.s94
• 

Las p-lactama'as tipo OXA y PSE, también son codificadas por transposones, algunos de 

los cuales son unidades complejas que confieren rcsi~tencia múltiple; los transposoncs 

que codifican el tipo OXA-1 (Tn 2603) y los tipos PSE-1 y PSE-4, confieren resistencia 

frente a la estreptomicina, 1<:1 sulfonamida y también d mercurio. 

Se ha enfatizado la frecuente relación entre la resistencia frente a los fl-lactámicos y la 

resistencia frente al cloramfcnicol y mercurio, por lo que se ha sugerido la posibilidad de 

un transposón ancestral común94
. 

Distribución de las #·laclumasas entre los géneros bacterianos. 

La presencia de ,B~lactamasas codificadas por genes presentes en plósmi<los y trnnsposones 

representa un grave problcnrn clínico, ya que promueve su rápida transferencia de un 
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grupo de bacterias a otro, dando origen a una todavía más amplia distribución de ¡'l-\acta

masas~~. 

El mayor número de diferentes tipos de ¡'l-lactamasas, se encontraron en P. aerugi11osa y 

E. coli, seguido por P. mirabilis, losgéneros Klcbsiella y Salmo11clla, identificándose hasta 

cinco tipos en cada uno de los microorganismos mcncionados94. 

Una evidencia de la diseminación de los genes de las P-lactamasas, la constituye el tipo 

PSE .. 1 que se identificó originalmente en Pseudomonas y se encuentra actualmente en 

E. coli, cuatro especies de Sulmonclla,S. liquefacicns y Shigclla sonnei. 

El tipo m{lS común dcf3-lactarnasa es TEM· 1, que se identifica con grnn frecuencia en las 

muestras clínicas y es el de más amplia distribución geográfica. En general, existe un ha jo 

porcentaje de cepas productoras de p-lactamasas codificadas por cromosomas9~. 

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

CEPA 

S. typhimurlum 
s. typhl 

s. typhimurium 
S.wlen 

S. ordones 

FUENTE 

Irán 
Argelia 

Gran Bretaña 
París 
Dakar 

------------------~ 

PLASMIDO 

TP181 
TP160 

NTP101 

p-LACTAMASA 

OXA-1 
OXA-1 
OXA-1 
OXA-1 
SHV-1 

TABLA 1.1 

Distribución geográfica de nlgmrnsp .. Jactamasas codificadas por plásmidos94. 

entre microorganbmos patógenos de humanos y de animale~. En un estudio de cepas de 

14 
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salmonela resistentes a la ampicilina, aisladas de muestras humanas y de animales:, se_ 

observó una producción de TEM-1en81% y 77%, respectivamente94., 

Médeiros indica que esta asociación inesperada sugiere que se comparten los mismos' · 

factores de resistencia, comprobándose esto al observarse identidad en la mayoría de los'· 

plásmidos aislados de S. 1yphimurium1 var. copenhagen en muestras hu~~~~-~~/-~-~~:
animales, tomadas en varios lugares de Estados Unidos. 

La prevalencia de diferentes tipos de fl·lactamasas varía con el tiempo y el.lugar (tabla 

1.1). 

En Sudarnfaica y Oriente Medio, existe una gran proporción de cepas resistentes que 

producen /l·lactamasas mediadas por plásmidos, en las cuales se han identificado nuevos 

tipos enzimáticos, por lo que Medeiros indica que la flora bacteriana de estas regiones 

proporciona un medio fértil para el d~snrrollo de los nuevos mecanismos <le rcsistcncia94
• 

1.3 p-lactamasns codificadas por cromosomas. 

Virtualmente todas las bacterias Grnm negativas producen alb'lin tipo de P-lactamasa 

mediada por cromosomas, siendo a menudo específicas de espcdc y algunas de sub-cs

pecies94. 

L, actividad enzimática es a menudo muy baja. pnrticulam1cnte en muestras susceptible!:. 

a la ampicilina, pero puede incrementarse por los procesos de inducción o altt!racioncs 

en el nllmeru o regulación de lo~ genes estructurales qi.w codifkan para las P·lac-

15 
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t~as~. ~~ altéraciories genéticas de este tipo son las causantes de la resistencia frente 

a los nuevos antibióticos P-lactámicos, principalmente12'. 

Normalmente, las enzimas de este tipo son inducibles o microconstitutivas85. 

La mayoría de estas P..lactamasas hidrolizan las cefalosporinas preferentemente, in

cluyendo muchos de los nuevos antibióticos que son resistentes a 1a hidrólisis de Iris 

p-Jactamasas determinadas por plfismidos. 

Se han descrito dos grupos rrincipalcs para comprender estas enzimas85: 
/ 

l)"Ccíalosporinasas con mm especificidad de amplio cspcctru"1 las cuales 

hidrolizan la bcncilpcnicilina., ampicilina y carbcnicilina con la misma facilidad 

que a h:L'i ccfalosporinas. 

A este grupo pertenecen las P-lactanHL'klS de Proteus vulgarú· (Grupo 2c de 

Bush, pag.215), Klcbsie//a p11ewno11iac (Gmpo 2b'), K aerogenes Kl y K oxytoca 

(2b'). 

2)1..as tfpicas ccfalosporinasas, las cuales presentan poca o ninguna actividad 

frente a las penicilinas. Este grupo comprende las p-lactamasa• de una gran 

cantidad de especies (Grupo 1 de Ilush). 

Pueden ser constitutivas: Cilwbcu:ter freundii, M. morganii, J:...: cloacac, E. co/i y 

B.fragilLr; o induciblcs: E. cloacae , Providencia rettgeri, C. freun· 

dii, P. aeruginosa y Scrratia marcescens. 

16 
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Cabe señalar que, a menudo, estas{J-lactamasas aparecen como inducibles15; pe~ 

ro en la actualidad se ha incrementado el número de cepas Gram ncg~tivas que 

sufren derrepresión, produciendo la enzima constitutivamente124. 

Se ha propuesto que el incremento en la producción de cefalosporinasas inducibles puéde 

ser mediante dos mecanismos: 

a)Eltposición de la cepa salvaje al inductor (antibiótico), ocasionando ú1dn

crcmento temporal en los niveles enzimáticos (inducción reversible). 

b)Presencia de una mutación espontánea en la cepa salvaje, produciendo un· 

estado de dcrrcpresión estable. 

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

selectores de las cepas mutantes que sufrieron derreprcsión estable. 

Independientemente del mecanismo involucrado en el aumento <le producción, el resul

tado final es la presencia de una resistencia múltiple frente a los untihióticos. 

Inducción Reversible 

Se ha reportado u na grnn variedad de antibióticos/J-lactámicos con la capacit.lall de inducir 

la producción de ccfolosporinasas cromosómicas en bactcria"i Gram ncgativas126. 

Poco después de que la cepa .... alvajc ~e ha expuesto 'll antibiótico, los niveles cnzim{1ticos 

se elevan rápid:1mcntc, prescnt:'i11dosc el pkn máximo usualmenk': a las 2h y mantcnii:n-

<lose en estos niveles micntrm• se eucuentrc presente en et medio el compuesto {J

lactámico con el anillo inta<.'l 1l. 

17 
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Cuando el inductor se extrae o se hidroliza totalmente, los niveles enzimáticos dis

minuyen irunediatamcntc. 

La inducción especifica por los antibióticos{l-lactámicos parece no estar influenciada por: 

a)Represión por eatabolito con la glucosa. 

b)Anaerobiosis. 

c)Suplementación exógcna de AMP cíclico 

Por otro lado, se ha reportado la presencia de inducción no específica por trip

tofano, liamina, ácido fólico, hemina, glicina y varios fluídos corporales; sin embargo este 

tipo de inducción involucra una región de control diferente a la ejercida por los 

antibióticos {l-lactámicos, ya que se observó que la inducción por glicina no se llevaba a 

cabo en condiciones anaerobias. 

La capacidad de inducción de algunos antibióticos {l-lactánúcos, depende del tipo de 

microorganismo y concentración del antibiótico empicados, asf como del período de 

inducción. A pesar de lo anterior, existen ciertos antibióticos con un potente efecto de 

inducción. indcpcndientcmcntc de la especie en la que van a actuar y de las condiciones 

tlc ensayo. Entre estos compuestos se encuentran las ccfamicirms (en particular la 

ccfoxilim11 siendo un poderoso inductor de E. cloacae, C frewulii y P. aemginosa26 y el 

imipcncm58. 
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Se indica que, todo~ ios microorga~~mo¿'~stuJiadbs hast~il9S4,'.~ri~ucfa~ alt~s ni~eles. 
)""' ~'C: 

de cefalosporinasas cromosómicas .por indué~ión ~~ est~s ~ntlbi6Ú~~s,:'1ri~Ju~d a bAjas 

concentraciones de éstos. : ó·-~~ - -~.:;~~::~ ;,:,.':~··" ~·:~'.:~-!~ j '·'· :: 
.- .. :~ ::_:;~<: :/;~/ º·· ;¡-,L-- ;,:;·, 

Muchas de las ce~alosporinas de 3a. generación se enéue~trnn i~ci~~~~eJ ~st•a:~ritegoría 
de potentes inductores, en contraste con muchas peniCili~~s q~~:· P~~~~~~-;S~~- ~~~~:~:Í~res 
muy pobres; rio obstante, se ha reportado Ja inducción frente a conceritraci<inés inuy altas 

lle éstos. 

En otro aspecto, se han rcali1.ado estudios en relación al efecto sinérgico y antagónico 

presente en las combinaciones de antibi6ticasp-lactámicos, siendo un punto muy impar-

tante el representado por los buenos inductores de ccíalosporinasas cromosótni-

cas; dichos compuestos se comportan como antagonistas para todo antibiótico que es 

afectado por la enzima inducida, incluyéndose ellos mismos126
• 

Se ha demostrado esta capacidad para el efecto amngónko, en varios modelos animales 

y de acuerdo con lo anterior, los antibióticos que son buenos inductores nunca se deben 

cmplt:ar en combinación con otros P-lactámicos, sugiriéndose como alternativa la 

combinación con aminoglucf1sidos y as{ evitar el riesgo dt.:. 'le lección de las cepas rcsistcn

tcs94. 

Uno de los aspectos más extraños durante el proceso anrngónico entre dos antibióticos 

(uno muy cfcc1ivo y otro inductor), es que, para algunos de ellos, la enzima inducida no 

hitlroliza al antibiótico efectivo, condición bajo la cual se c;pcrnría la actividad <lcl 

antibiótico; sin embargo, no está ejerciendo su efecto antihactcriano. Para explicar c~te 

Ít!númeno, se ha sugl.!rido !J formadón de complejos .B-luctamasa-antibiótico induc-
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lar, que bloquean cierta• PUPs (proteínas que se unen a las penicilinas), haciendo inac

cesible el ataque por el otro antibiótico P-lactámico94. 

Derrcprcsión Estable 

En ciertos microorganismos :-;e presenta una mutación espontánea, originando un estado 

de dcrrcprcsión estable, en el cual la enzima se produce constitutivamente y los niveles 

enzimáticos se mantienen constantes, a(m en presencia de inductor. 

Se ha publicado que este tipo de mutación ocurre ;:1proximm..lamcnte de una en 106 a una 

en 107 células y probablemente involucra una alteración en el represor protéico. 

En otros microorganismos como P. aemginosa, la mutación da como resultado una 

dcrrcprcsión parcial, rcquiriémJusc una segunda mutación paru un proceso de 

<lcrrcprcsión completa. 

Las cepas mutantcs 1 productoras de ccfalosporinasas cromosómicas, son altamente es

tables y persisten a pesar de Jos múltip1cs pases en medios de cultivo libres de 

antibiótico. Lo!-. antibióticos fJ-lact{1micos varían en su capacidmJ para seleccionar la" 

cepas mutantes que han sufrido dcrrcprcsil>n. 

Las ccfalosporimL"> de primera generación como la ccfalotina, ~on ~electores muy pobres 

debido a su moderada actividad de inducción para algunos microorg:rnismo~ y a su nlta 

susceptibilidad de hi<lrólisi~ ante h<i ccfalosporinasa.\ cromo:-;úmica~. De esta manera, los 

niveles cnzimüticos producidos por las cepas salvajes son sufí ciente~ para <lc~truir tales 

antibióticos antes lp1e t.~stos SI.! comporten como sc!cctorc!'I. 
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DE LAs ~L.AC;AifASAS. 

Las cefamicinas son tumbién selectores muy pobres, su activida.d,de in~uc«ión es tan alta 

para todos los microorganismos que, en presencia de tales antib_ióticos; las cepas salvajes 

y las mutantes son fenotípicamente idénticas; de esta manera, tanlp-cico ~avor~ceif"~l 

crecimiento selectivo de las cepas mutantes. 

En cuanto a los pencms, pcnarn.<; y carbapencms tales como el imipcn'em, .s~n s~!ectO~es 

muy pobres, ya que tienen una actividad similar contra las cepas salv~jes ~.~·u~~~-ie;~.-~~ 
siendo favorecido ningún tipo de cepa frente a tales antibióticos. 

Los antibióticos fHactámicos que favorecen el crecimiento selectivo de las cepas mut~n-:·-·. 

tes, son las cefalosporinas de 3a. generación (e.g. cefotaxima) y monobactnms 

(aztreonam)13
• 

Estos compuestos son muy activos contra las cepas salvajes, generalmente son malos 

inductores y son hídrolizados pobremente por las cefolosporinasas cromosómicas; de esta 

manera, sólo las cepas mutantes que producen altos niveles de fi-lactamasns son capaces 

de crecer en presencia <le dichos anlibiólicos58. 

No está claro todavía si laP·lactamasu producida, es idéntica antes y después del proceso 

de derrepresión. Muchos investigadores han comparado llls carnctcrísticasdc ambos tipos 

de enzimas y reportan un mínimo de diferencias. Otro~ m(L", seüalan cambios en el punto 

isocléctrico, especificidad de substrato y parámetros cinéticos. 

El único punto claro, hasta ahora, es que la concentración dcfi-laclamasa producidn antes 

de la derreprcsión, se ve incrementada <lc~puts Je c~te proi.:c!-io, ~e encuentren o no 

presentes P·lactamasa adicionalcs25. 
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Es posible que, en algunos microorganismos, la producción de enzimas de diferente tipo 

posterior al proceso de dcrrcprcsión (ll-lactamasas múltiples), sea consecuencia de la 

transcripción de múltiples genes estructurales. 

En otros microorganismos, la producción de enzimas múltiples puede ser el resultado de 

diferentes formas moleculares del mismo gen, cuyo producto sufrió, posible· 

mente, diferentes procesos posteriores a la transcripción. Ambas hipótesis necesitan una 

evaluación posterior. 

Los estudios llevados a cabo por Joris {&)75, en una cepa de E111erobuctercloacue (la cual 

produce una enzima de clase molecular C -cap.ll-), demostraron que la enzima de la cepa 

salvaje (induciblc), es idéntica a Ja aislada en la cepa dcrrcprimida1 indicando que la 

mutación es en el gen que codifica para una proteína reguladora y no en el gen estructural 

de la µ-lacia masa. 

Los estudios comparativos de susceptibilidad, entre las cepas salvajes y las cepas mutantes 

que han sufrido dcrreprcsión, han demostrado la importancia de este proceso en la 

resistencia m\1ltiple frente a los antihióticos {J-lactámicos26. 

E11 general, las Concentraciones Inhibitorias Mínini:" (CIM) del aztreonam y de 

cefalosporinas recientes como ccíotaxima, cefopcrnzona, ceftizoxima. ceft(Jzidima y 

moxalactam, se incícmcntan <le 64 a 256 veces con el proceso de dcrrcprcsión. 

Los valores de CIM de las penicilinas como la carbenicilina, mczlocilina y piperacilina, ~e 

incrementan de 16 a 32 veces, mientras que los de la annlinocilina, pcncms e imipcnem 

no son afectados por el proceso de dcrrepresión de las ccf:ilosporina'ias cromosómicas. 
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El diferente comportamiento entre los antibióticosp-lactámicos se debe probablemente 

a: 

a)El grado de penetración al interior de la célula 

b)La interacción con las ccfalosporinasas cromosómicas 

c)El número, localización y tipo de PBPs en la membrana celular 

Factores que en un momento dado actúan en sinergismo con la P-lactamasa de las 

bacterias Gram negativas constituyendo la denominada resistencia múltiple ( cap.Ill). 

Genética de las Cefalosporlnasas Cromosómlcas. 

El mecanismo genético responsable de la inducción de las cefalosporinasas 

cromosómicas, no se ha delineado completamente; sin embargo, se han realizado 

progresos significativos en los estudios de organización de los genes que codifican las 

enzimas de C. frcundiiy E. c/oacacdcbido a las semejanzas con el genampC, (responsable 

de la producción de la cefalosporinasa cromosómica de E. coli K-12) que aunque su 

regulación es muy diferente a la de otros microorg::mismos con enzimas induciblcs, la 

similitud entre las p..!actamasas sugiere un origen evolutivo similar. 

E. coli produce niveles muy bajos de cefalosporinasa cromosómica de manera con

stitutiva. La expresión 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 transcripción iniciada en el promotor escapa de la atcmrnción. 
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El promotor para ampC en E. coli K-12, tra'lapa el gen estructural que codifica para la 

enzima fumamto reductasa. Debido a que esta enzima es esencial para el crecimiento 

anaerobio, son muy raras las mutaciones en el promotor ampC, ya que afectaría de 

manera adversa a la enzima fumarato rcductasa. No obstante, se han reportado cepas 

mutantes de E. coli con una hiperproducción de ¡¡-lactamasa AmpC. Posiblemente esta 

superproducción se deba a la existencia de copias múltiples del gen ampC o a un 

incremento en el grado de tran'iCripción como resultado de una mutación que afecte al 

promotor o atenuado/º. 

En estas cepas hiperproductoras, el incremento en la producción enzimática (2 a 20veces 

mayor), no es tan grande como se ha observado usualmente durante el proceso de 

derrepresión de otras cefa1osporinnsas cromosómicas, pero es suficiente para conferir 

una mayor resistencia frente a las penicilinas, aztreonam y muchas de las nuevas 

cefalosporinas. 

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

poseen cefalosporinasas cromosómicas inducibles de la familia Enterobacteriaceae. 

Se ha demostn1do la localización adyacente del operón de la enzima de C. fre111uiii, al 

operón de la fumarato rcductasa; al igual que en E. co/i, pero en esta última, las dos 

regiones se traslapan y en C. freundii se encuentran separadas por l, 100 bp (pares de 

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

Esta región parece contener genes reguladores para la expresión genética de la P-lac

tamasa, ya sea positiva o negativamente. Se ha demostrado también su función en el 
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proceso de inducción, sin embargo, las mutaciones que producen una derrepresión esta

ble, parecen ser fuera de la región ampR-ampC124
• 

Los intentos por identificar la(s) región( es) genética(s) cspeclfica(s) involucrada(s) en el 

proceso de inducción, se han visto obstaculizados por la necesidad de empicar cepas de 

E. co/i como hospedadores para los plásmidos que contienen el opcrón de la {J-lactamasa 

de C.freuruJjj y E. c/oacae, ya que no expresa eficientemente las¡J-lactamasas de ambos 

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

Sanders indica124
, que todos los investigadores que han usado cepas de E. coli como cepas 

hospedadoras, se han topado con este problema de expresión genética. Por lo que hace 

ver la importancia de encontrar una cepa receptora más idónea, debido a la necesidad de 

una investigación más precisa de la organización genética responsable de la inducción de 

las cefalosporinasas cromosómicas. 

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 operón de la¡J-lactnmasa. 

La base molecular del proceso de inducción del gen ampC, actualmente se conoce 

poco; sin embargo, se sabe que en E. cloacae y C. freundii, la expresión de la{J-lactamasa 

es controlada por lo menos por dos genes, denominados ampR yan1pD 111. Los compues· 

tos¡J-lactámicospodr[an interactuar posiblemente con el gen ampD, el cual mandaría una 

señal a la región mripR, permitiendo el proceso de transcripción del gen amp C. Sin 

embargo, se ha reportado recientemente que la inducción de la ¡J-lactamasa en C. freun-
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dii, no depende de la entrada del antibiótico al citoplasma43, sugiriendo Ja presencia de 

una proteína que actúe como señal a través de la membrana citoplasmática111. 

En Bacil/us lic/1enifom1is se identificó a una protefna, con propiedades similares a las 

PBPs, involucrada en el proceso de inducción de la P-lactamasa cromosómica; con base 

en este hallazgo, Brunello (&) 111
, investigó y demostró Ja función de la enzima PBP2 en 

el proceso de inducción de Ja ccfalosporinasa cromosórnic&.1 de E. coli por el ácido 

6-aminopenicilánico (6-APA). 

Este investigador empleó cepas mutada• de E. co/i termosensibles para Ja expresión de 

PBP2y observó la falta de inducción del 6-APA a42°C en estas cepas, indicando Ju función 

esencial de la enzima PBP2. 

Por otro lado, experimentos preliminares en P. acrugino.m, sugieren <JUC las proteínas 

PBP lb, 3, 4 y 5, se encuentran involucradas en la inducción de ampC en este 

microorganismo, desconociéndose aún si el proceso de inducción en E. co/i comprende 

más de un tipo de PBP111. 

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

antibiótico P-lactámico-PBP. 

En otro aspecto, se ha reportado recientemente la existencia de cepas mutantes en lus 

que el proceso de derrepresión, depende de la temperatura de incubación: Enterobacter 

cloacae, expresa altos niveles dcP-lactamasa a 42°C (en ausencia de inductor), pero no a 

2aoc58, la 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'C128• 
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Lo anterior sugiere.la presenci;i de un repiesor rnutado{capa2.de adoptar dos confor

macioneS derendie.~<lo d~ I~ i~Íl1peratura58 . 
. :. ·~-·t:. ;·-~~·.~~·, ~) ·> 

En otro .a5pecto; se ·ha asociado I~ actividad inducible de la p-Iactamasa Pen A de 

Psclldom',,11as~~~Czi:c~24~~ la ~apacidad para hidrcilizar la penicilina, con la sorprendente 
--- ,-,,•, -.--- ---,r- .. , • ., 

capacidad c¡ué tie.nco;esta''cepa.de utilizar los compuestos P-lactámicos como fuente de 

carb~no118: E~ta ~J~ima difier~ mar~adamente de la~ ,8-Iactamasas cromosómicas tipo 

J\mpC de las 'eríterobacterias (incluyendo a P. aemgi11oscz) compartiendo, sin embar

go, algunas similitud.es cmi la ÍJ~Jaclaniasa deA/caligencsfaccalis. 

No obstante que se han aislado una gran variedad de enzimas de diferente tipo codificadas 

por cromosomas o plásmidos, la enzima Pen A es única en su asociación con In ruta 

metabólica, permitiendo a P. cepacea mctabolizar la penicilina; esto indica que esta 

enzima tiene una función Uá~ica en c~ta especie más que conferirle una simple resisten-

cía. Lap-lactamasa Pcn A se conserva en toda la e~pecie, pt\CS ha sido aisluda de muestras 

clínica<, del suelo y de algunas plantas. 

El patrón di! inducción de pcn A es m{1s carnctcristico t.Jc un gí.~ll de tipo mcrnbólico que 

aquellos que codifican para la resistencia frente a los antibióticos solamente. La expresión 

de pcn A fué inducida por una pcqucfl.a cantidad de sustrato y la expresión paraba cuando 

el inductor era consumido totalmente. 

Este tipo de cinética es diferente a la presente en P. aernginosa, ya que la fJ-lactama~a 

cromoslimica es inducihlc pero necesita gnmdes concentraciones de inductor; l'n 

adid6n. en este último tipo hay una considerable etupa lag t~ntrc In exposición con el 

inductor y la proUucción de la enzima. 
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Estas diferéncias expHca~la falta de similitud en la respuesta de P. cepacea y P. aentgiuosa 

frente a los antibióticos; ya que a pcsUr de que ambos microorganismos poseen frente a 

estos la misma permeabilidad, la rápida inducción existente en P. cepacea le confiere una 

ventaja selectiva en los procesos infecciosos sobre P. aerughwsa118. 

ANTIBIOTICO 

Cefuroxima 
o cefotaxima 

Cettazidim 

Latamoxef 

Monobactams 

lmipenem 

TIPO DE¡i-LACTAMASA 

1
... . mediadas por --¡ 

Cromosomas Plásmldos 

P.cepacia 11164 
P.vu/garis GN7919 
B.fragllls MULB-1006 
K. oxytoca R30 
K. aerogenes K10XA-7 

K. oxytoca 3659 

K. oxytoca 3859 
K. aerogenes K1 
P. mailophilla GN12873 

TABLAl-2 

OXA-1 
OXA-4 
OXA-5 
OXA-6 

PSE-1 
PSE-2 
OXA-1 
OXA-2 
OXA-4 
OXA-5 
PSE-2 
PSE-3 

1 
~---·-¡ 

fJ·lactamasas cotlilicadas por cromosomas o phísrnidos capaces de hidrolizar a 
los nuevos antibióticos/1·laclámicos94. 
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1.4 Relación entre lasp-lactamasas codificadas por cromosomas y por 

plásmldos. 

La tabla 12 muestra las ¡J-lactamasas mediadas por cromososmas o plásmidos que 

hidrolizan a los nuevos antibióticos ¡J-lactámicos. Las cepas productoras de ambos tipos 

representan un problema serio en la terapia. 

En general, ninguna de lasfJ-lactamasas de terminadas por cromosomas presenta similitud 

en sus propiedades bioqulmicas, con las p..lactamasas mediadas por plásmidos94. 

Una excepción a lo anterior es la p-lactamasa cromosómica aislada en muestras de 

K. pncumoniae, la cual es indistinguible por punto isoeléctrico y cinéticamente de la 

p-lactamasa SHV-1, mediada por un plásmido94. 

Sin embargo, existe diferencia en la cantidad producida, ya que una cepa de 

E. coU, productora de SHV-1, sintetiza una mayor cantidad de enzima que la cepa de 

K.pneumoniae 222, que produce la misma enzima pero codificada por cromosoma59. 

Se ha reportado que K. pneumorriae 1529E, posee dos copias del gen estructural de 

SHV·l, una de las cuales se localiza en un plásmido (R1293) y la otra en un replicón no 

transmisible, situado en el cromosoma bacteriano posiblcmente59; hecho por el cual se 

ba sugerido, que el gen que codifica la p-lactamasa SHV-1 se encontraba originalmente 

como un gen cromosómico en K pneumoniac, incorporándose a un plásmi<lo postc

riormente51• 94• 
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Debido a que no se ha encontrado el gen cromosómico ancestral de la Jl-\actamasa más 

común, TEM-1. así como para otrasp-lactamasas mediadas por plt\smidos, el origen de 

la mayorfa de estas enzimas permanece deseonocido114• 

Actualmente se ha demostrado la similitud en las propiedades catallticas y moleculares 

entre las enzimas SHV-1 yTEM-1, por un lado4, 140
, y la homología inmunológica y de 

hibridación de ADN entre la p..lactamasa producida por K- pncumoniae LEN-1 

(codificada por un cromosoma) y TEM-1 (codificada por el pltlsmido pBR322) por el 

otro 4; apoyando la hipótesis que sugiere que la enzima SHV-1 puede representar un paso 

evolutivo entre las P-lactamasas de K- pneumoniae codificadas por cromosomas y las 

¡¡-lactamasas tipo TEM codificadas por pltlsmidos4• 

Labia (&)85, reporta propiedades similares entre SHV-2 yTEM-3; sin embargo, difieren 

en su actividad frente a las mctoximino-ccfalosporinas y la presencia de TEM-3 confiere 

un mayor nivel de resistencia. 

Campbcll (&)2IJ, identificó unap-lactamasa cromosómica de clase A (cnp.II), en una cepa 

de Rhodopseudomonas capsulala sp 108 (bacteria fotosintéticn); el hallazgo fue sorpren

dente, ya que este microorganismo vive en el agua, medio en el cual no se encuentran 

concentraciones dañinas de antibióticos producidos por hongos. Es poco probable que 

estos microorganismos se hayan expuesto a dosis quimioterapéuticas intencionales y 

además. gencrJ.lmentc e.o;ta bacteria no compite con microorganismos no fotosintéticos 

por nutrientes, por lo que no tiene la necesidad de sintetizar (J-lactamasas. 

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

resistencia de otra..., bacterias Gram ncgativ-.is y la similitud en la estructura primaria <le 
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las/3-lactamasas t_ipo TEM con la enzima de R. capsu/ata, Campbell indica que la enzima 

se encuentra. codificada p()r. un auténtico gen del género R/wdopseudomo11as, por lo que 

sú&ieíC-quC no es-~ri·t~ansP_~Són ci~.e s~-haya transferido recientemente. 

Esto indica:ta frecµefl~ia ~~~~ qué:~Os genes que codifican las P·lactamasas, s~ organizan: 

co.!flO part~~_de_ efC-rTI~ri~Q·s tiii:~~rC~ibfos, que pueden transmitirse entre replicones b!J,ctc· 

rianos/.ind~-p~~·~·¡·~-~t~~crl~~ -~e 16~- sis~~mas de recombinación celular, de esta-~~~~;~ 
puederié.xbtir corno párie 'dé un cromosoma, plásmido o ADN de un fago. 

1...3 gran frei:úe!ldri con la que los microorganismos adquieren diferentes tipos de en

zimas, se debe a que la mayoría de los miembros de la familia E111erobacteriaceae y del 

género Pseudomo1uu, pueden tener p~lactamtL'ias cromosómica independientemente de 

la presencia de enzimas mediadas por plásmidos105. 

1.5 µ-Lacta masas recientes. 

Los análisis moleculares de las P-luctamasas dcscubicrlas recientemente, han revelado 

que la mayoría de estas enzimas, derivan de las tJ-lactamasas ya reconocidas, a partir de 

mutaciones puntualcs88. 

Se ha observado que algunos cambios l!n la secuencia <le aminoúcidos, inducen pcqueirns 

diferencias en los parümetros cinéticos frente a los antibióticos tf-lactámicos, mientras 

q_uc en otros, las dífcrcnci~l'i son mayores1"'· 2
"'· ss. 

En el caso de las p-lactnma~:.is tipo TEt\t las cuales se encuentran ampliamente dis-

tribuidas entre las bacterias patt'igcnas Gram negativas, se reconoció que la diferencia 
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entre TEM-1 y TEM-2 radica en la modificación de un solo aminoácido, confiriendo a 

cada una de ellas una actividad semejante pero con diferentes puntos isoel6ctricos. Sin 

embargo, para otras ,8-lactamasas nuevas como TEM-3, TEM-4, TEM-5 y TEM-7, las 

cuales presentan como mlnimo dos (y en algunos casos tres o más) cambios en su 

secuencia con respecto a TEM-1 O TEM-2, la diferencia es muy grande (ver tablas de 

clasificación, cap. VI). 

Esta misma situación se observa entre las jJ-lactamasas SHV-1 y SHV-2, las cuales, aun

que varfan en un solo aminoácido, presentan <lifercntcs espectros de actividad24; por otro 

lado, se ha encontrado una gran similitud entre la ,8-lactumasa TEM-l y SHV-1 a nivel 

estructural y espectro de actividaé 140
, difiriendo por .un sólo aminoácido en el sitio 

activo. Cabe señalar, sin embargo, la ausencia de relación entre estas dos enzimas por 

análisis de hibridación4
• 

En 1986, se observó que los cambios de un sólo aminoácido en la treonina adyacente al 

sitio activo en la secuencia de TEM-2, daba como resultado un mínimo de 15 enzimas 

activas capaces de conferir resistencia frente a la ampicilina14
. De acuerdo con esto, si se 

considera el número posible de cambios en Ja secuencia de aminoácidos de las P-lac

tamasas, no será sorprendente la aparición de un gran número de (i-lacrnmasas en el 

futuro, incremento que se ha observado en los últimos ailos; asr mismo, como lo indica 

Bush14, no será raro encontrar formas isocnzim{lticas de estas enzimas. 

Se ha observado, sin embargo. que este tipo de evolución instantánea sigue un trayecto 

sofisticad.o'i;.s, pues tal parece que ciertas mutaciones puntuales se encuentran supeditadas 

a otras, como es el caso en las fJ-lactamasns tipo TEM, en las cuales se ha identificado 
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cierto tipo de mutación en los residuos 104 y 238, o en el residuo 104 solamente, mientras 

que no se han aislado, hasta ahora, enzimas con este tipo de mutación en el residuo 238. 

Cabe señalar, que la aparición o incremento de resistencia en una cepa bacteriana frente 

a los antibióticosP-lactámicos. no sólo se dehe a la síntesis de un nuevo tipo de p-lnctama

sa; se debe tomar en cuenta 1amhién, un :.mmcnto en la cantidad de síntesis enzimática 

(como sucede en .cepas que sufrieron un;i dcrrcprcsiéln), así como tamhién, la 

modificación de diversos factores que cllnlrihuycn a un aumento de resistencia como 

disminución de la permeabilidad y afinidad por las PBl's (analizados en el cap. 111). 

Debe tomar.;c en cuenta también, la posibilidad de que diferentes lipos de enzimas 

pueden ser producto de un mismo precursor que ha sufrido diversos procesos posteriores 

a la trani;cripción2
• 

Finalmente, debe recalcarse que el empico de nuevos compuestos durante la terapia 

antimicrobiana, incluye el riesgo de selección de los nuevos determinantes de resislencia 

in vivo24
, como lo demuestra la reciente aparición de nuevas ¡J~lnctamasas ·mediadas por 

plásmidos, capaces de conferir rc:.istcncia a las nuevas. ccíalosporinas y compuestos 

rclacionados78. 



CAPITULO TI. ESTRUCTURA DE LAS p-LACTAMASAS 

2.1 Antecedentes 

Se han propuesto cualro clases es1ruc1urales de P-laclamasas con base en su estructura 

primaria (secuencia de aminoácidos): las clases A y B de Ambler1, la clase C d;,:Jauri·~ y 

. GrumJstrom70 y la clase D, propuesta recicntcmentc67. 

Las clases A y C operan mediante un mecanismo que involucra 1a formación de un 

complejo intermediario acil-cnzima, implicando el grupo hidroxilo de un residuo de 

serina. La clase B está representada por una metaloenzima que emplea Zn2 + como 

cofactor. La clase D incluye a ¡1-lactamasas, que como A y C, son enzimas serfnicas, es 

decir, un residuo de serina se encuentra involucrado en la actividad cataHtica, pero u 

diferencia de aquéllas, las P-lactamasas de clase D poseen una gran actividad frente a la 

oxacilina. 

Debido n la gran variedad de clases, se ha propucslo un origen polifilogénico para.las 

J!-lactamasas, sin embargo, Joris (&)72
, demostró recientemente que las ¡l-lactamasas 

scrfnicas (A, C y D) son miembros de una superfamilia (ver origen). 

Muchas µ-lactamusas producidas por bacterias Gram ncgatlvas se inhiben con ngentcs 

que reaccionan con el grupo tiol, tal como el p-cloromercurohcnzoato, y aunque algunas 

pertenecen a las clases A. C y D, no se ha determinado la clase eslruclural de la mayoría 

de ellas. por lo qu~ Ambkr sugiere que estas erlLÍITias p-cluromcrcurohcmmato scm;ibles 

pertenecen posiblemente a urn.1 clase con diferente mecanismo. Por otro lado, Bicknell 
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. . .. 

(&)8, ha identificado Íma nueva ~Irise estrubtural~e .;;etaloenzitnas; no quedando descar

tada, por lo tanto; la existencia de otras cl~es'm~l~~I~~~ .. 

2.2 p-lactamasas scrínicas. 

2.2.1 Clase estructural A 

Esta clase estructural fue propuesta por Ambler1
, basándose en la comparación de la 

secuencia aminoácida de cuairo tipos de¡J-lactamasas (fig.2.1). Varios miembros de la 

clase 111 de Richmond y Sykes (ver cap.de clasificación), se han asignado a esta 

clase1• 42• Es la más estudiada debido a su gran distribución, en especial las enzimas de 

tipo TE.M, mismas que se encuentran con gran frecuencia en los microorganismos 

patógcnos88• E.'ita clase lamhién incluye a la enzimn PCI de S. aurelL\·y a la enzima de 

B. lichenifonnis 149!c94. 

Características Fisicoguímicas y Uim1uímicas 

Las p..Iactamasas de clase A se encuentran en bacterias Gram positivas y Gram 

negativas; los genes que codifican para las P-lactamasas de esta clase, se encuentran 

localizados frccucntcmcntc en plásmidus transmisibles en las bacterias Gram negati

vas y en cromosnmíL'i, en las bacterias Gram positivas15· 16
• 20. Este grupo difiere 

an1pliamcntc en sus propiedades físicas y enzimáticas. Aunque la mayoría posee un 

P.M. alrededor de 29,000 este varía entre los l7,000y l<» 34,000. Lm puntos i'ocléctri-

cos fluctúan entre pl-14.7api1 8.6 y exbtcn grandes diferencias en su cspccificidac.1 <le 

substrato y otros paráml.!tros cinéticos. En general, la<> /í·l~u:tarna.<.,as <le cla.<.;c J\ hasta 

ahora conocidas, ;.on inhibidas por el dddo clavulánico. 
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Fig. 2..1 
Alineación de la 5ccucncia de nmlnoácidos de las {J-1actama5ns de clase A. 

Las secuencias son: (a) Slaphyfococ1:us uureus PCl. (b) &u:illu.s Hcl1cnifor111h 749/C, (c) Bacillus 
cen:u.s 569/H P-la.ctnmasal, (U) Escl1aicl1ia wli PBR~22 y Rn.:M. 

En ln secuencia (d) la única diferencia entre el plá1;mido es el resi1\uo 3Q. Los residuos se enumeran 
con base al sistema propuc!i.to por Amblcr, donde In numeración i11icia en el N-terminal de la forma 
enzimática más larga de B. lid1e11ifon11is que ~e ha aislado y torna en consiUcrnción los c~pacios 
postulados en las secuencias para ohtcnl.!r el mejor l!ntpalme. La'i Hncas verticales ( \ ) indictin la 
región N~tcrminal de las mol~culas ew.imáticas naturalmente libernda. .... Los re~íduos que son 
idénticos en las cuatro secuencias aparecen con letra mayú'icula1. 
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Las enzimas de esta clase se encuentran distribuidas en los grnpos 2a, 2b y 2b' 

propuestos por Bush (ver cap. de clasificación} 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 otras a los antibióticos aminotiazolemtima o de amplio espectro amplificado 

(Gpo. 2b'}. No se observa, por lo tanto, un perfil de substrato tan especffico como el 

de las enzimas de clase C, las cuales se consideran como cefalosporinasas, aunque en 

esta' últimas, como se mencionará posteriormente, la eficiencia catalftica (Kcat/Km) 

frente a las penicilinas es apreciable. 

Son Jl-lactama'as serínicas; ya que mediante marcadores como el ácido 6-{J-iodo

penicilánico, se ha demostrado la presencia de serina en el sitio activo1. Las {J-lac

tama.c:;as scrínicas muestran un comportamiento similar frente a este tipo de marcado~ 

res, sugiriendo un mecanismo de acción similar. El residuo marcado corresponde al 

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

Esta clase es sensible a la inactivación mediante yodo y aunque varía la respuesta de 

las enzimas frente a éste, no se comprende la base molecular de tal inactivación1
' 

3
• 

115• También se ha estudiado su reacción frente al tetranitrometano y en todos los 

casos la tirosina-105 (fig. 2.1) se modifica rápidamente. Sin embargo, no se ha en

contrado correlación entre la cantidad de innctivación y la <le modificación. Ha sido 

posible la inactivación de la enzima RTEM producida por E. co/i mediante foto-oxida

ción. en la cual hay destrucción de los restos de histidin:.i, determinándose que la 

histidina-112 es el resto involucrado. Los restos de histidina varían apreciablemente 

Cntre los miembros de la clusc A., siendo la posición 112 el único sitio ocupado por 
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histidina en más de una de las enzimas (ver fig. 2.9) n6n se desconocC la función de 

este rcsiduo1
• 

En In figura 2.2 se muestra la comparación de las secuencias de aminoácidos alrededor 

del sitio activo de varias /J-lactamasa.<; de clase A. clase C y la 00-carboxipcptidasn 

deStrcptomyccs R6 l, donde se observa la presencia de la secuencia caracterrstica: 

Phc(66)-Xaa-Xaa-Xaa-Ser• (70)-Xna-Xaa-Lys(73), donde Xaa es cualquier 

amino5cido34
. 

CLASE A 62 65 66 70 
srrepromyces cacao/ Ala Asp Glu Arg Pha Ala Tyr Gly Ser Thr Pha 
Slreplomyces a/bus G Ala Asp Glu Lau Pha Pro Met Cys s·er Val Pha 
Klebslalla pneumonlae Pha Ala Mal Cys Ser Thr Ser 
K/ebslella aerogenes Pha Ala Mal Asn Sor Thr Ser 
Baclllus llchaniformis Pro Asp Glu Arg Pha Ala Pha Ala Ser Thr lle 
Bac/llus cereus 1 Pro llsp Glu Arg Phe Ala Phe Ala Ser Thr Tyr 
Staphylacoccus aureus Ser Asp Lys Arg Pha Ala Tyr Ala Ser Thr Ser 
E. col/ ATEM-2 Pro Glu Glu Arg Pho Pro Mal Met Ser Thr Pho 
Rhodopseudomonas capsulata Glu Asp Glu Lau Pha Lau Mat Asn Ser Thr Val 
Pseudomonas aeruginosa Gly Asp G!u Arg Pha Pro Lau Asn Ser Thr His 

CLASEC 
E. col/ K12 Gin Gin Thr Leu Pho Glu Lau Gly Ser Val Sor 
Enterobacter.cfoacao P99 Pro Gin Thr Lou Phe Glu Lau Gly Ser lle Ser 
Pseudomonas aoruginosa 18S Pro Glu Thr Leu Phe Glu lle Gly Ser Val Ser 
SerraUa marccscens Glu Gin Thr Leu Pho Glu Val Gly Ser Leu Ser 

DD· CAABOXIPEPTIDASA 
Streptomyces A61 Thr Thr Asp Arg Phe Arg Val Gly Ser Val Thr 

Fig.2.2 

Compar.ición de las secuencias de aminoácidos alrededor del 5itio actl\'o de 
diversa!! ¡Mactamasas. 

Los residuos 62-65 de la enzima de S. ccJclloi se redujeron de la .secuencia parcial de 
nuclcóti<los del gen3", confirmada posteriormente mediante estudios 
criocn1fo1016gicos21. La numeración corresponde a la propuesta por Ambter21. 
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En las¡J-lactamasas de la clase A es muy frecuente encontrar la secuencia Asp-Glu-Arg 

(63-65), los residuos Ala 67 y Thr 71, as! romo aminoácidos aromáticos en las 

posiciones 68 y 72. Sólo las enzimas de Rhodapscudomonas copsu/a/a y Slreptomyces 

albasG presentan Lcu65 y S. cacaoi Gly-69, los cuales son residuos muy característicos 

de la clase C. 

De acuerdo al sitio activo, la cla'e A es muy heterogénea, pues a excepción de Phe-

66, Ser-70 y Lys-73 prcscnrcs en todas la'i enzimas, no se puede realizar un consenso 

general en las secuencias de esta clase, pues en todas las posiciones siempre hay como 

mínimo una enzima que presente un comportamiento individual, por ejemplo Lcu-65 

en S. a/bus G y R. capsula/a (alanina o prolina en otros), Leu-68 en Pseuclomonas 

aen1ginosa (tirosina. fcnilalanina o metionina en Jos otros). 

En algunas posiciones la variación es muy grande, sin Ju presencia de sustitudone!-i 

homólogas: posición 62 (Ala, Pro, Ser, Gly 6 Glu), 69 ( Gly, Cys, Asn, Ala, Met) y 72 

(Phc, Ser, lle, Tyr, Val, His)34
• En C<Jtnbio, en las enzimas de la clase C, muchas sub

stituciones son altamente homólogas (posiciones 68 y 71 por ejemplo); posiblemente 

esto sea reflejo de la gran variedad de microorganismos Gram negativos y Gram 

positivos que producen Jl-lactama'as de clase A, explicando tal vez la gran diversidad 

presente en la espccificidml de cslas enzimas por el substrato. 

Es sorprendente enc:ontrar que en algunas enzimas producidas por un mismo 

género, no exista una gran homología entre ellas como en las de otros géneros; tal es 

el caso de las¡J-lactamasas del géncroStreptomyces, en dondt! no hay gran similitud, en 

compuración con las del género Bacil/us; aun más, puede presentarse una mayor 
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hoinologla entre los miembros de diferentes géneros, como en la P-lactaniasa de 

S. cacaoi, la cual es más parecida a la enzima de B. lichenifomiis que a la de S. a/bus G. 

Una característica interesante, es la presencia de un residuo de cisterna cercano al 

residuo de serina en el sitio activo sólo en las enzimas de K. pneumoniae y Streptomyces 

a/bus d'; K. aerogenes también posee un residuo de cisteína, pero retirado del sitio 

activo42. Los estudios realizados en las dos primeras enzimas indican que este residuo 

se encuentra intensamente cmbchido en la molécula, siendo inaccesible el grupo 

sullhidrilo y probablemente no esencial para la actividad42
, a diferencia de la p-lac

tamasa 11 de B. cereus (clase B), donde el grupo sullhidrilo es indispensable33. Algunos 

estudios parecen indicar que hi unión entre la enzima y el substrato se ve deteriornda 

por la presencia de este grupo voluminoso cercano ni sitio activo73. Sin embargo, en 

un an(t1isis reciente en lati-lactamasa 1 <le B. cereus, donde se sustituyó la Ala-123 por 

Cys, se comprobó que la disminución de actividad fué muy pequeña92. 

Es notable, que aunque la DD-carbmdpeptidasa presente una secuencia más parecida 

a las fl-lactam<IS<L' de clase C, se observe una mayor similitud entre la peptidasa y la 

clase A, que entre las mismas clases A y C. 

Comparando las secuencias de la fig. 2.2 se observa una identidad mínima de un_ 

25'1ó; sin emhargo. la humolog{::i puede ser menor si SI.! comparan las secuellcias 

completas de las enzimas34. 

Las{l-lactamasas de clase A presentan una flexibilidad estrutural poco usual. Alb'llnos 

antibióticos¡i-lactámicos reducen la eficiencia catalilica de la cniima con una recupera-
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ción lenta de la actividad total. La nexibilidad puede estar relacionada con una esialiili

zación total baja64. 

Estructura 

Los métodos de difracción de rayos x han permitido estudiar la estructura cristalina de 

algunas {J-lactamasas de las clases moleculares A. By c14 131• 

Dideberg (&), propuso el modelo tridimensional de la {J-lactamasa producida por 

Streptomyces a/bus d16. cuyas características se mencionan a continuación como en

zima representativa de la cla•e A en el presente trabajo (fig. 2.3). 

La enzima es una típica proteína que posee e.Jos dominios, uno de ellos contiene una 

estructura central la cual está conformada por cinco cadenas de láminas plegadas,es 

decir, de conformación {J, con tres alfo-hélices en una cara y una alfa-hélice en la 

otra. Las cadcna'i 53, S4 y SS fonnan unp-meandro, que es una estructura muy estable 

que se ha cncontru<lo también en el sitio activo de las protcinasm; serfnicac; de la familia 

de la tripsína. El segundo dominio consiste en cinco alfa-hélices. La estructura se 

encuentra estabilizada mediante puentes salinos. En particular, la Glu-16 (de acuerdo 

a la numeración de la enzima madura), de la hélice HI, interactúa con la Arg-39 de la 

cadena S2 (fig_ 2.3). 

El sitio activo(" en la figura), posee un residuo de serina en la posición 48 y se define 

topológicamente por la porción N-terminal de la hélice H3 de un lado, la cadena S3 

1!11 el otro, la hélice I-12 en la parte posterior. una espiral formada por la conexión entre 

las hélices 1-17 y 118 en la parte superior y otra espiral formada en el fondo por la 
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N 

Fig. 2.3 
Representación esquemática de la estructura tridimensionnl de la p-lactamnsa 

de Streptomyces a/bus a36
• 

La numeración de los residuos se encuentra referida a la enzima madura (donde la 
N-terminal se encuentra en la Gly-40 en el precursor de la proteína). 

No fue posible definir la estructura de los residuos 77-91 debido a la falla de densidad 
electrónica contfnua. 

las cadenas de conformación fJ (Si) se encuentran representadas mediante flechas y las 
a-hélices (H¡) mediante cilindros. N es el residuo N-tcrminal, C, el C-terminal 

conexión entre las hélices HS y H6. El residuo Ser-48 se encuentra en In N-terminal 

de la hélice H2 y Dideberg indica que esta posición posiblemente puede facilitar la 

catálisis. 

Otros residuos que desempeñan funciones en la i:nt:ílisis y/o unión del substrato son 

(entre comillas la numeración de Ambler): Lys-51 "73" localizada en H2, Glu-150 

"166" en la espiral formada entre HS y 116, Lys-218 "234" y Gly-220 "236" en S3 

4t 



CAPITULO 11. ESTRUCTURA DE LAS {J.LAéTAMASAS 

Flg.2.4 
Reglones 1-VII propuestas por Joris72, en la molécula de S. a/bus G. 

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

• 45 50 48 .51 s2 92 GI 150 T 94 ¡¡ Rc;ión l. ~ -Asp , 11. Ser -Lys , 111. Gin , IV. Lys , V. u , VI. rpl , V • 
Lys 18-Gly . 

De acuerdo a la numeración de Amblcr: 

l. aJ15-Asp5º.11. Scr7º-Lys73, lll. G!n105, IV. Lys111, V. Glu166, VI. Trp210, Vil. L~- '· 
Gly . 

(fig. 2.4). La Lys-51, Lys-218 y Gly-220 son residuos que se conservan en las /l-lac-

tamasas scrfnicas y las DD-pcptidasas. 

El arreglo de Jos elementos de la estructura secundaria en la {J-lactamasa de Strep-

tomyces albwi G, es semejante a los cncontra<los en las enzimas de B. liclrenifomiir y 

B.ccreus /, excepto que falla una hélice en !as estrucluras de cslas úl!imas: I-18 en la 

enzima de /J. /ichcmformi.\· y 115 en Ja de B. ceretL'5
36
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Actualmente se conoce también la estructura tridimensional dC la ,8-lactamasa de 

S. aureus, cuya configuración en el sitio activo es semejante a la de S. albus G; sin 

embargo, dos hélices pequeñas localizadas en la enzima estafilocóccica, a-3 y a-7, no 

se numeraron en la p-lactamasa de S. albtL'i. Por lo tanto, las hélices a-1, a-2, a-4, a-5, _a-

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

de S. a/bus H 1, H2, H3, H4, 115, H6, H7, HS y H9 respectivamente72. 

Gracias a los estudios cristalográficos ha sido posible relacionar Ja secuencia 

aminoácida y la estructura tridimensionai72, permitiendo ubicar en ésta última la 

posición de los aminoácidos involucrados en el proceso catalítico. Algunos de estos 

aminoácidos son restos invariantes en ta secuencia de las P-lactamas~ts scrrnicas y las 

DD-peptidasas. La fig. 2.4 muestra la posición de estas siete regiones invariantes en la 

molécula de Ja P-lactamasa de Strepromyccs a/bus G. 

2.2.2 Clase estructural C 

La clase estructural C se encuentra representada por las c~falosporinasas 

cromosómicas de las bacterias Gram negativas, ya que hasta la fecha, todas las enzimas 

que se han catalogado dentro este clase estructural, han sido de este tipox2. 

Las enzimas de clase C se encuentran comprendidas en las subchLo;cs la, lb y ltl 

propuestas por Richmond & Sykcs (R & S) que corrc>pondcn al grupo 1 de Bush 

(pag.20b). 

Cabe sei1alar que la clase le de R & S corresponde al grupo 2c de Bush y de acuerdo a 

sus carnctcrística~. posiblemente pertenecen a la c1asc estrnctur~il A. 
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Galleni y Frere indican que las p-lactamasas de clase C encajan perfectamente en la 

clase 1 de R & S, si se toma como único parámetro el valor de Kcat; sin embar· 

go, respecto a la relación Kcat/Km, esta clasificación no está ampliamente jus

tificada54; esto puede deberse a que en la mayoría de los primeros trabajos, se reporta 

una actividad calculada a concentraciones mayores de 100 micromoles y muchos 

valores de Km son menores que ésta. 

Al igual que en la clase A, las P-lactamasas de la clase C son enzimas serfnicas; sin 

embargo, la secuencia alrededor del sitio activo es diferente (fig. 2.5). Como se aprecia 

comparativamente en la fig. 2.2, sólo se conservan tres residuos: Phe-66, Ser-70 y 

Lys-7380. 

AD 1 A K K Q P V T Q OT L F E L G s•v s K 
AD 1 A N N X P V T Q OT L FELGSVS K 

AD IAANKPVTPOTL F E LGS 1 S K 
VTPETL FE 1 G S VS K 

QTGKP 1 TEOTL FEVGS LS K 

Fig.2.5 
Secuencia de aminoácidos alrededor del sitio activo de algunas µ-lactamasas de 

clase C. 

Es claro que la serina del péptido corresponde a la scrina del sitio activo. Los residuos que 
se conservan en todas las enzimas de la clase C se encuentran indicados con dos puntos. 
Las substituciones homólogas ~e indican por un sólo punto74

. 

En esta clase, muchas de las sub!-.titucioncs son altamente homólogas, localizándose 

Val, Lcu o lle en las posiciones 68 y 71. La 00-curhoxipeptidasa de Streptomyces R61 

presenta un compnnamicnto similar. considerándose a esta t'iltima, con base en la 
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estructura primaria, más relacionada a la clase C que al resto de las cla;es estmc

turales34• 72• 

AJ compararse las secuencias aminoácidas completas de un grupo de ,B-lactamasas de 

esta clase, se encontró una identidad mayor al 70%, esto señala que a diferencia de 

las ,B-lactamasas de clase A. las enzima.; de clase C representan un grupo más 

homogéneo. fato puede deberse a que las enzima.; de clase e, hasta ahora identifi

cadas, las sintetizan miembros de la familia Enterobacteriaceae: Enterobac

ter, Cilrobacter, Escherichia y Se"atia, y otro bacilo Gram negativo: Pseudomo

nas74. De ahl que se consideren,B-lactamasas especificas de cspecie137. 

Las enzimas de esta clase se encuentran localizadas en el espacio periplasmático, esto 

es, son intracelulares. 

Las /J-lactamasas de clase e tienen una gran importancia en el campo clínico, ya que 

son responsables de los altos niveles de resistencia que presentan las bacterias patóge

nas Gram negativas frente a los antibióticos /J-lactámicos138. 

Aunque se ha determinado Ja secuencia aminoácida completa de algunas¡J-lactamasas 

de clase d 1, faltan estudios para definir Ja homología total entre las secuencias de estas 

enzimas. Hasta ahora, Ja mayoría de Jos estudios realizados se han limitado a la 

secuencia alrededor del sitio activo. 

Joris (&),indica que este aspecto requiere de futuras investigaciones76
• 
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Características Fisicoguímicas y Bioquímicas 

Las P-lactamasas de clase C tienen muchas características en común124 Son enzimas 

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

Las P-lactamasas de esta clase se conocen comúnmente como cefalosporinasas, ya que 

sus grados de hidrólisis (Vmax) frecuentemente son mucho mayores para las cefa

losporinas que para las penicilinas; hidrolizan rtlpidamente la cefaloridina y en 

general, la cefalotina, siendo lenta su hidrólisis frente a la cefotaxima53. No 

obstante, son capaces de hidrolfaar cierto tipo de penicilinas con una eficiencia catalí

tica muy alta (Vmax/Km), debido a la alta afinidad por éstas (bajo Km)74. 

Estas enzimas son susceptibles a la inhibición por la cloxacilina pero no por el 

p-cloromercurobenzoato1 el ácido clavulánico o sulbactam (a diferencia de las enzimas 

de clase A)124. 

Han existido dificultades para definir la especificidad del substrato real de las fl-lac

tamasas en general, debido a diferentes razones; en primer lugar han sido pocos los 

estudios que se han realizado con enzimas purificadas y un gran número de sub

stratos, dándose un panorama muy pobre; en segundo lugar, muchos de los nuevos 

antibióticos fl-lactámicos no pueden examinarse con precisión bajo las condiciones 

estándar usualmente empleadas (con exceso de substrato) ya que son substratos muy 

pobres (Vmax baja), para los cuales las enzimas tienen una gran afinidad124, por lo 

que, para estos compuestos, el Km se determina como Ki. 
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Por Jo anterior,·· se hacía imposible una comparación entre los. diversos estudios 

realizados, debido al uso de diferentes substratos en cada uno de elloi; es hastÚ~ss" 
cuando Galleni (&)realizó un estudio cinético completo paraun grupo'dé,8-IaC:ta~~as 
de clase e frente un grupo de antibióticos53• 54• 

A pesar de este. a1pecto, se habían realizado generaÍizacÍones·c~ncemientesalas 
- , ., . . .. -. ' 

~ntcrOécioile~ de las- {J-laCtamasas de esta clase c~_n, Y~~}Os-.:~~~si!~t<?S_ én · E~~Coli 

, E. c¡;acae, P •. aeroginosa, C. freundii, P. rettgeriY M.".,;.,o,ga11i~~-~~·- cla.~iÍicando a los 

antibióticos ,8-lactámicos en tres grupos de acuerdo á.su)finidad (Kin) y grado de 

hidrólisis (Vmax). Ver tabla 2.1. 

Los parámetros cinéticos de Jasµ-Jactamasas de clase e varían entre el género, especie 

y cepas de la misma especie124
• 

Cinética de la clase C 

Gallcni (&)analizó la interacción <le estas enzimas con varias penicilinas, cefalospori-

nas y otros compuestos /J-lactámicos. Este estudio se Jlcvó a cabo bajo condiciones 

idénticas para permitir una compnraci(m v:ílidu, cmplcán<lo:,c Ja bencilpcnicilina como 

referencia en todos los l'<l~os. 

Penicilina~ 

En esta parte se examinó Ja influencia en la hidrólisis de las penicilinas que poseen un 

grupo amino (ampkilina). un grupo rarhoxilo (carbcnicilina) y otras penidlinas cuyas 

grandes cm.lenas laterales confieren impedimcnlo c~tCrico (nxacilina, doxacilina y 

meticilna). 
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AFINIDAD 

baja (Km> 10011M) 
cefaloridina 
cefazolina 
cefotiam 
celpirom 
BMY-28142 

Moderada (Km> 111M) 
cefalotina 
cefalexina 
cefamandol 
cefoperazona 
ceflazidima 
penicilina G 

Alta (Km< 111M)ª 
cefuroxima 
cefotaxima 
moxalactam 
cefoxilina 
cefmetazol 
ampicilina 
carbenicilina 
cloxacilina 
az1reonam 
imipenem 

GRADO DE HIDROLISIS 

Baja(Vmax< 1nmol min-1mg·') 
cefuroxima 
cefotaxima 
moxalactam 
ceflazidima 

cefpirom 
BMY-28142 

cefoxitina 
cefmetazol 
ampicilina 
cloxacilina 
az1reonam 
imipenem 

Moderada(Vmax> 1nmol min-1mg-1) 

cefalexina 
cefotiam 

cefamandol 
cefoperazona 
penicilina G 

Alta (Vmax > 100nmol min-1mg-1) 
cefaloridina 

TABLA2.l 

cefalotina 
cefazolin ___ _J 

Punímctros cinéticos de las enzimas de clase 1 de Richmond & Sykcs frente a 
varios compuestos {J·ladámicos124• 

ª Ki se determina usualmente en lugar de Km. 

Como se mencionó ::interiormente, lo~ valores <le Kcat para la hencilpcnicilina son muy 

bajos; sin embargo, los pcqucilos valores de Km confieren una alta eficiencia catalítica 

(Kcat/Km), comportamiento que en cierto modo contradice la clasificación de estas 

enzimas como simples "ccfalu!-iporinasas'SJ. 
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Los valores de Kcat obtenidos para la ampicilina fueron muy bajos y debido a la poca 

variación en los valores de Km (siempre con respecto a la b·encilpenicilina), la relación 

Kcat/Km fue muy pequeña: la adición de un grupo amino en la cadena lateral de la 

bencilpenicilina (ampicilina), disminuyó de 10..100 veces el valor de Kcat (3-20%). 

Con la carbenicilina se obtuvieron valores de Kcat muy bajos: la presencia del grupo 

carboxilo provocó una disminución de 10,000 veces el Kcat, por lo que Galleni 

propone un estudio de la estructura tridimensional en el sitio de unión para explicar 

este, efecto tan grande. 

Con la carbenicilina, cloxacilina y oxacilina se obtuvieron valores bajos de Kcat, sin 

embargo, los valores de K:>/K fueron altos (ver ecuación 2.1) indicando la formación 

eficiente de un complejo acil-enzima estable, dando como resultado: (a) valores de Km 

muy bajos (b) aparente inhibición competitiva ó inactivación transitoria cuando se 

empica junto con un buen substrato. 

A pesar de que se presenta inactivación inducida por el substrato en algunas enzimas 

de clase A con la cloxacilina u oxacilina (pag.160), los valores de Kcat obtenidos para 

las,8-lactamasas de clase C son menores que para la cl:L'e estructural A. 

Finalmente, con la meticilina se observó en algunos casos inaclivación inducida por el 

substrato y una cinética bifásica, donde la velocidad de la reacción, después de la 

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

De acuerdo con lo anterior, los valores bajos de Km pueden atribufrsl! a una relación 

pequeña de kJ/k2 (ec. 2.1). Es parlo que se sugiere que la desacilación es la etapa 
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limitante de la reacción, dando como resultado la acumulación del complejo acil-en-

zima. 

Ccfalosporinas y otros compuestos 8-lactámicos 

En esta parte se estudió la interacción entre las enzimas y varias cefalosporinas, una 

ccfamicina (ccfoxitina), una oxo-cefamicina (moxalactam), un carbapcnem (imi

pcncm o N-formimidoil-tienamicina) y compuestos monobactams-(aztreonam y 

camuronam). Los compuestos se eligieron como representativos de varias clases de 

substratos potenciales para las p-lactama"ts. También se estudiaron los substratos 

cromógenos: nitrocefina y PADAC (cromóforo de piridina-2-azo-p-dimetilanilina). 

Con la nitroccfina, ccfaloridin~ ccfazolina, cefaloxina, ccfalcxima y ccfalotina, se ob

tuvieron los valores de Kcat más altos. Sin embargo, los valores de Km fueron más altos 

que para la bencilpenicilina54. 

La cefalotina es uno de los mejores substratos debido, posiblemente, a su alta Vmax y 

Km moderado (tabla 2.1 ). Las cefalosporinas de primera generación, como la cefalori

dina y la ccfaloxina, también se hidrolizan r~pidamcnte a pesar de la baja afinidad por 

ellas124. En ninguno de estos substratos se ob~crvó inactivación substrato-inducida54. 

Para la cefoxitina, ccfuroxima y ccfotax.ima (antibióticos de primera, segunda y tercera 

generación, respectivamente), los valores de Kcat fueron hajos, así como los de Km, lo 

que sugiere que la etapa limitantc es la dcsacilación, de ahí su eficiencia como 

antibióticos, al formar un complejo acil-cnzima estable, debido a su alta afinidad. 

so 



E~ cu~fitO -~{i~¡~~-~erTi~·~ruri~~o~~· y-aztreonam, se'obtuvierón los valores de Kcat más . ·:·. _ . . :• ".(.· _,, .. 

b.ijos,:~on ~!Ui ~¿¡~Ció~ k:>JK alta, por lo que estos compuestos se collÍportan como 
•. ,--- "·-·" _; .. -

eficieOfa~' trihib·i.dbres transi~orios.' 

Con el moxaiactam se observó una cinética bifásica, indicando un posible rearreglo del 

grupo oxo-cefalÓsporoil, los valores de Kcat obtenidos para este substrato fueron altos. 

· Finill~tente, el PADAC. fue un buen subtratoy en todos los casos presentó una cinética 

bifásica. 

La inactivación transitoria que se ha observado con la cloxacilina y cnrbenicilina se ha 

interpretado en los primeros reportes como una fuene inhibición competitiva y en 

efecto, corresponde a un caso de competencia por el substrato, donde la estubilidad de 

la {J-lactarnasa con el substrato-inhibidor no se alcanza de inmediato; siendo, como 

consecuencia, muy lenta la velocidad de hidrólisis54
• 

Los estudios de Galleni confirman la uniformidad existente entre las propiedades 

cinéticas de las{J-lactamasas de clase C, Jo cual puede estar relacionado con el pareen-

_taje tan alto de residuos invariante!-. u homólogos en las secuencias de 

aminmícidus54. Aún más. dos enzimas producidas por t:merobacter cloacae con al-

gunas difercncius en su estructura primaria. poseen parflmctros cinéticos scmcjan

tes53. 

Posiblemente la conformación proteica, las propicdadL'S cinéticas y de en1ace, sean 

muy parecidas en tudas las enzimas de clase c54
• 
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LOs valores generalmente bajos de Km obtenidos en la mayoría de los substratos, in

dican que el proceso de desacilación es la etapa limitante. 

Con respecto a los substratos con valores bajos de Kcat, cabe mencionar que algunas 

cepas producen constitutivamente una gran cantidad de jl-lactamasas de clase 

C, almacenándose en el espacio pcriplasm:ítico; tal situación puede producir una 

hidrólisis eficiente de los compucstosp-lactámicos, aún con Kcat bajos y si. además, la 

velocidad de penetración del antibiótico es lenta, puede ser dcstrufda una gran 

proporción del antibiótico que entre a la célula54. 

Debido a lo anterior los grados de hidrólisis y afinidad no pueden usnrsc como únicos 

parámetros parn predecir correcwmcntc la inactivación tic cada substrato por las 

enzimas cuando éstas están presentes en la célula intacta, ya que depende de otros 

factores que Uebcn c.:unsider:.irse (capítulo 111)124. 

Por otro lado, tampoco es sorprendente que la resistencia de los nuevos antibióticos 

JJ-lactámicos frente a las /J-luctamasas no sea prc<lccible mediante sólo el análisis de 

sus valores de Vmax y Km, ya que bajo condiciones de exceso de substrato, los 

antibióticos actúan como substratos pobres (baja Vmax) y de hecho como buenos 

inhibidores úc las enzimas (bajo Ki)124
• 

Estructura 

Oefner (&),reportó el modelo estmctural de la¡l-lactamasa de cltL'C e de Citro/JQC/er 

fretmdii (fig. 2.6)/JO; este investigador señala una gran similitud estructural con las 

enzimas de clase A. 
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A partir de.la.estructura observada en el complejo acil-enzima formada con el 

·aztreonam, propone un modelo molecular en el cual se indica el mecanlsmo de 

hidrólisis de este compuesto (ver mecanismo 2.lll). 

Fig.2.6 
Representación de laji-lactamnsa plegada de C.frc1111dii (clase C). 

Donde se observa el diagrama de Ribbon de la cadena polipcptídica. 

La conformación /J (d¡
1
g-1 a ¡i-9) se encuentra representada por flechas, las a-hélices (de 

a-1 a a-12) por líneas . 

Al igual que la enzima de dase A, la enzima de C. fre1111dii es una proteína constituida 

por conformaduncsp y alfa-h~lices. Su estructura tridimensional está relacionada con 
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las.B-lactamasas de clase A de S. aure1u, Streptomyces albus G y a la DD-carboxipep

tidasa de Streptomyces R61, a pesar de la falta de similitud de su secuencia de 

aminoácidos con la de las primeras. 

La enzima presenta dos dominios; el mayor consiste en nueve láminas-,8 dispuestas de 

manera antiparalcta, flanqueadas por tres alfa-hélices en una cara y dos alfa-hélices en 

la otra. 

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

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

·La conformación {I, con la topología fl-2, /1-1, fl -9, {l-8, {l-1, {l-5, /!-4, {l-3, {l-6, contiene 

cinco lámina• "enln7.adas" .B-2,{l-l,¡J-9,¡J-8,fl-7 que se conservan entre las énzimas 

relacionadas con estructura conocida36
. 

El dominio menor, que involucra los residuos Gly-63, Lys-224, contiene siete a-hélices 

(a-2 a a-8) y regiones extensas de espirales. El rcsíduo esencial de scrina se encuentra 

ubicado en la regi6n N-terminal de la hélice central a-2, al igual que en lasfi-lactama•as 

de clase Ay la carhoxipeptida•a R61. 

En la enzima de C.freundii, los dos residuos invariantes Ser-64 y Lys-67 (70 y 73 de 

acuerdo con la numeración de Amblcr), se encuentran loc-.ilizados en el mismo lado 

tic la hélicea-2y el trio Lys 315-'Iñr 316-Gly 317 (234,235y 236) es parte de la lámina 

fJ-1 que delimita el sitio activo. 
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2.2.3 Clase esiructural D 

Esta clase molecular, postulada en 1988, comprende.basta la fecha dos /1-lactamasas: 

OXA-2 y PSE-2. Anterionnente la primera enzima se consideraba dentro de la clase 

A34,42. 

La homologla entre las secuencias de PSE-2 y OXA-2 (fig.2.7) y la falta de similitud 

estructural con las {l-lactamasas TEM-1 o ampC fueron motivo suficiente para que 

Houvlenen (&) estableciera la clase molecular 0 67, a la cual;señala, pueden per-

10 20 )0 40 50 
PSE·2 KKTFM 'íVl IACLSSTo\LA·CS ITQrrSVNKEFSA.EAVNC:VfVLC. ·KSSSKSCATIIO 

OXA.·2 MiRi~~lLFS~fSU.TFAHAQt~50\111.XIT:;Erq...i~lVVADF.RQAilRi.HLv,:, 
~ ro ro ~ H ~ 

60 70 BO 90 100 110 
PSE·2 UAASKI:YUAS'TTI{lPNA.llCUT<;Vl~o+QVFY->.<X.~"DU>LTt.RCA.lQVS 

...... .... ... ::.: 
OXA-2 PVRSIOOl YS p ASTO: l PHT1.F A!.llA.C ... VRDEFQ l rni..1x;W.1', CfACl!'<Q PQOUlSAKRNS 

70 80 90 100 llO 120 

120 llO 140 l .,O llO 170 
PSE·2 AVi'Vf'QQlAAE"JC~QKYU<KfSYC;o.'Q/lI SGG 1OY.l.,,,..U:GQ.l.R1 SAVNQVE.fl..LS LYL 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 
OXA·2 T\r\IVY'ELFMElGDOKARRY?.JO.:tOYCl'lúH'STSNGOYUIEGSU.lSAQEQlAFUll'.1.'iR 

llO 140 l~O 160 170 laO 

180 190 200 210 220 210 
PSt·l ~ASKENQLl\'XLU.VTf.AAPEYl..Vl\SICTGFSGVCTESNPCVA.WVCWEX!;'fEV't''fl' 

.. .. .. 
ov..;: ~tU'f'R VDtQRL \1tllut l VEACRJN t 1JVJCTCU • • - • • • • ECR."tC\."\11/G\IVt:Vi'TCS VFF 

l9o 200 no no 2Jo 

21.0 no 2r.o 
PSt·2 Afl.'mlt • tlNtSIU.l'UUC.S lPTY.lHtStC 1 lGC 

OXA·l AlJ' l tlTPSR.'1DDUl'Rr.>. l VJV,. 1 l.RS l [..O.U' psr ... '11150.vJt 
2t.O HO 260 270 

Fig.2.7 
Comparación de las secuencias de aminoácidos de PSE-2 y OXA-2. 

Dos puntos indican identidad y uno, una substitución homóloga. L"IS lineas punteadas se 
introdujf.!'ron para mejorar d alint!amicnto67

. 
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teoecer otras enzimas tipo PSE, CARB y OXA, cuyas estructuras no se hayan 

determinado. 

Comparando las secuencias de aminoácidos alrededor del sitio activo de las p-lac-

tamasas de clase D con las clases A y C. se observa que la feniTalanina en la posición 

66 ha sustituído 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 Xoa Lys 

Flg.2.8 
Alineamiento de lns secuencias alrededor del sitio acth·o de lns clases A, C y D. 

La numeración corresponde a ta propuesta por Amblc67. 

curactcríslica Scr•-Xaa-Xaa-Lys con estas clases, prcsl!ntaudo un residuo de serina en 

el sitio activo, por lo que las enzimas de las clase estructurales A, C y D se consideran 

{J-lactamasas scrfnicas. 
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Características Ficoguímicas y Bioquímicas 

Las enzimas OXA-2 y PSE-2 se caracterizan por hidrolizar la cloxacilina con mayor 

facilidad que la bencilpenicilina, por lo que se encuentran comprendidas en el grupo 

2d propuesto por Bush (pag.212); además, laP-lactamasa PSE-2 hidro liza rápidamente 

1a curhenicilin~ no dctenninándose aún la velocidad de hidrólisis de este antibiótico 

frente a OXA-2. 

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

(6.1 yB.65)16
• 

Ambas enzimas son inhibidas por el ácido clavulánico y sólo la enzima PSE-2 es 

inhibida por el p-CMB, indicando esto último la presencia de un residuo de ciste(na 

catalíticamente importnnte en PSE-2. 

Esto concuerda cun las secuencias mostradas en la fig. 2.7, donde se observa la presen

cia de tres residuos <le cistcfna cercanos a la secuencia N-terminal, sólo en PSE-2. 

Posiblemente los estudios de la estructura tridimensional de PSE-2 revelen la impor

tancia de este residuo. 

LaP-lactamasa OXA-2 es una enzima que se encuentra en una pequeña proporción en 

las muestras clínicas de bacterias Gram negativas resistentes a la ampiciHna; el 

pUismido que CtJdifica esta enzima se aisló originalmente de Safmonella typhinwrit1m31. 

Esta enzima~ además lle tener capacidad para hidrolizar oxacilina y otras penicilinas 

del grupo isoxazoil, interactúa con la antraquinona tiñéndola de azul31. 
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Comparando la secuencia nucleotfdica de OXA-2 con las P-lactama•as tipo TEM, no 

se observa una homología significativa. Sin embargo, con base en sus secuencias 

aminóácidas se encontraron tres regiones aparentemente homólogas, una de las 

cuales corresponde al sitio de escisión propuesto para el p6ptido señaJ31(capftulo III). 

2.3 Mecanismo genenil de acción de las ¡J-lactamasas serínicas 

Uno de los propósitos del estudio del mecanismo enzimático es la caracterización de los 

compuestos intermedios, formados a lo largo de la reacción entre el substrato y el. 

producto, la cual debe ser tanto estructural como cinética29. 

Las técnicas crioenzimológicas han permitido el aislamiento del complejo covalente 

acil·cnzima en las p-lactamasas serínicas (clases A, C y D), así como el de los complejos 

intermediarios no covalentes formados durante la reacción con la {J-lactamasa 11 de 

B. ccreus (clase B), para su mejor caractcrización9
• 

21
• 

Se ha obtenido una gran información del mecanismo de hidrólisis de las p-lactamasas 

scrfníc.as mediante el estudio estructural, cinético y fisicoquímico de enzimas que se han 

mutadas artificialmente y en las cuales ~e ha alterado In actividad cnzim(itica (mutagéncsis 

dirigida)"~. 

Se ha reportado que simples mutaciones en el gen estructural que codifica para las 

p-lactamasas, originan Ja formación de enzimas con propicdad.:s catalfticas que difieren 

marcadamente de la original, prcscnt;ím.losc altaacioncs en la espccificidud por el subw 

strato, actividad <!nzim{itica y la 1~rn1oestabilidad 1' 88
. 
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Este tipo de estudios se ha realizado también en cepas aisladas que han sufrido una 

mutación natural. en las cuales se identifican los restos de aminoácidos que han suírido 

cambios mediante su comparación con la secuencia de aminoácidos de la cepa salvaje1. 

El estudio cristalográfico es otro método que ha aportado gr.in información acerca del 

mecanismo de hidrólisis; ha permitido rclaciomir las estructuras primaria y sccumlaria de 

algunas /l-lactamasas, por lo que ha sido posible postular la función de algunos grupos 

aminoácidos con hase en su posición en el modelo cstructuml del sitio activo93. 

Reacción de las tJ-lactamnsas !\erínicas 

Las /l-lactamasas hidroli1l1n el ¡1nillo /l-lactámico de sus sustratos correspondientes que 

comprenden: penicilinas, ccfalosporinm;, pcnems, carbapenems y monobactams105. 

El mecanismo de hidrólisis de estos compuestos es básicamente idéntico, con algunas 

diferencias dependiendo del suhstrato en particular (ver ecuación 2.1). 

En gcncral, laP-lactamasa (E) forma inicialmente un complejo no covalcntc enzima-sub

strato (complejo de Michaclis), con el antibiótico (S); esta etapa es rcversiblc68, 124
• 

Este complejo sufre una modificación subsecuente y la enzima hidroliz.a entonces el anillo 

/l-lact:!mico, formándose el intermediario covalcnte acil-cnzima (E-S), el cual es impor

tante en todas las reacciones de las enzimas scrínicas en general. Este paso se conoce 

como etapa de acilación. 

Se hu indkado que en las f:l-lactamasas (las cuales carecen de una estructura terciaria 

rígida) la formación del cmnplcjo enzima-substrato induce un cambio conformacional en 
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la enzima, provocando el alineamiento de los aminoácidos activos involucrados en el 

proceso catalítico. 

Como se mencionó anterionnente, se ha demostrado que un residuo de serina se en-

cuentra implicado en el proceso de acilación. La serina es alineada por el grupo carbonilo 

del aoillo /l-lactámico del antibiótico. 

En Ja siguiente.etapa (desacilación), Ja enzima escinde la unión covalente, liberándose la 

molécula/l-lactámica hidrolizada (P) y se regenera Ja conformación de la /l-lactamasa105. 

En general, lasfl-lactamasas catalizan la hidrólisis con una alta eficiencia, frente e sustratos 

óptimos29
• 

La reacción general catalizada por las /l-lactamasas serfnicas puede resumirse como: 

~ k2 k3 
E+S .,,---.,. ES----? E-S ----o- E+ P 

k-1 acilación desacllación 

Ecunci6n 2.1 
Donde: E representa a la/l-lactamasa, Sel antibiótico /l-lactámico y P el producto. 

En algunas.enzimas se ha observado que la hidrólisis del antibiótico es mediante una ruta 

ramificada (caso de la ¡J-lactamasa PCl de S. aureus frente a las ccfalosporinas con 

restos-3', esenciales para su activi<lad antimicrobiana como en la ccfaloridina y cefalotina) 

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

algunos casos no se observa la hidrólisis directa, formándose el producto sólo de la 

hidrólisis lenta del intermediario "inerte" (ecuación 2.2)74. 

k1 k2 k3 
E+S~ES ;> E-S E+ p 

k-1 acilación 

l 
desacilación 

K5 
EC E+P 

Ecuación 2.2 

Las{J-lactamasaSserfnicas actúan mediante una catálisis covalente, a diferencia de la clase 

estructural B. 

Al igual que las proteinasas serfnicas, emplean el grupo hidroxilo de la serina como agente 

nucleoffiico involucrando una reacción de doble desplazamiento o de piog-pong1º2. 

En general. un rasgo muy imponante en el proceso catalfúco de las proteinasas scrfnica.'i 

es la presencia de una cavidad oxianiónica (estructura 2.1), mediante la cual se cataliza la 

transferencia del grupo acilo al residuo nucleofllico de serina y posteriormente a la 
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molécula de H20 por estabilización de un intermediario tetraédrico, el cual se encuentra 

asociado a estados de transición (ver mecanismos)102• 

Se requiere de una estabilización para que se forme este complejo intermediario, la cual 

puede ser a través de puentes de hidrógeno, ya sea de los grupos funcionales de la enzima 

o de los grupos NH- de la cadena peptfdica; (representados como H-A y H-B en la 

estructura 2.1). 

Al sitio de unión con el oxianión se le denomina cavidad oxianiónica y es el que confiere 

la estabilidad en el estado de transición. Esta estabilización sólo se lleva a cabo cuando el 

grupo carbonilo del anillo p..lactámico, se une covalentemente a la enzima84. 

__ •• ,-H-A 

o --
R ~ _,/ ---H-B /e,....,....,.....,,...,,... 

Ser-0 
/ NH-

ESTRUCTURA 2.1 
lntennodlario tetrahédrleo. 

La presencia de la cavidad oxianiónica en las Jl-lactrunasas, se comprobó mediante el 

estudio con derivados azufrados de los substratos especlficos102, donde el oxígeno del 

grupo carbonilo del anillo Jl-laclámico se sustituye por azufre. Los análogos azufrados de 

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

la cavidad oxianiónica en estas enzimas. 

El análogo azufrado de Ja estructura 2.1 es estabilizado muy débilmente debido n la menor 

tendencia del azufre para formar puentes de hidrógeno y/o a la dificultad de orientar el 

enlace, que es más largo en C-S que en CO. 

A pesar de la presencia de esta cavidad. el mecanismo de catálisis de las ,8-lactamasas no 

es similar al resto de las protcinasas scrínica.s72
• 

Se ha propuesto que en lafl-lactamasa de clase Ade Staphy/ococcus aurcus, se encuentran 

involucrados los grupos NH- de Ja Scr-70 y Gln-27 en la formación de la cavidad 

aniónica102; mientrns que en la fl-lactamasa de clase e producida por c. freundii, el 

oxianión forma puentes de hidrógeno con los dos grupos NH- de las uniones pept!dicas 

de la Scr-64 y Ser-318 (ver mecanismo 2.III, estructura d)110. 

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

cavidad oxianiónica durante su interacción con los antibióticos f:l·lactámicos102
• 

Formación y caracterizaci6n del complejo acil-enzinia 

La formación del complejo acil-enzima depende del grado de afinidad de la enzima por 

el substrnto, misma que debe expresarse propiamente como Ks ( = K+ ¡/K..1), se deter

mina como Km más frecuenlemcnle. Entre mayor sea el valor de Km, menor es la afinidad 

de la enzima por el substrato y viceversa. 
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De acuerdo con lo anterior; para que unap-lactamasa sea efectiva., del.Je tener un valor.de 

Km semejante a la concentración de antibiótico empicada durante la ternpia63. 

Al disminuir la concentración del antibiótico, como ocurre in vit-•o durante los intervalos 

de dosis ~ucesivas, disminuye la velocidad de formación del complejo acil-enzima. Este 

efecto origina una disminución en la velocidad total de hidrólisis del antibiótico. De esta 

manera, es claro que entre mayor sea el factor por el cual la concentración del antibiótico 

in vivo, exceda el valor de CIM, mayor será la capacidad del antibiótico para ejercer su 

efecto antibacteriano frente a una ¡J-laclama'a activa63• 

El complejo acil-enzirna se ba determinado mediante estudios que emplean substratos 

marcados, ya sea mediante fluorescencia (dansil-penicilina) o radioactividad (C14 ben

cilpcnicilina, ácido [H3] penicilánico) entre otros, estudiándose el intermediario al parar 

la reacción (con ácido tricloroacético gencralmcntc)93
• 

117
• 

De esta manera se comprueba.. en la mezcla de reacción, la presencia de la enzima 

desnaturalizada unida covalentcmcntc a un equivalente 1 molar, ya sea del grupo dam;ilo 

odeC14
• 

Otro método empleado para determinar el compuesto intcrm-:diario acil-enzima se bai;a 

en In medición de los grupos peniciloil por la reacción <ld pt!namal<lato; este estudio C!' 

menos costoso que los métodos que emplean substratos radioactivos y ha demostrado ser 

uno de los métodos más apropiados para la determinación de las constantes de acilación 

y desacilación9.J,29. 
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Ha sido dificil la demostración directa de la unión covalente de la serina 70, durante la 

catálisis .con buenos subtratos, debido a la vida media tan corta del complejo acil-en

zima, el cual se aisla fácilmente al emplearse substratos pobres, debido a la formación de 

un complejo muy establc58. 

El empleo de Ja criocnzimología ha facilitado actualmente el aislamiento de este com

puesto intermediario en la¡J-lactamasa 1 de B. cercus21 (capitulo IV) ya que a temperaturas 

tan bajas es posible par;ireficicntemente la reacción (en este caso con ácido) debido a que 

la velocidad de la desnaturalización ácida es mayor que el proceso de desacilación, permi

tiendo la acumulación del intermediario. 

En esta enzima no se puede detectar la fonnación del complejo a temperatura y pH 

altos, pues en estas condiciones el proceso de acilación es la etapa limitante durante el 

transcurso de la rcncción y en el caso contrario, a temperatura y pl-l bajos, la <lcsacilación 

es la etapa limitantc. Lo anterior se cumple sólo para oiertos substratos como el 

furilacriloilpcnicilina21. 

Con técnicas crioenzimológicas ha sido posible determinar también el complejo acil-cn

zima mediante experimentos de transferencia de energfa fluorescente con dansil

penicilina como substrato95. 

Este estudio se basa en que la banda de emisión del triptofano coincide con la de excitación 

para la dansilpcnicilina, siendo posible la transferencia de energía cuando hay mllón del 

substrato con la enzima. Asl, el incremento inicial de fluorescencia se debe a la formación 

del complejo y la disminución subsecuente de ésta, al proceso de desacilación. 
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Caracterización cinética (ncilación y desacilación) 

Se ha indicado que para las enzimas de clase C, el proceso de desacilación, esto'es, la 

hidrólisis del complejo acil-enzima, es la etapa determinante en la velocidad de reac

ción, siendo Kcat = KJ25• 42. 53
• 

54 (ecuación 2.1). 

.. 
En cuanto a las P~lactamasas de clase A, existe una gran controvcrsia._l:laSt~_haée-poCfrse_ 

-tenía la idea de que en la mayoría de las enzimas, como la ¡J-laétam~a I cl'e: R;ú~e~~'.~1 . 
proceso de acilación era la etapa detcrminante25• 42

; mientras que para la enzir~m PCl de 

S. aureus era la desacilación en penicilinas tipo S, clasificación que propuso Citri para 

algunas penicilinas con base en la relación cinética y estructural de In cadena lateral en los 

derivados del áddo 6-aminopcnicilánico frente a las penicilinasas30• 

Esto implicaba que la enzima de S. aureus tuvicm una mayor dificultad para catalizar la 

dcsacilación que el resto de las fi-lactamasas de clase A. Sin embargo, su eficiencia 

catalítica (Kcat/Km) no es mucho menor que éstns; consecuencia de su gran afinidad (Km 

bajo)117. 

Por otro lado, unn caracterización cinética completa implica la determinación de Jas cuatro 

constantes <le la ecuación 2.1, a salwr: k +t. k.1, k+ 2 y k +:?!J. 

Ha sido difícil la determinación de las constantes de acilación (k+ 2) y clcsacilaciún (k+3) 

frente a buenos .i;ubstrn.1os, sin embargo, !vlmtin y \Valey desarrollaron un método para 

efectuar esta medición en la P-lactamasa 1 de JJ. cercw; (clase A), el cual ~e basa en la 

medición de la fracción de enzima presente como complejo acil-enzima, en el estado 

estable <le la n!acci6n93. 
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Este método se empleó posteriormente en las P-lactamasas de clase A, PCl de S. aureus 

y RTEM de E. coli por Christcnscn (&), quien calculó también el valor de las cuatro 

constantes (para estas dos enzimas y la 1 de B.cereus), con base en la variación de Kcat/Km 

con la viscosidad del medio29
• 

Este investigador reporta que los valores ohlcnidos para las constantes de acilación y 

dcsacilación, con la bcncilpcnicilina, fueron aproximadamente iguales (no más del 

doble), por lo que señala que no debe considerarse al proceso de acilación o desaci-

!ación, como etapas limitantcs en estas cnzima'i. 

Esto contradice la idea general que considera al proceso de acilación como etapa limitante 

en las P-lactamasas de clase A, freo te a las penicilinas. 

Por otro lado, se ha observado que el valor de k + 2 es mucho menor que k + 3 para la 

µ~lactamasa 1 de B. cercus frente a alguna'i ccfalosporinas, siendo la acilación; en este 

caso, la etapa limitante25
. 

Se estudió el comportamiento de las constantes de acilación y desacilación en función del 

pH en la P-lactamasa 1 de B. cereus. A pH alcalinos, se observó un comportamiento 

similar, indicando que el mismo gmpo t..lc aminoácidos participa en el proceso de acilación 

y desacilación9·1• ,,.,_ 

La determinación individual dl! las coni;t;.inlcs de acilación y dcsacilación, es necesaria 

pura obtener un mayor beneficio en los experimentos de mutagéncsis dirigida, en los 

cuales, corno se mencionó con anterioridad, se reemplaza algün residuo del sitio activo; de 

esta manera es posible identificar la etapa afectada en la rcacción93. 
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Relación estructura del substrato/cinética 

Al relacionar la estructura del substrato con las constantes de acilación y desacilación29, se 

observó que en alguna• Jl-lactamasas de clase A frente a buenos substratos con cadenas 

laterales polares, el valor de k +2varió menos que k + 3; k + 3 disminuyó conforme la cadena 

lateral r.amificada era mayor, sugiriendo un impedimento en el acercamiento de la 

molécula de. HzO en la etapa de desacllación. 

El efecto de variación de la cadena alquil-lateral sobre la relación KcaVKm frente a las 

penicilinas, mostró que la interacción entre la cadena lateral y la enzima, es relativamente 

débil (el valor de Km no varió notablemente). 

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

derivado cefalosporlnlco con carboxilato en la cadena lateral. 

En este aspecto hacen falta más estudios, ya que no se ha realizado un análisis general 

entre la relación estructural del substrato y su cinética frente la mayoría de las ¡'l-lac

tamasas, conocimiento que ayudarla al desarrollo de nuevos antibióticos. 

Eficiencia Culalítica 

En general, se ha discutido mucho acerca de las condiciones existentes para considerar la 

eficiencia máxima en una enzima, distinguiéndose dos casos principalmente29. En el 

primero (reversibl<!), se deben encontrar presentes concentraciones semejantes tle 

producto y de substrato en la reacción dentro de la célula. En el segundo, {al cual 

pertenecen las {l-lactamasas) la reversibilidad de la reacción prácticamente no existe, ya 
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sea porque, efectivamente, se trata de una reacción irreversible o debido a que la caneen-

tración de producto es insignificante. 

En cuanto a Jasp-Jactamasas, una máxima eficiencia catalltica implica que la constante de 

acilación ~igual a la constante de dcsacilación (k+2 = k+J)29. 

El hecho de que k+2 y k+J sean de la misma magnitud es interesante, ya que este•. -

comportamiento se esperaría en una enzima "perfecta", debido a la suposición de que 

Kcat puede ser tan grande como sea posibte93. 

En tres tipos de P-lactamasas de clase A (enzima 1 de B. cereus, PCl de Staphy/ococ-

cus aureus y RTE.M de E. coli), se han encontrado valores similares en las constuntcs de 

acilación y desacilación durante la hidrólisis de compuestos penicilánicos, los cuales son 

buenos substratos.29. 91, en contralitc con las cefalosporinas que son malos substn:~tos, k+ 3 

> k+293. De acuerdo con el criterio anterior, cstas,8-lactarnasali de clase A están cercanas 

a una eficiencia máxima frente a las pcnicitinas29. 

Grupos involucrados en el proceso catalítico 

El alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las p-lactamasas serlnicas (A, C y O) 

y las DD-peptidasas propuesto por Joris (&)72, a revelado la existencia de siete regiones 

de aminoácidos invariantes, ya sean idénticos u homólogos, (fig. 2.9), por lo que se sugiere 

un origen común. 

Debido a que se conservan, es de suponerse que estos residuos tienen un papel importante 

durante la interacción con los antibióticos p-lactámicos, como se ha demostrado para 

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

l)El residuo de serina en el sitio activo ("), siempre se encuentra acompailado 

por uno de lisina (conservándose la secuencia característica Serº-Xaa-Xaa-Lys). 

2)EI sitio activo en las ¡J-lactamasas, se encuentra cerca del residuo N-tenninal. 

3)En lasp..lactamnsas se conservan los tres aminoácidos Lys 234-Thr/Ser-Gly 

236 (de acuerdo con la numeración de Ambler). 

Cabe scl\alar que la substitución Thr/Ser es muy frecuente en las protelnas homólogas. 

Aunque existen regiones invariantes en la secuencia de las¡J-lactamasas serlnicas, el resto 

de las secuencias difieren marcadamente, sugiriendo una gran diversidad en el proceso 

evolutivo para cada una de estas enzimas80• 

Las regiones II, llI, IV, V y Vll propuestas por Jaurin (&),ocupan posiciones crltic-JS en 

los modelos estructurales propuestos para las ¡J-lactamasas de S. aureus y S. albus G (ver 

fig.2.4). 

Mediante los estudios de mutagénesis dirigida, se ha demostrado que la substitución de 

los aminoácidos en cada una de estas regiones, afecta o inhibe la activiliad de lasp..lactama

sas y DD-peptidasas72• 

Con excepción de la función de la serina, se sabe muy poco acerca del resto de los residuos 

que conforman el sitio activo, as( como los detalles del mecanismo catal!tico en estas 

enzimas21• Sin embargo, se ha propuesto la función catalítica de la molécula de agua y 

algunos residuos para explicar el mecanismo de acción. 
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(Rcgi6n 11: residuo 64 para la clase C, 70 para Ja clase A). 

La numeración de la clase A corresponde a Ja propuesta por Ambler72, la de la clase C 

rorresponde a la numeración normal de la enzima madura. 

El residuo de serina es el agente nucleoffiico80, que ataca el C del grupo carbonilo del 

arullo/l-lactámico (ver mecanismos,pag. 85). 

Mediante estudios de mutagénesis dirigida, se ha demostrado que este residuo es esencial 

durante la catálisis21• 72• No obstante el tiol-análogo, en el cual se sustituye la serina por 

cistefna, posee cierta actividad catalftica. 

Una de las interrogantes clave en el mecanismo de reacción, bab!a sido si Ja hidrólisis 

implicaba una catálisis covalente mediante un ataque nucleofflico, formándose un inter

mediario covalente acil-enzima; o una catálisis ácido/base sin la presencia de un complejo 

intermediario21
• 

Muchos investigadores han demostrado, frente a substratos buenos o pobres, la presencia 

dcintermediarioscovalentesdurante la hidrólisis devarias¡J-lactamasas de clase Ay C. As! 

mismo se ha observado la participación covalente del residuo de serina durante la 

interacción con cierto número de inhibidores21
• 

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

que: (a) la inversión del par Scr•-Tur a Thr-Ser confiere a una cepa de E. coli un fenotipo 

72 



CAPITULO 11. ESTRUCTURA DE LAS {J-LACTAMASAS 

arnpicilina-sensible, (b) al remplazar Ser• por Cys se genera una tiol..p-Jactnmasa con 

especificidad por el substrato diferente a Ja enzima original y con una menor actMdad92• 

Los estudios crioenzimológicos llevados a cabo en la p;Jactamasa I de B. cereus21, demos

traron la importancia de Ja presencia de H20 en el proceso catalítico, pues se observó que 

el valor de Kcat disminuyó. linealmente al aumentar Ja concentración de metano! 

(criosolvente); indicando que el HiO es un agente activo en el proceso catalítico, al 

comprobarse que la disminución en la actividad no se debía a un cambio conformacional 

inducido por el metano! sino a la pérdida de agua en la mezcla de reacción. 

Se observó también un aumento en el valor de Km frente a la bencilpenicilina y dansil

penicilina, atribuído a un efecto de interacción hidrofóbica en Ja unión con el subtra

to, (fig.2.10). 

En la figura se observa que 1a enzima es activa en concentraciones ·menores al 90% de 

metano!. 

Mediante este estudio se demomó también que el sitio de ataque de Ja molécula de HiO 

en el complejo intermedio acil-cnzima, es inaccesible a otros agentes nuclcofílicos como 

el metano!, el cual podría competir con el H20 por el complejo acilado, por lo que se 

sugiere la presencia de un sitio con impedimentos esté ricos y/o eloctrónicos que impiden 

la unión de otros agcntcs21
. 

Sin embargo, en algunas enzimas de clase C, se ha demostrado que el aceptar del grupo 

acilo puede ser el mctunol (mctanólisis). mientras que, sorprendentemente, otros agentes 
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Fig.2.10 
Actividad enzimática de la/l-lactamasa de B. cereus contra conccntraci6n de 

metanot21 

o = BcnciJ-penicilina. 

/J. = Dansil-pcnicilina. 

nucleoffiicos más pequeños como el amonio y la hidroxilamina no lo son57. Puede con-

siderarse, de manera general, que el intermediario aci1-enzima es protegido de las 

moléculas nuclcoffiicas no cspccfficas116. 

De acuerdo con los reportes estructurales del sitio activo en las p-lactamasas64· 72. 110, es 

posible esperar que la molécula de I-120 se encuentre totalmente rodeada por la enzima 

y el substrato en el intermc<liario ncil-cnzima21
. 

Hcrzbcrg y Moult indican que, un puente salino entre los residuos de Lys-73 y de Glu-166 

evita una posible 11pertura de la cavidad donde posiblemente penetra la molécula de 

I-12064• 
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Otra explicación menos probable, es la inducción de cierto cambio conformacional eri la 

enzima por la unión can el substrato, que proteja a la molécula de fuO y parte del 

substrato21. 

(Región l : residuo 73 para la clase A, 67 para la clase C) 

El pk básica reportado durante la hidrólisis de la bencilpenicilina por lap-lactarnasa I de 

B. cercus, se atribuye a este residuo de lisina21
• 

Con base en los residuos invariantes de lisina en la secuencia de las P-lactarnasas y los 

residuos del sitio activo determinados64, este pk podría ser de la Lys-73 o Lys-234 (de 

acuerdo con la numeración de Amblcr), siendo los residuos responsables de la 

disminución de la actividad catal!tica a pl-l altos21. 

Cartwright sugiere que la catálisis ácida general, llevada a cabo por la Lys-73 facilita la 

escisión de la unión p-lactámica21, induciendo la fonnación del complejo intermediario 

acil-enzima; algunos investigadores postulan que la lisina dona un protón al átomo de 

Nitrógeno del anillo¡l-lactámico21• 80• 

Este residuo ocupa la misma posición en muchas DD-peptidasas64. La mutación de este 

residuo da como resultado una enzima con baja actividad o con menos capacidad para 

unirse al substrato (notándose un aumento del Km). Su función aún causa controversia68. 

Otra hipótesis propuesta por Herzberg y Moult, con base en sus estudios estmcturales en 

la¡l-lactamasa PCI de S. aureus, sugiere que este residuo sólo ayuda a orientar el protón 
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del grupo hidroxilo de la serina al N del anillo Jl-lactámico, debido a la carga positiva de 

la lisina, el cual interactúa con el ácido glutámico-166 en las {J-Jactamasas de clase A 

mediante una unión por puentes salinos (ver mecanismo 2.U)68• 

El residuo Glu-166, corresponde al residuo Asp-217 en la ¡1-lactamasa de clase C de 

C. freundii en el cual se investiga Ja posibilidad de una interacción de pueates salinos con 

Ja Lys-73137. 

La sustitución de Lys-73 por arginina en la Jl-Jactamasa de clase A en una cepa de 

B. ccreus, indujo una gran disminución en el valor de Kcat92, sin embargo, Jos estudios 

realizados por Tsukamoto (&) en la {J-lactamasa de clase C de C.freundii 

demostró, mediante esta misma substitución en la Lys-67, que es importante la presencia 

de un aminoácido básico en esta posición para conservar una alta actividad catalltica 137
• 

E.'te investigador observó que con esta substitución disminuyó más el valor de Kcat frente 

a la cefaloridina (una cefalosporina con carácter anfótero), que en las cefalosporinas 

monoaniónicas y que la afinidad por inhibidores como el aztreonam y Ja cloxacilina 

también disminu!a, por lo que sugieren una función esencial en el mantenimiento de la 

estructura terciaria de Ja C'.ividad del sitio activo para este residuo de lisina, el cual 

proporciona además de una adecuada fuerza electrostática en la cavidad, funciones 

adicionales a su efecto directo durante el proceso catal!tico137. 

Fenilalanina 

(Cercano a Ja región JI: residuo 66 para Ja clase A, 60 para la clase C) 

76 



CAPITULO 11. ESTRUCTURA DE LAS fl-1.ACTAMASAS 

Los residuos de fenilalanina y lisina-73 (67), se encuentran en posiciones equivalentes, por 

lo que se sugiere la posibilidad de que cumplan funciones similares34. 

Lisina-Treonina-Glicina 

(Región VII: 234-235-236 para la clase A,315-316-317 para la clase C) 

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

demostrado la ubicación· cercana de esos residuos al sitio activo 110• Este investigador 

supone que la Lys-234(315) forma una red mediante puentes de hidrógeno con la Serina-

64", Lys-67, Tyr-150 y Asn-152 (de acuerdo con la numeración de la enzima 

madura), además sugieren que el resfduo de Lys-315 se encuentra involucrado en la 

hidrólisis del aztreonam (ver mecanismo 2.111). 

Tsukamoto (&), demostró, mediante estudios de mutagénesis dirigida en esta misma 

enzima138 que para mantener la actividad enzimfitica1 es esencial la presencia de un 

aminoácido básico en la posición 31 S y de un residuo pequeño sin carga en 317; as{ mismo 

revelaron que no se requiere el grupo hidroxilo de la Thr-316 para la actividad 

enzimática, aunque la conversión de Thr-316 por valina <lió como resultado una 

disminución en la afinidad por la cefalotina y la cefaloridina. 

También señalan la presencia de una unión entre la Lys-315 y el substrato a través de una 

interacción iónica en la que participa el grupo épsilon-amino, como lo propuso Oefncr 

(&),para el sulfonato y aztreonam110. 

Finalmente, sugiere que la posición 315 se encuentra involucrada en la distinción del 

núcleo de cefnlosporinas y penicilinas, función que posiblemente desempeña la posición 
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316, pues disminuyó marcadamente la afinidad para los núcleos de cefoxitina y cefamicina 

en la enzima con Val-316. 

Si se substituye la Lys-315 por arginina, óThr-316 porvalina, se observa un aumento en 

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

a la ampicilina), aunque esta conversión causa la disminución en la afinidad paía 

penicilinas, cefamicinas y compuestos monobactámicos1J8. 

En los estudios realizados en las {1-lactamasas de clase A, se ha observado también la 

importancia de la Lys-234 en la capacidad de unión con el substrato y la estabilización en 

estados de transiciónó.'l. 

Residuos especfficos de las clases estructurales A y C 

Uno de los objetivos en el estudio de los residuos aminoácidos específicos para cada 

clase, es comprender de qué manera afectan y determinan las propiedades fisicoquhnicas 

y bioquímicas de las clm;cs estructurnlcs. para un mejor entendimiento del mecanismo de 

hidrólisis de los compuestos /l-lactámicos. 

Residuos específicos de la clase A: 

Glutamato-166 

(Región V) 

Este residuo se encuentra en todas las {i-lactamasas de clase A 1• 72. 
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El pk ácido obtenido durante la hidrólisis de la bencilpenicilina por la Jl-lactamasa I de 

B. cereus, se atribuye al grupo carbox.ilo de este rcsiduo21. Cartwright sugiere que éste 

actúa como base general, facilitando el ataque nucleoffiico del átomo de O del residuo de 

Ser-70ª sobre el grupo carbonilo del anillo Jl-lactámico durante el proceso de acilación, al 

tomar el protón del grupo hidroxilo de la serina; desprotonizando posteriormente a la 

molécula de lhO y activándola para el ataque nucleoffiico sobre el complejo acil-enzima 

en el proceso de desacilación21• 93, (ver mecanismo 2.1). 

Los estudios cristalográficos han demostrado que la cadena lateral de este residuo apunta 

hacia el sitio activo72, apoyando la hipótesis de que el grupo carboxilo es importante en el 

proceso catalftico. 

La sustitución de este residuo por asparngina da como resultado una disminución en los 

valores de las constantes de acilación y desacilación68. 

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 lado 

contrario68
• 

De acuerdo con las observaciones en los estudios de mutación dirigida, se proponen las 

siguientes funcionesó.'J: 
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La Ser-130 ayuda· en el mantenimiento de la estructura de la cavidnd del sitio ac

tivo, mediante la formación de puentes de hidrógeno con Ja estructura a/p. 

Asp-131 parece ser un residuo clave en la estabilidad de Ja estructura protéica y laAsn-132 

actúa en el proceso catal!tico, involucrado tal vez en Ja estabilización de un estado de 

transición. Una observación interesante fue el hecho de que las mutaciones en las 

posiciones 130 y 132 disminuyeron siempre In actividad de cefalosporinasa, más que la de 

penicilinasa, con excepción de la nitrocefina. Esto puede estar relacionado con el hecho 

de que lasp.lactamasas de cla.<e A son generalmente mejores penicilinnsas y puede indicar 

que la hidrólisis de la.' cefalosporinas requiere una geometría más precisa entre el sitio 

activo y el substrato66• 

TIRQSINA-105 

{Región III) 

Este residuo se encuentra en todas las ,S-lactamasas, excepto en In enzima de Streptomyces 

albus G, el cual posee Glutamina. 

Se ha demostrado que este residuo puede reaccionar fácilmente con algunos reactivos, in

dicando que debe ocupar un sitio específico con impedimento cstérico, que le impide 

participar en enlaces intermoleculares72. 

Hasta abara no existe evidencia de que la tirosina 105 forme parte del sitio activ</. 

La tirosina-71 esotro residuo del sitio activo que se encuentra involucrado principalmente 

en la estabilidad de lasP"lactamasas de clnse A68• 
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Residuos csnecfficos de la clase C: 

1irosina-150 

(Cercano a la Región IV) 

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

complejo acil-enzima138
• 

Oefner (&),superpuso la molécula de la enzima de clase C en una de Tripsina, usando 

como referencia el sitio activo de serina y la cavidad oxianiónica110 y sorprendentemente 

encontró que el oxigeno fenólico de la Tyr-150 correspondla al átomo del N-épsilon del 

residuo de histidina, esencial para la actividad catalltica de la tripsioa, por lo que este 

investigador señala que la Tyr-150 en su forma aniónica, actúa como una base general 

durante el proceso catalftico, al igual que la histidina en la tripsina. 

De acuerdo con la anterior, Oefner (&),propone que la TYr en su forma desprotorúzada 

·acepta el protón de la Ser' y lo dona postcriorrnente al átomo de N del arúllo {J

Iactámico. Durante la desacilación, la forma aniórúca de la TYr podóa actuar como una 

base general, activando una molécula de HiO para el ataque nucleofflico al complejo 

acil-eD7lma (ver mecanismo 2.Ill). 

El residuo de TYr-150 en las {J-lactarnasas de clase C tiene una función semejante a la 

postulada para el residuo de Glu-166 en las {J-lactamasas de clase A. 
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Relnci6n estructurafrunc16n 

A pesar de los estudios realizados para determinar la función de los aminoácidos invarian

tes en la cla•e A, no ha sido posible explicar ampliamente la relación entre las variaciones 

de secuencias importantes y las especificidades por el substrato, tan variables dentro de 

esta clase. La correlación ha sido difícil por la falta de vinculación con las estructuras del 

antibiótico, no existiendo aparentemente un patrón611. 

En este aspecto, los estudios más ava117.ados se han realizado en las {J-lactamasas de tipo 

TEM (clase A), debido a su gran distribución24• 88, 
112

• Las ¡'J-lactamasas TEM-3, TEM-

4, TEM-5 YTEM-7 derivan de TEM-1 o TEM-2 por dos o más mutaciones puntuales, con

firiendo a cada tipo de enzima tanto diferente especificidad por el substrato como 

propiedades cinéticas y füica•. 

Las ¡'J-lactamasas TEM-1 y TEM-2 se diferencian por un sólo aminoácido en la posición 

37 (de ac-uerdo con la numeración de Ambler), ocupados por glutamina y lisina respeeti

vamente112; sin embargo, conservan el mismo perfil de substrato (grupo 2b de Bush). Las 

enzimasTEM-3 yTEM-4 tienen un residuo de lisina en lugar de Glu en la posición 104y 

uno de serina en lugar de glicina en la posición 238, aumentando el perfil de substrato al 

conferirles capacidad para hidrolizar la cefotaxima88, (gmpo 2b' de Bush). TEM-2 y 

TEM-7 varían por un sólo aminoácido en la posición 164 (de acuerdo con la numeración 

de Ambler), ocupada por Arginina y Scrina 1cspcctivamcntc y a pesar de que se trata de 

una sola substitución, parece que la serina le confiere además a TEM-7 la capacidad para 

hidrolizar la ceftazi<lima y el aztreonam24, mismo perfil que TEM-5 (conod<la ac

tualemnte como CAZ). También se observó una disminución en los valores de Ki para el 
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ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam (inhibidores de las P-lactamasas) y un cambio 

en el valor del pH óptimo para la actividad cnzimática24
• 

Los residuos de serina en la• posiciones 238 (cercano a la región VIl) y 164 (cercano a Ja 

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 Jugar, contrihuyen al cambio de posición 

de compuestos que nonnaJmcntc no son substratos, a través de puentes de hidrógeno, con~ 

firicndo a estas enzimas un mayor perfil de substratos24
. 

Collatz (&)24
, señala que si se considera la capacidad de hidrólisis de SHV-2, TEM-

3, TEM-4, TEM-5 y TEM-7 frente a la cefotaxima y cetazidima en relación a sus 

mutaciones por las cuales adquirieron grupos hidroxilo libres (residuos de serina), las 

pequeñas variaciones cercanas a las regiones V ó VII pueden ser determinantes en la 

interacción selectiva del substrato. 

De esta m~ncra, la interacción con la cefotaxima parece requerir que el grupo hidroxilo 

se localice cerca de la región VII, mientras que para la interacción con ceftazidima, cerca 

de la región V ó Yll24• 

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

(&)88, a partir del cual se pueden llevar a cabo fácilmente dos o más mutaciones simultá

neas, se ha demostrado la función conjunta de dos grupos aminoácidos para conferir a la 

enzima RTEM-1 una nueva capacidad para hidrolizar a Ja cefotaxima. 
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Este investigador encontró que una mutación 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 lEM-3 y lEM-4. 

Lo anterior sugiere que los estudios de mutagénesis que se lleven a cabo para determinar 

la correlación entre la estructura primaria y la especificidad de la enzima, deben com

prender tambi~n mutaciones simultáneas, ya que la especificidad puede estar deter

minada por el sinergismo de dos o más residuos. 

Hasta ahora, todas las investigaciones se han enfocado al análisis de residuos cargados 

(debido a que frecuentemente son los más importantes en el proceso catal!ticoy su número 

es limitado) restando atención a los no cargados, los cuales posiblemente tienen un papel 

esencial en la especificidad de la {J-lactamasa68. 

Los resultados obtenidos en algunos estudios, parecen demostrar que a pesar de existir 

una buena superposición de la mayoría de los residuos del sitio activo entre las¡J-lactama

sas de clase A y C, algunos operan de acuerdo a mee.mismos diferentes, tal es el caso de 

la Ser-130 (clase A) y la Tyr-150 (clase C); o al cmurario, residuos que no tienen posiciones 

similares, pueden presentar funciones semejantes, como la Glu-166 (clase A) y la Tyr-150 

(clase qóll. 

Los estudios llevados a cabo actualmente en las {J-lactamasas están encaminados a com

prender la relación entre la estructura y la especificidad por el substrato y aunque se han 

obtenido resultados positivos para establecer la relación entre la estructura primaria y la 

capacidad de hidrólisis frente a las cefalosporinas en las /l-lactamasas tipo TEM24, en 

general no ha sido posible postular un modelo que e>-plique satisfactoriamente su 
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interacción, ya que se han encontrado comportamientos contradictorios88, demostrando 

que la situación es más compleja. Sin embargo, a partir del estudio de la estructura 

tridimensional de cada tipo de enzima, mediante el análisis cristalográfico de rayos X, se 

espera encontrar una explicación definitiva para entender la interaceiónjl-lactamasa/ 

antibiótico. 

2.4 Mecanismos de las P·lactamasas A y C 

Existen dos hipótesis postuladas para explicar el mecanismo molecular en lasp-lactamasas 

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

1.-La primera sugiere que la Lys-73 dona un protón al átomo de N del anillo 

,B-lactámico21• 80 y el Glu-166 desprotoniza a la Ser-70 en el proceso de acilación 

y a Ja molécula de H20, en Ja desacilación93, 21, (ver mecanismo 2.1 ). 

2.·La segunda, propuesta por Herzbergy Moult64, (quienes sugieren el mecanis· 

mo de unión e hidrólisis de la ampicilina frente a lap..Jactamasn PCl de S. aureus 

con base en Ja estructura tridimensional alrededor del sitio activo), seilalu Ja 

transferencia directa del protón de la Ser-70 al átomo de N del anillo ,8-lac

támico, facilitado por Ja repulsión protónica debido al rcsfduo R de la Lys-73 

cargado positivamente. La Lys-73 interactúa con el Glu-166 a través de un puente 

salino. El Glu-166 desprotoniza la molécula de H20 durante la hidrólisis del 

complejo acil-enzima (ver mecanismo 2.11). 
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- Estos:irive:stigadores explican la interacción de la ampicilina con la enzima y 

'recal~~n J~·p;eieren~la por los substratos con grupos hidrófobos terminales sin 

· i~pedime~io ::~st~rico; asi mismo, reafirman el hecho de que los antibióticos 

fi-Jaciámi~~; con cadenas laterales voluminosas y rígidas, son más resistentes a la:_ 

~;.Ji&isi~ por las P-lactamasas de clase A. 

Para que.el residuo de Glu-166 actúe como base general, se· requiere un cambio en Ja 

c~lifo~llla~iJn-~~ la proteína, conduciendo al acercamiento de la Glu-166 a la S~r-70 para 

efectuarse la unión con el substrato68• 

Por otro lado, el hecho de c¡uc la; conswntcs de acilación y desacilación presenten un 

comportamiento simHar durante la variaci(Jn del pI-193, sugiere que los mismos grupos 

aminoácidos participan en la acilación y desacilación; hecho que apoya la primera 

hipótesis. Sin embargo, debe considerarse que Ja lisina y el ácido glutámico pueden actuar 

como ba<es generales durante el proceso de acilación y dcsacilación92. 

Oefner (&), ha proeucst_o_ el mec:mc<rno de hidrólisis de Jap-lactamasa de C. frewulii ( cla'c 

C) frente al aztreonum 110, el cual es un inhibidor monobactárnico ( mecanismo2.lll ). 

La región del sitio activo de la p-lactumasa '"madura"' de clase C, incluyendo los residuos 

que probablemente son esenciales en la cm~ílisis., se muestra \!11 el mecanismo 2.IU. Es 

notable la marcada densidad electrónica de la red formu<la por los puentes <le 1-! +, invo-

lucrando ambos residuos invariantes de Jisina. Ser-64•, Tyr-150 y Asn-152. 
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. . 
El acil;amino NH formado con el inhibidor, se une al átomo de O del grupo carbonilo de 

.. + 
la Ser-318 a través de un puente de H . 

La Tyr-150 opera como una base general, este residuo se encuentra en una posición óptima 

· para· tictuar como aceptar y donador del protón, mientras que la Lys-67 se encuentra 

· · demasiado retirada para donar un protón al átomo cie N eliminado durante la apertura del 

•rniÚo fi-lactá~ico. La molécu.lu de H20 debe ser atacada en la dirección en la. cual el N. 

fl:l~ctámic~:es eÚminudo, si' l~s mismos grupos catalíticos participan en la 
·- -· 

desacilaci6n; esto. implica '.una rotación del substrato, lo cual también cumbia la 

interaceión del sulfonato con la Lys-315 y permite que la red de puentes de H + se 

reconstituya. 

La Tyr-150 deberá ser, por tanto, menos básica y en consecuencia menos efectiva para 

actuar como base general en el proceso de dc!)acilación que durante la acilación, to que 

explicaría la desacilación como etapa limitante en las enzimas de clase C. 

Ocfner sugiere que este mecanismo puede :-i~r aplicable a otros miembros de la super

familia propuesta por Joris (&) 72
, sin embargo faltan estudios para confirmar esta hipóte-_ 

sis110• 

La Tyr-150 en la ¡J-luctumusa de C.fre1111dii, puliría corresponder a la Tyr-159 de la 

cnrbox.ipaptidasa R61, en la cual la Lys-315 e~ remplazada por histidiua. 

Ocfncr (&).mostró mt!<liantc superposiciones estructurales, que tu Tyr-150 en la enzima 

de C.frrimdii corresponde a la Ser-130 de la enzima ue S. uureus (clase A). que es un 

residuo invariant'i! en las P·lactamasas de clase A; sin embargo, este investigador indica 
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CAPITULO 11. ESTRUCTURA DE lAS /J-!ACTAMASAS 

que· la participación de una forma aniónica deserina como una base general en la r.eacción 

de acilación no tie~e precedentes, indicandofinal~ente la posibilidad de considerar que 

la l..ys-73 actúe como b:1se general durante el ~roce'so d~·hidrólisis de las,B-lactamasas de 

clase A. 
- . ' . -

Jucob (&)
68, indica que la Ser-130 no tiene la'.iiisma función que la Tyr~150 en las 

,B~lactamasa.' de clase t\. ya que ~e ·subs5ituyó'el P[imer~residuo por otros aminoácidos y 

no se observó gran pérdida en h1·¡~Ctivid.ad e·~-ziffi.~l!~~:~-;~_: 

2.5 p-lactamasas no scrínicas 

25.1 Clase estructural R 

Una de las ¡i-lactamasas más estudiadas es la {Hactamasa 11 de B. cerem 

569/H/9. Debido a que las propiedades de esta enzima difieren marcadamclllc de las 

enzimas de clase A, Amblcr1 propuso la clase estructural B para comprender a dicha 

enzima. Estn clase sólo se ha aislado en cepas de B. cere11s 569/H/9, las cuales la 

producen naturnlmcntc junto con una enzimu di! clase A (fl-lactamasa 1) y otra ¡J-lac

tamasa que s~ encuentra unida ~1 la membrana, denominada p-lactanrnsu Ill23
. Sin 

emhargo. en 1975 se aisló una cepa mutante que sólo produce la enzima de clase 

B. B. ccm.'ll:i 5,B/6. ofrcdcndo \'C11Wj~1s t.!'n t~rminoi.; de purificación 103
. 

Como metalocnzima. se distingue claramente de lo~ miembros de las ,,:lase~ A, C y D 

que contienen un resü.luo de serina 12'11 d sitio al·ti\'O y no requieren cofactorcs133. 
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Cnractcríslicas Fisicoguímicas y Bioquímicas 

La P-lactamasa 11 de B. ccreus se cncucnt~a codificada po.r un cr~mosom_at es mucho 

más pequeña que la mayoría de las fl-lactamasas de clase.A y el. PM reportado es de 

22,500. 

Esta enzima requiere Zn2+ par~ su~~livi~a.d,; .• _dcci/:s ~n;m;i:il~<;~zi~~,y aunque·. 

se ha clasificado juilto con_ 13.s rTietulo~nZiOias ·p~-od·ü:ddaS·:p¡ir:-"i~/,~vóbDc1erÚ1~11'otl~Jfa~ 
- - ' ' ' •'• ~ • • < • • -··>-;:.'" ~·, •e " ; • - ~ 

tum, Legio11el/a gon11a11ii y Pseudo11l01ias 11iál1op!rflici'~~ el g~~pti'3'íiro¡iliéstti por Bush 
: :"' .· :_<_ . .:' .·_:·-~_,":·- ·,·._:' ·' ,'..' 

p:ira la clasificación general de las P-lactamasas, difiere ile éstils en úlgunus prcÍpic-· 

dadcs, por lo que es posible que esta enzima sea-el único micmbr~'de Jil:Cras~ B é~ c.stc 

grupoH. 16
, sugiriendo la existencia de más de una clase de mctal~~P-lactarTI~as133• 

La¡J-lactamasa 11 posee una gnm ¡1ctividall frente a un amplio espccir? de ~ntH.ii~tjco~ 

{J-laclámicos y debe su descubrimiento a su gran capacidad para hid~olizai las ccfa-

losporinas. 

Esta enzima es capaz de hidrolizar substratos que son estables frente a lasp-Jactumastfif -

serínicas, como la ccfoxitinu, imipcncm y moxalactam105. 

Se encuentran involucrmJos residuos de hbtiúirm y uno de cistcína. en la unión dcJ 

metal, cuya posición se ha determinado en la secuencia de aminoácidos; en la fig. 2.1 l 

se muestran las secuencial\ alrededor <le los residuos de hbtidina y cistcfna. Los 

fragmentos más largos se compnraron cun las ..secuencias de las enzimas de clal\c A 

mostradns en la fig. 2. J, ~in encontrarse semcj<1nza alguna. Dchklo a Ja diferencia en el 

mecanismo y tamaño c11trc las enzimas de la clase Ay B,y a laapi..ircntc fahadc similitud 
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Secuencias de los segmentos peptídicos de la fl·lactnmas~U de B. eere11s 569/11 
que contienen histidina y cislcína. 

Las secuencias se dedujeron de un estudio mediante digestión con tripsina y tcrmolisina, 
de la proteínu tratada con ácido pcrfórmico; se identificó un quinto r~siduo de histidina1 

aparentemente no esencial, en el ~cgundo scgtnl!nto pcptídico1
. 

entre sus secuencias, Amb1cr sugiere que estas dos clases tienen orfgenes indepen

dicntes1. 

Las cepas 569íl'U9 y 5/B/6 de B. cereus producen grandes cantidades de esta metaloen· 

zima constitutivamente y la secretan extract!lularmente. 

El requerimiento de mcta:t les confiere un mecanismo singular a estas enzima~, por 

ejemplo, In Vn1'LX de la¡J-lactamasa 11 de B. cere11s frente a la ccfolosporina C puede ser 

8,000 vcccs mayor que una típica jJ-lactama.,.;a que no requiere ion met(llico para su 

actividad 103. 

l-1 metaloenzima de la cepa 5/B/6 es muy parecida a In de 569/W9 en cuanto a su 

estructura proteica y pe~o moleLul:ir, sin emhargo. difieren un puco en su especificidad 

93 



de substrato'°3• Todos los estud.los se h<ln' ;ealizudo cn:la~epa 569, d~ acuérdo._a la 

literatura consultada. 

Se han analizado otros iones m~tálicosc:¿Ómo posÍbl~~ cófdctÓfe~ adÍ:mfi~'dct·'· 
'_ .. :•': .. -; ,.'·.~;~\e;;·~·~(~:·-··:'~:;'' .. > '.:j.(.'/°3'~··-~-• :;:~;;~,:_;(,. .'; ,.,,, . e - , .. ·. "'• 

Zn2 +, obteniéndose la mayor activid~ilcnzÍmática con esté. tiltin'io 12~:f;33; SustitÜyen- . 

do el zn2~ por c~2+ 1 ca2
-1·, Mn2 + ó H~2 +._ ~~ -~;~~i:~~:~;-~n~'.t~~~:~fu~.;-'.~~:~- -~:~!l~t:~ 

actividad. En la presencia de Cu2 +, Ni2+, Mg2 + Ó CaH no~e Jetect~'uc~\~idnd33; .. 

Sabathy Abraham, señalan que la adición de euz+ y Fe2 + como sal~s de sulfato, no 

afecta la actividad cnzi1mítica. Sin embargo, indican que a alt::1s conCentra~ioncs los 

iones metálicos tienen propiedad inhibitoria122. 

Por otro lado, la substitución de cobalto por zinc ha permitido el estudio del mecanismo 

de esta mctalocnzima, puesto que la actividad c:italftica se rcticne33• 103, comprobán

dose que el Co2+ se une en el mismo sitio que el zinc en la tHactumasa 1152. 

Davies y Abraham, demostraron. mediante equilibrio de diálisis, que la enzima se une 

a dos iones de Zn2+ ó Co2+ 1 indicando la presencia de dos sitios de unión en la 

cnzimn33. 

El primer sitio. identifica<lo como esencial para la activid~1d, posee una pequeña 

afinidad por el Zn2 +, siendo mayor que la del segundo sitio. Los estudios de 

R.M.N. (resonancia magnética nuclear) tanto en la cnzima-Zn como la reconstituida 

con Co2 + e.Je B. cercus 5G9, revelaron los residuos aminoácidos involucrndos en la unión 

d!!I ion mctálico101, idcntific{unlosc tres residuos de histidina en el sitio principal y uno 

adicional en el scgum.lo sitio51. Se ha demostrado también Ja presencia de un residuo 
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decistefna en el sitio prfucipal7, ·9• 33• 52 yse ha sugerido que funciona como·ligando, ya 

que la apoenzima no se reactiva por. la adición de Zn2+ después de la adición de un 

agente que reaccione con el grupo sulfhidrilo (iodoacetnto, pCMB)33. 

Se ha postulado que la presencia de Zn2+ en este sitio protege a la ciste~na contrll 

modificaciones qufmicas, ya que en presencia de éste, 110 hay reac~i~!:l ~O~~~! .r§~:C:t~v~f 

de Ellman. el cual actúa sobre el grupo sulfhidrilo, indicando uri "enm.ascaramÍ~ntó" c. 

de la cisleína por crzinc33. 

Recientcmenle se idcnlificó la presencia de un re_siduo csenCial-d~ ácido gÍutlÍmÍco por 

modificación qufmica90, empleando agentes usuales para modificar los grupos car

hoxilo en las proteínas. 

La caracterización cspcctrofotométrica de Jos compuestos intermedinrios7• 9
1 ha in-

dicado el comportamiento de una rula cinética ramificada y ha confirmado la 

interacción directa del ion metálico en la catálisis. Este mecanismo, marca<..lumente 

diferente, explica la falta de susceptibilidad de la ¡J-1:.ictamasa JI frente a los inhibi<lorcs 

de las enzimas A, C y D, desconociéndose aun inhibitlorcs para las metal o fi·lactamasa.s. 

Sutton (&) cspern que el conocimiemo de la cstrnctura tridimensional propuesta 

facilite el desarrollo de un compuesto inhibidor 1·13. 

Estructura 

El análisis crislalográfico de la/i-laclamasa 11, efectuado por Suuon (&),con Cd2 + en 

lugar de Zn2 +,ha confirmado y revelado la di;posición de los residuos alrededor del 

ion metálico est!ncial, así como la i<lentificnción de los 5itios no esenciales. 
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Sitio Principal 

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

estudio cristalográfico indica que los residuos 88 y 210 son fuertes lignndos, mientras 

que el 86 es más débil, a pesar de su gran cercanía con el ion mctálko. 

'º 

""~ ... .)ª! 
_tJ 

34 35 36 

Fig.2.12 

Estructura de la fl·lnctamasa 11 alrcde.dor del sitio activo, propuesta por Sut
ton133. 
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También reveló que el residuo de cistefna 168 adyacente al ion metálico, no es un fu"1tc 

ligando ya que se encuentra un poco separado de éste. Sin embargo, la localización de 

este residuo confirma la hipótesis de la presencia del ·ion metálico como posible 

protector de la ciste!na ante una modificación qu!mica y que la unión del Zn2 + con 

otros ligandos, estabiliza la conformación proteica en la cual el grupo sulfhidrilo es 

inaccesible33• 

La afinidad de la P-lactamasa Il por el Zn2 + en este sitio es muy baja, por lo que es 

posible la sustitución por otros cationes. 

Sitios Menores Cno ~ 

De los tres sitios menores localizados con Cd2 +, sólo dos se encuentran adyacentes al 

sitio principal: en uno se encuentra el ácido aspártico 56 y en otro los residuos 81y90 

de ácido aspártico también (fig.2.12). En el tercer sitio se encuentra un residuo de 

hiitidina. 

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

enzima frente a ciertas ccfalosporinas, se atribuye al segundo sitio (residuos 81y90)133. 

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 región esencial 

para la unión del Zn2 + 33 y aunque estos investigadores señalan otra explicación posible 

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

descartado de acuerdo con la literatura consultada. 
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Regi6n de 1 Sitio Activo 

El sitio principal se encuentra en una hendidura poro profunda de la molécula, per

mitiendo una interacción directa con el substrato. Esta hendidura se encuentra rodeada 

por residuos hidrófobos principalmente y se extiende desde el ion metálico hacia la 

cadena lateral del ácido glutámico 37. Se ha demostrado que la modificación de este 

residuo inactiva a la enzi~ debido a su locaHzación crítica dentro de esta hendidura.

Uttle (&)'1°, propone que el residuo Glu-37 actúa como una base general, tomando un 

protón de la molécula de agua que se encuentra coordinada con el metal (ííg. 2.15); sin 

embargo el estudio de cristalografía reveló la presencia de una gran distancia entre la 

Glu-37 yel ion metálico, por lo que Sutton {&),propone a la Glu-212, que se encuentra 

más cerca al ion, como una posible alternativa para ejercer dicha función; aun as!, este 

residuo no se encuentra tan cerca del ion. al menos en la cnzirna libre, en ausencia de 

substrato. 

Estructura de Ja Apoenzima 

El estudio de Suttnn (&)sólo reveló la modificación de tres residuos (His-88,-210 y 

Cys-168) entre la apocozimay la boloeozima (fig.2.12 y2.13); sin embargo, los estudios 

de R.M.N. y C.D. (circular-dichroism)13, indican cambios en la conformación de las 

proteínas, sugiriendo que la modificación se extiende a través del sitio proteico invo

lucrado en la unión con el metal, existiendo cambios en los residuos aromáticos 

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

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

RN.M. son más sensibles a cambios de conformación pequeños. 
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61 

Fig.2.13 
Estructura de l;.1 upocnz~mu. 

En la misma región como se presentó en la fig 2.12. 

~lecanismo 

Los estudios de modiflcación 4ufmica90, espcctrofotometría en Barrido H.{tpido de 

DctencMn de Flujo7
, de criocnzimología9

• hidrólisis frenh..~ a compuestos tiono-P-lact6-

micosJ(J/ y crb1alografia en la JJ-lactama~a ll de R. ccn•11s, sefialnn la formnción de 

complejos intermedios cnzima-~ubstrato no covale11t1~s durantr el proceso de hidróli-

sis, involucrando ad~más una ruta ramificada, por lo que se han <li~cutido varios 
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.- . . ' . . -

mecaniso:i·os p~si~l~~--~a:;~:··~o~s~dc·i~r. ~St~~ intcrme'diarios7~ 9, :~~1 • A. continuación se 

pres~m~ un resú'm~~de}stos ~st~d!.;s; 

l. Bicknelld);:;dé~6str¿quc:a/J~lhctaniasa llsi~uc una. ru;~ ramificada durante el 

proces~ átai({¡¿~7.'.f,y a~rique~us cstudi~sse ~an e~ro'ca~~ al ~istema bencilpenicilina/ 

Co2+ ·/J·l~cl~;;,;..~, señ~l~ qu~ este tipo d~ r~ta se (1;s~rvattm1bién con Zn2 + y 

M~i+·<·E~t~--~·in~c·S~igadOr propone dos opdoncs (cinéticamentc indistinguibles) 

(fig;·.2.14);.donde ES1 y ES2 representan el estado preestable y estable res

pCctivaftlCnte. E1 mecanismo difiere en que ES2 es activo en la ecuación l pero no en 

la II, si~ embargo en la literatura reciente, sólo se hace alusión a la ecuación 1101• 

La etapa limitantc es la conversión de ES1 a ES2 7. Los experimentos de inactivación 

ácida indican que ninguno de los tres complejos, hasta ahora detectados (ES",ES1 y 

E2, involucran una interacción covalcnte entre la enzima y el substrato y que todos son 

complejos enzima-substrato, más que cnzima-producto101. 

11. La variación en la actividad e.le la /1-lactamasa 11 frente a una 8-tiono ccfalosporina 

respecto a su oxo-análogo al variar el ion metálico por iones con diferente afinidnd por 

el uzufre (Mn2 +, Zn2+, Co2 + y Cu2+) es tomada por Murphy y Pratt como evidencia 

de un contacto directo, cinéticamcntc importante, entre el ion metálico y el grupo 

cnrhoxilo del anillo/J-1actámico101: put:s dcmostmron que la disminución en la activi-

<lull del Tiono-compuc!-ttu con rc~pcctn a su unálogo cstaha en función del ion 

mctfüico. Estos investigadores sugieren un estado de transición que involucra un cuarto 

intermediario ES3
, subsct:ucntc a ES1. Sin embargo, no ha sido posible caracterizar a 

c~tc complejo intermediario, debido probablemente a que no se acumula durante la 
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CAPITULO 11. ESTRUCTURA DE LAS {J.LACTAMASAS 

reacción101. Hasta ahora sólo Bicknell (&},ha demostrado y caracterizado tres com

plejos intermediarios: ES•, ES1 y ES2,7• 9• 

111. Bicknell (&}, demostró la presencia de modificaciones en el número de 

coordinación del ion metálico en el sitio activo durante el proceso de catálisis7• Sus 

estudios de espectrofotomctría indican que el Co2 +,en la enzima libre (E) y en ES2, se 

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

Ecuación 1: 
k2 

E+S (ES* -,-- ES1) E+P 

·1.k3 
k4 

ES2;.· E+P· 

Ecuación 11: 

E+S --~ (ES* ES1 7 E+P ~ -,--

k3 i~ 
~ 1 

k4 

ES2 

Fig.2.14 
Rutas alternas propuestas para la {J-lactamasa 11 de B. cereus 5697• 9• 

decisteína y proponen una molécula de agua como quinto ligando en la enzima libre, el 

cual se ve Uc!'plazado (pero no reemplazado) por el substrato, formando un inter

mediario tctraédrico con éste en ES 1, que probablemente, posee sólo cuatro ligandos. 
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13- LACTAMASA +PRODUCID 

Fig.2.15 
Mecanismo propuesto por Bicknell (&)7, para la¡'l-lactamasa ll. 

El número de coordinación se indica con"()". 
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Debido a la gran simili!Ud entre la absorción espectrofotométrica de ES* y ES\ Bick

nell (&), sugiere que el número de c~~rdi~~ció~ 'en ~s· es también de cuatro, indi-
, ~ . ·. . . - · .. ' -

cando una pérdida de ury _lig~-~~·e,O.Já ~~íma libl-e· cuafldo Se convierte en· Es•7 

(fig. 2.15). 

El quinto ligando en ES2 es probablemente con el substrato7; Murphy y Pratt sugieren 

que el cuarto interm~diario propuesto por ellos (ES\ dará origen a ES2 con mayor 

facilidad que ESt 101 , debido a que el grupo carbunilo del anillo /1-lactúmico se en-. 

cuentra má.' unido al ion metálico en ES3 que en ES
1
• 

Mecanismo de Acción de la 8-lactamasa 11. 

Bicknell (&),propone el mecanismo de hidrólisis;, que en ausencia de alguna eviden-

cia de la existencia de un intermediario covalcntc, sugiere un ~imple mecanismo que 

involucra un ataque nucleofílico de una molécula Je agua sobre el grupo carbonilo del 

anillo /l-lact:ímico (fig.2.15). 

La tlireccidn del Lllaquc nuclcofílico es desde d sitio con menos impedimento cstéricn 

(si tío alfa), de esta manern una gran variedaJ úc substratos ,B~lactámicos pueden ser 

fácilmente hi<lrolizados, a 11113 vclodUa<l :.cmej:mte, :-in tener en cuenta el tammlo del 

grupo suslituycntc Je la cadena latcnil, alin m:h, la mcticilina (un derivado de la 

penicilina con una cadena lmcr;:1l \'nlu111inosa) se hidroliza m{1s r~ipídamcnte que la 

bcndlpcnicilina. 

ES• es el primer complt.:jo detectado durante el trnrn;,curso de la rencci{m, sin cmbmgn 

Bicknell indica que debe estar precedido por un intermediario aún no detectado, como 
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::< :·:.-(" :._~·?: -- ,:' ---=~x --,; " 

complejo de Micháelis. ks· ~ebé~star coM~ un complejo intermediario te-

trahédrico,(Fig.Ú4) 

· 1 ·. .. . · >:· X. '/ 
ES se colapsa con el substrato, siguiendo dos rutas p()sibles: 

(a) La formación de un complejo enzini~-su"b~tiaí.i~o zg~alchte cm;2).' 

(b) L'lcnzimasc estabiliza al formar un inter~edi~.ió t~lfaé~~~~~1 el cu~I sufÍe-. -

una conversión irreversible a producto ("2). · T 

-~~-~- _·.:<~~- -<·('.:. ~·~-- :·~ 
El número de coordinación disminuye de cinco a cuatro cµÚndci)a bC~i:ílpC~icil_ina ~~ 

une a la enzima. pero se regenera a cinco en el intermediaJÍci.~s2. r.}cllsminuci6n del 

número tic coordinación en el ion metálico, es un fcnó~~~~~ ~~q,r~itd~n_i_é. y Sui;iCíC -
- ~ ' . : ,''. ... ,'. " " . ' .. 

que el substrato no se coordina con el metal en ES'~ en ES1?.-_Se ~¡'pr~~ucsto que 

un residuo de ácido glutámico actúa como base general durante el proces.o de catáli

sis, al igual que en la carboxipeplidasa A7, 90; este residuo estabiliza la molécula de agua 

unida al metal7 (fig. 2.15). 

El ácido glutámico toma un protón de la molécula de agua que se encuentra coordinada 

ni ion metálico y se libera como ion hidroxilo, el cual ataca al anillo /J-lactámico; el 

ne. glutámico cede el protón al átomo de N del anillo P-lactámico. 

Una distorsión en el intermediario telraédrico ES1 podría inducir una pequeña 

interacción con el compuesto p-Jactúmico { lo cual se muestra en la fig.2.15 como una 

línea punteada). 

El anilloµ-lactámico permanece intacto en el complejo ES1 7• 
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La conversión de ES1 a ES2 se acompaña por el aumento del número de coordinación 

(5), en el cual el substrato se coordina con el metal en ES2. 

Es posible que el oxianión generado sea atrapado por el meta~ formándose el quinto 

ligando, lo cual conduce a un debilitamiento de la unión entre el metal y la cistefna-168. 

Dicknell señala que no se conoce con exactitud la identidad de ES2
, si se encuentra 

coordinada o no con el substrato y con qué grupos del substrato, sin embargo Murphy 

y Pratt, mencionan una interacción directa del ion metálico con el grupo carbonilo del 

anillo/Hactámico101, por lo que es probable que en ES2 s( se presente una coordinación 

con el substrato. 

Lo anterior excluye, por lo tanto, a los mecanismos propuestos en los que se postulaba 

que la única función del ion metálico era la activación del agua o el substrato, por medio 

de la coordinación con el átomo de N del anillo /l-lactámico, los cuales se hab(an 

propuesto inicialmente para explicar la hidrólisis de las penicilinas101. 

Bicknell menciona la posibilidad de la existencia de pasos adicionales a los propues

tos, incluyendo transferencia de protones, producto de disociación y reacomodo de otra 

molécula de agua; as( mismo indica que la ruta ramificada, v(a ES2 es menos eficiente 

(k4<k2) (fig. 2.14), pero también involucra menos reorganización del sitio activo 

(pentacoordinación del metal, tanto en E como ES2 
). Es posible que la catálisis 

proceda vla ES2 exclusivamente7. 

El mecanismo de reacción propuesto, es marcadamente dlfcrcnte al propuesto para la 

fl-lactamasas serfnicas, esto explica la total inefectividad de los inhibidorcs basados en 
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el mecanismo de estas últimas frente a las me.talop-lactamasas: ácido clavulánico, ácido 

6-/l-iodopenicilánico, ácido sulfo-hidroxibencilpenicilánico, ácido fenilborónico, entre 

otros8• 

Aún más, la p-lactamasa 11 cataliza la hidrólisis de algunos de estos compuestos 

(pag.151)35• 

No se conocen aún inhibidorcs para estas metaloenzimas, a excepción de los agentes 

quelantes. 

Hasta la fecha, el único microorganismo patógeno conocido que produce metalo-P-lac

tamasas es Pseud01~onas maltophilia8 y es claro que conforme se vayan identificando 

más metalo-enzimas, se requerirá el desarrollo de substancias inhibidoras para estas 

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

terapia /l-lactámica7. 

Desactivación de la 8-lactamasa ll substrato-inducido oor cefalosporinas 

Se ha observado que la hidrólisis de ciertas ccfalosporinas disminuye progresivamente 

frente a la P-lactnmmm 11; esto no se debe a un agotamiento de substrato ni a una 

inhibición por producto, además este fenómeno se encuentra restringido a las 

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

La salida de este grupo es catalizada por la P-lactamasa ll, y Bicknell señala que la 

desactivación se debe a Ja acumulación progresiva de un complejo enzima-substrato no 

covalente, formado de acuerdo a Ja ruta ramificada propuesta9
, 
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Propiedades moleculares de la metalo-8-lactamasa de Pseudomonas maltoplrilia 

No se ha determinado aún la clase molecular a la que pertenece la metaloenzima de 

P. maltophilia; sin embargo, debido a la importancia clfnica de este microorganismo, se 

hace necesaria la mención de algunas características de estap-laetamasa conocida como 

LJª. 

La JJ.lactamasa Ll es una enzima tetramérica; como es usual en los microorganismos 

Gram negativos, se encuentra localizada en el espacio periplasmático. 

Se han identificado tres variantes de esta enzima con diferentes puntos 

isoeléctricos. Cada variante contiene dos moléculas de Zn y (dos de ellas) un residuo 

de cistefna, pero a diferencia de la {l-lactamasa I1 de B. cereus, el grupo sulfhidrilo no 

se requiere para la actividad enzimática ya que parece que no funciona como ligando 

del ion metálico, puesto que el reactivo de E\lman reacciona rápidamente con la enzima 

y no se observa pérdida en la actividad enzimática 

Sustituyendo al Zn2+ por Co2+, Cd2+ 6 Ni2+, se forma una enzima con menor 

actividad que en presencia de Zn. 

Hidroliza más rápidamente a las penicilinas que las cefalosporinas, al contrario de la 

fl-lactamasa n, pero al igual que ella, no la inactivan los inhibidores de l¡¡s P-lactamasas 

serínicas. 

Las p-lactamasas ll y Ll hidrolizan la N-fornúmidoilticnamicina siendo la segunda 

particularmente eficiente. Este antibiótico p-!actámico lo pueden hidro!izar también 

la< dipeptidasas renales, a diferencia del resto de los p-lactámicos. Sin embargo, las 
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/l-lactamasas U y Ll son incapaces de hidrolizar otros substratos de las dipeptidasas 

renales. 

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

y la enzima L1 de P. ma!Jophilia. 

Bicknell (&), determinó la secuencia aminoácida de 32 residuos del resto N-terminal 

de la enzima L1 y no encontró semejanza con las secuencias N-terminales de otras 

{1-lactamasas, por lo que sugiere una nueva clase molecular de metalo-{1-lactama

sas, que comprendería a la{l-lactamasa Ll de Pscudomo11as maltophilia8. 
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TIBIOTICO-CELULA BACTERIANA 

Estudios recientes, enfocados al entendimiento del mecanismo de resistencia de las 

¡J-lactamasas a nivel molecular, demostraron la existencia de diversos factores ú>resentes 

en la bacteria), involucrados en la interacci6n¡J-lactamasa/antibiótico26; dichos factores 

pueden actuar en sinergismo con las ¡J-lactamasas para conferir una mayor resistencia a 

la célula bacteriana y en un momento dado, determinan el grado de este nivel de 

resistencial!2, 66• 

Estos factores comprenden principalmente: 

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

externa frente a los compuestos /l-lactámicos. 

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

/l-lactámicos. 

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

secreción de la enzima26
• 

3.1 Tm.nsporte y localización de las ¡J·lactamasas. 

En general, se cree que las proteínas adquieren su estructura tridimensional nativa 

durante y/o inmediatamente después de su síntesis en el ribosoma y que deben cruzar la 

membrana citoplasmática, atravesando en un estado de plegamiento diferente al estado 
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compacto nativo (proteína precursora); aún se desconoce el mecanismo exacto y los 

factores involucrados en la coordinación de dicho transporte; sin embargo, las protelnas 

que se transportan a través de la membrana plasmática (como lasp-lactamasas), compar

ten ciertas características en común, siendo la más notable la presencia de un péptido de 

uscfial" en la proteína prccursora87. 

Se ha identificado la secuencia del péptido de "señal" en alguna• P-lactama.as, siendo 

común: la presencia de una región central, constituida por aminoácidos hidrófobos; uno 

o dos residuos cargados positivamente en la región N·terminal y un aminoácido con una 

cadena lateral que contenga a lo sumo un C en la región C-terminal70• 

Lamine! y Pluckthun87, demostraron que el péptido de "selial" en la enzima tipo TEM 

deE. coli, retardaba el plegamiento de Ja pre..P-lactamasa, pero no evitaba su plegamiento 

al estado maduro, ya que comprobaron que la enZima precursora puede adquirir una 

conformación activa. 

No fue posible elucidar qué factores estructurales específicos, presentes en el péptido 

"señal", eran necesarios para conferir este efecto retardado. Se ha reportado que no existe 

homología entre las secuencias de aminoácidos de los péptidos de "señal" bacte

rianos, por Jo que Laminet y Pluckthun sugieren la posibilidad de que, tanto el carácter 

hidrófobo y un tamaito suficiente son necesarios para evitar la presencia de plegamientos 

prematuros. 

Goto y Fink56 reportan, en laP-lactamasa de B. cereus, la existencia de diferentes estados 

conformacionales transitorios, cuya formación depende de la fueza iónica y pH del 

medio, propiedad general de muchas protelnas, incluyendo otras p.lactamasas. Sus 
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resultados recalcan Ja importancia de las interacciones hidrófobas en Ja formación de 

estos estados conformacionales durante el proceso de plegamiento. Esta bien establecido 

que las interacciones hidrofóbicas constituyen Ja principal fuerza en el plegamiento 

protéico y los puentes de hidrógeno e interacciones electrostáticas contribuyen a guiar tal 

proeeso56. 

El precursor se encuentra en el citoplasma y la enzima madura en el espacio 

periplasmático. El plegamiento posterior al paso a través de la membrana no esta bien 

definido/J. 

Es posible que existan alteraciones durante este proceso, que permitan la presencia del 

inductor en el espacio pcriplasmático, fonnantlo enzimas inactivas. Este fenómeno se 

puede presentar cuando hay un exceso de producción/J. 

Las bacterias Gram positivas producen fl-lactamasas cxtracelulares (principalmente) e 

intracelulares. 

En microorganismos como B. cereus, se libera un 80 a 90% de la enzima, mientras que en 

las bacterias patógenas Grant positivas, prácticamente el 100% de Ja enzima se secreta al 

medioto5• 

Debic..lo a esta producción cxtracelular, se puede presentar una baja concentración 

enzimática alredc<lor de cada célula. a pesar de la liberación de una gran cantidad de 

{J~lactamasa. 

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

positivas, se encuentra unido a Ja~ lipoprotefnas de la membrana. E.~tas enzimas poseen 
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una menor actividad que las extracelulares, pero representan una segunda defensa contra 

el antibiótico residual que no hidrolizaron las ell7imas secretadas, si se toma en cuenta 

que sólo una pequeña cantidad de enzima es necesaria para proteger a las proteínas PBPs 

cuando las ,8-lactamasas se encuentran localizadas estratégicamente105. 

Las /J-lactamasas de las bacterias Gram negativas, a diferencia de las Gram positivas, son 

enzimas intracelulares; se Jocali1.an como enzimas solubles en el espacio periplasmático 

(fig. 3.1), alcanzando altas concentraciones por célula, a diferencia de las bacterias Gram 

positivas105. 

Las/1-lactamasas de las bacterias Gram negativas sólo se liberan al medio cuando la célula 

es sujeta a alguna forma de lisi/20. 

3.2 Modelos Generales de Resistencia 

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

antibióticos fi-lactámicos en las bacterias Gram positivas y Gram negativas120
• 

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

localizadas en la célula bacteriana, contribuyen u la resistencia frente a los antibióticos94
: 

1- El modelo más simple comprende a las p-lactnmasas 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 Ja síntesis de la p-Jactamasa, Ja cual se libera posteriormente al medio. 
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Fig.3.1 
Diagrama de la distribución de las,B-lactamasas coa respecto 11 las PBPs blanco 

en las bacterias Gram ncgnth·as. 

Donde"•" indica lasp-lactamasa.< (modelo propuesto por Rlchmond y Sykes)120• 

(A) Representa a una célula na productora de ,B-lactamasa. El antibiótico tiene acceso a 
las enzimas PBPs a través de canales formados por las protefna.'i Omp. 

(8) Célula productora Je /)·lactamasa. El antibiótico penetra 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 producción extracelular de la enzima protege a la bacteria 

buscando y destruyendo a los antibióticos presentes en el medio de crecimien

to, antes de que estos últimos bagan contacto con la superficie celular. 

Si permanecen algunas células viables después de la exposición al antibiótico, el 

desarrollo celular se regenera una vez disminufda la concentración a niveles 

menores de CIM (Concentración Mínima Inhibitoria). 

11- El segundo modelo muestra un efecto cinético similar. Comprende a los 

bacilos Gram negativos que poseen una gran permeabilidád por los antibióticos 

¡J-lactámicos, no presentando ningún tipo de barrera a la penetración del antibió

tico hacia el interior de la célula 

De acuerdo a lo anterior, el único factor que determina la resistencia, es el 

número de microorganismos. Un ejemplo de este modelo lo constituye la /1-lac

tamao;a TEM-1 de H. inf/uenzae; el bajo nivel de resistencia que confiere cada 

célula (debido a esta rápida penetración del antibiótico), hace posible que se 

curen con amplcilinn algunas infeciones producidas por cepas de H. influenza 

productoras de p-lactamasas, cuando el inóculo responsable de la infección fue 

pequefio. 

Ill- El tercer modelo comprende la interacción de los tres factores involucrados 

en el grado de resistencia en las bacterias Gram negativas frente a los antibióticos 

¡J-lactámicos49: afinidad de las PBP por el antibiótico, síntesis y tipo de /1-lacta

masa, barrera de permeabilidad. 
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Este caso lo ejemplifica la cepa de E. coli resistente a la ampicilina y que produce 

lap-lactamasa TEM-1. Esta bacteria posee una barrera de permeabilidad en la 

membrana externa, impidiendo el paso a las moléculas del antibiótico,B-lactámi-

co. 

El mecanismo es más complicado en este modelo; las enzimas (que se almacenan 

en el espacio periplasmático), se encuentran localizadas estratégicamente entre 

la membrana externa y los blancos del antibiótico (PBPs localizadas en la 

membrana citoplasmálica), pueden destruir progresivamente las moléculas del 

antibiótico 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 producción 

dep-lactamasa cuando la célula se expone al antibióticoP-lactámico, como ocurre 

en la familia EnlerobacJenaceae y Pseudomonadar:ea (inducción), ya que se 

producen altos niveles de p-lactamasa después de un periodo de exposición y la 

resistencia puede expresarse tarde (a excepción de P. cepacia 249, pag. 23¡. 

Frere y Joris49
, indican que estos tres factores no actúan independientemente y en las 

bacterias Gram negativas, la barrera de perrneabilidad es significativa en el grado de 

resistencia conferido sólo cuando la bacteria produce ,8-lactarnasas. 

De la acción conjunta de estos tres factores, se ha recalcado que la expresión de las 

P-lactamasas y el espectro de actividad, son los factores principales que determinan el 

nivel de resistencia66. 
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De acuerdo a lo aoterior, el nivel de resistencia en las bacterias Gram positivas, depende 

solamente de120: 

1.- Ln cantidad de ¡J-lactamasa secretada. 

2.- La afinidad por el aotibiótico. 

3.- El espectro de actividad de la enzima. 

Sin embargo, este ti:;><> de producción enzimática tiene la ventaja de conforir protección 

a nmchas células, siendo.un fenómeno de población, originando un marcado "efecto de 

inóculo", fenómeno que se aprecia al determinar la resitencia de estas bacterias en el 

laboratorio. 

Las bacterias Gram negativas presentan un patrón diferente; generalmente producen 

peque!las cantidades de ¡J-lactama'ª'• sin embargo, también se encuentran involucrados 

factores intrínsecos de resistencia (que se analizan posteriormente), los cuales actúan en 

sinergismocon lasp-lactamasas; además, las enzima3 se encuentran localizadas en lugares 

estratégicos, impidiendo el acceso a las PBPs (por lo que ti.,nc el mismo efecto que las 

grandes cantidades de enzima extracelular liberada por las bacte1ias Gram positivas), ex

cepto que el fenómeno de población es menor y por consecuei:cia el "efecto de inóculo" 

es poco común120. 

De acuerdo a lo aoterior, Richmond y Sykcs120, indican que el mecanismo de protección 

enzimático de las bacterias Gram negativn.' es m(IS sofisticado que el d,, las bacterias Gram 

positivas. 
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3.2.1 Permeabilidad 

En general, los factores de resistencia bacteriana se han clasifica do en dos categorias28: 

1). Resistencia intrfnseca 

2). Resistencia adquirida 

El término "intrínseco" se emplea para indicar las carocter!sticas inherentes en la 

célula responsables de evitar el acceso del antibiótico al interior de la célulo y distinguir 

este tipo de resistencia con la adquirida, la cual se presenta en cepas resistentes 

originadas a partir de cepas sensibles, debido a la adquisición de plllsmidos o 

mutaciones crornosómicas. 

En la primera categoría se encuentra la resistencia, en general, de los bacilos Gram 

negativos frente a los antibióticos hidrofóbicos, debido a la baja difusión de estos 

compuestos a través de las membranas cxtemai; de la pared celular. Aun así, entre este 

grupo de microorganismos existen marcadas diferencias en los niveles de resistencia 

por este factor, dependiendo de la solubilidad del antibiótico en el medio aeuoso28. 

Es poco común la falta de permeabilidad a los antibióticos hidrolllicos, sobre todo de 

moléculas pequci1as; el paso de estos compuestos depende del tamallo de los poros en 

la pared celular (determinado por el tipo de proteínas presentes). P. aeroginosa, en 

particular, presenta resistencia a un número considerable de antibióticos hidrofílicos 

debido a que po.o;ee poros de diámetro pequeño. 
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De acuerdo con lo anterior, algunas bacterias Gram negativas, productoras de p-lac

lamasas, pueden presentar resistencia frente a ciertos antibióticos por falta o 

disminución de permeabilidad en la membrana externa a estos compuestos, más que 

una hidrólisis enzimática; caso de la cepa de K p11czu11011iae 160, la cmtl presenta 

resistencia frente a las alfa-metoxi-cefalosporinas y lap-lactamasa sintetizada por esta 

cepa (SHV-5) es incapaz de bidrolizar dichos compuestos59
• 

Esta barrera de permeabilidad preseate en las bacteiias Gram negativas, (que de 

manera geaeral impide más el paso a las penicilinas que a las cefalosporinas), explica 

porqué, especies bacterianas Gram positivas productoras de grandes cantidades de 

p-lactamasa como BacillIJs anlhracis y B. /ichenifomiis, presentan mayor sensibilidad a 

la bencilpenicilina que las bacterias Gram negativas63; as! mismo demuestra el efecto 

sinérgico con la actividad de las p-lactamasas. 

Por otro lado, evaluaciones recientes indican que la presencia de cápsula en microor

ganismos cl!nieamente importantes como especies de Klebsic//a, E. co/1; Streptococcus 

pneumonia~ Neisseria meningitidis y Haemop/Jilu.s infl11e11zae, no contribuye a una 

resistencia intrínseca frente a los antibióticos en general28. 

En la segunda eategorla (resistencia adquirida), se encuentran las mutaciones 

cromosómicas que afectan el transporte pasivo (difusión a través de las proteínas de la 

membrnna externa en las bacterias Gram negativas) o el transporte nctivo a través de 

la membrana citoplasmática; ambos tipos de mutaciones impiden o disminuyen la 

permeabilidad frente a los antibióticos en general 
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Este tipo de mutaciones producen alteraciones en las proteínas tran.,portadoras, en las 

proteínas de la membrana externa o en los factores involucrados en el transporte activo 

del antfüiótico28
• 

En particular, se ha observado un incremento de alteraciones en las proteínas de la 

membrana externa (porinas) de las bacterias Gram negativas productoras de fl-lac

tamasas66, actuando de manera conjunta con la actividad enzimática; este tipo de 

alteración se ha relacionado con el fenómeno de derrcpresión.. 

Finalmente, se ha identificado en algunas cepas de E. coli, un tipo no usual de resis

tencia conferida por plásmidos28
, la cual origina la supresión de la síntesis de las 

protelnas de la membrana externa involucradas en el transporte de los antibióticos en 

general; este fenómeno no se ha reportado aún en el caso de tos microorganismos 

productores defl-lactamasas; no obstante, ilustra que algunos plásmidos se encuentran 

involucrados en la alteración del sistema de control de las proteínas externas y tienen 

la capacidad de disminuir la permeabilidad. 

Por otro lado, debe tomarse en cuenta que la disminución de la permeabilidad, puede 

interferir también en la eficiencia de los iohibidores59. 

Proteínas de la membrana externa 

Se ha reportado que tres gnipos de proteínas presentes en la membrana externa de los 

bacilos Gram negativos (denominadas OmpF, OmpCy OmpD), afectan el grado de 

permeabilidad a los antibióticos¡J-lactámicos4 66• 
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la facilidad de entrada de estos antibióticos a través de la membrana externa de las 

bacterias Gram negativas, se encuentra en función de la cantidad y tipo de dichas 

proteínas. por lo que en la actualidad se ha inteosificado el estudio de la función de los 

canales protéicos en el grado de permeabilidad de la célula bacteriana66
• 

El grado de permeabilidad a través de la protelna OmpF es el más alto, seguido en 

orden decreciente, por OmpD y Ompe6, por lo que algunos antibióticos {J-lactámicos 

como la cefoxitina penetran más rapidamente a través de las proteínas OmpF, que el 

tipo OmpC; lo anterior explica la diferencia de permeabilidad de los compuestos 

p..lactámicos en las bacterias Gram negativas de acuerdo al tipo y número de proteínas 

Omp presentes. 

Bellido (&)6, aisló cepas de Salmone/Ja muenchen en un paciente bajo tratamiento con 

ampicilina; las cep:ts mostraron resistencia frcnle ~1 ésta, a otros nntibióticosp-lactámi

cos y a antibióticos no relacionados, debido a una disminución en la expresión de la 

protelna OmpF. 

Es muy común que antibióticos estructuralmente no relacionados, sean afectados 

debido a una modificación en la permeabilidad a través de la membnina exter

na6, 18, explicando el carácter no específico de la barrera de permeabilidad. 

Este investigador también observó un aumento conjunto de la proteína 

OmpC, atribuyéndolo a un mecanismo de adaptación del sistema osmótico de la 

bacteria.. 
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Hiraoka (&)66, demostró, mediante cepa.• mutadas de E. coli deficientes de OmpF y 

OmpC, la reducción en la susceptibilidad frente a ciertos antibióticos, incluyendo 

cefalosporinas, oxacefamicinas, ccfoxitina y azueonarn. 

La reducción de susceptibilidad (aumento en el valor del CIM) fue mucho mayor para 

la cefoxitina y oxacefamicinas, que para los otros compuestos. Las cefalosporinas 

mostraron el menor incremento en el valor de CIM debido a esta mutación. 

Este investigador estudió el efecto sinérgico de la alteración de las prote!nas externas 

y la producción de {1-lactamasas, demostrando que en cepas productoras de dichas 

enzimas (carentes de Om1>F y OmpC) el efecto sinérgico fue muy marcado frente a los 

cefems y aztreonam, pero no frente a las penicilinas e imipenem, indicando una mayor 

dependencia de los cefcms y aztreonam por OmpF y OmpC para su paso a través de 

Ja membrana externa que las penlciinac; e imipene~ presentando este último una 

permeabilidad muy alta. 

La falta de OmpC solamente, no produjo ningún incremento en la resistencia de las 

cepas productoras deP-lactama.~as; 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 osmolaridad66. 

Se reporta que la resistencia presente en una cepa de S. 1yphinu1rlwn (aislada durante 

una terapia con ccfalexina), se debió a una pérdida de OmpC; sin embargo, sólo se 

observó un incremento en el valor de CIM frente a las cefalosporinas6. 
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De acuerdo con lo anterior, Ja modificación de OmpF afecta la permeabilidad de un 

gran espectro de compuestos p-lactámicos, mientras que la de OmpC se encuentra 

asociada sólo a pequeñas alteraciones de susceptibilidad; esto concuerda con el 

diferente grado de permeabilidad que presenta cada una de las protefnas Omp. 

Se ha destacado el efecto sinérgico de la disminución de Ja pe.rmenbilidad con la 

producción de P-1 actamasas para conferir una mayor resistencia y aunque se ha 

indicado que el espectro de actividad y cantidad de producción dep-lactarnasa son Jos 

factores determinantes, la alteración de Ja permeabilidad puede ser decisivo en Ja 

resistencia de microorganismos patógenos productores de P-lactarnasas' de amplio 

espectro66. 

Relación Derrepresión-Disminución de permeabilidad 

Existe evidencia de que algunas cepas que sufrieron derrepresión, muestran también 

una marcada alteración en Ja expresión de las proteinas de la membrana exter

na18; dicha modificación en el grado de permeabilidad puede participar en la resis

tencia observada en estas cepas58. 

Desafortunadamente, se han llevado a cabo pocos estudios para examinar el proceso 

de derrcpresión de las P-lactamasas y Ja expresión de las protefnas de la membrana 

externa, tanto en las cepas salvajes como en las correspondientes cepas mutadas 

derreprimidas, para determinar de esta manera si estos dos factores son el resultado 

de un simple proceso de derrepresión. 
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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 /l-lactamasa, demostrostraron que en esta última, Ja permeabilidad hacia el 

aztreonam habla disminu[do cuatro veces en comparación con la cepa salvaje; al 

parecer esto estaba asociado con cambios importantes en la expresión de las prote[nas 

de la membrana externa (esto se determinó aislando las membranas externas de cada 

cepa y comparando el corrimiento electroforético de las muestras). 

No obstante que este investigador demostró que la resistencia de las cepas mutadas se 

debla a la aparición de una mayor cantidad de ¡J-laetamasas, más que a un cambio 

pequefio en la permeabilidad, señala que se requiere de mJis estudios para delimitar 

la contribución de estos dos factores en la resistencia observada. 

Este mismo investigador, scimla que pueden existir elementos reguladores comunes 

para la expresión de las¡l-lactamasas y la prote[nas de la membrana externa; hipótesis 

que se ve reforzada por sus recientes observaciones, donde algunos osmorreguladores 

parecen afectar tanto los niveles de/J-lactamasas como la expresión de las prote[nas de· 

la membrana externa en una cepa de E. c/oacae. 

Finalmente, sería interesante coñ.ocer si, de alguna manera, las mutaciones en los 

genes estructurales de las Jl-lactamasas modifican la expresión de las protemas de la 

membrana externa y por lo tanto, la permeabilidad, ya que explicarla algunas discre

pancias observadas en estudios de mutagénesis dirigida, donde el valor de Kcat obteni

do, no concuerda con el valor de CIM para ciertos substratos, cuando se comparan 

estos valores en la cepa salvaje y la mutada artificialmente (Kcat más alto y menor valor 
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de CIM)138, como si hubiera aumentado la velocidad de penetración del antibiótico 

prueba en la cepa mutada. 

Por otro lado, se puede presentar resistencia por disminución en In permeabilidad a 

las cefalosporinas, sin involucrar un aumento en la cantidad de P-lactamasa 

producida, como en el caso de una cepa mutada de Salmone//a thyphünuriwn frente a 

la cefalcxlna. Esta cepa sólo produjo una de las dos protelnas necesarias para el 

transporte de los antfüióticos ¡J-lactámicos. Dicho fenómeno es ejemplo de otro tipo 

de resistencia adquirida durante la terapia94. 

3.2.2PBPs 

Cada uoa de las especies bacterianas examinadas basta ahora poseen uno o varios tipos 

de PBPs (prote!nas que se unen a las penicilinas) muchas de las cuales son enzimas 

involucradas en la síntesis de la pared celular (transpeptidasas), siendo el blanco 

directo de acción de los antibióticosp-lactámicos62. 

La caracterización de cada una de estas prote{nas puede llevarse a cabo mediante 

determinaciones genética.,, inmunológicas y estructurales. 

Se ha observado que el número, el tamaño molecular y la afinidad por los compuestos 

P-lactámicos se conserva entre las especies62. 

Los antibióticos fl-lactámicos difieren en su afinidad por las PBPs, lo que podrla 

explicar la diferente respuesta de las bacterias frente a un c-ompuesto determinado de 

acuerdo al tipo y número de PBPs presentes. 
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La bencilpenicilina tiene una gran afinidad porlas PBPs numeradas como la, lb, 3, 4, 5 

y 6, pero poca afinidad por PBP2; en contradicción con la meticilina que se une 

exclusivamente a PBP2128• 

La cefuroxima, ccfalexlna y aztreonam, se unen a PBP3 con mayor facilidad6, l2Jl. 

Un grupo de ccfalosporinas monoaniónicas no mostraron afinidad por la enzima 

PBPla en una cepa de Bacteroides fragilis, en cambio, presentaron una gran afinidad 

por las PBPs lb, le, 2y 31"'. 

El imipenem, al igual que otros pcnems, penams y carbapcnems, se une con facilidad 

a las PBPs 1 y 2. Estos tipos de enzimas son las PBP esenciales menos numerosas de la 

célula bacteriana124. Se ha reportado que la saturación de sólo el PBP2, del cual la 

célula contiene 20 moléculas, es suficiente para provocar la muerte de la bacteria. En 

cambio, las penicilinas y ccfalosporinas tienen mayor afinidad por el tipo PBP3 y PBP! 

(los cuales son esenciales pero más numerosos) y otros PBPs no esenciales. 

De acuerdo a lo anterior, se necesita una mayor cantidad de antibiótico libre en las 

penicilinns y ccfalosporinas que con el imipenem para destruir a la célula124. 

Esta diferencia de afinidad entre los antibióticos por el tipo de PBPs, puede también 

explicar porqué la barrera de permeabilidad no impide el acceso a los antibióticos con 

la misma eficiencia 126
• 

Se desconoce aún la disposición tridimensional de cada tipo de PBP y las /l-lactamasas 

en la célula; según Sanders 124
, es muy posible que la J!-lactamasa proteja menos 
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eficientemente a PBP2 que a otros blancos del antibiótico, debido a su localización en 

Ja célula. 

Se ha sugerido que las diferentes afinidades por las enzimas PBPs, pueden estar 

relacionadas con los efectos morfológicos producidos por los antibióticos en la célula 

bacteriana como resultado de la inhibición de los diferentes tipos de enzimas in

volucradas en la síntesis de la pared celular12.B. 

De manera general, las penicilinas y cefalosporinas provocan, a bajas con

centraciones, una prolongación en los bacilos, confiriendo la apariencia de filamen

tos; esto se debe a la inhibición de un tipo especifico de enzimas que sintetiza enlaces 

cruzados; mientras que a altas concentraciones producen esferoblastos, cuya facilidad 

de formación depende de la afinidad por las enzimas PBPs y la eficiencia de su 

inhibición por el antibiótico. La cefaloridina se carnc1criz..~ por producir esferoblastos 

a bajas concentraciones. 

La enzima PBP3 tiene actividad de polimcrasa y transpcptidasa del pep

tidoglucano6, parece estar involucrada en la síntesis de los enlaces cruzados 

(encontrándose activa principalmente durante la división celular), por lo que com

puestos como la cefuroxima y la cefalexfna, que inhiben principalmente esta en

zima, producen filamentos. 

La enzima PBP3 es muy sensible a la inhibición por compuestosp-Jactámicos, mientras 

que las enzimas involucradas en la síntesis de los enlaces laterales (notablemente 

PBPlb) se inhiben solamente a altas concentraciones, las cuales varían de acuerdo al 

antibiótico empleado 73. 
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La enzima PBP2 es una enzima poco común, ya que parece estar encargada de la 

s(ntesis de las "esquinas" de Jos bacilos, por lo que su inhibición origina la formación 

de células ovoides128• 

Por otro lado, se ha demostrado la función de algunas enzimas PBPs en el proceso de 

inducción de las cefalosporinasas cromosómicas. 

Se cree que las enzimas PBPs son atacadas en Ja superficie externa de la membrana 

citoplasmática y que el acceso del compuesto {l-lactámico se frena por la presencia de 

una barrera de permeabilidad en las bacterias Gram negativas como se analizó ante

riormente147. En el caso de las bacterias Gram positivas no existe una barrera de 

permeabilidad considerable al acceso de antibióticos P-lactfunicos de bajo PM1º5• 

Alleraciones en las enzjmas PBP 

Recientemente se han identificado cepas mutadas cuyo aumento de resistencia frente 

a los antibióticos /J.lactámicos se ha relacionado con modificaciones en las prote!nas 

l'BPs (resistencia adquirida). 

Estas alteraciones pueden comprcnder62: 

I- S!ntesis de una nueva ewjma PBP estable al compuesto P-lactámico, como 

en el caso de algunas cepas de S. aureus y Slreptococcus faecalis frente a la 

mcticilina. 

II- Disminución de Ja afinidad de las PBPs por el antibiótico. 
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Este tipo de modificación se ha identificado en muestras deBacteroidesfragilis 

(cepa produCtora de fl·lactamasa)147
, gonococos, Haemophilus influe11zae 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 más 

de éstas han disminufdo en su capacidad de unión con los antihióticos. 

lll- Desaparición de una o varias PBPs muy sensibles a los compuestos ¡J

lactámicos (tipos la y 2 de PBPs, por ejemplo) y aparición de una nueva PBP 

estable a éstos. 

IV- Exceso de producción de PBPs, como F. Bellido (&)6, demostró en una 

cepa productora de P·lactamasa de Sa/monella m11e11c/1e11 aislada de un pa· 

ciente bajo trat:.1rnicnto con ampicilina; en esta cepa se observó un incremento 

en la expresión de PBPJ, asf como también una disminución en la per

meabilidad; sin embargo, en ausencia de una producción de ¡J-lactamasa sig-

nificativa, este investigador sci1a\a que la mndificai6n de permcabilidn<l no 

pudo ser el único factor que cnnfcrfa el alto nivd Uc rcsitenda observado en 

esta cepa. pero la alteración t.lc PllP era m;'.is efectiva cuando sólo un número 

pequeño de moléculas del compuesto JJ-laclámico era capaz de pcnctrur. 

Yot.suji (&)1"
17

, estudió en Bacteroides fragilis, los tr~s factores que determinan h1 

resistencia (t!sl<ibiliJad de la ¡J-lactamasa, permeabilidad lk Ja mcrnhranu externa y 

afinidad de las PI3Ps)1 frente a un grnpo de ccfalosporina.sns mononni61úcas; demostró 

que la disminución en la afinidad del tipo Pl31'3 era dcte: minan te en la resistencia 

frente al ccflezol, cefazolina y cefalotina en cepas con baja actividad de P-lactamasa. 
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En cambio, la actividad enzimática fue el principal factor de resistencia frente a todos 

los antibióticos analizados en cepas con gran actividad de JJ-\actamasa. 

De acuerdo con lo anterior, debe considerarse que \a disminución o alteración de las 

enzimas PBPs puede ser el principal factor de resistencia frente a los compuestos 

IJ-lactámicos en cepas con baja activldad de {J~lactamasa, mác; que la acción enzimática 

de hidrólisis misma. 

3.3 Interacción JJ-lactamasa/antibiótico in vivo 

La reacción catalizada por lajJ-lactamasa con penicilinas como substratos, es la hidrólisis 

de la unión fl-lactámica para formar el correspondiente ácido penicilóico, el cual es un 

compuesto normalmente establc120, siendo cstequiométrica la conversión de penicilina 

a ácido pcnicilóico (fig. 3.2.A). 

Con respecto a las cefalosporinas, el proceso es más comp1ejo120
; la ruptura de la unión 

j:l-\actámica se cnt:ucntrn acompnñada por una serie de modificaciones posteriores. cuya 

secuencia depende del tipo de cefalosporina involucrada. 

Se considera que el primer cambio es la expulsión del residuo en la posición 3 del anillo 

de dihidrotinzina (Cig. 3.2.B), ;i este proceso es qu!micamente posible. 

Un cambio subsecuente puede ser el rompimiento del residuo 7C, dando origen a un 

número de fragmentos. Esta serie de reacciones puede ser independiente de la expulsión 

del residuo 3C. 
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Fig. 3.2 
ncacción general cntalizada por las ¡J .. lnctamasas cou penicilinas y 

cefalosporinns como snbstratos12º 
(A) Reacción con la penicilina, donde (!) representa la estructura b:\sica de la penicilina, 
(Il) estructura básica del ácido pcnicilóico. 

(B) Posible secuencia del proceso catalltico de las /1-lactamasas frente n ns ccfatosporinas. 
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Una consecuencia de este rompimiento complejo de las cefalosporinas, cataliz.ado por las 

¡¡..lactamasas, es la ausencia de una relación estequiométrica entre la hidrólisis de la 

cefalosporina y la formación de un sólo producto, hecho que invalida el cálculo absoluto 

de la actividad de cefalosporinasa mediante el método iodométrico, el cual, como se 

analiza posteriormente (capítulo IV), se basa en la reducción del iodo por el ácido 

penicilóico o cefalosporoico109
• 

120• 

Existen diferentes formas por las cuales un antibióticofl-lactámico puede ser estable a la 

acción de las p-lactamasas63: 

a) Baja afinidad de la enzima por el antibiótico. 

El Km de la fl-lactamasa estafilocóccica frente a la meticilina es de 

28µM, mientras que el valor de CIM es de lQuM aproximadamente; cuando la 

meticilina se encuentra presente a concentraciones inhibidoras, el grado de 

hidrólisis de la enzima estafilocóccica es sólo un 0.036% del valor de Vmax. 

Esta baja velocidad de hidr6lisis, permite que el antibiótico sea estable frente' a 

lafl-lactamasa. 

La estabilidad del ccfepin y cefpirome frente a las cefalosporinasas se debe a la 

baja afinidad por ésto>66
• 

En este punto, también se debe tomar en cuenta el valor de CIM, pues cuando 

éste es gmnde, sf puede existir un grado de hidrólisis apreciable. 

b) Vmax muy baja (Km bajo) 
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La/l-lactamasa estafiloc6ccica tiene una gran afinidad por la cefalotina (Km de 

O.lµM). El valor de CIM para la cefalotina es de lµM, concentración en la cnal 

la velocidad de hidrólisis corresponde prácticamente al valor de Vmax, la cnal 

representa el 0.01 % de la Vmax observada con la bencilpenicilina. Esto pernúte 

qne la cefalotina tenga gran estabilidad frente a la p..lactamaSa estafilocóccica. 

Este es el mismo caso de la cloxacilina, por lo cual puede actuar como in· 

hibidor, debido a su gran afinidad8°. 

c) Baja actividad enzimática 

En este caso, pequef\as cantidades de antibiótico pueden inhibir bacterias 

productoras de¡J-lactamasas. Esto debe aplicarse no sólo a cepas productoras de 

pequeñas cantidades de ¡J.lactamasas, sino a otras cepas ante un inhibidor 

enzimático como el ácido clavulfinico. 

3.4 Mecanismo responsable de In mnlti-reslstencia ¡1-lactámica en las 

ccfalosporinasas cromosúmicas de bacterias Gmm negativas 

La introducción de las cefalosporinas de tercera generación y compuestos 

relacionados, hu permitido contrarrestar la re5istencia de algunas cepas de la familia 

Enterobacteriaccae, gonococos. Ilaemoplrilus injluenzacy Pseudomonasacroginosa frente 

a los primeros antibióticos58. 

Deslúortunadamcnte, cada vez es mayor el número Uc microorganismos que presentan 

resistencia frente a agentes nuevos como Jos mono~actams, cefamicinas y amino tiazolil~ 
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oxim cefalosporinas26, impidiendo su uso como agentes terapéuticos debido a los altos 

niveles de resistencia que pueden alcanzarse, como lo demostró Curtis (&)26, en las 

¡l-lactamasas de clase 1 de Richmond y Sykes. 

Se ha estudiado detalladamente este fenómeno de resistencia en algunas especies como 

Enterobacter, Serrotia y Aeromonas entre otras y se ha asociado este tipo de resistencia 

con el proceso de derrcprcsión en la producción de las ccfalosporinasas 

cromosómicas, por el cual el incremento en la concentración de la ¡l-lactamasa 

peri plasmática puede ser hasta l,OOOveccs mayor58; por lo que, más que una modificación 

en la estructura primaria (para dar origen a una nueva{J-lactamasa), es un aumento en la 

cantidad de expresión 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 analizó anteriormente, se encuentran involucrados otros factores 

que actúan en sincrgismo con la actividad enzimática, constituyendo In denominada 

resistencia multiplc124
• Sin embargo, algunas especies bacterianas que no poseen ce falos~ 

porimLc;as cromosómicas., tambi~n han desarrollado rcsistenda a las cefolosporinas de. 

3a. generación, debi<lo a fenómenos de selección. Este nuevo tipo de rcsL'itencia se ha 

atribuido a la presencia de {J-laetamasas de amplio espectro (tipo SHV y 

TEM)4
• 

59• 140; estas enzimas se han identificado en varias especies de la familia Entero

bac1eriaceae tales como J<lebsiel/a pneumoniac y E. coli, al!,'llnas de las cuales han causado 

brotes epidémicos de enfermedades intrahospitalarias140. 
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El mecanismo responsable de la resistencia múltiple mediada por cefalosporinasas 

cromosómicas ha sido objeto de grandes controversias y aún no se ha resuelto completa

mente124. 

Una vez que se clonaron los genes que codifican la ,6-lactamasa de E. cloacae y se 

transfirieron a una cepa sensible de E. coli, se demostró concluyentemente que sólo la 

enzima era responsable de la resistencia conferida a ésta124• 

Sólo quedaba explicar cómo algunas /J..lactamasas podían propiciar niveles altos de 

resistencia frente a los antibióticos, cuando ú11'"1o no eran capaces de hidrolizar a varios 

deeUos124• 

Se han propuesto dos teorl:ls para explicar este comportamiento: 

I- Sugiere que lap-lactamasa "atrapa", por largo tiempo, a los antibióticos pobre

mente hidrolizables, formando as( un complejo biológicamente inactivo en el 

espacio periplasmático que impide que los antibióticos interactúen con las 

enzimas PBPs localizadas en la superficie de la membrana citoplasmii

tica135; tales complejos requieren no involucrar interaccione!> covalentes o 

hidrólisis enzimática del antibiótico, mientras se encuentre presente mayor can

tidad de enzima que de antibiótico. 

Esto haría muy improbable la presencia de anlihiólico libre, uo unido o no 

hidrolizado, en cantidades suficientes para causar la muerte del microorganismo. 
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Esta teoría se basa en las mediciones de los primeros estudios que indicaban la 

ausencia de hidrólisis con cefotaxime, ceftriaxonae y moxalactam58, sin embar

go, en estudios recientes, se ha demostrado que estos antfüióticos son substra

tos, aunque extremadamente pobres, donde el complejo acil-enzima es muy 

estable y la hidrólisis se efectúa muy lentamente, esto se debe a la gran afinidad 

de las P-lactamasas por los substratos18. 

Por otro lado, los cálculos efectuados por Medeiros91, indican que tendría que 

estar presente una gran cantidad, aun no registrada, de P-lactamasas en la célula 

para poder bloquear al anllbiótico; suponiendo que una molécula de enzima se 

une a una de substrato. 

Sanders126indica que en el espacioperiplasmático se puede encontrar una mayor 

cantidad de enzima que moléculas de antibiótico, debido a la restricción del P"-"° 

a trnvés de la membrana externa, por Jo que sugicrc·la posibilidad de que se ch~a 

estas condiciom:s de exceso. 

Se ha estimado que el número de moléculas de cefalosporinasa< cromosómicic> 

en el ""Paciopcriplasrnático después del proceso de dcrrepresiún en las bacterias 

Gram negativas, es de 2.,1a5 moléculas por célula. Debido a In restricción en el 

paso del antibiótico al interior de Ja célula, la concentración de subtrato es muy 

baja, existiendo de esta manera un exceso de enzima en el espacio 

pcriplasmático124. 
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II- Es la hipótesis mas convencional; se propone Ja existencia de una 

lúdrólisis, lenta pero eficiente de los antibióticos que son substratos pobres, en 

el entorno del espacio periplasmático. 

Lo anterior se demostró en la cepa de E. cloacae 55W, en la cual se pensaba 

funcionaba el mecanismo anterior y se comprobó que la hidrólisis por Ja enzima 

era Ja mayor contribución en el nivel de resistencia frente a Jos antibióticos, más 

que la simple unión141
• 

Este mecanismo se lleva a cabo ya que Jos niveles enzimáticos son altos y la 

concentración del antibiótico es baja124
• 

Es as{ como los valores bajos de Km (alta afinidad), de los nuevos compuestos 

{l-lactámicos, permiten una velocidad de hidrólisis cercana a Ja Vmax que, aun

que es baja, es aun más rápida que la velocidad de penetración del antibiótico al 

interior de Ja célula, permitiendo una hidrólisis eficiente. 

Sanders121 menciona qué aspectos de ambas teorías ayudan a explicar Ja resistencia de 

las cefalosporinasas cromosómic.1s frente a los nuevos antibióticos. 

Además, como se analizó con anterioridnd en los microorganismos Gram negativos, Ja 

capacidad de protección de las ccfalosporinasas cromosómicas (al igual que otro tipo de 

¡J-lactamasas), depende de varios factores: 

a) La capacidad de interacción de la enzima con el antibiótico. 

b) La velocidad de penetración del antibiótico al interior de la célula. 

136 



CAPfTULO 111. lfolTERACCION /J-1..ACTAMASA-/>NTIB/OTICO.CELULA BACTERIANA 

c) El número, tipo y localización de las enzimas PBPs. 

Tomando en cuenta estas condiciones, es posible predecir la forma estructural en la que 

se encuentracl antibiótico en la célula bacteriana productora de p..lactarnasa; ya sea como 

substrato (S), como complejo de Michaeli• (ES), complejo acil-enzima (E-S) o producto 

hidrolizado (P)124: 

1- Los antibióticos de moderada a alta afinidad (Km bajo) y alta Vmnx, como la 

cefalotina, se encontrarán en la forma P principalmente, ya que el antibiótico se 

hidrolizara rápidamente y la concentración de éste no será suficiente para saturar 

a la /1-lnctamasa. La hidrólisis real (Vact), estará por debajo de la Vmax y 

dependerá de la concentración de antibiótico que entre a la célula. 

ll-Los antibióticos de modemda a alta Vmax y baja afinidad (Km alto), como la 

cefaloridina, se encontrarán también como P, siempre y cuando la velocidad de 

penetración al interior de la célula sea suficiente para permitir que la concentra

ción intracelular del antibiótico se aproxime a su Km. 

lll- Un antibiótico con baja afinidad y una velocidad muy baja de penetración 

estará en la forma S principalmente, debido a que su Vact sería mucho más 

pequeña que su Vrnax. Los antibióicos con Vmax y afinidad baja, como la ccf

piroma, deben encontrarse más en la forma S que P. 

Para estos antibióticos, la velocidad real Vact estará por debajo de la Vmax 

debido a la baja concentración de substrato. 
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IV-Los antibióticos con alta afinidad y baja Vmax. como la cefuroxirna y moxalac

tam, estarán principalmente en la forma de ES y E-S (ecuación 2.1) ya que la 

concentración intracelular del antibiótico es próxima al valor de Km y la Vact se 

acerca a la Vmax. Es dificil predecir las cantidades relativas de ES y E-S, sin 

embargo, los antibióticos que se encuentran presentes principalmente en Ja 

forma E-S, inhibirán irreversiblemente a la enzima ya que la desacilación (K:l) 

ocurre lentamente. Este es el caso del aztreonam y moxalactam. Dichos 

antibióticos son desacilados muy lentamente, considerándose en algún tiempo 

winhibidores suicidas" de las cefalosporinasas cromosómicas de las bacterias 

Gram negativas. 

El comportamiento anterior se puede ver modificado por la presencia de una alta 

velocidad de penetración al interior de la célula. Yoshimura y Nikaido18, demostraron 

que los antibióticos con carácter anfótero fl-lactámicos, tales como la cefaloridioa e 

imipenem1 penetran rápidamente al interior <le la célula Gram negativa~ de acuerdo a 

esto, Sandcrs124
, indica que probablemente la cefpiroma y el BMY 28142, los cuales son 

otros anfóteros, penetran rápidamente. 

Esta capacidad de penetración, que es más rápida a la de los antibióticos ¡J-lactfunkos 

monoaniónicos y diadiónicos, permite que la concentración intracelular se aproxin1e a su 

Km probablemente. Por lo tanto, para la ccfpiroma y BMY 28142, la Vact se aproxima a 

su V1naxy el antibiótico no <lebc encontrarse en la forma S principalmente, como se hab(a 

predicho originalmente; sin embargo, incluso con un gran poder de penetración, estos 

antibióticos son los menos afectados por las cefalosporinasas cromosómicas en 
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comparación con otras cefalosporinas, ya que su afinidad es muy baja y probablemente 

nn se alcance su Km124• 

Por otro lado, el valor de Km para el imipenem es muy bajo (alta afinidad), por lo que la 

concentración de saturación se alcanza fácilmente frente a este antibiótico, debido a su 

gran velocidad de penetración, encontrándose principalmente en la forma S y no como 

ES, E-S como se habla predicho, explicando de esta manera la estabilidad del imipenem 

frente a las cefalosporinasas cromosónúcas. 

Aunque se ha demostrado que las cepas mutantes de Pseudomonas ae1Ugi11osa, carentes 

de cefnlosporiruisas cromosómicas inducibles, son más sensibles al imipenem que las 

cepas salvajes que han experimentado inducción reversible o las cepas mutantes con 

derrepresión estable, se haobseIVado que estas dos últimas son aúnsensibles al imipcnem 

a concentraciones relativamente bajas de éste. 

Esto se debe a que la velocidad de penetración del antibiótico es muy alta y satura a la 

enzima, siendo su Vact = Vm::ix y ya que la velocidad de entrada de\ antibiótico puede 

exceder a la Vmax, el antibiótico se acumula en la forma S, encontrándose libre para 

interactuar con las enzimas PBPs124
. 

Lo anterior explica por qu6 el imipenem y compuestos relacionados (penams, pcnems y 

carbapenems), son los antibióticos menos afectados por una derreprcsión de 

ccfalosporinasas cromosómicas. Estos compuestos tienen el más alto grado de 

penetración y requieren el núnimo de moléculas activas del antibiótico para interactuar 

con las enzimas PBPs esenciales. Es así como, aún en presencia de grandes cantidades de 

/Hactamasas, la actividad de estos antibióticos se ve poco afectada. 
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En contraste, las cefalosporinas aniónicas, penicilinas y monobactams, poseen un grado 

muy bajo de penetración, por lo que es suficiente la presencia de una gran cantidad de 

{J-lactamasas para que interactúen con estos antibióticos y formen los complejos ES, E-S 

o P, disminuyendo as! el número de moléculas activas de antibiótico capaces de interac

tuar con las PBPs esenciales más numerosas en la célula. 

Las cefalosporinas anfóteras se afectan menos que las cefalosporinas aniónicas, debido a 

la afinidad más baja de la enzima por la primera y una velocidad alta de penetración al 

interior de la célula124. 

Considerando los diversos factores anteriores, se puede entender la presencia de un alto 

nivel de resistencia sin la formación necesaria de P solamente, pues puede depender 

desde la velocidad de pe!letracióa al interior de la célula, as! como la formación de ES y 

E-S, los cuales también son formas inactivas del nntibi6tko. 

Sanders ~cfmla Ja necc·iichid de desarrollar nut~w1s n1étodo~ que pcrmitm1 determinar 

C!<ipccífkamc:ntc cada una tic las lornms inactivw:;, po.ra a:;i po<lcr determinar la importan~ 

cia rcl:lth;a lle c:..ida factor involucrado en Ja resist:..i.nciu medüida por lasJ;' 4 1actamasns. 

3.5 Palogcnicidad Indirecta 

Se bu enfati7 .. .ado en la posibilidad de que la presencia de un microorganismo comensal 

productor de ¡J4 1actamasa pueda ¡1foctar el tratamiento de un microorganismo patógeno 

sensible a los antibióticos; de esta manera, d comensal poclrfa actuar como "patógeno 

indirecto". Aunque existe evidencia de que este fenómeno se presenta bajo ciertas 

circunstancias en algunas infecciones como las pulmonares, pero también se ha 

140 



CAPITULO 111. INTERACC/ON /HACTAMASA-ANTIBJOTtroeaUtA BACTERIANA 

demostrado que este comportamiento no se sigue en otras infecciones, como en la 

faringitis y la gonorrea63. 

Se han presentado infecciones mixtas donde una de las dos patógenas es el productor de 

{J-lactarnasa, que actúa en sinergismo con el otro, confiriéndole resistencia al secretar la 

enzima al medio119. 

Este mismo efecto, que en este caso es perjudicial, llega a ser benefieo si se toma en cuenta 

que el microorganismo productor de la {J-lactamasa puede ayudar a conservar la flora 

habitual del tracto intestinal mientras se lleva a cabo un tratamiento con antibióticos en 

vías respiratorias89• 
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TERIZACION DE LAS ll-LACTAMASAS 

Debido al incremento del estudio de las {J-lactamnsas, se han desarrollado diferentes 

métodos para su identificación y caracterización, por Jo cual, en Ja actualidad, se dispone 

de una gran cantidad de información que muchas veces es dificil de correlacionar debido 

a las diferentes condiciones empleadas en su determinación. 

Por lo anterior, se hace necesario establecer parámetros para evaluaciones estan

darizadas en el estudio de las {J-lactamasas. A continuación se mencionan los rná' 

empleados en dicha caracterización. 

4.1 Identificación: Pruebas de sensibilidad 

Como se analizó con anterioridad, la resistencia de las bacterias frente a Jos mnibiótico5 

{J-lactámicos puede deberse a otros factores además de la sfntesis de {J-lactamasas. Por lo 

tanto, la ausencia de actividad de p-lactmnasa no gamntiza que un microorganismo sea 

su.!iceptible a determinado antibiótico, por lo que siempre es necesaria una determinación 

directa de la actividad del antibiótico frente al microorganismo·lS. 61
• 

Los métodos má> empleados son 139
: 

a) Métodos de dilución en tubos. 

b) Métodos de difusión en disco. 
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e) Métodos de dilución en agar. 

En general, se deben tomaren cuenta los siguientes factores para llevara cabo una buena 

determinación: 

1) Tamaño del inóculo: En este aspecto se debe recnlcar que las bacterias Gram 

positiva' productoras de P-lactamasa, presentan un "efecto de inóculo" mucho 

mayor que las Gram negativas. 

2) Solubilidad, difusión y estabilidad del antibiótico a examinar. 

3) Composición del medio empicado y condiciones de incubación78. 

Las diluciones en tubo y el método de dilución en agar son técnicas laboriosas, pero 

proporcionan resultados cuantitativos, permitiendo el cálculo de la Concentración In

hibitorio Mlnima (CIM). En cambio, la difusión en disco es más sencilla, pero propor

ciona solamente resultados cunlitativos139. 

El método más empicado para determinar susceptibilidad es el de dilución en agar66
• 

Un grave problema es la presencia de un número muy pequeño de bacteria'i resistentes 

entre una gran población de haclerias sensibles, ya que es difícil la identificación de las 

primera•, debido a lo cual, algunas veces pasan inadvertidas cu el laboratorio. Esle 

problema se puede minimizar al aumcnlar el período de inc'tlbación61
. 

Una de las principales dificultades cllnicas, causadas por las baclerias patógenas Grum 

negativas conp-Jartamasas inducibles, lo constituye su aparen le susceptibilidad frente a 

muchos antibióticosp-Iactfunicos en el análisis de rutin.26. Se debe tomar en cuenta que 
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las cepas productoras de ¡1-lactamasas inducibles, son capaces de sinteti:Zar altos niveles 

de enzima después de un periodo de inducción, por lo cual la resistencia '·e expresa 

tarde. Esto origina frecuentes problemas al microbiólogo, ya que el análisis de difusión 

en disco puede dar resultados de susceptibilidad falsos positivos al no tomarse en cuenta 

el tiempo de inducción durante el análisis94. 

Si no se toma en cuenta el fenómeno de inducción, el tratamiento con el antibiótico 

elegido en el laboratorio, puede causar la selección de las cepas productoras de ¡J-lac

tama.sas inducibles en el paciente, originando complicaciones en el cuadro clfnico26. 

Para evitar este problema, se recomienda la pre-incubación de la bacteria con el 

antibiótico a determinar, antes del análisis de susceptibilidad94. 

Debe tomarse en cuenta que, en el análisis in vilro se determina frecuentemente la 

cantidad óptima de inductor, por lo r¡ue los niveles enzimáticos alcanzados que se 

reportan en la literatura no son una buena guía necesariamente, ya que, la mayoría de las 

veces, la cantidad de inductor empleado en estos estudios no corresponde a la preseute 

en el organismo humano63. 

Hacen falta métodos de laboratorio cstandnri1.a<los para detectar, en las muestras aisladas 

de los pacientes, In facilidad de inducción y desarrollo de resistencia frente a !ns antibió

ticos que se dan en la terapia en ese momento. 

Debido a la frecuente aparición de cepas resistentes durante el tratamiento con las nuevas 

cefalosporinas, Wcinbren y Pcrinpanayagam144
, proponen una simple determinación 
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para conocer si el potencial de inducción de las bacterias productoras de cefalos

porinasas, aisladas en las muestras cUnicas, puede interferir con Ja terapia. 

Otro problema puede surgir cuando el microorganismo prueba se expone a dos 

antibióticos, uno de los cuales puede ser un potente inductor y el otro un buen 

antibiótico, ya que se puede presentar un antagonismo entre ambos94. 

Concentración Inhibitoria Mínima (CIM) 

La susceptibilidad de un microorganismo se expresa como el valor de CIM del antibiótico 

a determinar138, un valor de CIM mayor al establecido como U mi te de susceptibilidad, in

dica resistencia. 

En una determinación in vitro de las fi-lactamasas, se puede observar que los valores de 

eficiencia catalítica obtenidos (Kca!/Km), a veces no coinciden con los valores de 

C!M; esto demuestra que se encuentran involucrados otros factores de resistencia además 

de la acción de las fJ-lactamasas. Una eficiencia catalítica baja y un valor muy alto de 

CIM, podr[a indicar falta de permeabilidad de la membrana externa al antibiótico59 u 

disminución de la afinidad de las PBPs por este; de acuerdo a lo anterior, CIM es el valor 

que representa mejor la interacción /3-lactamasa/antibiótico/microorganismo, por ser un 

estudio que se realiza con la célula bacteriana intacta. 
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En general, es importante recalcar la necesidad de estandarizar y revaluar los_ métodos 

de susceptibilidad cada determinado tiempo (función llevada a cabo por la 

N.C.C.LS. 1
), parn que queden bien establecidos los valores de referencia de susceptibi

lidad y resistencia para cada antibiótico y tipo de microorganismo como lo dcmo:,tr6 

Doem (&)en los discos de susceptibilidad, además de permitir efectuar comparaciones 

válidas entre diferentes laboratorios~18. 

4.2 Identificación, aislamiento y purificación 

Identificación 

En la actualidad, el método mác; empleado para identificar la actividad de,8·lactamasa en 

un microorganismo se basa en el uso de cefalosporinas cromógenas. 

Debido a In sensibilidad, especificidad y sencillez de este método, es el de elección para 

las detenninacioncs de tipo cualitativo. 

Existe también el empleo de anticuerpos par:1 identificar una cepa productora de .B-lm:

tamasa, pero no debe tomarse como único criterio; se: ha reportado la falta de reacción 

entre el conjugado comercial de anticuerpos monoclonales inarcm.los con agentes Quores

centes y dos cepas de N.gonorrlweae productoras de pcnidlina.sa142, Ucmostrando la 

naccsidad de empicar más de un método confirmatorio. 

NCCLS: Nalional Commite of Clli1ical Laboratory Sta11d11rds. 
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Generalmente los métodos que se emplean para detectar bacterias resistentes u los 

andbióticos¡J-lactámicos (pruebas de sensibilidad) requieren cultivos primarios puros de 

los microorganismos. Debido a.1 tiempo que se llevan estas pruebas, raramente se 

emplean los resultados clínicos en la terapia primaria en casos de infecciones severas 

como la gonorrea 123
• 

R. Sánchcz (&), desarrolló un método capaz de identificar selectivamente el gen que 

codifica la enzima TEM-1 en muestras de N. gonanhoeae y algunas de Haemop/Jil1« 

sp.123
; el método es muy r{1pido y sensible, permitiendo la identificación directa en 

muestras clfnicas de cepa.;; de gonococo productoras de pcnicilinasa (PPNG). que actual

mente se encuentran muy diseminadas, representando un grave problema clínico. 

Aislamiento 

En el proceso de aislamiento dc{J-lactamasas se debe de tomar en cuenta principalmente: 

a) Tipo de bacteria. 

b) Comliciones de incub:1ción necesarias para la síntesis y estabilidad de· la·. 

enzima. 

e) Modificaciones genéticas. 

En la'i bacterias Gram positiva'i la enzima se libera al medio, sin embargo, en tns Gram 

negativas se deben empicar métodos de rompimiento celular para liberar la enzima. Los 

métodos más empleados son el ultra sonido, congelamiento-descongelamiento y 
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presión; sin embargo, se ha reportado que el empleo de ultra sonido origina una 

inactivación parcial o total en ciertas/l-lactamasas9S. 106• 

Algunos investigadores lo atnbuyen a un aumento local de temperatura durante el 

proceso y también a la liberación de proteasas, sugiriendo que éstas últimas no se liberan 

durante el proceso de congelamiento-dc~congelamiento. Por otro lado, Mctt 

(&), demostró la ausencia de proteólisis en la cefalosporinasa cromosómica de 

P. aeruginosa, as( como también descartó la inactivación por aumento de la temperatura 

al comprobarse que esta enzima es tcrmocstablc9.5. 106
• 

Se ha demostrado que el método de congclamicnto-descongelamicnto produce una 

mayor actividad enzimática que el de ultra sonido, sin embargo, el primero no se ha 

comparado directamente con el método de presión106
. 

No obstante, los autores citados mencionan la necesidad de emplear el ultrasonido por 

ser un método rápido y simple que permite el estudio de un gran número de muestras, 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 aclaración que 

el método de congclamiento·descongclamicnto proporciona muestras enzimáticas con 

1I111yor actividad especifica y es útil cuando se requieren preparaciones más puras de 

p..lactamasas 106
• 

En cuanto a las condiciones necesarias para la síntesis de f3·lactamasa, debe tomarse en 

cuenta que estas varían de acuerdo a la especie bacteriana y al tipo de P-lactamasa 

producida; cabe mencionar en este punto la importancia de la tempemtura, debido al 

fenómeno de derrepresión a alta temperatura (presente en algunas especies), as! como a 
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la adición de suero bovino en las soluciones de trabajo para estabilizar la enzima, ya que 

se ha observado que la P-lactamasa de E. c/oacae pierde actividad espontáneamente 

cuando se encuentra a bajas concentraciones, fenómeno que no se observa a altas caneen· 

traciones75. 

En algunas bacterias, el grado de expresión del gen que codifica la P-lactamasa es muy 

bajo; debido a las dificultades de aislamiento que esto implica, es frecuente el empleo de 

cepas transconjugantcs, en las cuales la cantidad de enzima expresada es mayor que la de 

las células donadoras34• 40• 68, 72, 137• 

Una de las desventajas de empicar cepas transconjugantes es que no se toman en cuenta 

otros factores que pueden estar involucrados en la resistencia de la cepa donadora, como 

la disminución de la permenbilidad59
• 

Purificación 

En la actualidad, es posible obtener muestra• de¡J-lactamasas ser!nicas con un alto grado 

de pureza mediante In cromatografía de afinidad desarrollada por Cartwright y 

Waley23- 42. 73• Anteriormente se empleaba la cromatografío de intercambio iónico, con 

la que se siguen logrando altos rendimientos de ¡J-lactamasas serfnicas58 y, con algunas 

modificaciones, de metalo-{l-lactamasas103. 

El método desarrollado por Cartwright y Waley se basa en la afinidad de lasjl-lactamasas 

por el ácido m-aminofenilbórico, el cual actúa como ligando. 
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Existen varios inactivadores irreversibles de las P-lactamasas, sin embargo, los in-

hibidores reversibles son poco comunes, en esta última categoría se encuentran el ácido 

bórico y ácidos fenilbóricos23. 

En forma caractcrlslica, lasP..lactamasas serlnicas son inhibidas por estos ácidos, variando 

el grado de inhfüición de cada enzima; en cambio, las metalo.p-lactamasas no son inhibi

das por es1os compuest~. 

Este procedimienlo es rápido y simple, permitiendo la purificación de canlidades grandes 

de la enzima apartir del extracto bacteriano con un gran rendimienlo2.J, 51• Se emplean 

dos clases de columnas: 

a) Una columna llpica de ácido bórico con una unión hidro!llica, denominada 

lipo-L (estructura 4.1). 

Eslructurn 4. I 
Estructura de In unión tlpo-L. 

Estruclura 4.2 

Estructurn de la unión tipo-B. 
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b) Una columna de ácido bórico con brazo de unión hidrofóbica, denominada tipo-B 

(estructura 4.2). 

Par.i lasjl-lactamasas con afinidad relativamente alta por el ácido amino-fenilbórico (clase 

C}, la columna tipo-L proporciona un adecuado grado de unión. 

Para lasP-lnctamasas con baja afinidad por el ácido amino-fenilbórico (clase A), la unión 

hidrofóbica de Ja columna tipo B, proporciona una fuerza de unión adicional, para una 

mayor afinidad. 

De forma caracterfstica, las p-lactamasas de clase estructural C son retenidas en ambos 

tipos de columna, mientras que la clase A sólo es retenida por la columna tipo B, permi

tiendo de esta manera una caracterización estructural preliminar de la ,B-lactamasa 

aislada. 

4.3 Caracterización 

Las ¡J-lactamasas varían amp1iamente en sus propiedades moleculares y enzimáticas. U na 

comparación sistemática de estas propiedades entre las,B-lactamasas hasta ahora conoci

das, es aún di!lcil debido a que cada investigador analiza una propiedad en particular y 

cuando es la misma determinación, la variedad de métodos empleados de un laboratorio 

a otro ocasiona que el análisis comparativo pierda confiabilidad 

Las propiedades que se han usado para diferenciar y clasificar a las p-Jactamasas son: 

l. Actividad frente a un grupo de antibióticosp-laelámicos (perfil de substrato). 
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2. Interacción con inhibidores e inactivadores (perfil de inhibición). 

3. Peso molecular. 

4. Punto isoeléctrico. 

5. Secuencia de nucleótidos del gen que codifica la P-lactamasa. 

6. Secuencia total de aminoácidos. 

7. Naturaleza del sitio activo: identificación de grupos funcionales esenciales 

para la catálisis. 

8. Conformación tridimensional. 

Tales determinaciones varlan en cantidad de material y tiempo requeridos, asi como en 

la información que proporcionan acerca del origen y relación de las P-lactamasas. 

El perfil de substrato se basa en el grado de hidrólisis de un determinado grupo de 

antibióticosfl-lactámicos frente a la enzima en prueba; constituye una de las pruebas más 

definitivas para caracterizarlas14
• Normalmente el perül se expresa en t6rminos de por

centaje relacionado a un valor de substrato elegido (usualmente bcncil-penicilina)120
• 

Idealmente, una determinación completa de Vmax y Km ser!a útil para cada {1-lac

tarnasa, siendo la relación Vmax/Km (eficiencia catalftic-d), la más demostrativa de la 

actividad enzimática, sobre todo cuando se considera la P-lactamasa frente a varios 

substratos4Z 66• 

152 



CAPITULO N. /DENTIFICAC/ON Y CARACTER/ZACION DE LAS p.LACTAMASAS 

El perfil de inhibición es tan importante como el de substrato, se basa en el grado de 

inhibición que experimenta la enzima frente a una serie de inhibidores; originalmente se 

asignaban con un signo (+)indicando sensibilidad o un signo(-) indicando resisten

cia. Posteriormente se determinaron los valores de Ki y Iso (concentración del inhibidor 

requerida para inactivar el 50% de la actividad enzimática); sin embargo, el primero no 

es tan representativo de la interacción enzima-inhibidor, dada la complejidad de acción 

del inhibidor, siendo el segundo el más empleado para los estudios de tipo com

parativo. Sin embargo, para inhibidorcs como el aztreonam y la clox.acilina se prefiere 

determinar el valor de Ki, ya que actúan solamente como substratos pobres14. 

En cuanto al peso molecular, su sola determinación no sirve corno único criterio para 

caracterizar a las¡J-lactamasas, ya que existe una gran variabilidad en éste, aún dentro de 

los grupos propuestos por Bush. Esto se debe, tal vez en menor parte, a los diferentes 

métodos empleados en su determinación. Los que se encuentran basados en la secuencia 

de aminoácidos y nucleótidos son los más reprcsentativos14. 

También debe tomarse en cuenta la posibilidad de que un solo precursor puede dar origen 

a especies moleculares variadas, debido a que algunas veces existen diversos sitios de 

corte en el péptido de señal72, fenómeno que también debe tomarse en cuenta en la 

determinación del punto isoeléctrico (pl)(o8. 

Al igual que la determinación del PM, el pi no se puede emplear como único criterio para 

una caracterización; asimismo, no proporciona ninguna información de la existencia de 

alguna relación entre las enzimas estudiadas. Este punto es particularmente impor

tante, ya que se ha incrementado el número de enzimas no relacionadas con pi 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 7.4 y 8.65)15
• 16

, haciendo esta prueba poco confia

ble68, 9of, //2, 140, pese a ser un método rápido en el que no se requiere purificar los 

extractos celulares y que permite una rápida identificación de la enzima, aún cuando se 

encuentren presentes varias clases de ,8-Iactamasas en la misma célula bacteriana. 

Por Otro lado, se ha reportado que se pueden .emplear métodos cromatográficos para 

detenninar el pi, aislar las ·p-lactamasa~ de una célula y separar diferentes tipos de 

/l-lactamasas de una misma mezcla2. 3
• 

51
• 

Se han desarrollado diversas pruebas genéticas para caracterizar a las ¡'l-lactamasas, rep

resentando un complemento o alternativa a su identificación; entre éstas se encuentra la 

propuesta por Ouellete (&), en la que se sugiere el empleo de pruebas con 

oligonuclcótidos en lugar de la determinación del punto isocléctrico. Dtcha prueba puede 

usarse para i<lentific-JI y diferenciar los genes que codifican las¡J-lactamasm; que difieran 

hasta por un solo aminoácido, como ocurre con TEM-1 y TEM-2112
• 

En general, las pruebas de ADN se emplean actualmente en estudios de caracterización 

y epidemiología de genes bacterianos que confieren resistcncia112
. 

Ouellete (&), demostró la eficiencia de la prueba de oligonucleótidos en 114 cepas 

bacterianas para identificar a las productoras de las {1-lactamasas tipo IBM-1 y OXA-

2; proponiéndola como posible método de caracterización de los genes de {1-lactamasas 

al observar gran correlación con los puntos isoeléctricos. 
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La prueba es más rápida que la determinación del pl y con pruebas apropiadas con 

oligonucleótidos, es posible diferenciar enzimas de diferente tipo que poseen el mismo 

pi y enzimas genéticamente relacionadas con valores de pl diferentes. 

El riesgo de hibridación cruzada con una posible región homóloga se puede reducir 

empleando o\igonucleótidos de mayor longitud. 

Muchas de las nuevas ¡J-lactamasas descritas recientemente, poseen una estructUra 

semejante pero diferente espectro de actividad, por Jo que esta prueba no puede 

empicarse igual que en los otros casos, como único criterio para la caracterización de las 

{J-lactamasas112. 

La determinación de la secuencia de aminoácidos es necesaria para caracterizar a las 

{l-lactamasa•, ya que mediante este estudio se determina la clase estructural a la que 

pertenecen, asimismo proporciona información fi1ogenética 124. 

Realmente ln clasificación en dnses moleculares se ha basado en la secuencia aminoácida 

alrededor del sitio activo. Ambler determinó las secuencias totales para establecer l~ 

clases moleculares; sin embargo. la rnayorfa de los invcstiga<lores se limitaban la sccucn· 

cia del sitio activo (esto se entiende debido a que la mayoría de los aminoácidos 

determinantes de cada c1asc se locali1..an principalmente en el sitio activo). Actualmente 

se trata de realizar una sccucnciación completa, ya que ésta es necesaria para una 

determinación estructural rigurosa42
. 

En general, existen diversos métodos para identificar los centros activos de las enM 

zimas, en particular, los métodos más empleados en el estudio de las {l-lactamasas se 
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basan en el marcaje por afinidad, en el cual se emplean agentes marcados que forman Un 

derivado covalentemente estable con las enzimas1. 

El agente marcado puede ser un inhibidor o un substrato que tenga una Kcat muy 

baja, ambos son apropiados para determinar con exactitud la secuencia alrededor del sitio 

activo76. 

Actualmente, las técnicas crioenzimológicas permiten una mejor determinación de la 

secuencia del sitio activo, ya que permiten la acumulación y estabilización de compuestos 

covalentes intermedios, aún frente a buenos substratos21
. 

Los agentes empleados se marcan rac.Hoactivamcnte74, 80• 
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, por fluorescencia21 o 

mediante un grupo cromógeno (teniendo una absorción máxima a determinada longitud 

de ouda)21• 75. Entre estos agentes destacan los /l-halogenopenicilinatos, los cuales 

poseen un grupo crom6geno75 o pueden marearse con radioactividad (ácido ¡J-iodo 

f/l-metil-H3] penicilánico o [H3
] /l-IP). Mediaote el uso de estos inhibidores, ha sido 

posible relacionar el comportamiento de las P-lactamasas frente a estos agentes, con sus 

clases estructurales. 

De Mcester15, predijo la C!:itructura <le algunas enzimas con base en su comportamiento 

con elp.-lP, demostrando que las clases A, By C difieren marcadamente en su interacción 

con este agente, por lo que lo propone como un parámetro para la clasificación de las 

P-lactamasas. Demostró que los halugcnop!!nicilinatos son substratos para las mctalocn~ 

zimas, mientras que inactivan a las enzimas de las clases A y C siendo la clase A la más 

sensible a dicha inactivacióD-
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Por otro lado, Emanuel {&)aisló el péptido alrededor del sitio activo de la ¡¡-lactamasa 

Kl de K aerogenes sin necesidad de marcarlo; esto fué posible tomando en cuenta los 

aminoácidos característicos de las clases estructurales, por lo que la escisión del péptido 

se realizó específicamente, siendo rápido el proccdimiento42• La desventaja de este 

procedimiento la señalan los estudios efectuados por Joris73, los cuales sugieren la 

posibilidad de la existencia de secuencias casi idénticas a la del sitio activo, invalidando 

el proccdiminto de Emanuel como un método practico. 

En general, el estudio estructural de las proteínas ha mejorado mediante el uso de 

métodos rápidos de secuenciación de ADN sustituyendo la determinación ardua de la 

secuencia de aminoácidos de proteínas con PM mayor de 40,000, si el gen (o ARNm) que 

codifica dicha proteína es accesible. Asimismo, mediante este método ha sido posible la 

elucidación de la secuencia de genes que codifican a las p-lactamasas. 

Debe tomarse en cuenta que puede existir homología entre la<> secuencias aminoácidas 

de dos¡l-lactamasas y el estudio de hihridización de ADN puede ser negativo, esto puede 

deberse a la fluctuación del código genético, el cual permite flexibilidad en la tercera base 

del triplete20. 

Finalmente, la secuencia de aminoácidos y nucleótidos proporciona información acerca 

del origen y relación filogenétiea de las /l-lactamasas. El estudio cristalográfico tambien 

indica relaciones moleculares; sin embargo, en la práctica, estos métodos son tardados y 

laboriosos, no recomendables en la rutina de un laboratorio. No obstante, una 

combinación de los rcsulwdos de la electroforesis, pi y curvas de titulación propuestas 
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por Vedel (&). proporcionan una aproximación menos complicada de la estructura de 

nuevas p..lactamasas y una rápida identificación140
• 

4.4 Determinación de la actividad de las p-lactamasas 

Debido al grave problema clínico que representa la producción de P-lactamasas, ha 

surgido como respuesta la búsqueda de nuevos métodos que permitan una determinación 

máscompletade la actividad y del fenómeno de resistencia de estas enzimas en un núnimo 

de tiempo. 

Métodos cualilatl\los y semi .. cuantitativos 

Los métodos cualitativos se basan en el uso de cefalosporinas cromógenas, las cuales 

desarrollan color al ser hidrolizadas por las {l-lactamasas c1ue se agregan al medio de 

cultivo. Los cromógenos más empleados son la nitroceúna y el PADAc2 (Estructuras 4.3 

Estructura 4.3 
Estructura del PADAC. 

2 PADAC: Piridina-2-AZO-p-Di111elila11ili11a-Cromóforo 
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por Vedel (&), proporcionan una aproximación menos complicada de la estructura de 

nuevas ,8-lactamasas y una rápida identificación140. 

4.4 Determinación de la actividad de las p-lactamasas 

Debido al grave problema clfnico que representa Ja producción de P·lactamasa•, ha 

surgido como respuesta la búsqueda de nuevos métodos que permitan una determinación 

más completa de Ja actividad y del fenómeno de resistencia de estas enzimas en un núnlmo 

de tiempo. 

Métodos cualltntiYos y semi-cuantitolivos 

Los métodos cualitativos se basan en el uso de cefalosporinas cromógenas, las cuales 

desarrollan color al ser hidrolizadas por las {l-Jactamasas que se agregan al medio de 

cultivo. Los cromógenos más empleados son la nitrocefina y el PADAcf (Estructuras 4.3 

Estructu111 4.3 
Estructura del PADAC. 

2 PADAC: Piridina-2·AZO-p·Dirnetila11i/i11a·Crom6foro 
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Estructura 4.4 
Estrudura de la Nitrocelina. 

y4.4, respectivamente), siendo el último el de mayor uso por su gran sensibilidad, debido 

a su alto coeficiente de extinción molar, sirviendo también agente revelador en los 

corrimientos electroforéticos9• 74• 96• 

El PADACy la nitJ:occfina se comportan como diferentes substratos22, el primero pierde 

el grupo J'de substitución durante la hidrólisis, por lo que se comporta como verdadera 

cefalosporioa. La nilrocefina no pierde el grupo 3' y se comporta mas parecido a una 

penicilina frente a diversas /l-lactamasas de clase A, en las que el Kcat es mayor con la 

nitroccfina que frente a las ccfalosporinas típicas. 

El PADAC no es una ccfalosporina cromógena selectiva. es hidrolizada tanto por 

penicilinasas como por cefalosporinasas. 

Debido a que la técnica anterior es solo una determinación de tipo cualitativo, núentras 

que los métodos cuantitativos requieren procesos laboriosos, incluyendo el aislamiento 
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de la enzima y su purificación, Kobayashi {&),desarrolló un método simple y fácil de 

realizar en placas de agar con PADAC3. 

El método se basa en la determinación del diámetro de la zona de hidrólisis del 

PADAC, formada alrededor de las colonias de bacterias Gram negativas productoras de 

p..lactamasas, proporcionando datos semicuantitativos de la actividad enzimática 

mediante el empleo de curvas estándar, donde se grafica la actividad de P-lactamasa 

contra el diámetro de lúdrólisis. Este investigador demostró la correlación entre la zona 

de hidrólisis con la actividad periplasmática de la p-lactama•a, determinada 

espectrofotométricamente. 

Las desventajas principales de este método son que su uso está limitado solo a bacterias 

Gram negativas debido a la actividad antibacteriana del PADAC frente a las bacterias 

Gram positivas y que también debe prepararse una cutva c~tándar para cada especie 

bacteriana, resultando un poco tedioso; sin embargo, el método es muy simple y práctico 

especialmente cuando las muestras a determinar son numerosas. 

Finalmente, este método puede emplearse para investigar inhibido res de p-lactamasas y 

estimar su actividad inhibitoria. Por otro lado, se puede incrementar la sensibilidad del 

método al emplear inhibidores selectivos de ¡J-lactamasas, ayudando a una clasificación 

preliminar del tipo de cazima83. 

Métodos cunnlilativos 

En la actualidad, los métodos cuantitativos más empicados son el iodométrico y, prin

cipalmente, la espectrofotometrfa en ultravioleta 137
• 

160 



CAPrrLJLO N. IDENTlFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS f>LACTAMASAS 

Los primeros ensayos para determinar la actividad en una forma cuantitativa fueron los 

empleados para las penicilinasas109
; el método iodométrieo se basa en la reducción del 

yodo por el ácido penicilóico (producto de la hidrólisis de la penicilina por la /1-lac

tamasa). La velocidad de reacción se detennina calculando la cantidad de yodo que 

reaccionó con el ácido pcniciloico por titulación con tiosulfato de sodio o para 

determinaciones más precisas, mediante mediciones espectrofotométricas, compren

diendo la determinación del ion 13 · presente en mezclas de 12 / Kl o el grado de 

decoloración del complejo almidón-yodo en la mezcla de reacción109• 120
• 

El método es ideal para el estudio de la cinética enzimática frente a la mayoría de las 

pcnici1inas; sin embargo, Ja determinación iodométrica ha demostrado ser menos segura 

en la determinación frente a la< cefalosporinas, debido principalmente al patrón de 

rompimiento de éstas120
• 

Los métodos espectrofotométricos determinan la desaparición del substrato, ya sea por 

la aparición de color (nitrocefina y PADAC) o disminución en la absorción máxima 

caracterlstica de cada compuesto ¡J-lactámico en la región del uvZ 3• 22. 23
• 

117
• 93. 

No todos los substratos cromógenos pueden emplearse para una determinación 

cinética, depende del tipo de p~Jactamasa; por ejemplo, la nitrocefina no emplearse como 

substrato frente a Jas enzima.'\ de K. ¡meumoniae 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 

inactivación inducida por el substrato. 

La inactivaci6n inducida por el substrato parece ser un fenómeno general en las p-!ac

tama~as de las clases A y C14• Esta inducción se puede presentar con substratos pobres y 
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buenos. No se conoce el origen molecular de este fenómeno, un substrato dado puede 

presentar comportamiento normal frente a algunas enzimas e inducir una inactivación 

progresiva e irreversible con otras. Esto puede deberse a la formación de un intermediario 

inbene a través de una ruta ranúficada, cuya hidrólisis es muy lenta. 

Blake lI (&),desarrolló un método enzimático general para la determinación de Km y 

Vmax frente a substratos no cromógenos, aplicable ala¡J-lactamasa; se basa en la compe-

tencia de un substrato cromógeno y uno no cromógeno por el mismo sitio activo de la 

enzima, midiendo el efecto del primero sobre la interacción enzimática con el segundo10. 

En general, la actividad de una enzima se puede determinar por aparición de un producto 

o desaparición del substrato; sin embargo, en las P-lactamasas deben considerarse los 

productos intermedios de la reacción, ya que no es necesaria una hidrólisis total para 

inactivar los antibióticos /J·lactámicos, medir solo el producto, sería subestimar su ac~ 

tividad enzimática. 

La reacción catalizada por las fl-lactamasas serfnicas es la siguiente: 

K1 
E+S ...---:: ES 

acilación 
E-S E+P 

dasacllaclón ~ 

Donde ES, E-S como P son biológicamente inactivos; de acuerdo a 

.esto, Sanders124, señala que el Indice aparente de la reacción no solo depende de la 

concentración de E y S, sino también del método empleado para monitorear la reacción. 
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El método iodométrico mide solamente el producto P; de esta manera, las deter

minaciones basadas en este método no medirán la cantidad total del antibiótico 

biológicamente inactivo si K2 y K3 son mucho más pequeñas que K1, ya que predominan 

de esta manera ES y E-S. 

Las determinaciones espectrofotométrieas en uv que miden el antibiótico qu!micamente 

inalterado (S y ES), no serán indicativas del antibiótico biológicamente inactivo si K+ 1 

es mucho mayor que K-1 o K 2-

Solo el bioensayo, que es un método que en la actualidad no se emplea por ser difícil de 

manejar"19, determina correctamente el antibiótico biológicamente inactivo, aunque no 

se distinga entre ES, E-So P. 

Lo anterior explicarla el porqué los estudios que involucran el bioensayo, especialmente 

aquellos de incubación prolongada, muestran una mayor inactivación frente a los nuevos 

antibióticos P-lactámicos que la de otros estudios que involucran otros métodos. 

Cuando se trata de antibióticos que son hidrolizados rápidamente, los resultados ob

tenidos no se encuentran tan influenciados por el método empleado, ya que la reacción 

se lleva a eabo con gran rapidez. En este caso, la medición de S o P solamente, darla 

resultados similares de la'velocidad de reacción. 

Debido a que las cefalosporinas de primera generación son hidrolizadas rápidamente por 

las cefalosporinasas cromosómicas 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 antibiótico frente a !Ós microorganismos que 

poseen tales enzimas. 

Las cefalosporinas de tercera generación no son hidrolizadas rápidamente por dichas 

enzimas (Vmax baja), por lo que los resultados obtenidos con los diferentes métodos 

pueden ser contradictorios. 

La literatura señala que no se puede predecir la susceptibilidad de las cefalosporinas 

recientes y compuestos monobactámicos frente a las ccfalosporinasas cromosómicas de 

los microorganismos Gram negativos debido a la gran afinidad de las enzimas por tales 

antibióticos junto con un fndice muy bajo de hidrólisis. De esta manera, puede ser 

significativa la canlidad de antibiótico presente como ES y E·S a un tiempo dado de la 

reacción. 

De acuerdo a lo anterior, los métodos que determinan solo P o S + ES no estiman 

realmente la capacidad total de las enzimas para iaactivar estos antibióticos. 

Sanders sei1ala que, al menos has1a 1987, no se ha desarrollado ningún método que 

permila delerminarseleclivamenle y con precisión al antibiótico activo (S) o al antibiótico 

inactivo (ES + E-S + P), bajo las posibles condiciones a las que se encuentra la célula 

después de una inducción o dcrrcprcsión estable124
. 

Este problema se ve aunado a la necesidad de llevar a 4..:abo estudios in vitro bajo 

condiciones no fisiológicas de exceso de antibiótico debido a la incapacidad de detección 

de los sistemas para una medición precisa de bajas concentraciones de So P. 
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Además, debe tomarse en cuenta que los resultados observados en estudios in vilro con 

los antibióticos {1-lactámicos no son del todo indicativos de su actividad real en la célula 

intacta, ya que no se están tomando en cuenta parámetros tan importantes como la 

velocidad de penetración del antibiótico, con lo que se obtendrla una determinación real 

de la interacción del antibiótico con el microorganismo, permitiendo definir la eficiencia 

de los antibióticos frente a éste. 

Actualmente se ha incrementado el desarrollo de procedimientos que permitan trabajar 

con la célula intacta. Se han desarrollado ecuaciones que describen el cambio de la 

concentración del antibiótico /1-lactámico respecto al tiempo, en células intactas de 

bacterias Gram negativas. Son aplicables para cualquier substrato sobre el cual actúe una 

enzima que se encuentre solamente en el espacio periplasmático y sigue la cinética de 

Michae1is-Mentcn107, 108• 

Por otro lado, se ha desarrollado una teoría cinética que relaciona el valor de CIM del 

amibiótico /J-lactámico, In permeabilidad externa y la actividad del espacio pcriplas

mático, pero la teorla requiere también el análisis del grado de inactividad de las 1'13Ps 

(Proteínas que se unen a las pcnicili11as), para una correcta predicción sobre la inhibición 

del crecimiento bacteriano por los antibióticos /J-lactámicos 107
. 

Mobashery (&), monitoreóin vivo la actividad de dos tipos de/)-lactamasas periplásmicas 

mediante espectroscopfa de Resonancia Magnética Nuclear (NMR)96. Marcó con C13 

una cadena lateral de la ccfalotina y el curso de la hidrólisis lo determinó midiendo la 

disminución de la resonancia del substrato y el aumento de la resonancia de la cadena 

liberada durante la hidrólisis; a pesar de que la eficiencia de este procedidmiento in vivo 
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es limitado, es la primera demostración de que Ja espectroscopfa NMR puede constituir 

una herramienta útil para seguir el curso de Ja hidrólisis de las/l-lactamasas en las células 

viables. Su utilidad como método cuantitativo es limitada debido a Ja necesidad de 

emplear exceso de substrato por Ja baja sensibilidad del C13• 

Si se llegan a perfeccionar y desarrollar tales procedimientos, tomando en cuenta los 

parámetros fisiológicos de manera global y la determinación precisa de la forrna en que 

se encuentra el antibiótico, se podrá obtener una determinación directa y precisa que 

permitiriá delinear el mecanismo responsable de la resistencia frente a cada uno de los 

antibióticos y, por lo tanto, definir la eficada de estos frente a los microorganismos 

resistentes.. 

Este tipo de procedimiento ayudaría posiblemente a aclarar las discrepancias obtenidas 

en algunos estudios comparativos, donde los parámetros cinéticos calculados 

(detenninación in vitro) no concuerdan con los valores de CIM (determinación in 

vivo138) 
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5.1 Antecedentes 

Los primeros inhibidorcs considerados potencialmente útiles, fueron los antibióticos 

{i-lactámicos con estabilidad frente a las fl-lactamasas. 

Abrabam y Newton en 1956 describieron Ja actividad inhibitoria de Ja cefalosporina C; 

pero el primer paso práctico sobre este estudio fué Ja descripción de la actividad in

hibitoria de la meticilina, descubierta por Rolinson (&},en 1960, quien encontró que 

actúa como inhibidor de la pcnicilina~a de Racillus cereus. 

El primer uso clínico de la mcticilina como inhihidor fué hecho por Shirley y Moore en 

1965. Ellos trataron, con una 111czda c.Jc bcndlpcnicilina y mcticilinn, una infección per

sistente de Pseudomonas aemginosa en el tracto urinario que babia resistido la ternpia 

con otras drogas (kanamicina, tetraciclina y colistina). 

Como Ja meticilina y las penicilinas derivadas del isoxazolil (como cloxacilina y 

llucloxacilina) son muy estables a un amplio rango de¡'l-lactamasas, es entendible que se 

estudiaran como inhibidorcs potencialmente útiles. 

Hamillon-Miller y Smith, Suthcrland y Batchclor, Sabath y Abraham, en 1964145, es

tudiaron una extensa gama de fJ-lactamasas utilizando bencilpenicilina o ampicilina en 

combinación con oxacilina o cloxacilina. L ... 1. incidencia de un sincrgismo clinícamente 

relevante (como sería la reducción del valor de CIM de ampicilina por debajo de los 5 

mg/I) fué mas baja de lo esperado. De las 133 cepas Gram negativas resistentes a la 
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ampicilina, estudiadas por Sutherland y Batcbelor, solo 5 mostraron la reducción 

esperada de CIM. Para obtener en el resto el sinergismo deseado, el nivel de antibióti' 

eo, actuando como inhibidor, debe ser en cantidades extremadamente altas (excediendo 

los 100 mgll). 

Como las combinaciones fueron efectivas solo contra ciertas cepas de bacterias Gram 

negativas, se concluyó que no tienen una aplicación cUnica útil. 

Sin embargo, las cefalosporinas tienen un espectro de actividad antibacteriana mayor que 

las penicilinas y, por ser estables a las fJ-lactamasas, se investigó también su actividad 

inhibitoria. 

El único compuesto que se ha utilizado en pruebas clfnicas fué el cefoxazol que, com

binado con penicilina, ( ccfoxiliM} se utiliza exitosamente para el tratamiento de la 

mastitis bovina. 

También está la cefoxitina; cefalosporina muy estable a las P-lactamasas y un inhibidor 

poderoso, pero es improbable que su uso tenga significado c!Inico, por sus propiedades 

farmacocinéticas y efectos secundarios128. 

Tipos de lnhlhiclón 

Se ha reportado un número considerable de inhibidores <le origen sintético o natural, e 

igualmente se han investigado sus mecanismos de acción; observando que por 

ejemplo, los compuestos que proporcionan un complejo acil-e117jma estable pueden 

ser candidatos para inhibidorcs de estas enzimas134
• 
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1competitiva1 

Fig. S.l 
Mecanismos d.e lnhibic16n de las p-laclamasas. 

j no competitiva j 

Dependiendo del tipo de mec-.mismo utilizado, los inhibidores pueden ser com

petitivos o no competitivos (fig. 5.1). 

Competitivos: 

a) Reversibles: El inhibidory el substrato (el antibiótico susceptible) compiten 

por el sitio activo de la¡J-lactamasa. No tiene lugar una interacción qu!núca y si 
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et inhibidor es removido (por dfalisis) la enzima actúa sobre el substrato. 

Ejemplos de estos son las penicilinas del isoxacil. 

b) Irreversibles: Una interacción irreversible tiene lugar entre la enzima y el 

inhibidor, inactivando la enzima. El remover los restos del inhibidor no permite 

la regeneración de la enzima. Los inhibidores de este tipo son inevitablemente 

autodestruidos en este proceso y por esta causa se les llama inhibidorcs suici

das. Tambien se les llama inhibidores progresivos ya que conforme pasa el 

tiempo se observa mejor efecto. El ácido clavulánico y el sulbactam son ejemplos 

de esto145. 

No-comoctitivos: 

Al contrario de los inhihidores competitivos, estos compuestos no compiten con el 

substrato por el sitio activo de la enzima. Este tipo de inhibidorcs se unen a la enzima en 

un punto lejano al sitio activo, distorcionando la estructura de la enzima e impidiendo asi 

su función. Aunque no existen muchos casos de inhihidorcs de este tipo, se ha encontrado 

esta acción en compuestos como la cefaloglicina y cefamandol sobre la /l-lactamasa de 

Enterobacter c/oacae cuando se utiliza ni troce tina como substrato. 

La meticilina es altamente estable a la hidrólisis de la¡J-lactamasa y tiene la característica 

de poder actuar con los dos mecanismos de inhibición: funciona como inJ:iibidor compe

titivo a bajas concentraciones y en altas concentraciones como inhibidor nowcompetitivo. 

Caracler(slicas de un lmen inhibidor: 

!) Debe ser activo a niveles permisibles en los íluidos corporales. 
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2) Debe ser activo sobre una amplia gama de ¡1-lactarnasas de bacterias Gram 

positivas, Gram negativas, aerobias o anaerobias. 

3) Su farmacología debe ser similar a la del antibiótico con el que se asocia.(vida 

media, distribución en Jos tejidos y capacidad de penetración/16. 

4) Debe estar libre de toxicidad. 

5) Su costo no debe ser muy elevado puesto que va a usarse junto con un 

antibiótico. 

5.2 lnhlbldores de mayor Importancia 

Acuatalmente Jos principales inhibidores son el ácido clavulánico, el sulbactam y, recien

temente, el tazobactam. 

El inhibidor más estudiado y utilizado es el ácido clavulánico (o su sal, el clavulanato); 

pero existen otros efectivos como son Jos derivados del ácido penicilánico sulfonado 

que, por ser substratos pobres, pueden funcionar como potentes inactivadores48
. A este 

segundo bloque pertenecen el sulbactam y el prometedor tazobactam. 

La información sobre estos tres inhibidores es extensa y varía mucho dependicntlo de Jas 

condiciones con las que trabaja cada investigador; por esta razón. en este trabajo se 

presentará Ja información más actualizada sobre cada inhibidor y los trabajos de varios 

investigadores, que llevan a cal.Jo un estudio comparativo de su actividad cuando se 

combinan con diferentes antibióticos. 
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5.2.1 Acldo clavulánico 

Es un metabolito producido por Streptomyces clavtdigerus que, a diferencia de las 

penicilinas, tiene un anillo de oxazolidina en vez del anillo de tiazolidioa y un sus

tituyente inusual en la posición C2 en vez de los dos grupos metilo encontrados 

comunrnente en los peoicilánicos (fig. 5.2). 

Fig. 5.2 
Estructura del ácido clavuláolco. 

Este compuesto tiene una débil actividad bactericida, sin embargo, puede inactivar 

especies de Neisseria y algunas de Bacteroides a concentracioucs clínicamente acep-

ladas; mas su importancia radica en la propiedad inhibitoria que ejerce sobre un amplio 

espectro de {J-lactamasas, provenientes tanto de bacterias Gram positivas como de 

Gram negativas10.5. 145• 

Es un potente inhihidor progresivo o suicida de ta P-lactamasa estufilocóccica. de la 

de Bacteroidesfragilis y de lasp-lactamasus HMS-1, Sl!V-1, PSE-1 y PSE-4. 

Jacobs (&),con el fin de evaluar la activiUad de diferentes inhibidorcs combinados con 

ampicilina y penicilinas de amplio espectro, hizo un estudio implantando plás1nidos 

bien caracterizados, que codifican para la producción de diferentes P-lactamasas, en 
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cepas de E. coü y P. aeruginosa e hizo la comparación con cepas de otros bacilos Gram 

negativos que se aislaron de muestras clínicas y que producen enzimas caracterizadas 

cromosómicas o mediadas por plásmidos o ambas69• 

Encontró que el clavulanato es el único inhibidor efectivo contra la enzima OXA-6 

implantada en P. aeruginosa, especialmente cuando se combina con ticarcilina y 

piperacilina; mas no fué un buen inhibidor frente a la> enzimas PSE-2 y PSE-3 (tabla 

5.1). 

Combinado con ampicilina, es el único inhibidor efectivo contra la /l-lactamasa 

producida por Aeromonas hidrofila y, combinado con otros antibióticos, es el inhibidor 

que produce el mayor grado de sincrgismo. 

También es efectivo contra las enzimas OHI0-1 yTEM-1 producidas por Enterobacter 

especialmente cuando se combina con mczlocilina; pero no mostró efecto sinérgico 

frente a las /l-lactamasas de S. marcescens y de C. freundii, tanto las cromosómicas 

como las mediadas por plásmi<los además de llegar a presentar antagonismo en 

algunos casos (tabla 52). Solo cuando se combina con azlocilina logra reducir los 

valores de CIM de la enzima TEM-1 de C.freundii. 

Thomson (&), encontró que actualmente un gran número de cepas de E. coli que 

producen TEM-1 son resistentes, especialmente cuando se combina con ticarcilina136; 

se relaciona con los valores elevados de CIM, encontrados por Jacobs, que se presen

taron al usar tic..1.rcilina que, aunque siguió siendo una mezcla efectiva, fue la que 

presentó menor grado de sinergismo (tabla 5.3). Esto puede deberse a que Thomson 

utilizó una concentración de inhibidor de 2 mg/I, mientras que Jacobs utilizó 8 
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mg/l; concentración que representa los niveles sérlcos tolerables de clavulanato y 

sulbactam cuando se administran por vía intrnvenosa69. 

De los 16 plásmidos implantados por Jacobs (&) en E. coli, se observa que el 

clavulanato fué un buen inhibidor de las enzimas OXA. Presentó su mayor grado de 

sinergismo al combinarlo con ampicilina y CIM's muy bajos combinado con apalci

lina, piperacilina y mczlocilina. En general, en todas las combinaciones, et clnvulnnato 

mostró ser el mejor de tos tres inhibidorcs para la mayada de estas enzimas, especial

mente con azlocilinay mczlocilina (tabla 5.3). 

La mayorfa de las enzimas del tipo la de Richmond y Sykes (grupo 1 de Bush) que se 

encuentran en E. cloacae, C. frewidii y la p-lnctamasa ampC de E. co/i son inhibidas 

unicamcntc a concentraciones muy elevadas de clavulanato; también lo son las /1-

lactamasas de especies de Bacteroides, de Legiorrella y Brarrliame//a, pero no puede 

inhibir las fJ-lactamasas inducibles de microorganismos como Alca/igenes faecalis o 

Flavobacteriurn (grupos 3 y 4 rcspectivamente) 105• 

Kobayashi (&),encuentra que el ácido clavu\ánico disminuye la resistencia bacteriana 

a la penicilina G y a la cefazo\ina, que son antibióticos relativamente susceptibles a la 

hidrólisis de la /l-lactamasa estafilocóccica, mas no afecta la sensibilidad de estas 

bacterias cuando se utiliza meticilina, oxacilina o cefalotina82. Una de las ventajas 

importantes que tiene el ácido clavulánico es su alta capacidad de penetración al 

espacio periplasmático, que es mayor a la que presenta el sulbactam o los 

iodopcnicilinatos, como 1o comenta Ncu (&), en los estudios efectuados en cepas de 

E. coli productoras de TEM-1105. 
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Amoxicilina/Oavulanato 

Esta combinación, tambien conocida como augmentin104, es utilizada efectivamente 

en infecciones leves de tejidos y del tracto urinario145. 

Es efectiva contra las enzimas ·ruM-1, TEM-2 y ROB-1 de Haemophüus i11jlue11zae 

(cuando se utiliza una concentración de clavulanato de 2 mg{I} aunque no se produce 

una reducción de CIM tan eficiente como cuando se utiliza como inhibidor el tazo

bactam131. 

Es la única combinación efectiva contra K. axytoca 46, que además de poseer una 

{J-lactamasa de amplio espectro, la produce a una cantidad 300 veces mayor que otras 

cepas611. 

Cefooerazona/Clavulanato 

Esta combinación resultó 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 antibiótico ~olo. 

La combinación con la proporción JxCIM de cefoperazona/ 1 mg/l clavulanato, mostró 

sinergismo contra todas las cepas. Al aumentar la concentración de ccfoperazona 

(2xCIM}, la mezcla resultó ser bactericida para todas las cepas; tanto para las sensibles 

como para las resistentes al antibiótico, a diferencia de la mezcla cefopcrnzona/sulbac

tam, que resultó ser bacteriostática para todos los ca~os aunque se •mmcntara la 

concentración del inhibidor104; por lo que podemos decir que el clavulanato es m6s 

efectivo que el sulbactam para estas enzimas. 
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Ticarcilina/Clavulanato 

Estudios recientes reportan la aparición de resistencia a la mezcla ticar

cilina/clavulanato (timetin)132 y a la amoxicilina/clavulanato en aislamientos cl!nicos 

de enterobacterias que previamente se pcm;aba serían inhibidas por el clavulanato. 

En un experimento llevado a cabo por Thomson (&}l36, utilizando 74 cepas de 

entcrobactcrias, encontró que el 32% fueron resistentes a la ticarcilina/clavulanato 

cuando se utiliza una concentración de inhibidor de 2 rng/1; mientras que otras 

combinaciones (piperacilina/tazobactam, cefoperazona/sulbactam) mostraron ser más 

efectivas (tabla 5.4). 

AGENTE 

llcarcilina 
llcarcilina/clavulanato 
Piperacilina 
Piperacilina/laZobactam 
Cefoperazona 
Cefoperazona/sulbactam 

Susceptible 
3 (4) 

28 (38) 
15 (20) 
55 (74) 
54 (73) 
65 (88) 

TablaS.4 

No. DE CEPAS (%) 

Moderadamente 
susceptible 

2 (3) 
22 (30) 
5 (7) 
6 (B) 
6 (B) 
3 (4) 

Resistente 
69 (93) 
24 (32) 
54 (73) 
13 (18) 
14 (19) 
6 (B) 

Comparación de In susceptibilidad de 74 cepas de enterobncterlas rrcnte a 
antibióticos p-lactámicos solos y combinados con un inhibidor136. 

Cultivos productores de PSE-1 fueron resistentes o moderadamente susceptibles a esta 

combinación sin importar la cantidad de enzima producida; también presentaron 
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resistencia las cepas productoras de HMS-1, OHI0-1 y las cepas de Klebsiella oxyloca 

que producen altos niveles de la enzima clase IV. 

De 42 cepas de E. co/i productoras de la enzima TEM-1, 26% mostraron resisi.encia. 

(tabla 5.5) y de 13 cepas de K. pneumoniae productoras de SHV-1 el 77% mostraron 

ser resistentes (tabla 5.6). 

AGENTE 

Ticarcilina 
licarclllna/ctavulanato 
Piperacilina 
Piperacilina/tazobactam 
Cefoperazona 
Cefoperazona/sulbactam 

Susceptible 
1 (2) 

14 (33) 
7 (17) 

34 (80) 
32 (76) 
41 (98) 

Tabla5.5 

No. DE CEPAS (%) 

Moderadamente 
susceptible 

O (O) 
17 (41) 
2 (5) 
4 (10) 
3 (7) 
1 (2) 

Resistente 
41 (98) 
11 (26) 
33 (78) 
4 (10) 
7 (17) 
O {O) 

Comparación de la susceptibilidad de42 cepas de E. coliproductoras deTEM-1 
frente a antibióticos {J·lactámicos solos y combinados con un inhibldor136• 

AGENTE 

licarcilina 
licarcilina/clavulanato 
Piperacilina 
Piperacilina/tazobactam 
Cefoperazona 
Cefoperazona/sulbactam 

No. DE CEPAS (%) 

=
rModeradamente 

Susceptib susceptible 
O {O) O (O) 
1 (8) 2 (15) 

1 (8) 1 2 (15) 
7 (54) O (O) 
7 (54) 1 (8) 
8 {61) 1 (8) 

Tabla 5.6 

Resistente 
13 (100) 

10 (77) 
10 (77) 

6 (46) 
5 (38) 
4 (31) 

Comparación de In susceptibilidad de 13 cepas productoras de SHY·lfrcnte a 
antibióticos {J·lnclámlcos solos y combinados con un inhlbidor136• 
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El aumento de resistencia se asoció al incremento en ta producción de ciertas p-lac

tamasas, como es el caso de las enzimas TEM-1 de E. coli, la SHV-1 de K.pneumoniae 

y la enzima clase IV de K axytoca; sin embargo, puede deberse a otros factores como 

son la permeabilidad de la membrana y la afinidad a las PBPs (ver: Otros factores de 

resistencia ao;ociadas a los inhibidores). 

Piperacilina/Clavulanato 

Higashitani (&),estudió la combinación de varios inhibidores con la piperacilina frente 

a cepas productoras de penicilinasas, cefalosporinasas y oximino-cefalosporinasas. 

A una concentración de 5 mg/l el clavulanato combinado con la piperacilina mostró 

tener una gran efectividad sobre cepas de E. coli, S. aureus y K. pneumoniae productoras 

de peni~ilinasas, ya sean cromosómicas o mediadas por plásmidos. 

Frente a las cepas de E. coli productoras de una oxirnino-cefalosporinasa constitutiva 

no hubo sinergismo en la mezcla, dando una reducción muy baja o nula de CIM. 

Frente a las cefalosporinasas inducibles el clavulanato mostró ser antagonista a la 

piperacilina provocando un incremento de CIM en la mayoría de las cepas6q 65• 

Esto permite concluir que el clavulanato es un excelente inhibidor de las 

pcnicilinasns, mas con las ccfalosporinasas llega a ser muchas veces hasta un inductor. 
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Mecanismo general de inhibición del Cln.vulanato 

La acilación de la ¡J-lactamasa en el residuo de serina del sitio activo, puede llevarse a 

cabo con un substrato o con los inbibidores que actúan como substrato105. 115• 

La acilación de la enzima por un substrato análogo, como es el ácido clavulánico, co 

mienza por el rompimiento del anillo /l-lactámico, conduciendo a la formación de un 

compuesto intermediario (fig. 5.3). Este compuesto, la acil-enzima (EA), es la fonna 

inicial que se presenta, junto con la imina correspondiente, como resultado de la 

ruptura del enlace C-0. La rápida pérdida de la actividad catalítica, refleja la 

acumulación de EA. 

La acil-enzima puede tomar dos caminos: 

1) La hidrólisis (desacilación). 

2) Formación de la enamina (a panir del rompimiento del enlace CS-0 y la 

tautomerización de la imina resultante). 

Ambas reacciones son mucho más lentas que la formación de la acil-enzima. 

La enamina formada inicialmente es la conformación cis, cuya isomcrización-a la 

formación tra11s es mas estable, aunque et proceso sea mas lento. 

La forma de enarnina de la acil-enzima es más estable a la hidrólisis que la acil-enzima 

normal, debido a la conjugación entre el enlace ester y el doble enlace de la enamina. 

También es probable que las formas cis lrans difieran en su resistencia a la dcsacilación 

como resultado de un efecto estérico121. 
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En la enzima TEM de E. co/i, la reacción final involucra la inactivación irreversible de 

la enzima después de llevar a cabo un gran número de movimientos ( 115) dentro de 

este proceso; a diferencia de ésta. la ¡J-lactamasa de S. aureus se inactiva sin ningun 

movimiento del inhibidor, para formar una especie cuya inhibición unicamente es 

transitoria. 

5.2.2 Sulbaclam 

El sulbactam es un derivado del ácido penicilánico sulfonado145, también conocido 

como CP 45899 (fig. 5.4). 

Fig.5.4 
Eslmctura del suibactam. 

Su único uso cllnico, por sr solo, se ha reportado contra N. gonorrlioeae y Acinetobac-

ter, también actl1a, aunque más dcbilmente, contra cocos Grant positivos, enterobac

tcrias, Pseudomonas y algunas especies de Bacteroides1º5. 

Con las p-lactamasas aisladas, se ha demostrado c¡ue inhibe la de S. aureus 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 sólo las inhibe débilmente. 

La combinación de ampicilina/sulbactam, conocida como unacyn46, se utiliza con gran 

frecuencia; se ha reportado un alto grado de sincrgismo de esta combinación contra 

cepas de H. influenzae cuando se utiliza una concentración de inhibidor de 8 mg/l; sin 

embargo, no se observan los mismos resultados cuando se combinan 2 mg/l de sulbac

tam coa moxicilina; pues el sincrgismo observado es mucho menor cuando este antibió

tico se combina con otros inhibidorcs como el clavulanato o el tazobactam, que 

producen una reducción mayor de CIM y a concentraciones aún menores131• 

Cuando se combina con cefpirorna, ccfotaxima, ccfazolina, metici1ina y penicilina G n 

una concentración de inhibidor de 10 mgll muestra un notable sincrgismo contra Ja 

¡J-lactamasa de S. m1reus, especialmente con cefpiroma y ccfotaxima82. 

Jacobs (&), ha reportado la actividad de Ja combinación del sulbactam con am

picilina, ticarcilina, azlocitina, mczlncilina, piperacilina y apalcilina contra diferentes 

plásmidos implantados en cepas de E. co/i (tabla 5.3) y en P. aeruginosa (tabla 5.1) 

además de las cepas de Enterobactcr, C. freundii y S. marcescem que producen P-lac

tamasas bien caracterizadas fínbla 5.2). 

En general, con todas las cepas el sulbactam mostró un sincrgismo muy bajo y en pocas 

ocasiones llegó a ser comparable su actividad con la de otros inhibidores más efec

tivos, como son el clavulanato y el tazobactam104. 
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En las únicas cepas donde mostró una mejor actividad fue en las de E. coli productoras 

de la enzima 0~-1 y OXA-2 cuando se combina con apalcilina y azlocilina respecti

vamente (tabla 5.3)64 y las cepas de E. co/i GN14930 y E. c/oacae GN7471 cuando se 

combinan con piperacilina65. 

Donde destacó la actividad del sulbactam, fué frente a lap-lactamasa cromosómica de 

S. marcescens; especialmente cuando se combinan 8 mg/I de este inhibidor con ticarw 

cilina o piperacilina (tabla 52). 

Cefoperazona/sulbactam 

En un estudio llevado a cabo con 74 cepas de enterobacterias se encontró que sólo el 

19% fueron resistentes a la cefoperazona por sí sola, siendo el antibiótico que dió 

mejores resultados al comparar su actividad con la ticarcilina y la piperacilina (tabla 

5.4)136• 

Cuando se agregó el inhibidor a una concentración de 2 mg/I el porcentaje de cepas 

resistentes fué unicamente del 8% . 

Posteriormente el estudio se enfocó al análisis de la enzima TEM-1 de E. cali. Se 

encontró que esta combinación fué la única que logró 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, el porcentaje de cepas resistentes no fué tan exitoso como el obtenido 

con la TEM-1, pero logró obtener el porcentaje más bajo de las tres combinaciones 

experimentadas {tabla 5.6). 
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Este incremento en la resistencia se atribuye a la producción de altos niveles de enzima. 

Ceftriaxona{sulbactam 

Fantin (&)44, hizo experimentos in vivo e in vitro de esta combinación, contra una 

¡J-lactamasa descubierta recientemente en cultivos de E. coli y K. p11ewnoniae resisten

tes a la cefotaxima y ceftriaxona. 

In vitro encontraron que la actividad de la ceftriaxona y el sulbactam solos es inefectiva 

contra un inóculo de 5 x 107 UFC/ml; pero al mezclarlos, se observó un siner

gismo, dependiente de la concentración del sulbactam. 

También se estudió al sulbactam con una combinación de ceftriaxonn-netil

micina, puesto que la combinación de una cefalosporina de amplio espectro con un 

antibiótico aminoglucósido es aun muy utilizada en el tratamiento de serias infecciones 

producidas por enterobacterias. 

La netilmicina sola o en combinación con la ceftriaxona produjo una reducción de 1 a 

1.5 logia UFC/ml después de 24 horas de incubación frente a un inóculo de 5 x 107 

UFC/ml. Al agregar el sulbactam a esta combinación y bajo las mismas condiciones, se 

logró una reducción hasta de 4.3 log10 UFC/ml. 

En el experimento in vivo, de una endocarditis provocada en conejos, se observó que 

el mejor tratamiento fué el de la combinación de 30 mg/kg de ccftriaxona con 100 mg/kg 

de sulbac\am que redujo hasta 5 log10 UFC/g; son valores comparables a los obtenidos 

por la combinación de ceftriaxona-netilmicina/sulbactam (6 mg/kg, 15 mg/kg, 100 
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mglkg respectivamente) a diferencia de que la combinación de ceftriaxona/sulbactam 

además produce un 65.5% de efecto bacteriostático. 

Estos resultados permiten visualizar la posibilidad de prescindir delaminoglucósido en 

futuros tratamientos. 

5.2.3 Tazobactam 

Es un derivado del ácido penicilánico sulfonado98 también conocido como YlR 830 

(fig. 5.5) que ha mostrado ser muy efectivo contra las {J-lactamasas mediadas por 

Fig. 5.5 
Estructura del Tazobactam. 

plásmidos y algunas p-lactamasas cromosómicas como son la de K. pneumo11iae, P. 

vulgaris y M. mor¡¡ani1./i5. 

AmoxicilinruTawhactam 

En combinación con amoxicilina resulta ser un excelente inhibidor de las enzimas 

TEM-1 TEM-2 y ROB-1 de H. influenzae, mostrando un efecto inhibitorio aún mayor 
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que el observado con el clavulanato (O.S mg/l de tazobactam producen. los mismos 

resultados que los observados con 2 mg/l de clavulanato)131• 

Piocracilinaffazobactam 

En un estudio realizado por Diver (&)37, el tazobactam mostró tener una capacidad de 

inhibición muy alta (en combinación con piperacilina o ticarcilina) sobre las penicilina

sas cromosómicas y mediadas por pli!smidos de S. aureus y la enzima TEM-1 de E. coli 

respectivamente. Estos resultados fueron comparables a los obtenidos con el clavu

laoato. 

Los mejores resultados obtenidos de esta mezcla antibiótico/inhibidor fueron frente a 

las cepas productoras de ccfalosporinasa'i inducibles, donde se comprobó la ineficien

cia del clavulanato y la buena actividad, pero superable, del sulbactam; especialmente 

con la• cepas de P. aeruginosa GN 10367 y C. freundii GN34665. 

Tnzobactarn /otros antibióticos 

El tazobactam, en combinación con otros antibióticos, también llegó a mostrar mejor 

actividad que el sulbactam y el clavulanato, especialmente frente a las enzimas TEM-1 

y HMS-1 codificadas por los pli!smidos R y R997 implantados en E. co/1@ cuando se 

combina con ticarcilina y ampicilina respectivamente (tabla S.3) 

Algunas cepas de C. freunclii, la enzima cromosómica de E. cloacae y cepas S. marces

cens productoras de TEM-1 (tabla S.2), son principalmente inhibidas cuando el tazo

bactam se combina con mezlocilina, piperacilina y apalcilina. 

169 



CAPITULO V. INHIBIDORES DE LAS {J-LACTAMASAS 

5.3 Otros lnhlbldores 

Carbaoenems 

Incluyen a los ácidos olivánicos, compuestos de tienamicinay carpetimicinas; muchos de estos 

compuestos son potentes antibióticos con una considerable estabilidad ante las {J-lactamasas 

(fig:S.6). 

Fig.5.6 
Estructura general de los carbnpenems. 

El MM4550, MM13902 y MM17880 son buenos inbibidores; pero por tener también actividad 

antibacteriuna, su evaluación como inhibidores se diíicultau5. 

El imipenem es un carbapenemque se está estudiando por haber sido comprobadu su uctividud 

inhibitoria; especialmente sobre la P-lactamasa 1 de B. cerett\·. Su uso clfnico aún no se ha 

eslabiecido97. 
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Acidos Halopenicilánicos 

Al igual que otros inhibidores, son derivados directos del ácido penicilánico (fig: 5.7); Res un 

halógeno en posición {J. Las alfa·halo·sustituciones en esa posición han mostrado tener un 

menor grado de inhibición que las (J. 

Los ácidos halopenici!ánicos más utilizados son los 6-(J-bromó y 6-(J-iodo145
• 

El primero <le éstos es un potente inhibi<lor1 comparable con el ácido clavulánico¡ se ha 

estudiado la cinética de su actividad inhibitoria sobre la(J-lactamasa 1 de B. cereris 56981
• 

Estos agentes no son muy tolerados por el organismo, por lo que son más bien empleados para 

caracterizar a las(J-lactamasas79 (pag. 156). 

Flg.5.7 
Estructura general de los ácldos halopenlclh\nicos. 

191 



CAPITULO V. /NHIBIDORES DE LAS {J-LACTAMASAS 

Acidos bóricos 

Son inhibidores competitivos reversibles de lasfl-lactamasas serlnicas y los únicos inhibidores 

cuya estructura no tiene semejanza con los substratos de las p-lactamasas (no tienen anillo 

/l-lactámico). 

Actúan sobre el sitio activo de las enzimas; sin embargo, más bien son conocidos como 

inhibidores de las proteasas ser!nicas e inhiben a las {J-lactamasas por la semejanza entre sus 

sitios activos39
. 

Se utilizan principalmente para efectuar estudios cristalográficos de la enzima por tener Ja 

ventaja de que no son hidrolizados durante el proceso, a diferencia de los compuestos 

/l-lactámicos. Su alta capacidad de difusión a través de la membrana, hace que en un futuro 

esios inhibidorcs puedan 11egar a tener un uso clfnico25
• 

R • B (OH)2 

F;g. 5.8 
Estructura general de los ácidos bóricos. 

Existen otros compuestos que han mostrado tener actividad inhibitoria frente a las p-lacta· 

masas serfnicas, pero como aún no se ha definido claramente su espectro de actividad y su 

farmacocinéticn, todavfa no es posible establecer si existe un uso clfnico efectivo para estos 

compuestos. 
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El aztreonam es un atibiótico monobactámico que, aunque su actividad principal es bac

tericida129, se ha comprobado que es un potente inhibidor progresivo de las cefalos

porinasas. Este efecto inhibitorio fué comprobado por Busb (&)en laP-lactamasa producida 

por E. cloacae P9917
• 

19
• La diferencia en la capacidad inhibitoria entre el clavulanato y el 

aztreonam son significativas, ya que las ceíalosporinasas son más fuertemente inhibidas por 

el aztrconarn; comportamiento inverso frente a las P-lacmmasas de amplio espectro y las 

pcnicilinasas14
• 

Se han comprobado las cualidades inhibitorias de los compuestos análogos al diketene, sobre 

lap-lactamasa 1 de B. ccretLr; aunque su actividad inhibilOria ha sido satisfactoria se consideran 

compuestos poco estables, por lo que su utilidad aún es discutida13". 

Los monofosfams son antihióticos p-lactámicos monocfclicos cuya actividad sobre las 

cefalosporinasas es semejante a Ja de los monobactams. Aunque su aclividud bactericida es 

pobre, su actividad inhibitoria es muy elevada17. 

El moxalactames un antibiótico oxa·¡J-lactámico(oxa-cefalosporina) que se ha distinguido por 

ser un antibiótico que ha mostrado poseer la propiedad de inactivar eficientemente las 

/J-factamasas como un inhibidor suicida. además de demostrar su hucna actividad bactcri

cidab'ó. 

Algunas modificaciones a las cadenas laterales de los {J-lactámicos pueden d•u lugar a nuevos 

tipos de inhibidores, como es el cu.o:;o de las 1-oxacefalosporinas, que con un sustituyente 

7a-formilamino, aumenta la potencia de inactivación de las{J·lactamasas100. 
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Bayer (&),estudió la actividad inhibitoria de la dicloxacilina combinándola con ceftazidima 

sobre la cepa de P. aeruginosa PA-48 que produce una cefalosporinasa resistente al antibiótico 

solo. Aunque ha llegado a mostrar mayor sinergismocon este antibiótico que otros inhibidores 

(clavulanato y sulbactam), aún es necesario efectuar más estudios sobre este inhibido~. 

También se ha descubierto que S. clavuligems produce, además de ácido clavulánico, otra 

proteína con características inhibitorios de las p-lactamasas (BLIP) capaz de inhibir la bac

topenasa, que es una pcnicilinasa producida por B. ccreus39• 

5.4 Factores de resistencia asociados a los inhibldores 

En todos los estudios realizndos sobre diferentes P-lactamasas.frente a una combinación 

antibiótico/inhibidor, han existido tal diversidad entre los valores obtenidos de CIM que 

se hucc imposible poder gencrn\izar la efectividad de una comhinación, no solo frente u 

diferentes especies de microorganismos, sino hasta entre una cepa y otru65• 69
• 

Esto confirma que la resistencia de los microorganismos no está dada únicamente por la 

presencia de lasp-lactamas:is (cap. 111); por lo tanto, fué necesario que los investigadores 

analizaran otros factores que confirieran resitencia y que, interactuando con las /J·lac

tamasas, disminuyan la susceptibilidad de los microorganismos82. 

Acli\idnd enzim:itica 

Debido a que la resistencia de los microorganismos a los antibióticos y a las combinaciones 

antibiótico/inhibidor muchas veces va íntimamente ligada a una sobreproducción de 
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{J-lactamasas, Thomson (&),hizo un estudio en donde trata la relación entre la cantidad 

de enzima producida, su tipo y su susceptibilidad a las 3 combinaciones antibiótico/inhi

bidor más utilizadas. Estas combinaciones son: ticarcilina/clavulanato, piperacilina/ta

zobactam y cefoperazona/sulbactam136. 

Este investigador encontró que la /i-lactamasa de clase IV de K oxytoca, la SHV-1 de 

K. pneumoniae y la enzima TEM-1 de E. co/i que se producen en cantidades 

elevadas. presentan mayor resistencia a las tres combinaciones; mientras que las cepas que 

producen bajos niveles de dichas enzimas sf fueron susceptibles. 

Esta sobreproducción de enzima puede deberse a la existencia de cepas mutantes Gram 

negativas, productora'i de µ-lactamasas cromosómicas, que se ha demostrado sufren una 

derrepresión3B, 137• 

Afinidad de las PBPs por los /!-lactámicos 

Las características de las PBPs (protefnas que se unen a las perúciiinas) y su afinidad por 

Jos antibióticos p-lactámicos, se trata en el capítulo lll; pero como algunos inhibidores 

tienen propiedades bactericidas, por resultar afines a ciertos tipos de PBPs, dan lugar a 

que una combinación antibiótico/inhibidor puede llegar a ser más efectiva que otra. 

Por esta razón, Moosdeen (&),hace un estudio comparativo de la afirúdad de las PBPs de 

cinco bacterias Gram negativas (E. coli, P. mirabilis, K aerogenes, C.frczmdii y E. cloacae) 

por los tres inhibidorcs de mayor importancia; ácido clavulánico, sulbnctamy tazobactam. 

Este investigador mostró que el primer blanco del clavulanato fueron las PBP2 de todas 

las cepas; en cambio, el primer blanco del iazobactam fueron las PBPI 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 

a las PBPl de E. coli, P. núrabilisy K. aerogenes y a las PBP2 de C.freundiiy E. c/oacae98• 

Esto permite concluir que el grado de susceptibilidad de un microorganismo frente a una 

combinación antibiótico/inhibidor depende del tipo, número y localización de las PBPs 

pero también depende del grado de afinidad que ellas ejerzan, ya no solo hacia el 

antibiótico si no también hacia el inhibidor. 

Características antibióticofinhibidor 

No cualquier antibiótico puede utilizaJSC con cualquier inhibidor; es indispensable que 

las características farmacocinéticas sean similares entre ambos para que pueda haber 

sincrgü;mo en su combinación. 

Woodnutt (&), hizo el estudio farmacocinético para el timetin (ticar

cilina/clavulanato), en el que se toma en cuenta: 

a) Vida media de eliminación 

b) Distribución en los tejidos 

e) Valores de penetración (fluido pleural, peritoneal y subcutáneo). 

Cuando estos parámetros son similares para ambos (como lo fué para la ticarcilina y el 

clavulanato) es cuando se puede concluir que hay afinidad entre el antibiótico y el 

inhibidor y saber que se presentarán juntos en el sitio de infección146. 
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Dentro del estudio cinético del inhibidor, se debe determinar la velocidad y grado de 

penetración al interior de la célula65, la concentración ideal a Ja que debe presentarse 

dependiendo del antibiótico con el que se combina71, asi como el grado de afinidad entre 

el inbibidor y Jap-Jactamasa. 

La información cinética obtenida de estas determinaciones es de gran importancia, pues 

mientras más precisa sea, será mayor Ja efectividad del inhibidor. 

Es importante analizar la estructura de los antibióticos, pues de ella depende que haya 

mayor o menor .sinergismo con el inhibidor; el sulbactam, por ejemplo, muestra mayor 

sinergismo cuando se combina con cefpiroma y cefotax.ima (que tienen un grupo metox.i

imino en la posición 7) que con moxalactam o ccfmctazol (que tienen un grupo mctoxi en 

la posición 7)82. 

Inducción de las 8-lactamasas por los inhibidorcs 

Muchos investigadores han comprobado la efectividad de los inhibidores más com

unes, como son el clavulanato, sulbactamy tazobactam, frente a las{J-lactmnasas mediadas 

por plásmidos; sin embargo, estos mismos resultados no se observan cuando los in

hibidorcs se utilizan frente a ciertas enzimas cromosómicas; llegando a mostrar una 

actividad antagónica143
. 

En la actualidad se ha comprobado que algunos compuestos p-lactámicos tienen la 

capacidad de actuar como potentes inductores de las {J-lactamasas cromosómicas de la 

clase 1 de Richmond y Sykes (cap. VI), encontradas en la familia elllero/Jacteriácea y en 

P. aeruginosu 143• 
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Weber (&)143
, hizo estudios sobre la capacidad de inducción de los inhibidores, en

contrando que a una concentración de 100 mg/l el clavulanato actúa como un fuerte 

inductor de lasp~Jactamasac; cromosómicas de tipo 1105; el sulbactam en menor grado que 

el clavulanato y el tazobactam prácticamente no muestra inducción; también demostró 

que la inducción es reversible y que solo ocurre durante la exposición al inductor, lapso 

en el que se le confiere resistencia al microorganismo129• 

Farmer (&),postuló que el menor efecto de inducción mostrado por el sullmctam, se dchín 

a que tiene un poder de inhibición mayor que el clavulanato sobre este tipo de enzi

mas; pero también indica la importancia de tomar en cuenta la concentración utilizada en 

el experimento. Farmer demuestra que a concentraciones terapéuticas (10 mg/I) tanto el 

clavulanato como el sulbactam son inductores pobres; sin dejar de turnar en cuenta que 

existen muchas variaciones a la susceptibilidad de inducción ante un cepa y otra lo que no 

hace imposible que algunas enzimas puedan ser inducidas aún a estas concentraciones46
• 

Este tipo de información sobre la inducción de los inhibid ores le permite a Stobberingh132 

dilucidar varios factores involucrados en este mecanismo, que deben tomarse en cuenta 

cuando se trata de elegir la mejor combinación antibiótico/inhibidor: 

1) Efectuar los estudios de la capacidad de inducción de un agente antimicrobiano 

a concentraciones clínicamente 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 Ja inducción por Jos 

antibióticos solos y por Jos antibióticos 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 lasp-Jactamasas. 
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MASAS 

6.1 Antecedentes 

Con el propósito de un mejor estudio de las fl-lactamasas y en vista del gran incremento 

de éstas, se han propuesto diversos métodos para su clasificación. Uno de los primeros 

métodos fué propuesto en 1973 por Richmond y Sykes120 (donde las principales clases se 

denotan con números romanos), el cual se basa en los perfiles de substrato, de inhibidores 

y reacción con antisucro. Con este criterio, dividieron lasp~lactamasas en cinco clases: La 

clase I comprende a las cefalosporinasas. Esta clase (que se subdivide en la, lb, le y 

Id), incluye a las{l-lactamasas mediadas por cromosomas de la mayoría de las cntcrobac

terias y pseudomonas, excepto para las del género Proteus y Klebsiella, las cuales son más 

activas frente a las penicilinas constituyendo las clases II y IV respectivamente. La clase 

llI comprende a las fl-lactamasas tipo TEM, codificadas por plásmidos y la clase V esta 

constituida por un grupo heterogéneo, comprendiendo ¡i-lactamasas que hidroli1.an 

oxacilina y carbenicilina. 

Lu heterogeneidad entre algunas de estas clases y los problemas en la dcterminaci6n de 

parámetros tales como inhibición enzimática por pCMB (p-cloromercurohen

zoato), empleándose preparaciones de enzimas sin purificar, son factores que Medeiros 

menciona como desventajas para uti1izar esta clasificación, especialmente cuando no está 

incluida información adicional como la inducción en la producción de las p-lactamasas o 

la localización del gen que las codifica (cromosoma o plásmido)94. 
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Sykes y Mattew en 1976, complementan esta clasificación al incluir el punto isoeléctrico 

como criterio principal en la identificación de lasfJ-lactamasas14
• 

94
; sin embargo, debido 

a que cada dfa se descubren una gran cantidad de enzimas y el desarrollo de nuevos 

antibióticos se ha incrementado, dicha clasificación ya no es representativa5", aunque 

constituyó la primera clasificación útil para las fJ-lactamasas94. 

Por lo anterior, fué necesario reevaluar las propiedades para caracterizarlas, al incluir a 

los perfiles de substratos e inhibidores, compuestos que no se habían empleado en las 

primeras evaluaciones como la cefotaxima y el ácido clavu\ánico. 

En 1988, Galle ni realizó un estudio cinético completo con varias /l-lactamasas de clase 

c54 y de acuerdo a los resultados obtenidos, señaló que no era conveniente la distribución 

de las enzimas en sub-clases como la clase 1 de Richmond y Sykcs, ya que no sería 

sorprendente encontrar valores intermedios al estudiar otras enzimas y, a la larga, cada 

una de éstas podría constituir una sub-clase. 

El descubrimiento de nuevas enzimas ha enfatizado las dificultades de la 

clasificación. nomenclatura e información filogénica. Los métodos clásicos para su 

caracterización con base en el perfil de substrato, inhibidor, pi y PM revelan similitudes 

entre las enzimas pero no son adecuados para una comparnción filogénica140
. 

En 1980, Ambler1 propone una clasificación con base en la secuencia aminoácida de las 

/l-lactarnasas y aunque este tipo de clasificación es la más fundamental proporcionando 

información filogénica, a menudo se prefiere la clasificación funcional de Sykes42
• 
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CAP/TUI.O VI. CLASIFICACION DE LAS /J·U..CTAMASAS 

En 1988, llush propone una modificación a los métodos se1i::ilndos por Richmond y Sykcs 

parn una nueva clasificación, basada principalmente en características 

bioquímicas, tomando en cuenta la clase estructural. Agrupó a las /J-h1ctanmsas 

codificadas por cromosomas o plá<intidos, de acuerdo a sus propiedades ftsic.as y perfil l\c 

suhstralo e inhibidor. Cabe scflah1.r que a pesar de llUC se ha publicado mucho sobre las 

P-luctamasas mediada.o;; por cromosomas124 o plásmidos, es la primera i11\'CStig.:1dor~ en 

proponer una tabulación mmpkW que incluye las cnractcrfsticas de umhos tipos de 

cnzimao;. 

6.2 Clasificación general 

En In tabla 6.1 se presentan los grupos propuestos, dependiendo de su especificidad por 

el substrato y su inhibición por d ácido clavul;ínico. En esta clasific;1.ció11 se ha hecho el 

intento de incluir en grupos c~pccrficos, u m¡ucfüLc; enzimas de clase molecular con-

);e~ ~~~~i~i~l~:~~~elerl_do_s 
---Inhibido por:··---·----·--·-----·----·---,.-------··-

CA* EDTA- - Enzimas representativas 
~fo -No-enztmas-éí0ñ10Sóri1i6-85 dfdJiCwrias 

a PEN-Y Purnc1hnas S1 
2b BDS-Y Cefa!osponnas, Penicilinas S1 
2b' EBS-Y Cc,alosporinns, P .. 'nicihnas. Si 

i 2c CAR-Y ~~~~~::~~~ Carben:c1Hna 
i 2d CLX-Y Penicilinas, Ctoxr.cil.11.n 

Si 
Si 

~d CEP-Y Ccíalosporinas 
3 MET-N VLJriab!e 

PEN-4 Pf;;!nicil1nas 
"Acido clavL1!;:i:ilco 

Si 
No 
No 

-.,;llbr::IC,:1 

No 
No 
No 

No 
No 
No 
Si 
? 

Gram(-) 
Pernci1ind.~as de baclonas Gram ( + ) ' 
TEM-1, lfoM·2 
TEM-3, TEM-5 

PSE-1, PSE-3, PSE-4 
OXA-1, PSE-2 
Proteus vulgaris 
B. cereus 11 P. maltoph1/ia L1 
P. cepacla 

E"¡ut·1w1 general de dasificad1ín para las¡J.Jacluma'ia~. 
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ocida, ya que se espera. siguiendo el mismo lineamiento, que las futuras enzimas 

relacionadas puedan ajustarse dentro de estas categorías. 

El grupo 1, subtitulado CEP-N, incluye a las enzimas que hidrolizan preferentemente la• 

cefalosporinas y no se inhiben con 10,.iM de clavulanato. 

El grupo 2 incluye una variedad de cnzima."i que sí se inhiben con el clavulanato y se 

subdivide en: El grupo Za, subtitulado PEN-Y, que incluye las penicilina.•a.• clásicas; el 

grupo 2b, subtitulado UDS-Y, que incluye las P-lactamasas de amplio espectro 

tradicionales; el grupo 2b, subtitulado EBS-Y, que incluye muchas P-lactamasas 

relacionadas con el gmpo 2b pero con la capacidad de hidrolizar a los antibióticos 

p-lactámicos de amplio espectro extendido, tales como la ccfotaxima, ccftezidima o 

aztreonam. El grupo 2c (CAR-Y) y Zd (CLX-Y) incluyen a aquellas penicilinasas que 

además hidroliwn la carbcnicilina y la cloxacilina respectivamente. El grupo 2e (CEP-Y) 

incluye un grupo único de ccfalosporinao;m; con propiedades inmunológicas semejantes a 

las pcnicilinasas. 

El grupo 3, MET-N, incluye las P-lactamasas que requieren un ion metálico para su 

actividad enzimática; todas ellas aparentemente no son inhibidas por el clavulanato. 

El gmpo 4, PEN-N, se ha agregado a la clasificación original de Bush propuesta en 1988 

e incluye una variedad úc pcnicilinasa.'i no inhibidas por el clavulanato. 

Los parámetros empicados en esta clasificación son los siguientes:_ 

Si una enzima ya se ha nombrado, tanto el nombre original como la designación posterior 

(si es el caso), aparecen en la columna 1 de las tablas de clasificación (pag 207). Cuando 
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se obsevan diferencias considerables entre las enzimas constitutivas provenientes de la 

misma especie, se mencionan todas las enzimas. La columna 2 indica si la producción de 

la P-lactamasa es mediada por cromosoma o por plásmido, incluyendo el nombre del 

plásmido (si es el caso); no se dan indicaciones en esta columna cuando el mecanismo de 

producción no se ha determinado, cuando se conoce, el hospedador original para la 

enzima se nombra con su número de cepa. 

Los perfiles de substrato se recopilaron usando los siguientes antibióticos, las penicilinas: 

Bencil-penicili~ ampicilina, carbcnicilina, cloxacilina; las cefalosporinas: Cefaloridi

na, cefalotina, ceftazidima; el aztreonarn y el imipencm. Cuando fué posible, los valores 

de Vmax se nombraron preíerentcmcnte a los valores relativos de hidrólisis. Cuando los 

datos de la literatura no se reportaron en ténninos de parámetros cinéticos puros, la 

concentración de los substratos y el método empleado se indica en las tablas. En pocos 

casos se presentó más de un valor para un solo parámetro. 

6.3 Nomenclnturn 

Se ha generado algo de confusión en Ja nomenclatura debido a Jos métodos de 

clasificación propuestos, a la falta de conocimiento estructural de Ja enzima asi como a Ja 

distribución de un solo tipo enzimático en diversos géneros bacterianos14
• 94

• 
105

• 
124

• 

La denominación de Ja clase 1 de Richmond y Sykcs (con Ja que se designa comunmente 

a las cefalosporinas), se confunde fácilmente con Ja propuesta por Mitsuhashi donde las 

p-Jactamasas mediadas por plásmidos se dividen en tipo la y lb o con la enzima tipo 1 de 

B. cereus124• 
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A menos que la información C?,*ntctural pueda ser determinada para cada P-lactamasa 

recién descubierta, los nombres son asignados de acuerdo mas bien a preferencias indivi-

----------·-·----------------
Matthew 

TEM·1 
(Temoniera: nombre del paciente) 

TEM-2 
SHV-1 

(Sulfidrit-variable) 
HMS-1 

(Hedges, Matthew & Smith) 
OXA-1 

(Hidroliza la Oxacilina) 
OXA·2 
OXA·3 
PSE-1 

(Específica de Pseudomanas) 
PSE-2 
PSE-3 
PSE-4 

Mttsuhashl Pltton 

lipa" 1a TEM-1, 
tipo 1 

lipo 1b 
TEM-1, 
tipa2 
(PIT·2) 

lipa 11 

lipa 111 

lipa IV 

Tabla6.2 
Diferencias en la nomenclatura de algunas /3-lactamasas94• 

Labia & 

Phlllppon 

CARB·2 

CARB·4 
CARB·1 

Rlchmond & 

Sykes 
·rna··-
lila 
1V 

Va 

Vb 
V 
V 

V 
V 
V 

duales que a un procedimiento sistcmftticu14
. Esto ha originado l<i existencia de dffercntcs 

denominaciones para un solo tipo de enzima, cmno se aprecia en la tabla 6.2
9.s. 

Algunos inv\!stigatlorcs denominaron a la enzima de acuerdo al microorgaaismn en que 

fué aislada por vez primera; ~in embargo, cslt~ criterio es poco recomcmblJlc debido a la 

creciente dh,tribución de un ~l1lo tipo U..: ,6-lactamasa entre los diferentes género~ b~1c-

terianus. Esto se ejemplifica con d gi.:n que codifka. para PSE-1, d cual se encontró 

originalmente en un plásmido restringido al g~ncro l'se11domo11u.s, pcrn que actualmente 
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CAPITULO VI. CLASIFICACION DE LAS p.LACTAMASAS 

se encuentra en muestras cUnicas de E. coli, Salmonella, Serratia liquenifaciens y 

P. mirabitis94• 

En la aclualidad, se han establecido relaciones estructurales entre las enzimas estudiadas 

y las descubiertas recientemente~ encontrándose gran similitud en algunas de 

ellas. Debido a esto, ha sido necesario cambiar el nombre de algunas de éstas, como el 

caso de CTX-1 y CAZ-1, denominadas posteriormente TEM-3 y TEM-514. 

6.4 Tnblas 

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 p-lactamasa la, lb 

y Id de Richmond y Sykcs; son casi exclusivamente enzimas cromosómicas y a pesar de 

que frecuentemente se manifiestan como inducibles, se ha incrementado el número de 

cepas que sufren derrepresión (pag.20). Estas enzimas hidrolizan la cefaloridina y la 

cefalotina más rápidamente que cualquier otra de la familia de las penicilinasas. El 

clavulanato y el sulbactam las inlu"ben pobremente; en cambio, lo son potencialmente por 

el aztrconam y la cloxacilina. Los PM son generalmente mayores de 30,UOOy los pi están 

dentro del intervalo alcalino. Todas la.'\ 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 menudo muesLran similitud en determinaciones inmunológicas y de 

hibridación gen~tica. Hasta ahora, todas las enzimas de clase A penenecen a este 
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CAPITULO VI. CLASIFICACION DE LAS P,LACTAMASAS 

grupo. Estas enzimas son más fuertemente inhibidas por el clavulnnato que por el 

aztrconam. 

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 

hidrólisis para las penicilinas son mucho más altos que para las cefalosporinas. La 

doxacilina no es un inhibidor efectivo frente a estas enzimas. 

GRUPO 2b: Enzimas que hidrolizan tanto penicilinas como cefalosporinas (amplio 

espectro), pero son inhibidas por el clavulanato (tabla 6.5). Las enzimas ampliamente 

diseminadas mediadas por plásmidos: TEM y SHV-1 están en esta clase. Estas enzimas 

son inhibidas más por el clavulanato que por el aztrconam y la cloxacilina; tienden a tener 

PM menores que 30,000. En este grupo se observa una hidrólisis pobre frente a las 

ccfalosporinas de amplio espectro: aztrconam e imipencm. Bush incluyó en este grupo a 

la /J-lactamasa CEP-2 que, aunque se describió originalmente como una cefalospori

nasa, hidroliza la bcncil-penicilina tan bien como lo hace con Ja cefalori<lina o la ccfalotina 

y eícctivamente a la carbenicilina (aunque en menor grado). Ciertamente su perfil de 

substratos es el de una enzima de amplio espectro. 

GRUPO 2b':fi-lactamasas que son capaces de hidrolizar a las metoximino-cefalosporinas 

(ceftazidima y ceíotaxima) o antibióticos de amplio espectro extendido, a grados de 

hidrólisis de por lo menos el 10% con respecto a la bencil-penicilina y que son fuerlcmenle 

inhibida• por el clavulanato (tabla 6.6). En este grupo se encuentran las enzimas tipoTEM 

y SHV descubiertas recientemente. J..15¡J-lac1amasas cromosónúcas tipo Kl se incluyen 
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CAPITULO \11. CLASIFICACION DE LAS (J-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 ~ienen gran afinidad por 

el clavulanato, sulbactam y aztreonam. 

Recientemente se identificaron dos nuevas enzimas denominadas SHY-4 y SHY-559
, las 

cuales no se encuentran incluidas en esta clao;ific.1ción general. SHV ~5 se aisló por primera 

vez en la cepa de K.pneunwniae 160 y de acuerdo a las propiedades reportadas por 

Gutmann (&), esta enzima podría clm;ificarsc tentativamente en este grupo: Hhlroliza 

penicilinas, cefalosporinas (entre ellas la ccfotaxima) y es inhibida por el clavulann

to. Entre sus propiedades destaca su mayor facilidad de hidrólisis frente a la ceítazidima 

y compuestos monobnctámicos (a diferencia de SHV-2 y SHV-3). 

GRUPO 2c:p-lactamasas que hidrolizan la carbenicilina a un grado mínimo del 75% con 

respecto a la bcncil~pcnicilina (tabla 6.7). En este grupo se encuentran incluidas las 

P-lactamasas PSE-1, PSE-3 y PSE-4, enzimas que tienden a hidrolizar las cefalosporinas 

mucho más lentamente que las penicilinas y que tienen generalmente grados de hidrólisis 

bajos frente a Ja cloxacilina. Aunque PSE~2 parece ser un candidato para incluirse en este 

grupo, la hidrólisis que prcscma frente a la cloxacilina es una característica significativa 

que coloca a esta en7Jma en el siguiente grupo (2d). El grupo 2c tiene poca afinidad por 

la cloxacilina o aztreonam. Los pi tienden a caer pordehajo de la neutralidad. Aún no se 

conoce la secuencia aminoácida 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 más rápidamente que a la 

bcncil-penicilina y que generalmente las inhibe el clavulanato (tabla 6.8). Es interesante 
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GRUPO 2c: p-lactamasas que hidrolizan la carbenicilina y que son inhibidas por el 
clavulanato (CAR-Y). 
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GRUPO 2d: P·lactamasas que hidrolizan la cloxacilina y que son inhibidas por el 
clavulanalo (CLX-Y). 
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CAPITULO VI. Ct.AS/FICAC/ON DE LAS {3-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 excepción 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 las /l·lactamasas OXA y PSE-2 son inhibidas por IOOmM de 

NaCI, haciendo de esta inhibición una característica diferencial de las /l-lactamasas que 

hidrolizan la oxacilina. Los puntos isoeléctricos tienden a estar entre el intervalo de 6.1 a 

7.7. 

Las secuencias de aminoácidos de OXA-2 y PSE-2 son diferentes al resto de las /l-lac

tamasas por lo que establecen una nueva cla'c molecular (la clase O). Mediante técnicas 

inmunológicas no se encontró reacción cru1~1da entre el suero anti-OXA-1 con anti-OXA-

2 y anti-OXA-3; asimismo el suero anti-l'SE-2 no reaccionó con ninguno de los tipos94. 

GRUPO 2e: Cefalosporinasas que difieren de las del grupo 1 porque las inhibe el 

clavulanato a bajas concentraciones (tabla 6.9). En 1968 Sawai (&),describió un grupo 

de ccfalosporinasas induciblcs sintetizadas por el género Proteus, ttuc inmunológi

camente reaccionaban de una manera más parecida a lus pcnicilinasas que a las otras 

ccfalosporinasas. Desafortunadamente no se cuenta con perfiles bien establecidos para 

muchasp~lactamasas de Proteus descritas t:n las primera~ publicacionl!s. La,d~lactmnasa 

descrita para Proteus pen11eri es otra candidata para esta categoría de 

ccfalosporinasas, como son algunas cuantas cefalosporinasas indu~iblcs que se ven más 

inhibidas por el clavulanato que por el aztreonnm. Posiblemente estas enzimas per~ 

teneccn a la clase molecular A 
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GRUPO le: Cefalosporinasas que son inhibidas por el cla\11lanato (CEP-Y), 
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CAPITULO VI. CLAS/FICACION DE LAS P-LACTAMASAS 

Se ha reportado Ja presencia de Zn en la cefalosporinasa L2 de P. mallophilia; sin 

embargo, su inhibición con ácidos bóricos sugiere que es una enzima serínica, por lo que 

se incluye en este grupo y no en el de las metaloenzimas. 

GRUPO 3: Metaloenzimas que son inhibidas por EDT A, restaurándose su actividad con 

la adición de un catión di val ente, usualmente Zn2 + (tabla 6.10). Ninguna de las enzimas 

hasta ahora descritas en este grupo, son inhibidas por el clavulanato, ni parecen tener un 

sitio scrínico. Las enzimas de rlavobactcrium y Ll de P. maltophilia se caracterizan en 

esta clase por su fuerte hidrólisis sobre el imipcnem. 

No obstante que la P·lactamasa 11 de B. cereus se ha estudiado extensamente como un 

prototipo de este grupo, es posible que sea el único miembro de la clase molecular 

B. Hasta ahora, parece que cada metaloenz¡ma tiene propiedades moleculares muy 

diferentes, por lo que es improbable un origen común. 

GRUPO 4: Penicilinasas que no son inhibidas por el clavulanato (penicilinasas no 

usuales). Cuatro de estas enzimas presentan alto grado de hidrólisis con carbcnicilina y 

oxacilina (tabla 6.11). Debido a las características presentes en algunas de ellas se cree 

que pertenecen a una clase molecular aún nu establecida. 

Esta clasificación comprende tanto el aspecto funcional como el estructural. Es una 

recopilación muy completa de datos aislados obtenidos por diferentes métodos bajo 

diferentes condiciones y, aunque posiblemente podrían existir algunos cambios en la 

clasificación al ser examinadas más a fondo estas enzimas, representa una base para 

evaluaciones dep-Jactamasas aún no descubiertas. 
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CONCLUSIONES 

!) Todo parece indicar que las /l·lactamasas se originaron a panir de una transpeptidasa. 

2) Las nuevas /l-lactamasas provienen de mutaciones puntuales ocurridas en los genes 

originales. 

3) Hasta ahora se han propuesto cuatro clases estructurales de /l·lactamasas; pero, en un 

futuro se espera la incorporación de otras que incluyan a lasp-lactamasas no catalogadas. 

4) Hacen falta estudios para determinar la función de cada uno de los aminoácidos que 

contituyen el sitio activo de lasp-lactamasas. 

5) Es evidente la necesidad de estandarizar los métodos de estudio asociados al análisis 

de lasp~lactamasas para que la comparnción de los resultados sea representativa. 

6) Es recomendable delimitar todos los factores involucrados en la resistencia de los 

microorganismos para hacer posible el desarroJio de nuevos antibióticos y estrategias de 

ataque más eficaces. 

7) Es indispensable desarrollar métodos más efectivos para determinar con mayor 

exactitud la capacidad de los agentes que inactivan a las{J·lactamasas frente a los antibió· 

ticos de las nuevas generaciones. 

8) Si se lograra una represión estable, los antibióticos existentes en la actualidad ser(an 

suficientes para resolver el problema clínico que representa la dcrreprcsión de las ccfa

losporinasas croruosomalcs. 
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9) Aunque aún no existe el inhibidor ideal, ya se cuenta con algunos cuya actividad es 

complementaria; cabe señalar que el papel de dichos inhibidores es el de neutralizar la 

acción de un extenso grupo dc¡J-lactamasas y darle uso nuevamente a numerosos antibióti

cos que, por ser actualmente ineficaces, han dejado de empicarse como tratamiento. 

10) Aún no se ha podido encontrar un inhibidor adecuado para lai; metalo-¡J-lactamusa~. 

las cuales poseen mecanismos de acción diferentes a las enzimas serfnicas. 

11) Es necesario llevar a cabo estudios epidemiológicos en nuestro pafs para determinar 

que tipo de microorganismos y P-lactama.~ causan mayores problemas. 

12) La realización de antibiogrnmascuantit¡Hivosessuíicientc para estchlecer 1ratamicn

tos eficaces; lo anterior implica que, en el laboratorio clínico, no es indispensable la 

caracterización de las p-Jactamasas involucradas en cada caso. 
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