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RESUMEN
Palabras clave: . . . . ; o
Género Pseudomonas Pseudomonas aeruginosa es uno de los patégenos nosocomiales mas relevantes, asi como una de las princi-
Carbapenemasas pales causas de infeccion respiratoria crénica en pacientes con enfermedades de base, como la fibrosis
Metalo-B-lactamasas quistica o la enfermedad pulmonar obstructiva crénica. Su elevado nivel de resistencia intrinseca a los

antibidticos, unido a su extraordinaria capacidad para desarrollar resistencias adicionales por mutaciones
cromosdmicas, hacen de este patégeno uno de los mas dificiles de tratar. Alin es mas preocupante, si cabe,
la creciente deteccién en este microorganismo de miultiples determinantes de resistencia, frecuentemente
localizados en integrones, adquiridos por transferencia horizontal a través de plasmidos o transposones.
Entre estos mecanismos destacan las carbapenemasas, por el abanico de antibidticos afectados (pues en
conjunto hidrolizan a practicamente todos los betalactamicos), variedad y capacidad de dispersion. En el
presente trabajo se revisa la epidemiologia, el impacto y la deteccién de las carbapenemasas descritas
hasta la fecha en el género Pseudomonas, que pertenecen principalmente a la clase B (metalo-g-lactama-
sas [MBL]: IMP, VIM, SPM, GIM, AIM o DIM]), pero también, en menor medida, a las clases A (GES y KPC) y
D (OXA). La presencia de estas carbapenemasas transferibles no sélo es importante en P. aeruginosa, sino
también en otras especies clinicamente menos relevantes dentro del género, pero que pueden actuar
como reservorio y vector de dispersién de estos determinantes de resistencia. La frecuencia creciente de
cepas clinicas portadoras de carbapenemasas apremia a la puesta a punto de estrategias que faciliten su
deteccién y reduzcan la expansion de estas cepas multirresistentes y de los mecanismos transferibles im-
plicados.
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Carbapenemases in Pseudomonas spp.

ABSTRACT
Keywords: . . X i
Pseudomonas spp. Pseudomonas aeruginosa is one of the most relevant nosocomial pathogens, as well as one of the main
Carbapenemases causes of chronic respiratory infections in patients with underlying diseases such as cystic fibrosis or
Metallo-B-lactamases chronic obstructive pulmonary disease. The high intrinsic antibiotic resistance of this pathogen, together

with its extraordinary capacity for acquiring additional resistances through chromosomal mutations,
determines a major threat for antimicrobial therapy in hospitals worldwide. Even more concerning is the
increasing detection of multiple antimicrobial resistance determinants in this microorganism, frequently
located on integrons, acquired by horizontal transfer through plasmids and/or transposons. Among these
mechanisms, the carbapenemases are particularly relevant, due to the wide spectrum of antibiotics
affected. This work reviews the epidemiology, impact, and detection of the carbapenemases described so
far in the Pseudomonas spp., that mainly include class B enzymes (metallo-g-lactamases [MBL]: IMP, VIM,
SPM, GIM, AIM, or DIM), but also, to a lower extent, class A (GES y KPC) and D (OXA) beta-lactamases. The
presence of transferable carbapenemases is not only important in P. aeruginosa, but also in other less
clinically-relevant species of the genus, since they can act as reservoires and dispersion vectors of these
resistance determinants. The growing prevalence of carbapenemase-producing clinical isolates calls for the
implementation of multidisciplinary strategies to optimize the detection and minimize the dissemination
of these multidrug resistant strains and the involved transferable genetic elements.
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Introduccion

Dentro de su género, Pseudomonas aeruginosa es uno de los pat6-
genos oportunistas humanos mas importantes y uno de los principa-
les microorganismos causantes de infecciones nosocomiales'?. Esta
circunstancia se ve favorecida por su ubicuidad y su gran capacidad
para colonizar ambientes himedos, siendo frecuente su presencia en
reservorios tanto extra como intrahospitalarios, incluyendo, entre
otros, las soluciones de limpieza de lentes de contacto, desinfectan-
tes y jabones. P. aeruginosa es el primer causante de neumonia aso-
ciada a la ventilacién mecanica (NAV) en las unidades de cuidados
intensivos (UCI), causando elevadas tasas de mortalidad (hasta del
50%) dada su facilidad para colonizar el aparataje hospitalario, inclu-
yendo los respiradores artificiales*4. Sin embargo, P. aeruginosa
puede colonizar también de forma inocua a individuos sanos (axilas,
mucosa nasal, orofaringe, perineo, etc.) y, por ello, en muchas ocasio-
nes se apunta a la propia flora del paciente como posible origen de la
NAV, al ser internalizada por medio del sistema de respiracién asis-
tida, desde las vias respiratorias superiores hasta el arbol bronquial'.
Es también notable su papel como agente etiol6gico de otras infec-
ciones nosocomiales de diversa indole, entre ellas las infecciones de
quemaduras extensas o heridas, asi como las infecciones del tracto
urinario o la bacteriemia**. P. aeruginosa es, ademas, el principal cau-
sante de infeccién pulmonar crénica en pacientes con enfermedades
respiratorias crénicas como fibrosis quistica (FQ), enfermedad pul-
monar obstructiva crénica (EPOC) y bronquiectasias®’. Una de las
caracteristicas mas preocupantes de P. aeruginosa es su elevado nivel
de resistencia intrinseca a los antibiéticos, asi como su gran capaci-
dad de desarrollo de nuevas resistencias a través de mutaciones en
su cromosoma. En este sentido, cabe destacar las multiples mutacio-
nes en ampR, ampD o dacB (PBP4)3° que determinan la hiperproduc-
cién de la betalactamasa cromosémica tipo AmpC, confiriendo resis-
tencia a todas las penicilinas (incluyendo las combinaciones con
inhibidores de betalactamasas, como la piperacilina-tazobactam),
cefalosporinas (ceftazidima y cefepima) y monobactamicos (aztreo-
nam). Es caracteristica también de P. aeruginosa la resistencia media-
da por la hiperexpresién de alguna de las miltiples bombas de ex-
pulsién codificadas en su genoma: MexAB-OprM, MexCD-Opr],
MexEF-OprN y MexXY-OprM, principalmente, que, dependiendo de
la bomba implicada, pueden afectar a practicamente todos los beta-
lactamicos, fluoroquinolonas y aminoglucésidos. Por tltimo, cabe
destacar también la represién o inactivaciéon de la porina OprD, que
confiere resistencia a las carbapenemas, Esta gran capacidad de
desarrollar resistencia por mutacion reduce enormemente el abani-
co de opciones antibidticas disponible. El problema se ve aumenta-
do, si cabe, en las cepas causantes de infeccion respiratoria crénica,
a menudo asociadas con elevadas tasas de mutacién y, por lo tanto,
de desarrollo de resistencias'>®, y con la formacién de biopeliculas
en el pulmén, que limita drasticamente la actividad de los antibi6-
ticos'. Ademas, P. aeruginosa es capaz de adquirir nuevos determi-
nantes de resistencia por transferencia horizontal. Entre los deter-
minantes adquiridos, normalmente en forma de casetes situados en
integrones, a su vez localizados en transposones o plasmidos que
permiten su movilidad, destacan las betalactamasas, incluyendo las
de espectro extendido (BLEE) y las carbapenemasas, pero también
las enzimas modificantes de los aminoglucésidos™', Las otras espe-
cies del género Pseudomonas (P. stutzeri, P. fluorescens, P. putida, etc.)
poseen una menor resistencia intrinseca que P. aeruginosa y, a pesar
de tener una menor relevancia clinica, también pueden causar pro-
blemas epidemiolégicos, no sélo por producir brotes en ciertas situa-
ciones™16, sino también por ser un reservorio ambiental de determi-
nantes de resistencia, en forma de casetes presentes en integrones
que pueden ser transmitidos a otras especies de mayor relevancia,
como ciertas enterobacterias, Acinetobacter baumannii, o bien la pro-
pia P. aeruginosa?. La adquisicion de estos determinantes de resis-
tencia por parte de P. aeruginosa contribuye enormemente a la apa-

ricion de cepas multirresistentes (MDR, del inglés multi-drug
resistance), principalmente cuando los determinantes de resistencia
incluyen alguna de las multiples carbapenemasas que seran revisa-
das en este trabajo. La cada vez mayor frecuencia, diversidad y trans-
cendencia clinica de las cepas portadoras de carbapenemasas apre-
mia la necesidad de poner a punto procedimientos para su dptima
deteccién en el laboratorio, adoptar medidas para reducir la expan-
sién de las cepas y de los elementos genéticos portadores de MDR,
asi como la biisqueda de nuevas opciones terapéuticas para su trata-
miento.

Resistencia a las carbapenemas en P. aeruginosa: mecanismos
y frecuencia

La resistencia a las carbapenemas en Pseudomonas puede tener
un origen cromosémico, por mutaciones en determinados genes, o
bien estar mediada por la adquisicién horizontal de carbapenema-
sas'®819 Entre los mecanismos mutacionales, mas conocidos en P.
aeruginosa que en las demas especies del género, destaca la repre-
sién o inactivacién de la porina OprD, por la que se introducen las
carbapenemas en la célula bacteriana, que confiere resistencia al
imipenem y sensibilidad reducida al meropenem. Para la adquisicién
de resistencia de alto nivel a esta Gltima carbapenema, y también al
recientemente introducido doripenem?, P. aeruginosa necesita, ade-
mas, acumular mutaciones causantes de hiperproduccién de su be-
talactamasa cromosémica AmpC, que se pueden dar en diferentes
genes reguladores, como ampR, ampD, o dacB®°, o mutaciones que
conduzcan a la hiperexpresién de la bomba de expulsiéon MexAB-
OprM'1°2, Estas mutaciones pueden afectar al gen represor de la
bomba, mexR, o bien a otros reguladores secundarios: nalC y nalD.
Por otra parte, si bien la bomba MexEF-OprN no expulsa de forma
significativa las carbapenemas, su hiperexpresion se relaciona con la
pérdida de sensibilidad a estos antibiéticos. El mecanismo por el cual
se produce este hecho no es del todo conocido, pero parece deberse
a que las mutaciones que determinan la hiperexpresién de la bomba,
en el gen regulador mexT, también conllevan la reduccién de la ex-
presién de oprD?.

Sin duda, uno de los principales problemas emergentes, tanto en
enterobacterias como en gramnegativos no fermentadores, inclu-
yendo, obviamente, Pseudomonas, es la creciente diseminacion de las
carbapenemasas transferibles. Estas pertenecen a tres de las cuatro
clases estructurales definidas por Ambler?: A y D, ambas con serina
en el centro activo, y B (metalo-p-lactamasas [MBL], que necesitan
zinc en su centro activo para ser funcionales)??-?, Por otra parte, re-
cientemente se ha propuesto la existencia de betalactamasas tipo
AmpC cromosémicas de espectro extendido (ESAC) en P. aeruginosa,
definidas por la presencia del polimorfismo T105A, que determina
una cierta actividad carbapenemasa, y que por lo tanto puede contri-
buir a la resistencia a estos antibi6ticos2¢?’, No obstante, otros estu-
dios recientes no encuentran una asociacion de este polimorfismo
con la resistencia.

Independientemente del mecanismo, la resistencia a las carbape-
nemas en P. aeruginosa es un problema notable de ambito mundial®®.
Segin los datos del estudio SENTRY (2001-2004), la prevalencia glo-
bal de cepas no sensibles al imipenem se situaria en torno al 21%
(18% al meropenem), y serian particularmente elevadas en América
Latina (en torno al 35%)*. Aunque su frecuencia es mucho menor, las
cifras de resistencia a las carbapenemas para otras especies del gé-
nero Pseudomonas seria similar®. En nuestro pais, la resistencia a las
carbapenemas en P. aeruginosa ha tenido un aumento significativo
(del 14 al 18%) en los aislados resistentes a imipenem, comparando
dos estudios secuenciales de 1998 y 2003, respectivamente33'. Sin
embargo, la caracterizacién posterior de los mecanismos implica-
dos’® reveld que la resistencia a las carbapenemas en nuestro pais se
debia, al menos hasta 2003, con mucha mayor frecuencia a mecanis-
mos mutacionales, y no tanto a carbapenemasas adquiridas, pues
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Tabla 1
Carbapenemasas detectadas en especies del género Pseudomonas
Clase? Grupo funcional® Carbapenemasa  Variante Afio de la Paises en que se Especie Localizacion
primera ha detectado
deteccién
A 2f KPC 2 2006 Colombia P. aeruginosa Plasmidica (no en
integrones)
5 2006 Puerto Rico
GES 2 2000 Sudafrica P. aeruginosa Plasmidica, en
integrones de clase 1
5 2004 China, Brasil, Espafia
B 3 IMP 1,2,4,6a16,18 1991 Mundial, principalmen- P. aeruginosa, Plasmidica, en
a22,25y26 te extremo P. mendocina, integrones de clases
Oriente-Pacifico P. putida, 1y 3 (menos
P. fluorescens frecuentes)
VIM 1a11,13a18, 1997 Mundial, P. aeruginosa, Plasmidica, en
y 20 principalmente P. putida, integrones de clase
Europa P. pseudoalcaligenes 1 (también
cromosémica)
SPM 1 1997 Brasil, Suiza P. aeruginosa Plasmidica
(no en integrones)
GIM 1 2002 Alemania P. aeruginosa Plasmidica,
en integrén de clase 1
AIM 1 2007¢ Australia P. aeruginosa ND¢
DIM 1 2009¢ Holanda P. stutzeri Integron de clase 1
D 2d OXA 40 2008¢ Espafia P. aeruginosa Plasmidica
(no en integrones)
50a a 50d (PoxB¢) 2004¢ Francia’ P. aeruginosa Cromosdmica

Clase segn la clasificacién de Ambler?.

°Grupo segtn la clasificacién funcional de Bush et al*.

Corresponde al afio de publicacién, no de deteccién.

IND: no hay datos disponibles.

¢En condiciones normales, PoxB no se expresa de manera significativa.

fSe cita como pais de deteccién, porque es donde se descubrid, pero PoxB estad presente de manera intrinseca en el genoma de P. aeruginosa.

s6lo 1 de 236 aislados de P. aeruginosa resistentes al imipenem o
meropenem producia esta enzima, representando el 0,4% del total de
aislados resistentes y < 0,1% del total de cepas de P. aeruginosa. Datos
mas recientes (2008), obtenidos en un estudio multicéntrico (10
hospitales) de bacteriemia por P. aeruginosa de la Red Espafiola de
Investigacion en Patologias Infecciosas (REIPI), apuntan a un aumen-
to significativo (10 veces) en la frecuencia de cepas productoras de
carbapenemasa, llegando a representar el 4% de las resistentes al
imipenem y el 1% del total de cepas de P. aeruginosa®. Estas cifras se
acercan ya a los datos de otros paises europeos cercanos, como Italia;
en un estudio realizado en 2004, la prevalencia detectada en este
pais fue del 12,6% de los aislados resistentes a las carbapenemas
(1,3% del total de P. aeruginosa)®. Igualmente alarmantes son los da-
tos de Extremo Oriente y America Latina; en un estudio multicéntri-
co reciente en Corea se detectaron MBL en el 10,8% de los aislados de
P. aeruginosa resistentes al imipenem y, particularmente destacable,
en el 66,7% de los aislados de P. putida®*. De igual forma, seglin mues-
tran los datos del estudio SENTRY, cerca de la mitad de las cepas de
P. aeruginosa aisladas de los hospitales brasilefios son resistentes
al imipenem, y casi la mitad de ellas son productoras de carbapene-
masas®.

Carbapenemasas en el género Pseudomonas

Las betalactamasas transferibles con actividad carbapenemasa
pueden pertenecer a las clases A, B o D de Ambler. Los siguientes
subapartados describen las caracteristicas de las carbapenemasas
detectadas en Pseudomonas, resumidas en la tabla 1.

Carbapenemasas de clase A
Las carbapenemasas de la clase A pertenecen al grupo 2f de la

clasificacién funcional de Bush et al*®, y comprenden cinco grupos:
SME, IMI, NMC, KPC y GES/IBC. Todas tienen en comdn tres motivos

altamente conservados, esenciales para su actividad: a) Ser,,-X-X-
Lys; b) Ser;,-Asp-Asn, y ¢) Glu,g. Los grupos SME, IMI y NMC son,
principalmente, de codificacién cromosémica, y nunca se han detec-
tado en Pseudomonas. Las enzimas pertenecientes al grupo SME (1 a
3) se han hallado tan sélo en Serratia marcescens, y las IMI (1y 2)y
NMC-A, en Enterobacter?**. En general, hidrolizan todos los betalac-
tamicos, aunque la eficacia catalitica o de hidrélisis, que viene dada
por el cociente k_/K,, sobre las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion es bastante modesta®*%,

Las carbapenemasas tipo KPC se describieron por primera vez en
Klebsiella pneumoniae (de ahi sus iniciales)®, y se han ido detectando
periédicamente y en diferentes variantes: hasta ahora, hay descritas
de la KPC-1 a la KPC-10, principalmente en enterobacterias®. Se han
detectado practicamente en todo el mundo, con mayor frecuencia en
Norteamérica®**”. En P. aeruginosa han sido detectadas en s6lo dos
variantes: KPC-2 en una cepa clinica en Colombia, y KPC-5, en Puerto
Rico, que de hecho se ha descrito inicamente en P. aeruginosa®*“. Las
carbapenemasas KPC son plasmidicas en todos los casos estudiados.
Aunque sus genes no estan en forma de casetes en integrones, si
estan asociados a elementos méviles como secuencias de insercién o
transposasas, y dada su presencia predominante en K. pneumoniae,
un microorganismo cuya capacidad como vector de diseminacién de
determinantes de resistencia es bien conocida, han llegado a ser las
mas extendidas dentro del grupo funcional 2f>4%”, Su espectro de hi-
drélisis incluye todos los betalactamicos, si bien la eficacia de hidré-
lisis sobre las carbapenemas y las monobactamas es hasta 10 veces
menor que sobre las penicilinas y las cefalosporinas.

Las carbapenemasas tipo GES/IBC se describieron por primera
vez, casi en paralelo, en dos variantes: GES-1 (siglas procedentes de
Guiana extended spectrum, por su pais de origen) en una cepa de K.
pneumoniae®, e IBC-1 (del inglés integron borne cephalosporinase) en
un aislado de Enteobacter cloacae en Grecia®?, ambas en el afio 2000.
Difieren en s6lo un aminoacido, y fueron definidas como BLEE, con
unas tasas de hidrélisis de carbapenemas practicamente nulas. La
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nomenclatura de la familia GES/IBC fue revisada, y se llegé a un con-
senso para el cambio de las IBC por GES. En general, las GES poseen
hasta un 36% de identidad en aminoacidos con respecto a KPC-2, y
un 35% con respecto a SME-1444, A lo largo del tiempo se han ido
describiendo nuevas variantes (hasta la GES-12), pero sélo cuatro
con actividad carbapenemasa: GES-2, -4, -5 y -6. Se ha propuesto que
la presencia de asparragina o serina en la posicién 170 es clave en la
actividad carbapenemasa de tales variantes®. El hallazgo de las GES
no es tan frecuente como el de otras carbapenemasas, aunque se han
aislado practicamente en todo el mundo, desde América hasta el su-
deste asiatico, pasando por Europa e incluso Sudafrica?**”. En P. aeru-
ginosa se han detectado, de entre las que tienen actividad carbape-
nemasa, tan sélo las variantes GES-2 y GES-5, siempre de codificacién
plasmidica en el seno de integrones*-¥’. Ademads, recientemente se
ha descrito por primera vez la asociaciéon de dos GES diferentes en un
mismo integrén, en una cepa clinica de P. aeruginosa*®. En este caso
se trata de una GES-1 seguida de una GES-5, hecho que se ha atribui-
do a una posible duplicacién del gen bla , seguida de la seleccién
de un cambio de nucleétido y aminoacido que define a GES-5. La
seleccion positiva de tal mutacion se deberia a la ampliacién de es-
pectro de la enzima GES-5 hacia las carbapenemas“. Las GES con
actividad carbapenemasa parecen tener una actividad modesta so-
bre los monobactamicos, si bien se ha descrito la variante GES-9 en
una cepa de P. aeruginosa, con importante actividad sobre el aztreo-
nam, aunque sin hidrélisis detectable sobre las carbapenemas®.

Carbapenemasas de clase B

Las carbapenemasas de clase B (en concreto, las de la subclase
B1), mas conocidas como MBL, son quiza el grupo mas relevante de
carbapenemasas, tanto por diversificacién en diferentes variantes
aminoacidicas como por su diseminacién practicamente mundial, y
en diferentes microorganismos. Como elemento definitorio, las MBL
de la subclase B1 (a la que pertenecen las MBL que podemos hallar
en Pseudomonas por transferencia horizontal) poseen un motivo de
unién de zinc del tipo His-X-His-X-Asp, al que se unen dos iones
de zinc, necesarios para la actividad de la enzima?*?, Asi pues, todas
las MBL tienen también en comdn su inhibicién por quelantes meta-
licos como el acido etilendiaminotetraacético (EDTA). Dentro de
ellas, se distinguen ocho grupos: IMP, VIM, SPM, SIM, GIM, AIM, DIM
y KHM. Las MBL AIM-1 y DIM-1 se han detectado recientemente en
P. aeruginosa y P. stutzeri, en Australia y Holanda, respectivamente,
pero la informacién disponible acerca de ellas es atin muy escasa®®',
KHM-1 se ha detectado sélo en Citrobacter freundii, y presenta una
moderada actividad sobre las carbapenemas, viéndose claramente
superada por la actividad sobre las cefalosporinas®2.

Del resto de grupos de MBL destacan las IMP y las VIM como las
mas extendidas y habitualmente detectadas, relacionindose con
brotes causados por cepas de Pseudomonas portadoras. Las IMP (IMP-
1) se detectaron por vez primera en 1991 en Japén, en S. marces-
cens®. Hasta hoy se han descrito variantes aminoacidicas hasta la
IMP-26 (recogidas en la web de nomenclatura de betalactamasas
www.lahey.org/Studies, actualizada en octubre de 2009), en distin-
tos microorganismos, y practicamente en todo el mundo, aunque
con una mayor predominancia por la region del sudeste asiatico-Pa-
cifico?. A excepcion de IMP-3, -5, -17, -23 y -24, el resto se han de-
tectado en Pseudomonas. Destaca, por su rareza, el hallazgo de IMP-8
s6lo en P. mendocina, asi como la presencia de IMP-1 en P. putida y P.
fluorescens (ademas de en P. aeruginosa), IMP-12 sélo en P. putida®,
IMP-19 en P. putida (ademas de en P. aeruginosa) e IMP-22 en P. fluo-
rescens®® (ademas de en P. aeruginosa). El resto se han detectado sélo
en la especie P. aeruginosa. Las IMP mas préximas entre si se englo-
ban en el cluster de IMP-1, que incluye a las IMP-3, -4, -6 y -10. A
partir de aqui, sin la formacién de clusters claros, las IMP se van dis-
tanciando de este primer grupo, hasta llegar a IMP-12, la variante
mas distante de IMP-12%, Los genes de las IMP se hallan en forma de

casetes en integrones plasmidicos, principalmente de clase 1, aun-
que también se han detectado en clase 323245657,

Las VIM (VIM-1), por su parte, se detectaron por vez primera en
P. aeruginosa en Verona, en 1997%, de ahi sus siglas: Veronese IMipe-
nemase. Las enzimas tipo VIM son las detectadas de forma mas ha-
bitual en Europa, en donde la VIM-2 se ha convertido en predomi-
nante. De hecho, puede decirse que VIM-2 es, probablemente, la
carbapenemasa mas comdn en todo el mundo?. De todas las varian-
tes (hasta 23) recogidas en www.lahey.org/Studies, las VIM-1, -2, -4
y -6 se han detectado en P. aeruginosa y P. putida. VIM-2 fue detecta-
da, ademads, en otra especie ambiental: P. pseudoalcaligenes*. Del
resto de VIM, todas han sido detectadas en P. aeruginosa, ademas de
ciertas variantes en otras especies no pseudomonadales, con las ex-
cepciones de: VIM-12, un hibrido entre VIM-1 y VIM-2, y que sélo se
ha detectado en enterobacterias®; VIM-19, sélo hallada en K. pneu-
moniae, y VIM-23, sélo en E. cloacae. En cuanto a la organizacién den-
tro del grupo de las VIM, el arbol filogenético parece tener tres clus-
ters bien diferenciados. El de VIM-7 (lnica representante) esta
claramente separado de los dos otros: VIM-1 (que contiene a VIM-4,
y VIM-13, entre otras) y VIM-2 (que contiene a la mayoria de varian-
tes del grupo). Si bien se han hallado casos de codificacién cromosé-
mica de los genes de VIM, lo mas habitual es la presencia de estos
genes en forma de casetes en integrones de clase 1*%. Respecto al
espectro de hidr6lisis, VIM-1 parece hidrolizar mejor a practicamen-
te todos los betalactamicos (sobre todo, a ciertas cefalosporinas) que
VIM-2, lo cual parece explicarse por cambios de aminodacidos cerca-
nos o en el propio centro activo de la enzima®'. Las IMP, en general,
parecen tener una menor eficiencia en la hidrélisis que las VIM.

Los grupos SPM, GIM y SIM, con un solo representante cada uno,
parecen tener una distribucién geografica mucho mas restringida
que las IMP y VIM, y s6lo en el caso de SPM-1 se han detectado brotes
por cepas portadoras®. La identificacién de SPM-1 (Sao Paulo meta-
llo-B-lactamase) se realiz6 en un aislado clinico de P. aeruginosa en
2001. Esta MBL present6 localizacion plasmidica, aunque no relacio-
nada con integrones o elementos méviles, y un porcentaje de identi-
dad en aminoacidos del 35% con IMP-1. Hoy en dia, esta MBL esta
ampliamente diseminada en Brasil®?, y hace muy poco tiempo se ha
detectado el primer caso en Europa®. GIM-1 se detectd en Alemania
(German IMipenemase), en diferentes aislados clinicos de P. aerugino-
sa, presentando una identidad aminoacidica préxima al 40% con res-
pecto a las MBL tipo IMP. Se demostré su presencia en un integrén
de clase 1 situado en un plasmido no transferible de 22 Kb. En cuan-
to a sus caracteristicas de hidro6lisis de betalactdmicos, GIM-1 mostré
una menor actividad, en general, que el resto de MBL clinicamente
relevantes®. Finalmente, SIM-1 (Seoul IMipenemase) se ha detectado
Ginicamente en A. baumannii en Corea, y presenta un 69% de identi-
dad en aminoacidos con respecto a las IMP®6,

Carbapenemasas de clase D

Las betalactamasas tipo OXA se detectan, sobre todo, en A. bau-
mannii, habitualmente como casetes en integrones situados en plas-
midos o transposones, aunque también, en ciertos casos, asociadas a
secuencias de insercién®. Sin embargo, también se han hallado, mas
raramente, en P. aeruginosa y otras especies préximas, como Ralsto-
nia o Aeromonas®’%8. Como caracteristica definitoria, las OXA, al per-
tenecer a la clase D, poseen cuatro motivos conservados: a) Ser,y-X-
X-Lys; b) Ser,,-X-Val/lle, que es equivalente al motivo Ser-Asp-Asn
en las betalactamasas de clase A; c) Lys,-Thr/Ser-Gly, comn a la
gran mayoria de serin-betalactamasas, y d) Trp,,,-X-X-Gly®".

Las primeras OXA, descritas en la década de 1980, inicialmente se
caracterizaron por sus elevados cocientes k_,/K,, sobre cloxacilina y
oxacilina (de ahi su nombre), pero sin afectar significativamente a
los carbapenémicos ni a las cefalosporinas de espectro extendido®.
Hasta la fecha se han descrito mas de 100 variantes aminoacidicas de
OXA (www.lahey.org/Studies). No obstante, s6lo determinadas va-
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riantes de OXA-2 y OXA-10 (también denominada PSE-2) se englo-
ban por su comportamiento hidrolitico dentro de las BLEE, pues afec-
tan a las cefalosporinas de tercera y cuarta generacién y también a
las monobactamas. Estas OXA de espectro extendido se detectaron
por primera vez en Turquia®®. Sin embargo, ninguna de ellas afecta
significativamente a las carbapenemas, al contrario que un grupo de
aproximadamente 50 enzimas OXA, s6lo remotamente relacionadas
(en cuanto a sus secuencias aminoacidicas) con las OXA sin actividad
carbapenemasa. La primera OXA con actividad carbapenemasa, ini-
cialmente denominada ARI-1 y, posteriormente, renombrada como
0XA-23, fue descrita en 1993 por Paton et al”en una cepa de A. bau-
mannii. A partir de entonces, la diversificacién ha sido enorme, y las
nuevas variantes se han clasificado en nueve subfamilias. Los miem-
bros de cada subfamilia tienen una identidad en aminodacidos de
aproximadamente un 92%, mientras que la identidad entre miem-
bros de distintas subfamilias varia entre un 40 y un 70%¢. Las subfa-
milias son: a) OXA-23 (incluyendo las -23, -27 y -49); b) OXA-24
(incluyendo -24, -25, 26-, -40 y -72); c¢) OXA-51 (incluyendo -51, de
-64 a -71, de -75 a -78, -83, -84, -86 a -89, -91, -92, -94, y -95); d)
0XA-58; e) OXA-55 (incluyendo -55 y -SHE [de Shewanella algae]); f)
0XA-48 (incluyendo -48, -54 y -SAR2); g) OXA-50 (incluyendo de -
50a a -50d, conocidas como enzimas PoxB); h) OXA-60 (incluyendo
de -60a a -60d), e i) OXA-6224,

No obstante, en P. aeruginosa, la Gnica carbapenemasa transferi-
ble de clase D detectada es la OXA-40, en dos aislados clinicos en
nuestro pais’.. Las betalactamasas PoxB (OXA-50a a -50d)>” fueron
caracterizadas como oxacilinasas cromosémicas presentes de forma
natural en el cromosoma de P. aeruginosa, pero que, en condiciones
normales, no parecen expresarse. Varios estudios han demostrado
que, en ausencia de expresion de ampC, la expresion de poxB se ve
aumentada’”, y aunque la hidrélisis sobre el imipenem es detecta-
ble, el papel de esta subfamilia de OXA en la resistencia a carbapene-
mas parece, al menos, cuestionable. En general, la accién de las car-
bapenemasas tipo OXA sobre las carbapenemas es bastante modesta
(mayor eficacia hidrolitica sobre el imipenem que sobre el merope-
nem), aunque siempre superior al efecto sobre las cefalosporinas de
espectro extendido y monobactamas, practicamente nula. El nivel
de inhibicién que provocan los clasicos inhibidores de betalactama-
sas (clavulanato, tazobactam) sobre las OXA es variable, aunque en
general bastante débil, al contrario de lo que ocurre con el NaCl, que
se muestra como un fuerte inhibidor de su actividad?.

Deteccion de carbapenemasas en el laboratorio

La figura 1 muestra un esquema de los pasos que hay que seguir
en la deteccién de carbapenemasas en P. aeruginosa. Al contrario de
lo que ocurre generalmente en Enterobacteriaceae, la produccion
de carbapenemasas en P. aeruginosa suele conferir resistencia de alto
nivel a las carbapenemas, debido principalmente a su mayor resis-
tencia intrinseca, determinada por la produccién de la cefalosporina-
sa inducible AmpC, la expresion basal de bombas de expulsién (so-
bre todo MexAB-OprM) y la menor permeabilidad de su membrana
externa. En este sentido, las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) del imipenem y del meropenem generalmente estan en el in-
tervalo de 8 a > 128 pg/ml en las cepas clinicas de P. aeruginosa por-
tadoras de MBL?. Por lo tanto, el primer condicionante para pensar
en la presencia de carbapenemasas es que la cepa no sea sensible a
las carbapenemas. Esto es, sin duda, una ventaja respecto a las ente-
robacterias, en las que las CMI de las carbapenemas en cepas produc-
toras de carbapenemasas se sitdan frecuentemente por debajo de los
puntos de corte. Sin embargo, y al menos en teoria, también es posi-
ble la presencia de una carbapenemasa con una CMI de 4 pg/ml o
incluso menor, si se da en una cepa con algiin mecanismo de hiper-
sensiblidad a las carbapenemas, como podria ser la hiperproduccion
de MexCD-Opr]J, pudiendo dificultar la deteccion de la carbapenema-
sa'. Del mismo modo, las CMI de las carbapenemas en otras especies

menos resistentes del género Pseudomonas, atin portando carbape-
nemasa, podrian ser igualmente menores, y camuflar la presencia de
estos determinantes. En cualquier caso, el principal reto de la detec-
cién de carbapenemasas en P. aeruginosa no es la falta de sensibili-
dad del cribado por CMI de carbapenemas, sino su especificidad ex-
tremadamente baja, ya que actualmente es mucho mas habitual la
resistencia a carbapenemas por mecanismos mutacionales que
la mediada por carbapenemasas. Esta seria, por consiguiente, una
clara desventaja en comparacién con las enterobacterias, en las que
la contribucién de los mecanismos de resistencia mutacionales a la
resistencia a las carbapenemas es infinitamente menor. Es, por lo
tanto, necesario acotar mas el cribado de las cepas productoras de
carbapenemasas, antes de pasar a los ensayos especificos de detec-
cién, con datos adicionales de sensibilidad. En sintesis, deben consi-
derarse posibles candidatas a la produccién de carbapenemasas las
cepas que sean intermedias/resistentes (I/R) al imipenem o al mero-
penem, y que ademas sean I/R a ceftazidima, cefepima o piperacili-
na-tazobactam (v. fig. 1). Aun asi, la explicaciéon mas comin sera la
combinacién de varios mecanismos cromosémicos (con frecuencia,
inactivaciéon de OprD mads hiperproduccién de AmpC o MexAB-
OprM), aunque, en este contexto, la sensibilidad al aztreonam apun-
taria hacia la presencia de una MBL. No obstante, la resistencia feno-
tipica a este firmaco no descartaria en absoluto la presencia de una
MBL, ya que no es infrecuente que exista, adicionalmente, resisten-
cia cromosémica a este antibiético en cepas productoras de MBL.

En cualquier caso, después del cribado por patrén de sensibilidad
es siempre necesario utilizar ensayos fenotipicos, bioquimicos o ge-
néticos para constatar la presencia de carbapenemasas. La técnica
considerada de referencia es la demostracién bioquimica de activi-
dad carbapenemasa (en extractos obtenidos por sonicacién), me-
diante la cuantificacion por espectrofotometria de la hidrélisis del
imipenem. No obstante, esta técnica puede ser tediosa y poco aplica-
ble al laboratorio de diagnéstico microbiolégico, por lo que general-
mente es preferible la utilizacién de ensayos fenotipicos seguidos,
idealmente, de la comprobacién mediante técnicas moleculares, a
través de la amplificacién por reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) del gen de la carbapenemasa correspondiente (en la reciente
revision de Queenan y Bush se recoge una tabla con los cebadores
necesarios).

Una primera técnica fenotipica para detectar la presencia de car-
bapenemasas adquiridas, aunque no permite discriminar la clase (A,
B o0 D), es el test modificado de Hodge?, que si bien se utiliza con
mas frecuencia en enterobacterias, también puede ser ttil en Pseu-
domonas. Este ensayo se basa en la sensibilidad al imipenem que
muestra la cepa de Escherichia coli ATCC 25922, que se siembra en
césped en una placa de Miiller-Hinton, y cuyo halo de inhibicién al-
rededor del disco se ve disminuido en presencia de una estria de una
Pseudomonas productora de carbapenemasa. La carbapenemasa es
producida y secretada al medio extracelular, permitiendo el creci-
miento, en las proximidades de la estria, de la cepa sensible de E. coli,
lo que da lugar a la deformacién del halo (fig. 2). En un primer estu-
dio, la prueba de Hodge fue menos eficaz que la de la sinergia de
doble disco (DDST, del inglés Double-Disc Synergy Test) con imipe-
nem y EDTA, de tal manera que, de un total de 52 cepas de Pseudo-
monas productoras de MBL, la primera identificé como positivas s6lo
a 34, mientras que las 18 restantes dieron resultados ambiguos. Ade-
mas, se obtuvieron resultados ambiguos en nueve cepas mas, no pro-
ductoras de carbapenemasa, que podrian haber sido interpretadas
como falsos positivos. En cambio, la DDST no dio ningn falso positi-
vo, e identificé correctamente las 52 cepas portadoras de MBL™. Pos-
teriormente se demostr6 que la adicién de ZnSO,, a razén de 70 pg/
ml en la placa de Miiller-Hinton, o bien en los discos de imipenem a
140 pg/disco, mejoraba las prestaciones de la prueba de Hodge. Asi,
de 39 cepas productoras de MBL de las cuales tres se habian dado
inicialmente como negativas y diez como ambiguas, después de la
adicién del ZnSO,, todas dieron resultados positivos’. Sin embargo,
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Figura 1. Esquema de la deteccién en el laboratorio de diagnéstico microbiolégico de carbapenemasas en P. aeruginosa. Cribado por patrén de sensibilidad y deteccién por téc-
nicas fenotipicas, bioquimicas y/o genéticas. ATM: aztreonam; CAZ: ceftazidima; EDTA: acido etilendiaminotetraacético; FEP: cefepima; I: intermedio; IEF: isoelectroenfoque;
IMP: imipenem; MBL: metalo-B-lactamasa; MER: meropenem; PCR: reaccion en cadena de la polimerasa; PTZ: piperacilina-tazobactam; R: resistente; S: sensible.

dos recientes trabajos realizados en la India siguen destacando la
mayor fiabilidad de la DDST sobre la prueba de Hodge para la detec-
cion de carbapenemasas en Pseudomonas y otros bacilos gramnegati-
VOS76,77_

Para la comprobacién fenotipica de la presencia de MBL en con-
creto, se pueden realizar varios ensayos, todos ellos basados en la
inhibicion de estas carbapenemasas por quelantes de cationes di-
valentes. Entre ellas, la utilizacién de discos de imipenem e imipe-
nem + EDTA (v. fig. 2) prueba que mostré un 100% de sensibilidad
en un estudio realizado en 200278, No obstante, pueden surgir pro-
blemas de interpretacién cuando la diferencia entre ambos halos es
cercana a los 5 mm, punto de corte utilizado frecuentemente. Otra
aproximacién es la prueba de sinergia DDST utilizando discos de
EDTA, acido dipicolinico (v. fig. 2), acido mercaptopropiénico, o aci-
do sodio-mercaptoacético, junto con discos de imipenem o mero-
penem (también con menor frecuencia otros como la ceftazidima)
a una distancia variable de 5 a 15 mm, en funcién del nivel de re-
sistencia. Finalmente, se puede emplear el Etest® MBL (AB Biodisk,
Solna, Suecia). Se considera una prueba positiva cuando se docu-
menta una diferencia de mds de tres diluciones entre las CMI del
imipenem y del imipenem + EDTA, con una sensibilidad del 94%
seglin el trabajo de Walsh et al™. Se han detectado casos de falsos
negativos, cuando la CMI del imipenem es baja (cercana a 4 pg/ml),
como podria ser en los casos de hipersensibilidad a las carbapene-
mas’?%, Ademas, cuando las CMI al imipenem son tan bajas, se lle-
ga al limite minimo de deteccidn de este tipo de Etest®, como ocu-
rre con enterobacterias o especies mas sensibles del género

Pseudomonas, en las que deben utilizar los ensayos anteriores. En
un trabajo reciente®! se destacé la influencia de los distintos medios
Miiller-Hinton comerciales sobre la fiabilidad de los Etest® MBL,
probablemente debido a la distinta concentracién de iones depen-
diendo de cada casa comercial. En este sentido, el Miiller-Hinton de
BioMérieux (Marcy I'Etoile, Francia) demostr6 ser el que mas falsos
negativos causaba, mientras que Difco (BD, Franklin Lakes, Estados
Unidos) provocaba un alarmante porcentaje de falsos positivos.
Ante esta situacion, parece necesario complementar el Etest® MBL
con otro tipo de pruebas.

Si bien para la deteccién de MBL en Pseudomonas, aunque no
son infalibles, existen distintas aproximaciones fenotipicas ttiles;
la deteccidn fenotipica de carbapenemasas de las clases Ay D en
Pseudomonas es mucho mas complicada. Esto se debe a que tanto
en el caso de las OXA (clase D) como en el de las principales car-
bapenemasas de clase A detectadas en P. aeruginosa (GES y KPC), el
efecto de los inhibidores clasicos de serin-betalactamasas (clavu-
lanico, tazobactam o sulbactam) es bastante variable y modesto.
No obstante, la DDST con amoxicilina-acido clavuldnico, en com-
binacién con discos de imipenem y meropenem, afiadiendo inclu-
so cefalosporinas de espectro extendido, en ocasiones puede dar
resultados positivos, dependiendo de la variante de carbapenema-
sa implicada y de la presencia o no de mecanismos mutacionales
concomitantes. En cualquier caso, la detecciéon de carbapenemasas
de clase A 'y D en Pseudomonas debe pasar, practicamente de for-
ma inevitable, por la utilizacién de métodos bioquimicos o gené-
ticos.
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Figura 2. A. Etest® MBL positivo en una cepa de P. aeruginosa mucoide portadora de VIM-2. B. Diferencia en los halos de inhibicién de imipenem e imipenem + EDTA en una cepa de P.
aeruginosa portadora de VIM-2. C. DDST con discos de acido dipicolinico, meropenem e imipenem, en una cepa de P. aeruginosa portadora de VIM-2. D. Prueba de Hodge modificada en
la que se aprecia la reduccién del halo de inhibicién del crecimiento de la cepa de E. coli, alrededor de la estria marcada con la flecha. Dicha estria pertenece a una cepa de P. aeruginosa
productora de VIM-2, mientras que el resto de estrias son cepas de P. aeruginosa no productoras de carbapenemasa, incluyendo cepas sensibles y resistentes por inactivacién de OprD.

Carbapenemasas en especies de Pseudomonas detectadas en los
hospitales espaiioles

Si bien la prevalencia de cepas de Pseudomonas productoras de
carbapenemasa en Espafia es todavia relativamente baja compara-
da con la de otros paises, su deteccion ha dejado ya de ser un hecho
infrecuente, como lo demuestran los datos de los diversos estudios
publicados, resumidos en la tabla 2. La primera deteccién de una
carbapenemasa adquirida por Pseudomonas en nuestro pais (en
concreto, VIM-2) se dio en una cepa perteneciente a un estudio re-
trospectivo en cepas de P. aeruginosa resistentes a ceftazidima e
imipenem (total: 52 cepas), obtenidas en el Hospital de Sant Pau de
Barcelona, durante el periodo 1996-2001%2. En 2007 se describi6 el
primer brote epidémico (también por una cepa productora de VIM-
2) en el Hospital de Bellvitge (Barcelona), que afecté a 34 pacientes
en un periodo de, aproximadamente, 2 afios (2004-2006)%. Tam-
bién en el afio 2007 se publicé el primer estudio multicéntrico na-
cional de epidemiologia molecular y mecanismos de resistencia a
las carbapenemas en el que se analizaron 236 cepas de P. aerugino-
sa aisladas en noviembre de 2003'. No obstante, s6lo una cepa
(0,4%) fue productora de carbapenemasa (VIM-2). Segiin los datos
del afio 2008 del estudio multicéntrico de bacteriemia por P. aeru-
ginosa REIP], la prevalencia de cepas productoras de carbapenema-
sa habria aumentado de forma significativa (10 veces) en los ulti-
mos afios, llegando ya al 4% de las resistentes a imipenem, todas

ellas productoras de VIM-2%2, Ademas, de las miltiples detecciones
de VIM-2 en nuestro pais (v. tabla 2), se ha identificado una nueva
variante (VIM-13) recientemente caracterizada bioquimicamente a
partir de una cepa del Hospital de Son Llatzer de Palma de Mallorca,
y posteriormente detectada también en otro hospital de la isla (Son
Dureta)'”#4. También en Palma de Mallorca se ha detectado recien-
temente una alta frecuencia (14%) de aislados de P. putida produc-
tores de MBL (VIM-1 y VIM-2). Resulta interesante que el integron
portador de VIM-2 se localizara en el mismo transposén detectado
en las cepas de P. aeruginosa productoras de VIM-2, lo cual parece
sugerir que P. putida podria actuar como reservorio de estos impor-
tantes determinantes de resistencia'.

Finalmente, cabe destacar la reciente descripcién en nuestro pais
de una cepa de P. aeruginosa productora de una carbapenemasa de
clase A (GES-5) diseminada en 24 pacientes del Hospital Doce de
Octubre de Madrid en 2007-2008%, Cabe destacar que el clon impli-
cado fue el ST235, ampliamente diseminado internacionalmente, y
que ya habia mostrado previamente su capacidad para adquirir otras
betalactamasas importantes (VIM, PER y OXA, entre otras)®. Curio-
samente, este mismo clon (ST235) resulté ser el portador de la VIM-
13 descrita en los hospitales de Mallorca. Por dltimo, se ha descrito
también la presencia de la carbapenemasa de clase D OXA-40 en dos
aislados de P. aeruginosa, presente en el mismo plasmido descrito en
A. baumannii, también en Espafia (Hospital de Santa Marina, Bil-
bao)”5,
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Tabla 2

Resumen de los estudios publicados acerca de carbapenemasas detectadas en el género Pseudomonas en hospitales espafioles

Referencia del Especie N.° pacientes Prevalencia Carbapenemasa Hospital Afio(s) de Caracteristicas

estudio infectados (n.° de casos) (localidad) detecci6n relevantes

(n.° de clones)
82 PA 1(1) 2% de los aislados de PA resistentes VIM-2 (1) Sant Pau (Barcelona) 1996-2001 1.2 deteccion de VIM
a CAZ e IMP (total: 52) en Espafia
18 PA 1(1) 0,08% del total de aislados (1.250) ~ VIM-2 (1) General Yagiie (Burgos) 2003 1.7 estudio espafiol
de PA. 0,4% de los aislados de PA multicéntrico de la
resistentes a IMP y/o MER (236) resistencia a
carbapenemas en
PA
87 PA 1(1) Detecci6n esporadica VIM-2 (1) Son Llatzer 2004
(Palma de Mallorca)

83 PA 34 (1) Brote epidémico VIM-2 (34) Bellvitge (Barcelona) 2004-2006 1. brote epidémico
por una cepa de PA
productora de MBL
en Espafa

88 PA 9(1) Brote epidémico VIM-2 (9) Marqués de Valdecilla 2004-2006

(Santander)
84 PA 1(1) Detecci6n esporadica VIM-13 (1) Son Llatzer 2005 1.2 descripcion de la
(Palma de Mallorca) variante VIM-13
89 PA 3(1) Brote epidémico VIM-2 (3) Joan March 2007 1.2 descripcion de
(Palma de Mallorca) infeccion pulmonar
crénica por PA
mucoide productora
de MBL

71 PA 2(1) Detecci6n esporadica 0XA-40 (2) Santa Marina (Bilbao) 2008 1.2 deteccién de una
OXA carbapenema-
sa transferible en PA

48 PA 24 (1) 2% del total de aislados (1.182) GES-5 (24) 12 de Octubre 2007-2008 1.2 descripcion de un

de PA. 50% de los aislados de PA (Madrid) integron portador

resistentes a cefalosporinas, de dos variantes

penicilinas y carbapenemas GES. 1.2 deteccién

(48). Brote epidémico de GES en el clon
mundialmente
distribuido ST235

PA 9(9) 0,75% del total de aislados (1.182) VIM-2 (9)

de PA. 18,7% de los aislados de

PA resistentes a cefalosporinas,

penicilinas y carbapenemas (48)

17 PP 8(8) 14% de las infecciones causadas por VIM-1 (2) Son Dureta (Palma de 2005-2008 1.2 deteccion de una

el grupo P. putida/fluorescens VIM-2 (6) Mallorca) MBL (VIM-1) en PP

(57) en Espafia. Clon
portador de VIM-
13: ST235. Clon
mayoritario
portador de VIM-2:
ST179, asociado con
infecciones
pulmonares
crénicas

PA 11 (4) 0,3% de las infecciones causadas VIM-13 (2)
por PA (3.694)
VIM-2 (9)

CAZ: ceftazidima; IMP: imipenem; MER: meropenem; PA: P. aeruginosa; PP: P. putida.
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