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RESUMEN: La introduccién de los
carbapenemes, en los anos 80,

conslituyé un gran avance en el
tratamiento de las infecciones severas
producidas por bacterias gram-negativas
multiresistentes, sin embargo |a resistencia
a estos compuestos ha sido descripta

en enterobacterias, Acinetobacter spp.

y resulta frecuente en Pseudomonas
aeruginosa. La emergencia de metalo-
B-lactamasas (MBLs) adquiridas en
microorganismos patégenos ha sido
descripta en diversas regiones del

mundo y actualmente constituye un
problema global emergente. Todas las
MBLs, IMP, VIM, SPM-1, GIM-1 y SIM-1,
independientemente de su diversidad,
hidrolizan a practicamente la totalidad de
los p-lactamicos y son inhibidas por EDTA
y ofros agentes quelantes. La mayoria

de los genes codificantes de MBLs se
encuentran como genes en cassette en
integrones de clase 1, aunque algunos

se encuentran en integrones de clase 3.
La répida diseminacién de las MBLs, su
amplia diversidad y el nimero de especies
bacterianas involucradas, ha complicado la
estandarizacion de métodos de deteccidn

y ha dificultado la compresién de su
implicancia clinica y epidemiolégica.
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SUMMARY: Carbapenem resistance due to
metallo-B-lactamases

Therapeutic introduction of carbapenems
in the 80s constituted a great advance in
the treatment of serious infections, although
carbapenem resistance is now observed in
enterobacteria, Acinetobacter spp. and is
becoming more common in Pseudomonas
aeruginosa and other species. Emergence
of acquired metalo-g-lactamases (MBLs) in
gram-negative pathogens has clinical and
epidemiological implications and becomes
a worrisome problem worldwide, being
reported from either individual isolates or
nosocomial outbreaks. All MBLs, IMP, VIM,
SPM-1, GIM-1 and SIM-1, despite their
diversity, hydrolyze virtually all B-lactams
and are inhibited by EDTA. Most encoding
genes are found as gene cassettes on
class 1 integrons, although some are also
found on class 3 integrons. The rapid
spread of MBLs, their broad structural
variety and the number of involved host



species has complicated standardization

of detection methods, thus the lack of final
epidemiological knowledge and clinical
impact understanding.
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Introduccién

La introduccién de los carbapenemes, en
los anos 80, constituyo un gran avance en el
tratamiento de las infecciones severas pro-
ducidas por bacterias gram-negativas mul-
tirresistentes, debido a la buena estabilidad
de estos agentes frente a la mayoria de las
B-lactamasas producidas por dichos micro-
organismos. Sin embargo, la emergencia
de microorganismos patogenos resistentes
a estos compuestos ha sido descripta en
diversas regiones del mundo y actualmente
constituye un problema global emergente.

Los bacilos gram-negativos han desarro-
llado distintas estrategias por las cuales son
capaces de evadir la accién de los carba-
penemes. Estos mecanismos incluyen: la
disminucién en la captacion droga, media-
da por alteraciones en la permeabilidad de la
membrana externa (ausencia o disminucién
en la expresion de las proteinas de membra-
na extema, OMPs) o la presencia de sistemas
activos de extrusion del antibidtico (bombas
de efiujo), la hiperproduccion de B-lactama-
sas de tipo AmpC vy la adquisicién de g-lac-
tamasas con capacidad de hidrolizar carba-
penemes. Las carbapenemasas adquiridas
representan la mayor amenaza frente a la utili-
zacion clinica de los carbapenemes (1).

Las carbapenemasas representan un
grupo heterogéneo de B-lactamasas perte-
necientes a diferentes clases maleculares
denominadas A, B y D (2). Las enzimas de
clase Ay D pertenecen a las serino-enzimas

mientras gue las de clase B son metalo-en-
zimas zinc-dependientes. Estas Ultimas han
sido descriptas principalmente en Pseudo-
monas aeruginosa y Acinetobacler spp. y en
menor medida en enterobacterias, mientras
que las de clase A y D sélo han sido des-
criptas en enterobacterias y Acine-tobacier,
respectivamente (3).

Carbapenemasas de clase A

Las carbapenemasas de clase molecular
A pertenecen al grupo 2f de la clasificacion
de Bush et al. (4). NMC-A fue la primer car-
bapenemasa de clase A identificada a partir
de Enterobacter cloacae en 1990, en Fran-
cia (5). La cepa productora de esta enzima
presentaba sensibilidad disminuida a imipe-
nem, aztreonam y en menor medida a me-
ropenem, mientras que resultaba completa-
mente sensible a las oximino cefalosporinas
(cefotaxima, ceftacidima). NMC-A hidroliza
aminopenicilinas, carboxipenicilinas, cefalo-
tina, imipenem y aztreonam, y su actividad
es parcialmente inhibida por acido clavula-
nico, sulbactam y tazobactam. El gen nmec-
A esta en el cromosoma, precedido de un
gen regulador del tipo LysR (similar al gen
regulador de las enzimas de tipo AmpC)
siendo la expresiéon de NMC-A inducible (5).
SME-1 fue la primer enzima de este grupo
identificada en un aislamiento de Seratia
marcescens. Este germen fue recuperado
en Londres, en 1983, previo a la comercia-
lizacion de los carbapenemes (6). El gen
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codificante de SME-1 esta localizado en el
cromosoma y su expresion depende de un
regulador de tipo LysR. Si bien SME-1 com-
parte sélo un 68% de identidad en aminoa-
cidos con NMC-A, presenta similar perfil de
hidrdlisis de sustratos y de inhibicién. SME-
2 y SME-3 son mutantes puntuales de SME-
1 identificadas también en S. marcescens,
en EEUU (7). Es posible que aquellas S.
marcescens portadoras del gen sme cons-
tituyan una subespecie que posea natural-
mente este marcador de resistencia. IMI-1
fue identificada en dos cepas de E. cloacae
aisladas en 1984, en EEUU (8); comparte
un 95 % de identidad en aminoacidos con
NMC-A y presenta similares perfil de hidrdli-
sis y mecanismo de induccion. Mas recien-
temente, en el 2001, en EEUU fue reporta-
da una nueva carbapenemasa de clase Aen
Klebsiella pneumoniae, KPC-1, que confie-
re resistencia a carbapenemes, aztreonam
y oximino cefalosporinas. A diferencia de
las anteriores su actividad es mejor inhibida
por &cido clavulanico y tazobactam. El gen
kpc-1 fue localizado en un plasmido, lo cual
constituye una ventaja en la evolucién de la
resistencia a p-lactamicos mediada por en-
zimas (9). En el 2001 fue descripta una va-
riante puntual de la B-lactamasa de espectro
extendido GES-1 con actividad de carbape-
nemasa en P. aeruginosa, en Sudéfrica (10).
GES-2, de codificacion también plasmidica,
presenta una eficiencia de hidrdlisis de imi-
penem 100 veces superior a la de GES-1.
Sin embargo su actividad es 1000 veces in-
ferior a la de otras carbapenemasas de cla-
se A como SME-1 y NMC-A. Posteriormente
fueron reportadas 4 variantes de enzimas de
tipo KPC y 9 de enzimas tipo GES (www. la-
hey.org/studies).

La resistencia a carbapenemes en ente-
robacterias es un hecho infrecuente ain, en
nuestro pais. En el 2003 fue descripta por
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primera vez una carbapenemasa de clase
A en Argentina, que correspondié a la enzi-
ma NMC-A (11). Posteriormente a través del
Programa Whonet-Argentina fueron iden-
tificadas, Sme-2 en S. marcescens, GES-3
en E. cloacae y una enzima tipo KPC en K.
pneumoniae (Pasteran et al., comunicacion
oral, X Congreso Argentino de Microbiolo-
gia, 2004).

Carbapenemasas de clase D

La resistencia a carbapenemes en Aci-
netobacter baumannii ha alcanzado niveles
alarmantes en nuestro pais y en el resta del
mundo (www.aam.org.ar). Esta resistencia
frecuentemente se asocia a la produccion
de oxacilinasas con actividad hidrolitica so-
bre los carbapenemes (12). OXA-23 fue la
primer enzima de tipo OXA-carbapenemasa
descripta en A baumannii y sucesivamen-
te fueron reportadas en este germen otras
enzimas de este tipo. En general presen-
tan una débil actividad hidrolitica de carba-
penemes pero son capaces de conferir re-
sistencia en esta especie bacteriana, y son
débilmente inhibidas por el &cido clavulani-
co (13). Las OXA-carbapenemasas han sido
agrupadas en 4 “clusters”: tipo OXA-23, tipo
OXA-24, tipo OXA-58 y tipo OXA-51 (13). Se
sugiere que la enzima OXA-51 es intrinse-
ca de A. baumannii ya que se la enconiré
en todos los aislamientos analizados, tan-
to sensibles como resistentes a imipenem,
siendo variable su nivel de expresion (14).

Carbapenemasas de clase B:

Metalo-g-lactamasas

Las metalo-g-lactamasas (MBLs) son
enzimas de clase molecular B de Ambler
(2), pertenecientes al grupo funcional 3 de
la clasificacion de Bush et al. (4). Tienen la
capacidad de hidrolizar a la mayoria de los
compuestos B-lactamicos, incluyendo a los
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carbapenemes, y no son inhibidas por los
inhibidores de B-lactamasas clasicos como
el acido clavulanico, sulbactam y tazobac-
tam. Su actividad catalitica depende del
zinc por lo que los agentes quelantes pue-
den inhibir dicha actividad (4). La tasa de hi-
drolisis de los compuestos B-lactamicos es
variable entre las distintas MBLs y puede o
no correlacionar con resistencia a carbape-
nemes en los microorganismos producto-
res. En base a la afinidad por los distintos
sustratos, las MBLs se dividen en tres gru-
pos: las enzimas del grupo 3a presentan un
amplio perfil de sustratos, las del grupo 3b
tienen afinidad preferencial por los carba-
penemes y en el grupo 3¢ se agrupan las
enzimas que hidrolizan pobremente a los
carbapenemes respecto de otros B-lacta-
micos (15). A nivel molecular, las MBLs, for-
man un grupo muy heterogéneo cuya clasi-
ficacion resulta engorrosa. Se ha propuesto
la division de las enzimas de clase B en dos
grupos: B1/B2 y B3. Estos dos grupos son
tan distantes entre si, que no se detectan
secuencias homdlogas entre proteinas per-
tenecientes a distintos grupos, sin embargo
presentan homologla a nivel estructural. La
presencia de genes codificantes de MBLs
en Eubacteria, Archaebacteria y Eukaryo-
fa es consistente con un origen muy anti-
guo de esta familia (16). Las enzimas tipo
IMP, VIM, SPM, GIM y SIM corresponde al
grupo B1/B2, en cuyo motivo principal de
unién al zinc poseen HHHC (H=histidina,
C=cisteina).

Las MBLs pueden estar codificadas en
genes de localizacién cromosémica o ge-
nes transferibles. Muchos bacilos infrecuen-
tes presentan carbapenemasas cromosomi-
cas, probablemente en forma ubicua, como
Ba-cillus cereus, Stenotrophomonas mal-
tophilia, Flavobacterium spp., Chryseobac-
terium spp. y Aeromonas hydrophila entre
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otros (1, 3). Estas enzimas presentan una
amplia diversidad, tanto en secuencia como
en actividad. L-1 de S. maffophilia presenta
cuatro subunidades idénticas mientras que
las otras son polipéptidos simples (15). Las
enzimas de Aeromonas hidrolizan eficiente-
mente solo a los carbapenemes, imipenem
y me-ropenem, mientras que la mayoria de
las MBLs hidroliza eficientemente a todos
los B-lactamicos, excepto monobactamicos,
aztreonam (17). Una misma especie, como
en el caso de Chryseobacterium menin-go-
septicum puede producir distintas en-zimas
o variantes de una misma que alcanzan has-
ta un 14% de divergencia (18). Existe escasa
evidencia de que estas especies producto-
ras de carbapenemasas cromosémicas ten-
gan implicancia clinica. Aeromonas, flavo-
bacterias y Bacillus spp. resultan patbgenos
infrecuentes y solo S. maltophilia es encon-
trado regularmente co-mo colonizante.

Las MBLs adquiridas han sido repor-ta-
das principalmente en F. aeruginosa, Acine-
tobacter spp. y otros bacilos gram-negativos
no fermentadores; también han sido reporta-
das, con menor frecuencia, en enterobacte-
rias (3, 19). Estas enzimas comprenden cinco
familias distintas: IMP, VIM, SPM, GIM y SIM.
Las familias IMP y VIM presentan multiples
variantes alélicas, mientras que las familias
SPM, SIM y GIM presentan un Unico miem-
bro. Las enzimas tipo IMP y VIM son las mas
ampliamente diseminadas en el mundo. Los
genes codificantes de estas enzimas se en-
cuentran en su mayoria en elementos movi-
les lo gue representa una real posibilidad de
diseminacion intra y entre especies y géne-
ros. Este hecho determina la necesidad de
detectar tempranamente su presencia a fin
de prevenir una mayor diseminacian, la cual
parece estar conducida por el consumo re-
gional de carbapenemes y oximino cefa-los-
porinas (3, 19).
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Los genes codificantes de MBLs tipo
IMP, VIM, GIM y SIM, pero no SPM-1, se en-
cuentran como genes en “cassette” locali-
zados en integrones en su mayoria de cla-
se 1, algunos genes imp se encuentran en
integrones de clase 3 (19, 20). A su vez, es-
tos integrones se encuentran en estructu-
ras genéticas maéviles como plasmidos y
transposones (20). Los integrones son ele-
mentos genéticos capaces de capturar ge-
nes en "cassette" por un evento de recom-
binacién sitio especifico. Se define como
gen en "cassette” a piezas de DNA circular
de aproximadamente 1 kb que compren-
den un gen de resistencia precedido por un
sitio de union al ribosoma y que posee un
sitio de recombinacion, denominado ele-
mento de 59 pb localizado corriente abajo.
Los integrones constan de una region varia-
ble, que corresponde a los distintos genes
reclutados, flanqueada por dos regiones
conservadas 5y 3°. La regién conservada
5 consiste en el gen de la integrasa, el si-
tio de recombinacién attl y un promotor que
facilita la expresion de los genes presentes
en la regién variable. En el extremo conser-
vado 3" se encuentra un gen gac parcial-
mente delecionado y el gen sull, los cuales
confieren resistencia a antisépticos y sulfo-
namidas respectivamente (20). En la mayo-
ria de los casos los genes codificantes de
MBLs estan acompanados de genes codi-
ficantes de enzimas modificadoras de ami-
noglucdsidos, en consecuencia tanto ami-
noglucésidos como B-lactdmicos pueden
seleccionar aislamientos que portan es-
tos genes de resistencia (19). Los genes en
“cassette” pueden moverse libremente de
un integrén a otro pero no pueden mover-
se entre distintos organismos, para ello re-
quieren de otros elementos mdviles como
plédsmidos o transposones (20).

La rapida diseminacion de las MBLs, su
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amplia diversidad y el numero creciente de
especies involucradas ha complicado la
estandarizacién de métodos de deteccion
adecuados y no ha permitido ain una com-
pleta compresién de su epidemiologia y su
implicancia clinica (16).

MBLs tipo IMP

IMP-1 fue la primer carbapenemasa ad-
quirida descripta a partir de una cepa de
P. aeruginosa aislada en Japén, en 1988
(21), cuyo gen codificante se encontré en
un plasmido conjugativo capaz de trans-
ferirse a otras Pseudomonas. Al igual que
el resto de las metalocarbapenemasas su
espectro de hidrélisis comprende a todos
los B-lactamicos a excepcién de los mo-
nobactdmicos. IMP-1 ha sido caracteriza-
da en diversas bacterias gram-negativas
principaimente en P. aeruginosa, P. fluores-
cens, P. putida, A. baumannii y en algunos
miembros de la familia Enterobacteriaceae
como S. marcescens, E. coli, K. pneumo-
niae, E. cloacae, E. aesrogenes y C. freundii
(19). IMP-3, IMP-6 e IMP-10 son pequenas
variantes de IMP-1, también descriptas en
Japon (22-24). IMP-3 fue identificada en S.
flexneri y presenta dos cambios en aminoa-
cidos respecto de IMP-1, pero estos cam-
bios parecen afectar su actividad ya que
no hidroliza significativamente aminopeni-
cilinas, ceftacidima e imipenem (22). IMP-2
fue identificada en Italia en 1997, a partir de
una cepa de A. baumannii (25); si bien sdlo
comparte un 85% de identidad con IMP-1,
los pardmetros cinéticos de ambas son si-
milares. IMP-4 fue caracterizada a partir de
aislamientos de Acinelobacter resistentes
a todos los B-lactamicos, recuperados en-
tre 1994 y 1998 en Hong Kong (26). Sub-
secuentemente fueron descriptas nuevas
variantes de enzimas tipo IMP (19) y en la
actualidad esta familia consta de 24 miem-
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bros, cuyas secuencias estan depositadas
en base de datos (www.ncbi.nlm.nih.gov),
www. lahey.org/studies).

Las enzimas de tipo IMP son principal-
mente reportadas en Corea y Japdn, y oca-
sionalmente en Eurcpa. En Corea se ob-
servo un 35 % de prevalencia de MBLs tipo
IMP en aislamientos resistentes a carbape-
nemes, incluyendo P. aeruginosa. La pre-
sencia de MBLs fue detectada en el 60% de
los hospitales coreanos, correspondiendo
el 41.7% a enzimas tipo IMP. (27). Son es-
casos los reportes en América; en Brasil se
ha reportado la presencia de IMP-1, IMP-6
e IMP-16 en Acinetobacter spp. (28, 29), y en
México fue identificada IMP-18 (Hanson et
al. Abstract C1-291, 44th ICCAC Program).
En Argentina, se han encontrado dos enzi-
mas de la familia IMP en P. aeruginosa: IMP-
13 (Cuirolo et al., Abstract C2-415, pag. 109,
en 46th. ICCAC Program), e IMP-16 (An-
dres P. et al, Resumen: 16612, en Programa
Congreso Sadebac 2006). Mientras que en
el ano 2006 fue identificada por primera vez
en nuestro pais una MBL en A. baumannii,
la cual correspondié a una enzima tipo IMP
(Fiorilli, et al. Resumen: 16583 en Programa
Congreso Sadebac 2006).

MBLs tipo VIM

El segundo grupo dominante de MBLs,
es el de las enzimas tipo VIM. El perfil de
sustratos de estas enzimas es tipico de las
enzimas de clase B, y su actividad es inhi-
bida por EDTA. VIM-1 fue reportada inicial-
mente en ltalia, en 1997, en P aeruginosa
(30). Posteriormente fue descripta en Achro-
mobacter xylosoxyidans y P putida, en lta-
lia; y en E. coli y K. pneumoniae en Grecia y
Francia, respectivamente (3). Recientemen-
te, VIM-1 fue reportada en P mirabilis y C.
koserii en Brasil (Desphande et al. Abstract
C2-88, p98, en 46th. ICCAC Program). La
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resistencia a carbapenemes en enterobac-
terias resulta variable y las CIMs no siem-
pre superan los puntos de corte de resis-
tencia. VIM-2 fue identificada en el sur de
Francia a partir de un aislamiento de P aeru-
ginosa recuperado en 1996 y comparte un
90% de identidad con VIM-1 (3, 31). VIM-2
fue subsecuentemente identificada en P ae-
ruginosa en Espana, Grecia, Portugal, Bél-
gica, Japén, Corea, Chile, Venezuela, Co-
lombia, Argentina y recientemente en EEUU
(3). Ademds de R aeruginosa y A. bauma-
nii, se ha reportado su presencia en Ente-
robacteriaceae como S. marcescens, E.
coli, C. freundii, K. pneumoniae, E. cloacae
(19). VIM-3 difiere en un solo aminoacido de
VIM-2 y fue identificada en F aeruginosa en
Taiwan, mientras que VIM-4 fue identificada
en Grecia (32, 33).

Actualmente la familia VIM consta de 14
miembros, agrupados en tres linajes evolu-
tivos representados por VIM-1, VIM-2 y VIM-
7 (www. lahey.org/studies). La enzima VIM-
12 esta ubicada entre los grupos VIM-1 y
VIM-2 (34).

Pseudomona aeruginosa constituye el
principal reservorio conocido de estas enzi-
mas. En Italia el 20% de los aislamientos de
esta especie y el 70% de los aislamientos
resistentes a carbapenemes son produc-
tores de VIM-1 o VIM-2. Estos no corres-
ponden a la diseminacién de clones parti-
culares y conllevan distintos determinantes
de resistencia (35). Por otro lado estudios
realizados en Corea indican que el 9% de
los aislamientos de P. aeruginosa resisten-
tes a carbapenemes son productores de
VIM-2. En Sudamérica, VIM-2 fue identifica-
da en Chile y Venezuela en P. fluorescens
y P. aeruginosa respectivamente (19). En
Argentina, la bisqueda de MBLs comen-
z6 en el afno 2002; hasta la fecha se han
encontrado las enzimas VIM-2 y VIM-11 en
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P. aeruginosa (36, 37). En el afio 2006 VIM-2
fue también reportada en P. putida (38) y P.
fluorescens (Bucca et al, resumen: 16560,
en Programa Congreso SADEBAC 2006)

MBLs SPM-1, GIM-1y SIM-1

SPM-1 fue descripta a parlir de Pseu-
domonas aeruginosa aislada en Brasil, en
1997 (39). La secuencia de SPM-1 difie-
re significativamente de las enzimas IMP y
VIM. A diferencia del resto de los genes co-
dificantes de las MBLs, el contexto genético
de spm-1 es Unico, no est4 asociado a inte-
grones o transposones. Tanto spm-1 como
los genes adyacentes son parte de un islote
de patogenicidad localizado en un pldsmi-
do, y los genes inmediatamente adyacentes
a spm-1 no estan relacionados con resisten-
cia a otros antibidticos (39). SPM-1 hidroliza
preferentemente penicilinas: aminopenicili-
nas, carboxipenicilinas y ureidopenicilinas, y
cefalosporinas. Recientemente esta enzima
fue reportada en P aeruginosa, en Argentina
(Pasteran et al. resumen: 15561 pag. 16 en
Programa Congreso SADEBAC 2006)

La enzima GIM-1 fue descripta en ais-
lamientos de P aeruginosa recuperados
en Alemania, en el ano 2002 (40). Presen-
ta aproximadamente un 43 % de identidad
con las enzimas tipo IMP, sélo un 30% con
las VIM y un 28% con SPM-1. Al igual que
el resto de los genes codificantes de MBLs,
spm-1 se encontrd en un integron de clase
1, junto con ofros tres genes de resistencia
(aacA4, aadAl, blaoxa-2), localizado en un
plédsmido. Esto indicaria que tanto los ami-
noglucésidos como p-lactdmicos serian
buenos seleccionadores.

La dltima familia de MBLs adquiridas fue
encontrada en A. baurnannii en Corea, en el
afo 2005. Esta enzima denominada SIM-1
comparte entre un 64-69% de identidad en
aminoécidos con las enzimas tipo IMP (41).
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Métodos de deteccion de MBLs

Habitualmente se sospecha la presen-
cia de una MBL en un aislamiento clinico
cuando se observa una CIM elevada a car-
bapenemes (o un halo de inhibicién redu-
cido). Entre las P aeruginosa productoras
de enzimas tipo IMP, VIM, GIM, SIM y SPM
han sido reportados valores de CIMs de imi-
penem 8 a >128 ug/ml (42). Sin embargo,
cuando estas enzimas estan presentes en
enterobacterias, las CIMs de imipenem re-
sultan mucho mas bajas, de hasta 0,5 ug/
ml. Esto demuestra que en P aeruginosa y
en otros no fermentadores, factores como
la impermeabilidad intrinseca y los siste-
mas de eflujo contribuyen a esta resisten-
cia. Debido a que los datos convencionales
de susceptibilidad no resultan sensibles ni
especificos para detectar todos los microor-
ganismos productores de MBLs, los micro-
bidlogos clinicos deben estar prevenidos
que aislamientos de bacilos gram-negativos
con CIMs por debajo de los puntos de cor-
te de resistencia habituales (peroc superio-
res a los poblacionales) pueden ser verda-
deros productores de MBLs (3, 16). En este
sentido la Subcomisién de Antimicrobianos
de SADEBAC-AAM ha recomendado inves-
tigar la presencia de MBLs en aislamientos
que presenten halos de inhibicion de imipe-
nem y/o meropenem menores a 21 mm, y
colocar los discos de antibidtico, en el anti-
biograma, de manera de poder analizar dis-
tintos mecanismos de resistencia presentes
(www.aam.org.ar). Los métodos automati-
zados han demostrado problemas de inter-
pretacion de susceptibilidad en microorga-
nismos productores de MBLs (43).

Las medidas espectrofotométricas de la
inhibicién de la hidrélisis de carbapenemes
en presencia de EDTA (30) resulta el méto-
do de referencia en la confirmacién de la
produccién de MBLs, pero no es aplicable a
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los laboratorios de microbiologia clinica.

En contraste numerosos métodos basa-
dos en la difusién han sido propuestos para
el “screening” de las MBLs en el laboratorio
clinico, basados principalmente en la siner-
gia entre un inhibidor de MBLs (en general
EDTA o acido 2-mercaptopropitnico) y una
oximino cefalosporina o un carbapenem
(44-47). Cabe destacar que la mayoria de
los métodos han sido validados principal-
mente con F aeruginosa y en menor medi-
da con Acinetobacter spp., pero es escasa
la experiencia con otros bacilos gram-nega-
tivos no fermentadores y mucho mas limi-
tada con Enterobacteriaceae. Algunos estu-
dios indican que la sensibilidad del ensayo
de aproximacion imipenem-EDTA en Pseu-
domonas y A. baumannii fue de 100% vy
95.7%, respectivamente. Las tiras de Etest
(Imipenem-imipenem/EDTA) resuitan apro-
piadas en P aeruginosa, pero no en Entero-
bacterias, presentando una sensibilidad de
94% y una especificidad de 95% en micro-
organismos productores de MBLs (48). Al-
gunos métodos propuestos como el ensa-
yo microbiolégico EDTA-imipenem (EIM) ha
mostrado una mayor especificidad y sensi-
bilidad que los ensayos de aproximacién de
discos, pero estos métodos que utilizan ex-
tractos celulares, si bien més eficaces, re-
sultan menos practicos (47). Cabe mencio-
nar que el EDTA en algunos casos puede
disminuir la CIM de imipenem a expensas
de la inhibicién de OprD, dando falsos po-
sitivos (49).

Los métodos moleculares (PCR 6 hibrida-
cién con sondas) son necesarios para con-
firmar la presencia de genes codificantes de
MBLs, pero no estan disponibles a la mayo-
ria de los laboratorios clinicos. Para la iden-
tificacion del gen codificante de las MBLs
presentes es necesaria la secuenciacién
completa del mismo. La caracterizacion de
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una nueva enzima debe incluir tanto el ana-
lisis molecular como un analisis funcional
de los perfiles de hidrdlisis e inhibicion reali-
zados con la enzima purificada (42).

A pesar de la gran cantidad de trabajos
realizados por diversos grupos de investi-
gacién en todo el mundo, el desarrollo de
metodologias seguras y adecuadas para la
deteccion de MBLs, el conocimiento com-
pleto de su epidemiologia y la comprension
de su impacto clinico ha sido superado por
la répida diseminacién de estas enzimas, su
amplia diversidad y el nimero de especies
bacterianas involucradas. La introduccién
de un "screening” sistematico de producto-
res de MBLs en la rutina del laboratorio re-
sulta en la actualidad necesario, tanto con
fines diagnosticos como de vigilancia epi-
demiolbgica, especialmente en regiones
donde han sido identificadas cepas produc-
toras de MBLs.
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