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RESUMEN

Las [-lactamasas AmpC pueden hidrolizar penicilinas,
cefamicinas, oximinocefalosporinas y monobactams, pero
no son activas frente a cefalosporinas de cuarta generacion
y carbapenémicos. Los genes b/aAmpC, que se encuentran en
el cromosoma de algunos bacilos gramnegativos, se han
integrado en elementos genéticos transferibles, lo que ha
permitido su difusion a microorganismos que carecen de
forma natural de ampC cromosdmico o lo expresan a bajo
nivel. La prevalencia de las infecciones causadas por bacterias
productoras de AmpC plasmidica (pAmpC) varia en funcion
del tipo de enzima y la localizacion geogréfica, siendo bla,,,, ,
la enzima de distribucion mas universal. Los aislados clinicos
productores de pAmpC son con frecuencia resistentes a otros
antimicrobianos, lo que reduce de manera importante las
opciones terapéuticas. Se describen los métodos fenotipicos y
genotipicos que permiten su deteccion y se analiza el papel
que pueden desempefiar diferentes antimicrobianos en el
tratamiento de las infecciones que producen. Este mecanismo
emergente de resistencia requiere detectar vy vigilar su
evolucion en los aislados clinicos y evaluar la sensibilidad in
vitroy la eficacia clinica de otras opciones terapéuticas.

Palabras clave: B-lactamasas AmpC plasmidicas, pAmpC,
cefamicinasas, gen ampC, CMY-2.

Emergence of plasmid mediated AmpC
B-lactamasas: Origin, importance, detection
and therapeutical options

ABSTRACT

AmpC B-lactamases can hydrolyze penicillins, oxyimino-,
7-a-methoxycephalosporins  and monobactams. Susceptibility
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to cefepime or cefpirome is little affected and is unchanged for
carbapenems. Originally such genes are thought to have been
mobilized to mobile genetic elements from the chromosomal
ampC genes from members of Enterobacteriaceae facilitating
their spread and now they can appear in bacterial lacking or
poorly expressing a chromosomal ampC gene. The prevalence of
infection by plasmid mediated AmpC (pAmpC) varies depending
on the type of enzyme and geographical location and bla,,, ,
is the most frequently detected worldwide. Typically, pAmpC
producing isolates are associated with resistance to multiple
antibiotics making the selection of an effective antibiotic
difficult. Phenotypic and molecular methods to detect pAmpC
are described and the role of different antibiotics in the treatment
of these infections is examined. Surveillance studies about the
evolution of this emerging resistant mechanism are important in
clinical isolates. Evaluate the in vitro susceptibility of these isolates
and the clinical efficacy of other therapeutic options is required.

Keywords: Plasmidic mediated AmpC B-lactamases, pAmpC, cephalosporinases,
ampC gene, CMY-2

Introduccion

El mecanismo principal de resistencia a B-lactamicos
en enterobacterias es la produccion de enzimas hidroliticas
denominadas B-lactamasas. Muchos miembros de la familia
Enterobacteriaceae  poseen  B-lactamasas  cromosomicas
naturales, probablemente derivadas de las propias proteinas
fijadoras de penicilina (PBP, del inglés penicillin binding protein),
con las que tienen analogia secuencial y estructural. Las
B-lactamasas AmpC pertenecen al grupo 1 de la clasificacion
de Bush-Jacoby- Medeiros y a la clase C de la clasificacion
estructural de Ambler. Se caracterizan por ser activas frente
penicilinas y cefalosporinas, pudiendo hidrolizar cefamicinas
(cefoxitina y cefotetan), oximinocefaloporinas (ceftazidima,
cefotaxima y ceftriaxona) y monobactams (aztreonam) con la
excepcion de cefalosporinas de cuarta generacion (cefepima,
cefpiroma) y carbapenémicos. Estas enzimas se caracterizan
por ser resistentes a la combinacion de B-lactdmico con
inhibidores de {-lactamasas, con la posible excepcion de
piperacilina-tazobactam'. Este espectro de hidrdlisis puede
verse ampliado (subgrupo 1e) y afectar a las cefalosporinas de
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cuarta generacion como resultado de sustituciones, inserciones
o delecciones aminoacidicas en seis regiones de la enzima, son
las llamadas AmpC de espectro extendido, ESAC2*,

Regulacion de ampC. En la mayoria de enterobacterias
que lo poseen, el gen ampC se encuentran en el cromosoma
bacteriano y su expresion es de bajo nivel e inducible
como respuesta a la exposicion a ciertos B-lactdmicos
como amoxicilina, ampicilina, cefoxitina, imipenem vy &cido
clavulanico® EI fenémeno de induccion esta regulado por un
operon amp que requiere la presencia del B-lactdmico y al
menos cinco genes (ampC, ampR, ampD, ampG, ampk) y esta
intimamente relacionado con el reciclaje del peptidoglicano.
El mecanismo de induccion de la B-lactamasa AmpC depende
del gen ampR, que actua como activador durante el proceso de
induccion y como represor en condiciones normales. Los genes
ampC y ampE codifican la sintesis de proteinas de membrana
(AmpCy AmpE, respectivamente) y ampD da lugar a una proteina
soluble (AmpD) que se libera en el citoplasma. En presencia de
un agente inductor, AmpG actua como una permeasa y facilita
la entrada en el citoplasma de los productos de degradacion del
peptidoglicano que se estan produciendo como consecuencia
de la actuacion del B-lactamico. Estos productos participan en
la conversion de ampR de represor a activador del gen ampC.
Asimismo, AmpD metaboliza los productos de degradacion que
se estan produciendo en el citoplasma limitando la cantidad
de producto inductor y favoreciendo el reciclaje de la pared, ya
que los metabolitos resultantes se reutilizan en la formacion del
propio peptidoglicano. En ausencia de B-lactamico, no se liberan
los productos de degradacion del peptidoglicano lo que impide
la activacion de ampR. La participacion de AmpE en este proceso
no esta suficientemente definida®*.

A diferencia de otras enterobacterias, en Escherichia
coli, bla, . se expresa de forma constitutiva, ya que este gen
esta regurado por fenomenos dependientes de mecanismos
de atenuacion y no por fenomenos de induccion, debido a
la ausencia de ampR en su dotacion genética sin producirse
activacion del gen en presencia de antibioticos inductores®™®.

Origen de pAmpC y familias de enzimas. En 1976,
Bobrowski et al. describieron una [-lactamasa plasmidica
indistinguible de la enzima AmpC de E. coli en un cepa de
Proteus mirabilis, pero el plasmido original se perdid y los
estudios moleculares no se pudieron realizar'. En 1989,
Bauernfeind et al. describieron una cepa, originaria de Corea
del Sur, que podia transferir resistencia a cefoxitina, cefotetan,
penicilinas, oximinocefalosporinas y monobactams desde
Klebsiella pneumoniae a E. coli". La enzima fue denominada
blay,,., por su actividad cefamicinasa, tenia un punto
isoeléctrico de 8.0 y era mas sensible a la accion del sulbactam
que a la del dcido clavulanico, lo que sugeria que se podria
tratar de un enzima de clase C. Sin embargo, la primera AmpC
de localizacion plasmidica (pAmpC) fue documentada por
Papanicolau et al. que describieron la resistencia transmisible
a a-metoxi y oximino-B-lactdmicos mediada por una enzima,
bla,,, , con propiedades quimicas propias de [B-lactamasas
tipo 1y con una homologia del 90% con el gen ampC de
Enterobacter cloacae'™.

Estudios de la secuencia nucleotidica sugieren que los
genes que codifican estas enzimas plasmidicas derivan de
genes ampC cromosomicos que poseen algunos miembros de
la familia Enterobacteriaceae y el género Aeromonas spp, los
cuales han sido integrados en elementos genéticos transferibles
facilitando su difusion a diferentes microorganismos”'*™.
Pequenas diferencias en la secuencia aminoacidica de estas
enzimas plasmidicas han dado lugar a 6 familias: CIT (derivadas
de bla, . de Citrobacter freundii) incluye los grupos CMY y
LAT; DHA (derivadas de b/aAmpc de Morganella morganii); ACC
(derivada de b/aAmpc de Hafnia alvei); FOX (derivada de bla, .
de Aeromonas media); MOX (se cree que son derivadas de
AmpC cromosoémica de Aeromonas caviae), EBC (derivadas de
bla, . de E cloacae ylo Enterobacter asburiae) incluye ACT
y MIR (http://www.lahey.org/Studies). Nakano et al. describen
posteriormente una nueva variante, CFE-1, derivada de b/aAmpc
de C. freundip.

La relacion entre las B-lactamasas AmpC cromosomicas
y plasmidicas es muy estrecha, existiendo una homologia
cercana al 100% dentro de las variantes derivadas de las
AmpC de M. morganii y H. alvei de mas del 94% con las
derivadas de la AmpC de C. freundii. Las enzimas CIT tienen
dos origenes diferentes. Tres de sus variantes (CMY-1,-8,-9)
estan relacionadas con ampC cromosémica de Aeromonas
spp., mientras que el resto de variedades (incluida la CMY-2,
pAmpC mas prevalente en todo el mundo) estén relacionados
con ampC cromosomica de C. freundii’. Las variantes de LAT
tienen un origen similar, pero de las cuatro enzimas originales,
las secuencias revelaron que LAT-2 era idéntica a CMY-2, LAT-3
era idéntica a CMY-6, y que LAT-4 era idéntica a LAT-1. ACT-1y
MIR-1 muestran entre ellas una homologia del 91,4% pero solo
un 85-87% con el resto de las AmpC derivadas de E. cloacae
(MIR-2,-3,-4,-5 y ACT-2,-3,-4,-5,-7,-8,-9)". Las enzimas FOX
tienen un 95% de similitud dentro de su grupo y CMY-1,-8,-
9 muestran una similitud aminoacidica de mas del 97% entre
ellas’. DHA-1,-2, CMY-13 y ACT-1 estdn ligadas al gen ampR vy
son inducibles. El resto de pAmpC no estan ligadas a ampR y se
expresan constitutivamente'’.

En la actualidad, en el GenBank hay descritas 72 variantes
de CMY, 8 variantes de MOX, 8 variantes de DHA, 9 variantes
de ACT, 4 variantes de ACC, 10 variantes de FOX, 1 variante
de LAT y 5 variantes de MIR (http://www.lahey.org/Studies)
(Ultima entrada septiembre 2011).

Elementos genéticos implicados en la diseminacion
de pAmpC. Diversos elementos genéticos estan implicados
en la movilizacion de genes ampC a plasmidos. La forma en
que esto ocurre se ve favorecida por la presencia de secuencias
de insercion como ISEcp7 (asociada a CMY-2, -3, -4, -5, -7,
-12, -14, -15, -16, -21, -23, -31, -36, ACC-1 y ACC-4), que
se ha relacionado también con la transposicion de genes de
[-lactamasas tipo CTX-M como via inicial de su propagacion’'®.
Otra secuencia de insercion con papel importante en el
acumulo de genes de resistencias antimicrobianas en
plasmidos es la ISCR7, involucrada en la movilizacion de genes
en integrones de clase 1 (asociada principalmente a CMY-1,
-8, -9, -10,-11,-19, DHA-1 y MOX-1)""7. También se ha visto
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involucrada la secuencia de insercion 1S26 en la movilizacion
de la variante CMY-131820 Se ha demostrado que genes
blag,,, estan localizados en plasmidos de los grupos Incl |
y IncA/C, plasmidos que cotransfieren ademds resistencia a

cotrimoxazol'.

Prevalencia de pAmpC

Las pAmpC han sido descritas en todo el mundo™ 7 '*-2'. No
se dispone de datos exactos de prevalencia de pAmpC debido,
principalmente, a la falta de un método estandarizado para su
deteccion, existiendo diferentes rangos de prevalencia segun el
tipo de enzima vy la localizacion geografica.

América. La primera referencia de pAmpC, MIR-1, data de
198913. ACT-1 y FOX-5 fueron detectadas por primera vez en
K. pneumoniae en New York en 1994 y 2001, respectivamente,
observandose una expansion territorial al ser detectadas
posteriormente en hospitales de todo el pais?2. Coudron et al.
indicaron un aumento del 1,1% al 2,6% de K pneumoniae
productoras de pAmpC en la misma institucién sanitaria
en un periodo de cinco afos**?. Los datos obtenidos del
estudio SENTRY 2004 en el que participaron 30 hospitales
norteamericanos mostraron un 1,2% de E. coli productores de
pAmpC siendo CMY-2 y FOX-5 las enzimas predominantes?. Un
estudio multicéntrico llevado a cabo entre 1992 y 2000 en 70
hospitales de 25 estados norteamericanos revelo que, de 752 K.
pneumoniaey E. coliresistentes a oximinocefalosporinas, el 7,5%
de K. pneumoniaey 4% de E. coli producian pAmpC?. En el 2005,
Hanson et al. estudiaron la prevalencia de pAmpC en pacientes
no hospitalizados encontrando una prevalencia global en E. coli
y K. pneumoniae del 0,6% y 0,5%, respectivamente, siendo CMY-
2 la unica variante encontrada®. En el caso de Salmonella spp.,
la variante CMY-2 ha sido la principal responsable del aumento
de resistencia a ceftriaxona y otros oximinof-lactamicos en
Estados Unidos atribuible a pAmpC?.

En Canada, la prevalencia de pAmpC ha ido aumentando
desde 1999 siendo el gen predominante blag,, ,. Durante
2005, el grupo de Mulvey et al. realizaron un estudio en
12 hospitales en el que se observd que el 11% de los E. coli
resistentes a cefoxitina producian pAmpC (0,8% del total de
E. coli aislados)”. Afos mas tarde, Pitout et al. observaron
que los E coli resistentes a cefoxitina alcanzaba ya el
30,5%, detectandose principalmente en muestras urinarias
procedentes de la comunidad?'. En otro estudio realizado
en unidades de cuidados intensivos de hospitales de todo el
pais, se sefald como el principal mecanismo de resistencia a
cefoxitina en E. coli la adquisicion de pAmpC?. El andlisis de
aguas de bebida y playas fluviales mostro un 77,5% de pAmpC
en E. coli resistentes a cefoxitina®. De los datos obtenidos del
estudio CANWARD 2007-2009, se evidencio un aumento de E.
coli productores de pAmpC del 0,8% al 2,7%™.

En Argentina, Rapoport et al. presentaron un porcentaje
menor al 0,1% de enterobacterias productoras de variantes de
CIT, mientras que en el trabajo de Jure et al., el porcentaje fue
del 0,55%°"%2,

Asia. Desde la primera referencia de pAmpC en Corea en
1989'%, diferentes microorganismos productores de variantes
pAmpC han sido detectados por todo el continente®***. En
Taiwan, en un estudio multicéntrico llevado a cabo en el 2003,
el 43,6% de E. coliy 14,5% de K. pneumoniae con sensibilidad
disminuida a las cefalosporinas de espectro extendido eran
productores de pAmpC*. En un hospital de Seul, el 2,9% de
K. pneumoniae, el 2,5% de K. oxytoca y el 0,8% de P. mirabilis
producian pAmpC siendo DHA-1 la variante detectada
con mas frecuencia, a pesar de ser CMY-2 la de mayor
distribucion mundial®®. En cinco hospitales infantiles chinos,
Ding et al. observaron una prevalencia de pAmpC del 2,6%
en infecciones causadas por K. pneumoniae y E. coli, siendo
DHA-1 la principal variante encontrada®. Sin embargo, en
un estudio multicéntrico dirigido por Yamasaki et al. en
Japon, se encontrd una prevalencia mucho menor (0,13%) a
la observada afos atras en Corea (3,19%)3% o en China (2,8%)3®
pero la presencia de estas enzimas se notifico en el 76% de
los hospitales participantes, lo que sugeria una expansion
de pAmpC por practicamente todo el pais®®. En un estudio
realizado por el grupo de Yoo et al. durante 2008 y 2009 en
centros relacionados con la prestacion de cuidados sanitarios
se observo que el 3,1% de E. coliy el 39,1% de K. pneumoniae
eran productores de DHA-1, CMY-2 y CMY-6, valores similares
a los encontrados en infecciones nosocomiales, poniendo de
manifiesto la presencia de este mecanismo de resistencia fuera
del entorno hospitalario®.

Europa. Desde el afo 2000, se ha constatado un
aumento en el porcentaje de resistencia a cefalosporinas
de tercera generacion en E. coli como muestran los ultimos
datos obtenidos del European Antimicrobial Resistance
Surveillance System (EARSS) (ultima entrada 2011-09-06). En
tres centros hospitalarios del Reino Unido, en el afio 2004,
tras un screening inicial de aislados resistentes a cefoxitina, el
49% de E. coliy el 55% de K. pneumoniae seleccionados eran
productores de pAmpC*'. En Irlanda, dos afios mas tarde, Roche
et al. publicaron que el 48% de K. pneumoniae resistentes a
cefalosporinas de tercera generacion producian pAmpC*. En
Francia, en un estudio llevado a cabo entre el 2004 y el 2008, el
0,09% del total de E. coli estudiados y el 6% de los resistentes a
cefoxitina eran portadores de bla,,, ,*, rangos de prevalencia
que no difieren mucho de los encontrados en otros paises
europeos**6, En el estudio realizado por Luzzaro et al., en el
que se analizaba la difusion de P. mirabilis multiresistentes en
Italia, se confirmo la propagacion de un unico clon productor
de la variante plasmidica CMY-16 entre los aflos 2004 y 2006,
observandose un aumento de la prevalencia del 0,3% al 4,6%
aislandose en pacientes hospitalizados y no hospitalizados'.

Bou et al. describen la primera AmpC plasmidica en
Espafia en el afio 2000. Se trata de una cepa de E coli
productora de FOX-4*. En un estudio llevado a cabo en dos
hospitales distanciados geograficamente en nuestro pais,
la prevalencia de pAmpC fue del 0,17%. La Unica AmpC
plasmidica encontrada fue CMY-2 en el 0,41% de cepas de K
oxytoca, 0,18% de E. coli, 0,14% de K. pneumoniae, 0,21% de
Salmonella spp. y 0,07% de P. mirabilis*®. Aunque su frecuencia
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aun sigue siendo relativamente baja, Mata et al. describieron
un aumento de la prevalencia y diversidad de pAmpC durante
el periodo 1999-2007 en Barcelona con una prevalencia
global del 0,43%, detectdndose la enzima CMY-2 en el 70%
de las cepas. Estos resultados reflejaban un aumento de la
prevalencia en E. coli del 0,049% en 1999 a un 1,2% en 2007, en
K. pneumoniae de un 0,4% en 2000 a un 1,52% en 2007 y en P.
mirabilis de un 0,7% en 2000 a un 2,6% en 2007%. Gonzalez-
Sanz et al. refieren la aparicion de cepas de Salmonella spp.
productoras de pAmpC durante el periodo 2001-2005%.

En un reciente estudio multicéntrico realizado en nuestro
pais, la prevalencia nacional de pAmpC fue del 0,6%, siendo
Catalufia y Asturias las comunidades con mayor prevalencia
y Baleares la de menor, con un 0,35%°'". Al igual que en el
resto de Europa, la variante plasmidica CMY-2 fue la enzima
encontrada con mayor frecuencia en este estudio (66,7%)
sequida de DHA-1 (25,6%). En Aragon, entre Junio de 2008 y
Junio de 2009, la prevalencia global de pAmpC fue de 0,66%,
observandose en E. coli el 0,57%, el 0,25% en K. pneumoniae
y el 0,43% en P. mirabilis siendo CMY-2 y DHA-1 las unicas
variantes encontradas®.

La prevalencia de pAmpC entre diferentes estudios difiere
considerablemente de una zona geografica a otra, de la especie
estudiada y del periodo de tiempo, en lo que posiblemente
pueden influir los diferentes criterios de seleccion utilizados en
cada estudio®.

Epidemiologia de pAmpC

En Espafia, se ha constatado una gran diversidad genética
entre £ coli productores de CMY-2. La mayoria de las cepas
estudiadas (51,4%) por Oteo et al. pertenecian al grupo
filogenético D, que se asocia generalmente con virulencia.
Mediante MLST, estas 21 cepas pertenecian a 8 secuencias
tipo (ST) diferentes encontrandose aislamientos pertenecientes
a ST57, ST354 y ST38, entre otros. ST38, ha sido descrito
recientemente asociado a la produccion de CMY-2 en Noruega.
Ademas, se encontraron 3 aislados de E. coli productores de
CMY-2 pertenecientes al clon 025b/ST131/B2. Este hallazgo
ha sido descrito también en otros paises europeos como Reino
Unido, Irlanda y Noruega*'*3%*, La propagacion de la variante
CMY-2 en el clon 025b/ST131/B2 podria ser en los proximos
afnos un problema de interés en salud publica por el caracter
internacional de este clon y su demostrado capitalismo
genético y capacidad de difusion.

Deteccion de 3-lactamasas plasmidicas de tipo AmpC

La deteccion en el laboratorio de B-lactamasas AmpC
plasmidicas es importante para interpretar adecuadamente
los estudios de sensibilidad, porque son enzimas que
hidrolizan cefaloporinas de primera y segunda generacion,
incluidas las cefamicinas y, en menor medida las de tercera
generacion, mientras que generalmente son muy poco eficaces
hidrolizando las cefalosporinas de cuarta generacion y los

carbapenémicos’®. La presencia de AmpC plasmidica debe
sospecharse cuando los aislamientos presenten un patron
de resistencia a B-lactamicos diferente al de su fenotipo
salvaje, o de resistencia natural, siendo buenos marcadores
iniciales la resistencia a cefoxitina y/o sensibilidad disminuida
a amoxicilina/acido clavulanico y/o resistencia a una o mas
cefalosporinas de tercera generacion, con ciertas limitaciones.
La resistencia a oximino-f-lactdmicos y a amoxicilina-acido
clavulanico podria deberse también a ciertas CMT (complex
mutant TEM)*®, a BLEEs tipo OXA, a carbapenemasas, e
incluso a hiperproduccion de B-lactamasas TEM-1, SHV-1,
o K17%7. Con la excepcion de Yersinia enterocolitica,que es
intrinsecamente resistente a cefamicinas®, la resistencia a
cefoxitina y a oximinocefalosporinas podria ser un marcador
inicial de AmpC, aunque poco especifico porque la resistencia
a cefoxitina podria deberse también a la produccion de ciertas
carbapenemasas, algunas B-lactamasas de clase A (GES-4) y a
la alteracion en la produccion de porinas en K. pneumoniae
y E. col®*, En cualquier caso, ante la posible sospecha de la
presencia de una AmpC plasmidica, habria que realizar un test
de confirmacion.

Los métodos de laboratorio para confirmar la existencia de
una AmpC plasmidica pueden ser fenotipicos o genotipicos. Los
métodos fenotipicos son sencillos y asequibles. No obstante,
Conejo et al. sefialaban en 2008 que, de los hospitales espafioles
que participaron en un estudio multicéntrico, sélo el 47,4% de
los laboratorios fue capaz de detectar E. coliy K. pneumoniae
productores de AmpC plasmidica®. Esta limitacién pudo ser
muy dependiente de la inexistencia entonces de métodos
estandarizados para su deteccion, propugnados por algun
comité u organizacion de expertos (CLSI, EUCAST, CASFM,
MENSURA,...).

De manera general, los métodos de deteccion fenotipica
se pueden clasificar en 2 categorias: A) aquéllos que detectan
la actividad AmpC sobre extractos enzimaticos y B) aquéllos
que evaltuan los efectos producidos por los inhibidores de
AmpC, como son cloxacilina, acido bordnico y sus derivados y
otros inhibidores con estructura - lactdmica.

A. Los métodos mas utilizados que detectan la actividad
AmpC sobre extractos enzimaticos son dos:

A.1. Test AmpC® documentado por diversos autores
como un test enzimatico de gran utilidad, esta basado en
el uso de Tris-EDTA para permeabilizar la pared celular de la
bacteria y liberar asi la -lactamasa al medio. Los discos de
AmpC son preparados en el laboratorio utilizando discos
de papel conteniendo 20 pl de Tris- EDTA/solucion salina en
proporcion 1:1. Colonias de la bacteria a estudiar son aplicadas
sobre estos discos (previamente rehidratados), que se colocan
de forma invertida sobre una placa de Muller-Hinton, que se
ha inoculado antes con una cepa sensible a cefoxitina (E. coli
ATCC 25922), y situando el disco inoculado adyacente a un
disco de cefoxitina 30 ug. Después de la incubacion a 35°C, la
aparicion de una distorsion del halo de inhibicion de cefoxitina
se considerard como indicativo de inactivacion enzimatica
de la cefoxitina, es decir, presencia de la enzima AmpC. Se
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han encontrado resultados falsos positivos con este test en
aislamientos que producen carbapenemasas tipo KPC-26'.

A.2. Test tridimensional (3D)%, es una adaptacion del
test modificado de Hodge, recomendado por primera vez por
el CLSI en el afno 2009 como test fenotipico de confirmacion
de presencia de carbapenemasas. Se coloca en una placa de
Miiller- Hinton agar inoculada con la cepa ATCC 25922 un
disco de cefoxitina 30ug. Se realiza un corte con bisturi sobre
el agar de manera que se haga una rendija de unos 5 mm desde
el borde del antibiotico hacia el exterior en direccion radial. Se
depositan 30 ul de la suspension bacteriana con pipeta en la
rendija. Se incuba 24h a 35°C. Con este método podria perderse
la deteccion de algunas enzimas tipo CMY-2 y DHA-162 Nasim
et al. estudiaron el uso del medio de agar cefoxitina con una
concentracion de 4 mg/L como test fenotipico para deteccion
de AmpC. La metodologia y resultados fueron similares a los
obtenidos con el test tridimensional®,

B. Diversas moléculas han sido estudiadas como
inhibidores de B-lactamasas de clase C. Basicamente, hay
moléculas con estructura B-lactdmica, como cloxacilina y
Ln-2-128, Ro 48-1220 o Syn 2190 (no disponibles de forma
comercial)®’#4%5, y moléculas con estructura no B-lactamica
como los derivados del acido borénico. La cloxacilina y el
acido bordnico, y sus derivados, son los inhibidores de AmpC
mas utilizados.

B.1. Los métodos fenotipicos que utilizan cloxacilina
como inhibidor de AmpC se basan en: a) métodos de sinergia
de doble disco usando discos de cloxacilina 500 pg y discos de
cefotaxima o ceftazidima evaluando la distorsion de la zona de
inhibicion entre los discos; b) métodos de discos combinados
con inhibidores®; ¢) método de E-test con una tira que
contiene cefotetan/cefotetdan mas cloxacilina, considerando el
test positivo con una reduccion de al menos tres diluciones de
la MIC en presencia de cloxacilina’.

B.2. La deteccion de AmpC también puede llevarse a
cabo mediante estos dos métodos utilizando acido boronico
y sus derivados. Se han probado diversos derivados del 4cido
bordnico, siendo el mas descrito en la literatura el que utiliza
discos de cefoxitina y cefotetdn (30 ug) solos y suplementados
con 20 pl de una solucion de acido fenil-boronico (400 pg),
valorando la ampliacion del halo en, al menos, 5 mm?”¢7-73_ E|
inconveniente del 4cido boronico es que no es especifico de
AmpC, ya que este compuesto es conocido por inhibir también
KPC, ciertas BLEEs y OXA-1271727475,

La deteccion de AmpC en el caso de Klebsiella spp.,
Salmonella enterica, Citrobacter koseri y Proteus mirabilis
es confirmatoria de enzima plasmidica porque estos
microorganismos carecen, de forma natural, de ampC
cromosomico.

La baja especificidad encontrada en algunos estudios para
los test fenotipicos aplicados a cepas de E. coli podria deberse
a mutaciones localizadas en la region promotor/atenuador,
normalmente asociadas con hiperproduccion de AmpC®7¢. Asj,
en el caso de E. coliy el genéticamente indistinguible género
Shigella, que de forma natural tiene ampC cromosomico,

aunque lo expresa constitutivamente a muy bajo nivel, también
serian validos los test fenotipicos descritos. Si bien, cuando el
gen ampC se expresa de forma constitutiva pero a niveles muy
superiores a los basales por sobreexpresion de b/aAmpC mediada
por mutaciones en el promotor y/o atenuador de b/aAmpC, 0
por la adquisicion de promotores fuertes para la expresion
de b/aAmpC, que hacen producir cantidades elevadas de AmpC
(hiperproduccion de AmpC), ningin test de los descritos
servirian para detectar ni diferenciar en E.coli una AmpC
plasmidica de la hiperproduccion de la AmpC cromosomica. En
el caso concreto de E. coli, el método de induccion de AmpC
podria resultar util para la deteccion de la adquisicion de una
AmpC plasmidica inducible; especificamente, DHA-1,-2, CMY-
13, CFE-1y ACT-1 estdn ligadas al gen ampR y son inducibles”*®.
El método de sinergia de doble disco utilizando cefoxitina en el
centro entre ceftazidima y cefotaxima produciria sinergia solo
en el caso de ACC-1 y veriamos el aplanamiento provocado
por enzimas AmpC plasmidicas inducibles, como, por ejemplo,
DHA-1%. Otro potente inductor que podria utilizarse seria
el imipenem. El resto de pAmpC descritas, que se expresan
constitutivamente, no podrian diferenciarse de las cepas
hiperproductoras de AmpC cromosdmica'. Mirelis et al. han
propuesto, para poder diferenciar las AmpC plasmidicas de las
cromosomicas, un método visual basado en la presencia de
colonias dispersas localizadas en la proximidad del borde de
los halos de inhibicion de los discos de cefoxitina, cefotaxima,
ceftazidima y aztreonam, que solamente surgirian en cepas
productoras de enzimas plasmidicas®®.

La deteccion de AmpC plasmidicas en el caso de
bacterias que ademas producen AmpC cromosomica, como
E. cloacae, M. morganii, H. alvei, C. freundii, A. caviae o A.
hydrophila es mas dificil. En estas especies, el gen blaAmpc
se expresa de forma inducible, y su expresion puede estar
desreprimida establemente de forma parcial o total dando
lugar a la produccion estable de grandes cantidades de AmpC
(hiperproduccion parcial o total de AmpC). En estos casos, no
es posible diferenciar fenotipicamente si ademas la bacteria ha
podido adquirir una AmpC plasmidica.

La deteccion de AmpC plasmidicas en el caso de bacterias
en las que coexisten otros mecanismos de resistencia a
B-lactamicos, como la presencia de BLEE y/o carbapenemasa
es dificil, si bien se ha propuesto el uso de métodos de difusion
con discos comerciales que combinan dobles moléculas para
optimizar la deteccion simultanea de diferentes mecanismos
de resistencia (acido bordnico y cloxacilina, cloxacilina + acido
clavulanico)®7.

Como limitaciones mas destacables de los test fenotipicos
descritos figura que no permiten distinguir entre las diferentes
familias de pAmpC y tampoco son capaces de detectar
ESAC, como CMY-10,-19,-37, que solo son detectables por el
momento mediante métodos moleculares’.

El procedimiento considerado como “gold standard"
para la deteccion de pAmpC utiliza métodos moleculares,
concretamente la PCR multiplex descrita por Pérez-Pérez et al.
que es capaz de identificar las seis familias de genes ampC (CIT,
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DHA, MOX, FOX, ACC, EBC) y detectar pAmpC en organismos
con ampC cromosomico expresado a bajo nivel™. Un nuevo
gen, bla. ,, se ha incorporado posteriormente®. Brolum et
al. proponen una mejora del método de Pérez-Pérez et al.
, disefiando una PCR en tiempo real con modificaciéon de los
primers para detectar los nuevos genotipos recientemente
descritos”. La PCR multiplex tiene la limitacion de no poder
realizarse en los géneros de donde provienen las AmpC
plasmidicas (E. cloacae, M. morganii, H. alvei, C. freundii, A.
caviae) por la gran homologia existente con sus propias AmpC
cromosomicas. También ha sido ya comercializado un ELISA
que utiliza anticuerpos policlonales frente a CMY-2, la pAmpC
mas comun y de mayor expansion’s,

Informe de los resultados

No existen criterios unificados sobre como informar los
aislados en los que se ha detectado la produccion de pAmpC,
tanto si éstos carecen de ampC cromosdmico, tal es el caso de
Klebsiella spp., S. enterica'y P. mirabilis, como si lo tienen pero
expresado a bajo nivel y no inducible, como ocurre en E. coli.
Se podrian informar los resultados de sensibilidad obtenidos
in vitro, sin que sea necesaria la realizacion de una lectura
interpretada de los mismos, aunque es aconsejable recomendar
el uso de antimicrobianos alternativos a las cefalosporinas
de tercera generacion**®. En caso de que las cefamicinasas
plasmidicas encontradas fueran inducibles, como DHA-1,-2,
CMY-13, CFE-1 y ACT-1, seria prudente informar la posibilidad
de que se produzca un fracaso terapéutico si el tratamiento
se realiza con cefalosporinas de tercera generacion, por la
seleccion de mutantes AmpC establemente desreprimidos,
como se recomienda en aislados clinicos de géneros portadores
de AmpC cromosomica.

Alternativas terapéuticas

La presencia de pAmpC en aislados clinicos
significativos reduce de manera importante las opciones
terapéuticas, haciendo mas dificil la eleccion de una terapia
antibiotica eficaz. La presencia de estas enzimas confiere
resistencia a penicilinas de amplio espectro, cefalosporinas
de primera, segunda y tercera generacion, incluido el
grupo de las cefamicinas, monobactams y combinacion
de betalactdmicos e inhibidores de [B- lactamasas'’'.
Ademds, los genes que codifican estas enzimas se
encuentran localizados en plasmidos, en los que no es
extrafio que se acumulen genes de resistencia a diferentes
familias de antibidticos como quinolonas, cotrimoxazol o
aminoglucosidos?'305479-81 Sin embargo, y a pesar de que
cada vez son mas los aislamientos productores de pAmpC
detectados en enterobacterias, son escasos los estudios
que evaluan el éxito o fracaso clinico del tratamiento de
infecciones producidas por estas cepas'®808283,

Cefepima, cefalosporina de cuarta generacion, es un
inductor débil de las B-lactamasas AmpC debido a su rapida
penetracion a través de la membrana externa de las bacterias

gramnegativas y a su elevada afinidad por las PBPs esenciales.
Son diversos los estudios que han demostrado su actividad in
vitro de modo que serian mas eficaces que las cefalosporinas
de tercera generacion, incluso cuando éstas pudiesen aparecer
como sensibles en los estudios de sensibilidad”'**. Debido a la
existencia de variantes de pAmpC de espectro extendido, ESAC,
el espectro tipico de las enzimas AmpC puede verse ampliado,
hidrolizando también a cefepima. Se ha sefialado que el efecto
inoculo reduce considerablemente la actividad de cefepima
en cepas de K. pneumoniae productoras de pAmpC, lo que
limitaria su indicacion en infecciones graves en las que suelen
alcanzarse inoculos altos, como infecciones intraabdominales,
osteomielitis 0 neumonias®.

Los carbapenémicos son antibidticos que combinan una
excelente actividad intrinseca con una gran estabilidad a la
mayoria de B-lactamasas. Teniendo en cuenta la gran actividad
mostrada por los carbapenémicos frente a aislados productores de
pAmpC se consideran farmacos de primera linea en el tratamiento
de infecciones producidas por estos microorganismos, excepto en
las producidas por cepas portadoras de la variante bla,,,, ., que se
caracteriza por hidrolizar los carbapenémicos'”# Sin embargo,
alteraciones en la permeabilidad de la membrana externa pueden
modificar considerablemente el perfil tipico de sensibilidad
conferido por pAmpC vy ser responsables de la aparicion de
resistencia a carbapenémicos en estos aislados® *°. Son varios los
estudios que han descrito resistencia a carbapenémicos debida a
la modificacion de la permeabilidad de las proteinas de membrana
en aislados productores de b/, \ qv.s v oiar - Hernandez
et al. observaron como los aislados con pAmpC que expresaban
porinas eran sensibles a imipenem, ertapenem y cefepima
(100% de sensibilidad) mientras que la sensibilidad disminuia al
89, 50 y 55%, respectivamente, en cepas deficientes en porinas
que no expresaban OmpK35 ni OmpK36%. Kaczmarek et al.
describieron un aislado de K. pneumoniae resistente a imipenem
y a meropenem debido a la presencia de la variante ACT-1 en
combinacion con pérdida de porinas debida a inserciones en los
genes OmpK35y OmpK36, que producirian su inactivacion®. En el
caso de los carbapenémicos, existe controversia entre los autores
sobre si el efecto indculo afecta por igual a todos los antibioticos
de este grupo. Hernandez et al. documentaron un aumento de
la resistencia a imipenem y a ertapenem con inoculo elevado,
afectando al imipenem en mayor grado que al ertapenem. Sin
embargo en el estudio de Kang et al,, el efecto indculo no fue tan
evidente con el imipenem*#,

En otros paises ha sido estudiada y evaluada la temocilina,
derivado a-metoxi de la ticarcilina no comercializado en
Espafa, considerandola como una opcion terapéutica para
el tratamiento de ITU complicadas y de otras infecciones
producidas por bacterias portadoras de AmpC®94,

Como ya se ha comentado, el efecto inoculo y las
alteraciones de las porinas son factores que limitan
considerablemente el uso de [3-lactamicos activos en infecciones
por bacterias productoras de pAmpC, sin olvidar la alta
prevalencia de co-resistencia a otros antimicrobianos que lleva
a considerarlos como microorganismos multirresistentes que
pueden precisar tratamientos alternativos a los convencionales.
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antimicrobianos nuevos activos frente a gran negativos
introducidos en la practica clinica. Uno de los recientemente
incorporados es tigeciclina. Su espectro de actividad incluye a
las enterobacterias productoras de algunas de las 3-lactamasas
mas potentes como BLEE, cefalosporinasas derivadas de ampCy
carbapenemasas. En el estudio llevado a cabo por Hope et al,, la
tigeciclina fue activa frente al 999% de E. coli hiperproductores
de AmpC, por lo que podria considerarse como una potencial
alternativa terapéutica a los carbapenémicos®.

En el estudio de Conejo et al, la tigeciclina mostro un
100% de actividad frente a cepas productoras de pAmpC,
independientemente de la alteracion de porinas®. La
tigeciclina tiene un volumen de distribucion elevado v,
principalmente, excrecion biliar, o que limitaria su indicacion
en infecciones urinarias debido a la baja concentracion de
farmaco alcanzado’, este inconveniente es relevante porque
muchos de los aislados proceden de pacientes con infecciones
del tracto urinario™'. Como es sabido, quedarian excluidas de
su espectro de actividad las cepas de Proteus, Morganella o
Providencia productoras o no de pAmpC.

Numerosos estudios han sefialado a colimicina como
opcion terapéutica para el tratamiento de infecciones
nosocomiales  causadas por bacterias  gramnegativas
multirresistentes, incluyendo neumonias, infecciones del tracto
urinario y bacteriemias, con unos rangos de respuesta que
variaban desde el 58 al 78%°%%. Actualmente la resistencia
a colimicina es rara, existiendo casos aislados descritos
en la literatura asociados a alteraciones de la membrana
bacteriana®'®. No obstante, el estrecho margen terapéutico
de este farmaco limita de modo notable su utilizacion clinica.

Debido a la importante frecuencia con que las
enterobacterias productoras de pAmpC se han aislado de
muestras clinicas de orina, cabe mencionar algunos antibioticos
que se utilizan preferentemente en infecciones del tracto
urinario. La fosfomicina, podria ser eficaz en el tratamiento
de infecciones por enterobacterias productoras de pAmpC y se
ha documentado una actividad superior al 90% sobre
microorganismos multirresistentes'’. Falagas et al. proponen
a fosfomicina como alternativa terapéutica en infecciones
urinarias no complicadas de la comunidad producidas por
enterobacterias multirresistentes, concretamente por E. coli"
En infecciones graves de otras localizaciones, la utilidad de
fosfomicina en monoterapia es mas problematico, siendo mas
aconsejable su uso en terapia combinada.

Las fluoroquinolonas podrian ser tratamiento de eleccion
en infecciones complicadas del tracto urinario en las cepas
sensibles. Sin embargo, la coexistencia en elementos maviles
de genes de resistencia a quinolonas (gnr, aac(6)-1b-cr, gepA)
con bla, . podria limitar el uso de quinolonas en el futuro'®.

Conclusiones

La presencia de pAmpC estd adquiriendo cada vez mayor
relevancia clinica y, mas auin, cuando se asocia a otros mecanismos

fenotipica basados en la actividad AmpC sobre extractos
enzimaticos o los basados en efectos producidos por los inhibidores
como cloxacilina y acido bordnico. Estos test tienen una alta
sensibilidad pero baja especificidad que, junto a la falta de métodos
estandarizados por organismos oficiales, hacen que la prevalencia
real de pAmpC sea mal conocida. Existen pocos estudios en lo
que se refiere a epidemiologia de pAmpC en Espafia y los datos
disponibles reflejan una prevalencia entorno al 0,6. Debido a su
espectro de hidrolisis, las opciones terapéuticas son limitadas, siendo
carbapenémicos y cefepima tratamientos de eleccion en infecciones
por bacterias productoras de pAmpC, aunque su sensibilidad puede
verse afectada en algunos microorganismos debido a alteraciones en
la permeabilidad de la membrana o por el efecto indculo. Sin duda,
estamos ante un mecanismo emergente de resistencia que obligara
a disenar estudios de sensibilidad in vitro y de eficacia terapéutica
que ayuden a perfilar mejor la indicacion de antimicrobianos
potencialmente Utiles frente a cepas productoras de pAmpC vy,
muy especialmente, para aquéllas que expresan mecanismos de
resistencia adicionales.
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