Revision de la bibliografia sobre AmpC:
Una importante 3-lactamasa
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Introduccion

Las B-lactamasas son enzimas sintetizadas por las bacterias, ya sea Gram
negativo o Gram positivo y que actian como un mecanismo de defensa contra
los antibidticos B-lactamicos. Su mecanismo de accién se fundamenta en la union
irreversible al antibiético, inhabilitando la capacidad de romper la pared bacteriana
y permitiendo a la bacteria continuar con su crecimiento, aun en presencia
del antibiético (1,6). Actualmente, debido a la gran cantidad de diferentes 3-
lactamasas que se han descrito, se implementaron dos clasificaciones: la de
Ambler (1), que incorpora caracteristicas moleculares, y la de Bush et al.(6), la
cual incluye parametros fenotipicos.

Las B-lactamasas clasificadas como AmpC son enzimas con serinas en
el sitio activo y funcionan principalmente como cefalosporinasas. En muchos
organismos Gram negativo, la expresion de los genes ampC cromosomales es
baja, pero inducible en respuesta a algunos estimulos (14,18). Otros organismos,
como Escherichia coli, presentan un gen ampC cromosomal que se expresa de
manera constitutiva. Sin embargo, recientemente se ha descrito la transferencia
horizontal de los genes ampC desde Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii,
Morganella morganii y otros, hacia especies como E. coli, Klebsiella pneumoniae
y Salmonella ssp, a través de plasmidos que acarrean los componentes para esta
induccion (4,11,47,54,55). Desde el punto de vista clinico, esto trae implicaciones
muy grandes, con la falla en el tratamiento con antimicrobianos, que antiguamente
eran utilizados en las bacterias que acarreaban estos genes de resistencia (7).

La induccion de AmpC requiere de la exposicion de la bacteria a drogas B-
lactamicas o a otros estimulos, lo cual esta ligado a la via de reciclaje de la pared
celular (10,17); esta induccion abarca de AmpC incluye diferentes productos
génicos asociados a esta via, los cuales incluyen AmpR, AmpD y AmpG,
ademas de precursores muropéptidos, que al parecer actian como cofactores
(9,10,17,40,48,53,56).

Actualmente, algunas publicaciones mencionan la relevancia de cuatro tipos
de enzimas que estan llegando a ser importantes en nuevos aislamientos clinicos
y en la resistencia en bacterias Gram negativo. Estos son: las B-lactamasas de
espectro extendido (ESBL), las B-lactamasas con sensibilidad reducida a los
inhibidores de B-lactamasas, las B-lactamasas AmpC mediadas por plasmidos
y las B-lactamasas que hidrolizan carbapenems (perteneciendo a los grupos C,
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Ay D, Ay B de la clasificacion de Ambler (1) o a los grupos 1, 2 2be y 3a, 3b, y
3c de la clasificacion de Bush) (6,51).

En este resumen se hara énfasis en las B-lactamasas del tipo AmpC, las
cuales pasaron de ser elementos cromosomales de cierto grupo de bacterias, a
formar parte de elementos moéviles, como los plasmidos, y a llegar a formar parte
importante de la multiresistencia a cefalosporinas de bacterias muy prevalentes
en aislamientos clinicos, como E. coli y K. pneumoniae. A nivel de laboratorio
clinico, este conocimiento es fundamental para la implementacion de nuevas
técnicas de diagnostico y para el manejo clinico de pacientes portadores de
cepas de este tipo (36,39).

Induccioén de la f-lactamasa AmpC

Las B-lactamasas AmpC han sido objeto de estudio desde la década
de los afos 70. La mayoria de estas enzimas son cefalosporinasas, pero son
capaces de hidrolizar todos los antibiéticos B-lactamicos. Muchos estudios han
analizado las caracteristicas de ambas AmpC, inducibles y no inducibles, como
las propiedades fisicas, actividad hidrolitica, los mecanismos involucrados en la
expresion cromosomal, ademas de estudios comparativos entre géneros en el
potencial inductor de la enzima (14). En las tablas 1 y 2 se muestran los géneros
mas estudiados y la capacidad de induccién.

[O) En los afios 80, estos genes cromosomales inducibles fueron detectados [O)
en plasmidos (la mayoria aun sin las capacidades de induccion) y transferidos a
organismos que tipicamente no expresan este tipo de enzimas, como E.coli, K.
pneumoniae o Salmonella ssp (4,11,35,36,37,41). Esto ha venido a complicar el
trabajo en la microbiologia clinica, sobretodo en el ambito hospitalario, ya que
actualmente no se puede “predecir” a partir de su identificacion, si una bacteria
es acarreadora de un gen ampC, lo que le conferiria resistencia a antibiéticos [3-
lactamicos. Otro gran problema que se introduce con esta diseminacion horizontal,
es que la deteccioén fenotipica de estos plasmidos es muy dificil y se confunde
con las presentaciones de las B-lactamasas de espectro extendido (ESBL).

Tabla N© 1
Enterobacteriaceae productoras de 3-lactamasas AmpC induciles*

Género Especie
Citrobacter Citrobacter freundii
Enterobacter Enterobacter aerogenes,

Enterobacter cloacae,

Enterobacter sakazakii
Hafnia Hafnia alvei
Morganella Morganella morganii
Providencia Providencia rettgeri,

Providencia stuartii

Serratia Serratia marcescens

* tomado de la referencia 19
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Potencial inductor consenso para antibiéticos -lactamicos*

Tabla N° 2

Potencial de

B-lactamicos

induccioén
Mas alto
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Mas bajo

Carbapenems y cefamicinas
(Cefmetazole, cefotetan y cefoxitin)
Aminopenicillinas
Carbenicillina, ticarcillina
Ureidopenicillinas
Cefalosporinas de primera,
segunda y tercera generacion
Acido clavulanico

Cefpirome, cefepime
Inhibidores de sulfonas
Aztreonam

* tomado de la referencia 19

Los mecanismos de expresion del gen ampC han sido analizados usando
dos organismos modelos, E. cloacae y C. freundii (2, 3, 10, 12, 15, 16, 23, 25, 26,
27, 28, 29, 30, 31, 32, 38, 44, 48).

Dicha expresion es un proceso complejo, que primariamente es regulado por

el producto del gen ampR, AmpR, ademas de otros dos genes ampD y ampG,
estos ultimos expresados en todas las enterobacterias, incluyendo las que no
producen AmpC, participando primariamente en el reciclaje de los componentes

de la pared bacteriana.

AmpR fue descrito en un inicio en E. cloacae y C. freundii, genéticamente
ubicadojunto algen ampC, formando laregién control ampRC, la cual se encuentra

so6lo en las bacterias Gram negativo con produccion inducible de AmpC, opuesto
a las que tienen una expresion constitutiva, como E. coli, donde el gen ampR

fue eliminado (16, 31). AmpR es una proteina que se une al ADN vy funciona
como proteina reguladora, uniéndose al promotor de ampR y corriente arriba del

promotor de ampC, trabajando entonces como estimulador de la expresién de

AmpC y como autoregulador negativo. Mutaciones en ampR se han descrito en
aislamientos clinicos, donde la expresién de AmpC aumenta a niveles muy altos,

aun sin induccion (28). Estas bacterias presentan un fenotipo similar al mostrado
por cepas productoras de ESBL.

AmpD es una N-acetilmuramil-L-alanina amidasa, que participa en el

reciclaje de los fragmentos de peptidoglican. AmpD funciona como un regulador
negativo de la expresién de ampC'y su participacion en este proceso se descubrid
originalmente en cepas sobreproductoras de AmpC, donde se encontré que

la mutacién causante de dicho fenotipo se localizaba en ampD, la cual estaba

inactiva y por lo tanto, no ejercia su efecto regulador (15,17).
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La verdadera induccion de la produccion de AmpC, esta relacionada con
las vias de reciclaje del peptidoglican. Los antibidticos B-lactamicos producen
perturbaciones en la pared, al ser su sitio blanco, obligando a las bacterias a
activar sus mecanismos de defensa, en este caso, las B-lactamasas (ver figura
1). Las propuestas mas estudiadas han postulado como el verdadero inductor
de AmpC, a varias moléculas que se acumulan durante el proceso de reciclaje y
rompimiento de la pared producido por los antibidticos B-lactamicos, entre ellos
el anhidroMurNAc-tripéptido (17) o el GlcNAc-anhMurNAc-peptapéptido (10).
Ambas moléculas se han encontrado acumuladas en grandes cantidades en el
espacio periplasmico, durante el curso de terapias con antibiéticos B-lactamicos,
como el imipenem vy la cefoxitina y se les ha relacionado con la activacién de
AmpR y la consecuente expresion de AmpC (49).

Figura 1
Interconexion entre las vias de reciclaje de
peptidoglican y la induccion de AmpC *
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* Tomado de la referencia 17

B-lactamasas de tipo AmpC acarreadas por plasmidos,
un nuevo problema en multirresistencia

Las AmpC que han demostrado ser codificadas cromosomalmente, han sido
descritasenbacteriascomoAcinetobacterspp.,Aeromonasspp., Chromobacterium
violaceum, C. freundii, Enterobacter spp., E. coli, Morganella morganii, Proteus
rettgeri, Providencia stuartii, Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens,
Yersinia enterocolitica, entre otras (5,13,18,29). La resistencia a antibioticos,
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aparece inicialmente en organismos como Enterobacter cloacae, Citrobacter
freundii, Serratia marcescens, y Pseudomonas aeruginosa (19,20,34,42,43), que
podrian sobreproducir su B-lactamasa AmpC por mutacién, generandose fenotipos
deresistenciaaambos oxiimino-y 7-f-metoxicefalosporinas y monobactamas (46).
En otros organismos, como Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Salmonella
spp., y Proteus mirabilis, fue apareciendo un fenotipo similar, el cual fue atribuido
a ESBL en plasmidos, pero a diferencia de AmpC, no eran resistentes a los 7-
B-metoxicefalosporinas (cefoxitin y cefotetan) y si eran bloqueadas por el acido
clavulanico, sulbactam o tazobactam. Con el uso de cefoxitin y cefotetan, asi
como de los inhibidores de B-lactdmicos para contrarrestar estas nuevas cepas,
los plasmidos acarreadores de B-lactamasas AmpC empezaron a ser descritos.

La primera prueba de que una B-lactamasa AmpC habia sido capturada
en un plasmido, fue demostrado por Papanicolaou et al. en 1988, quienes
describieron una enzima (MIR-1) con propiedades bioquimicas idénticas y con
90% de identidad con el gen ampC de E. cloacae, expresada en K. pneumoniae.
Dichos reportes se han realizado a lo largo del mundo. Estas cepas fueron
consistentemente resistentes a aminopenicilinas (ampicilina y amoxicilina),
carboxipenicilinas (carbenicilina o ticarcilina) y ureidopenicilinas (piperacilina),
a cefalosporinas de los grupos oxiimino (ceftazidime, cefotaxime, ceftriaxone,
ceftizoxime, cefurotime) y al grupo metoxi (cefoxitin, cefotetan, cefmetazole,
moxalactam). Las enzimas también fueron activas contra aztreonam, aunque la
sensibilidad contra cefepime y cefpirome fue poco afectada y no cambi6 para los
carbapenems (imipenem y meropenem) (4,11,45,47,54,55).

Altos niveles de expresion de AmpC

La resistencia de los miembros de la familia Enterobacteriacea a las
cefalosporinas de tercera generacion constituye un serio problema clinico. Esta
resistencia se da por la sobreexpresion constitutiva del gen ampC cromosomal,
que originalmente, en estas cepas, es de bajo nivel y no es inducible, y no solo
por la presencia de un plasmido que acarrea un gen ampC procedente de otros
géneros, como se tratd en la seccion anterior. En E. coli se han encontrado
mutaciones en las cajas -35 y -10 y en los segmentos Inter. cajas de las regiones
promotoras (8,35,50,52), lo cual lleva a un promotor tan fuerte, que desencadena
una sobre expresion de AmpC. En estos casos, las mutaciones en estos segmentos
del ADN que forman parte de la region promotora del gen (cajas), provoca que la
ARN polimerasa se una con mas afinidad al ADN, provocando una mayor sintesis
de ARNm y por lo tanto, llevando a una mayor sintesis de B-lactamasa. Los
patrones fenotipicos encontrados van desde resistencia solamente a cefoxitin,
hasta multi resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, dependiendo del
tipo de mutacion que se haya producido.

Cepas sobreproductoras se han encontrado ademas en E. Cloacae
(20,23,28,46) y P. Aeruginosa (21,22,24,33,57), donde también se corre el peligro
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de que estas nuevas porciones mutadas se pasen a elementos maéviles, como
plasmidos, y se diseminen a otros géneros bacterianos.

Conclusiones

El conocimiento de los mecanismos genéticos responsables de los patrones
de resistencia, que actualmente encontramos en los aislamientos clinicos, es
fundamental, como parte integral del gran problema y la epidemia de multi
resistencia que se esta presentando en los centros hospitalarios a nivel mundial,
donde Costa Rica no es la excepcion. A partir de dicho conocimiento, se pueden
planear estrategias de vigilancia epidemioldgica y control de infecciones, para
monitorear la aparicion de nuevas cepas multi resistentes, con patrones de
susceptibilidad presuntivos de la presencia de una B-lactamasa AmpC. Otro
aspecto muy importante, es el planeamiento, a partir del personal médico, de
las estrategias terapéuticas ideales para utilizar en estas situaciones, donde la
ayuda brindada por el personal de laboratorio es indispensable para analizar y
atender estos casos.

A modo de recomendacion para el personal médico, el reporte del laboratorio
respecto a la presencia de una cepa productora de AmpC o de una ESBL,
conlleva el no utilizar ningun antibiético B-lactamico. Por otro lado, si no se hace
una busqueda especifica de estos elementos moleculares, la cepa puede ser
reportada como sensible a los B-lactamicos y una vez que se induzca en el
paciente la produccion de los elementos moleculares antes mencionados y se
tenga el desarrollo de resistencia en el paciente, se documentaria eso como
un fallo terapéutico. Recordemos que muchos de los procesos moleculares
descritos, ocurren a niveles muy bajos, ya que son inducidos y es en el paciente
donde se manifiestan y pueden pasar desapercibidos, si no existe una cultura en
el laboratorio, de hacer una busqueda expresa de ellos.
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