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RESUMEN

La produccion de B-lactamasas por parte de Escherichia coli (E. coli) es el principal mecanismo
de resistencia a los B-lactamicos. Dentro de este grupo se encuentran: B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE), cefalosporinasas (AmpC) y carbapenemasas (Bush & Bradford, 2020)
(Ghafourian et al., 2015). Existen limitaciones entorno a la deteccion de las B-lactamasas
AmpC, tales como: la falta de un método estandarizado para su deteccidn, prevalencia variable
de estas enzimas acorde al tipo y localizacion geogréfica. Por lo que se han vuelto una
preocupacion clinica cada vez mayor, ya que al igual que las BLEE, contribuyen a la
propagacioén incontrolada de la resistencia bacteriana. Esto supone una limitacién en el uso de
los antibioticos B-lactamicos, provocando fracasos terapéuticos y obligando al uso de farmacos
de espectro mas amplio (Sageerabanoo et al., 2015). En el presente estudio se busc6 determinar
la coexistencia de BLEE y AmpC en E. coli aisladas de urocultivos de pacientes ambulatorios
durante el afio 2014 y el afio 2023, a través de pruebas fenotipicas y caracterizar la misma a
través de pruebas moleculares buscando AmpC plasmidicas y aquellas mediadas por mutacion
en el promotor. Ademas, se realiz6 un ensayo de conjugacién bacteriana cuyo resultado fue
una transferencia efectiva del plasmido que lleva el gen CIT que da resistencia a AmpC, esto
demuestra que AmpC plasmidico tiene una gran capacidad para movilizarse. La prevalencia
de coexistencia de B-lactamasas tipo AmpC y BLEE en las cepas de E. coli correspondieron al

0,57% para los aislados de 2014 y del 0,37% para los aislados de 2023.

Palabras clave: BLEE, AmpC, conjugacidn, coexistencia, resistencia antimicrobiana



ABSTRACT

The production of B-lactamases by Escherichia coli (E. coli) is the main mechanism of
resistance to B-lactams. Within this group are extended-spectrum B-lactamases (ESBL),
cephalosporinases (AmpC) and carbapenemases (Bush & Bradford, 2020) (Ghafourian et al.,
2015). There are limitations regarding the detection of AmpC B-lactamases, such as: the lack
of a standardized method for their detection, variable prevalence of these enzymes according
to the type and geographical location. This has made them an increasing clinical concern since,
like ESBLs, they contribute to the uncontrolled spread of bacterial resistance. This represents
a limitation in the use of f-lactam antibiotics, causing therapeutic failures and forcing the use
of broader spectrum drugs (Sageerabanoo et al., 2015). In the present study, we sought to
determine the coexistence of ESBL and AmpC in E. coli isolated from urine cultures of
outpatients during the year 2014 and 2023, through phenotypic tests and to characterize it
through molecular tests looking for plasmid AmpC and those mediated by mutation in the
promoter. In addition, a bacterial conjugation test was carried out, the result of which was an
effective transfer of the plasmid that carries the CIT gene that gives resistance to AmpC, this
demonstrates that AmpC plasmidic has a great capacity to mobilize. The prevalence of
coexistence of AmpC-type B-lactamase and ESBL in E. coli strains corresponded to 0.57% for

the 2014 isolates and 0.37% for the 2023 isolates.

Key words: ESBL, AmpC, conjugation, coexistence, antimicrobial resistance
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INTRODUCCION

Durante los altimos 70 afios, los B-lactdmicos han sido ampliamente empleados como agentes
terapéuticos para el tratamiento de infecciones bacterianas. Sin embargo, su uso excesivo, ha
conllevado a la aparicion de microrganismos multirresistentes. Se han descrito tres mecanismos
generales por las que las bacterias adquieren resistencia a los B-lactamicos: 1) bloqueo de la
unién entre los antibidticos y las proteinas de union a las penicilinas (PBP) diana, 2)
modificacion de la unidn del antibiético a las PBP y 3) hidrolisis del antibiotico por enzimas

B-lactamasas, al degradar el anillo betalactamico (Bush, 2018).

Dentro de la familia de las B-lactamasas se incluyen: betalactamasas de espectro extendido,
cefalosporinasas AmpC y carbapenemasas (Bush & Bradford, 2020). Las betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), pertenecen a las clases moleculares Ay D de Ambler y al grupo 2
de la clasificacion de Bush-Jacoby y Medeiros. Estas enzimas tienen la capacidad de conferir
resistencia o0 sensibilidad disminuida a penicilinas, oximino-cefalosporinas (cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima, cefepima) y monobactdmicos (aztreonam) (Navarro et al., 2011). No
pueden hidrolizar a las cefamicinas (cefoxitina), ni carbapenémicos (imipenem, meropenem y

ertapenem) y son inhibidas por el &cido clavulanico.

Por otro lado, las B-lactamasas AmpC pertenecen a la clase molecular C de la clasificacion de
Ambler y al grupo 1 de la clasificacion de Bush-Jacoby y Medeiros. Estas enzimas confieren
resistencia a las oximino-cefalosporinas, los monobactamicos y las cefamicinas (cefoxitina y
cefotetan). Son inhibidas por la cloxacilina, el aztreonam y el &cido bordnico y a diferencia de
las BLEE, no son inhibidas por el &cido clavulanico, sulbactam y tazobactam (Ghafourian
et al., 2015) (Navarro et al., 2011) (Jacoby, 2009). Estas cefalosporinasas se encuentran con
mayor frecuencia en el cromosoma de muchas especies de bacterias Gram negativas como

Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae complex y Serratia



marcescens. Ahora también se encuentran ampliamente distribuidas en plasmidos (Yan et al.,
2006) y dado que poseen una gran capacidad para movilizarse, constituyen un importante

reservorio para un amplio rango de infecciones y resistencia antimicrobiana.

La primera variante de AmpC codificada por plasmidos se identificd en 1989 en una Klebsiella
pneumoniae aislada en Corea del Sur. En la década siguiente, empezaron a informarse sobre
varias familias de variantes de AmpC codificadas por plasmidos, especialmente en
aislamientos clinicos de K. pneumoniae y E. coli (Bush & Bradford, 2020). Este grupo de -
lactamasas AmpC estan codificadas por genes blaAmpC asociados a integrones de clase 1 o
transposones, localizados en plasmidos conjugativos (AmpC plasmidicas). Se clasifican en 6
familias, cada una de ellas deriva del AmpC cromosomal de una bacteria que lo produce de
manera natural: CIT (de Citrobacter freundii), DHA (de Morganella morganii), ACC (de
Hafnia alvei), FOX (de Aeromonas media), MOX (de Aeromonas caviae) y EBC (de

Enterobacter cloacae y/o Enterobacter asburiae) (Martinez Rojas, 2009).

Otra de las causas mas comunes en cuanto a la sobreexpresion de AmpC en aislados clinicos
son las mutaciones en regiones atenuadoras o promotoras. Una mutacion en el gen regulador
ampD, por ejemplo, conduce a una hiperproduccién constitutiva, al igual que mutaciones en
ampR pueden dar lugar a fenotipos altamente constitutivos o hiperinducibles. Por ultimo, las
mutaciones menos comunes son en ampG (proteina transmembrana encargada del transporte
de oligopéptidos implicados en el reciclaje de la pared celular y la regulacion del AmpC al
citosol), y pueden derivar en una expresion constitutiva de bajo nivel. En el caso de E. coli al
carecer de un gen ampR esta no es inducible y esta regulada por mecanismos promotores y
atenuadores (Jacoby, 2009). En ausencia de estos genes reguladores el gen se expresa de

manera constitutiva por mutaciones en el atenuador y/o promotor del gen. Cuando se expresa



de manera inducible su grado de expresion va a depender del tipo de inductor (Calvo et al.,

2011), siendo la cefoxitina y los carbapenémicos los inductores mas fuertes.

Las AmpC plasmidicas (pAmpC) tienen mayor relevancia frente a las AmpC por mutacion en
el promotor debido a su gran capacidad para movilizarse, y transferir plasmidos, tanto en
ambientes nosocomiales como comunitarios (Mendieta et al., 2021). Debido a la falta de un
método estandarizado para su deteccion no estan disponibles datos exactos sobre su
prevalencia, lo que sugiere que la misma sera variable acorde al tipo de enzima y a la

localizacion geografica.

En Canadé, la prevalencia de pAmpC ha ido en aumento desde 1999 predominando el gen
blaCYM-2 , en 2005 el estudio de (Mulvey et al., 2005) realizado en 12 hospitales observo que
el 11% de los E. coli resistentes a cefoxitina producian pAmpC y afios méas se observaron que
las E. coli resistentes a cefoxitina ya alcanzaban un 30,5%, detectandose principalmente en
muestras urinarias procedentes de pacientes ambulatorios (Pitout et al., 2007) (Mulvey et al.,
2005). En Francia, un estudio llevado a cabo entre 2004 y 2008, el 6% de E. coli estudiados
presentaban resistencia a cefoxitina y eran portadores de la variante blaCMY-2 (Corvec et al.,
2010). En tres centros hospitalarios del Reino Unido, en el afio 2004, tras un screening inicial
de aislados resistentes a cefoxitina, de 67 muestras de E. coli, 32 (49%) eran productores de

AmpC plasmidico (Woodford et al., 2007).

En la India, un estudio de 2019 encontr6 una prevalencia de 42,2 % de E. coli productoras de
AmpC siendo el gen blaFOX el predominante con un 21,9% de incidencia en las AmpC
confirmadas (Govindaswamy et al., 2019). En Taiwan, en un estudio multicéntrico de 2003, de
127 aislados de E. coli el 43,6% presentaron sensibilidad disminuida a las cefalosporinas de
espectro extendido y eran productores de AmpC plasmidico (Yan et al., 2006). En Ecuador en

un estudio realizado en 2017, se identificaron a través de pruebas fenotipicas 40 cepas de E.



coli aisladas de urocultivos de las cuales el 15 % correspondia a cepas productoras de BLEE y
el 5 % a cepas de B-lactamasas tipo AmpC, con mayor prevalencia en mujeres de 51 a 60 afios
de edad (Toro, 2017). De igual modo, en otro estudio documental transversal realizado en 2020
en el Laboratorio Clinico Neolab de la ciudad de Cuenca en Ecuador, se report6 que el 7,62%
de las muestras analizadas resultaron ser BLEE positivas; mientras que apenas solo el 0.13%
eran cepas productoras de AmpC (Mendieta et al., 2021). Sin embargo, también se han logrado
aislar microorganismos con resistencia a los betalactdmicos de animales de granja, en un
estudio de tipificacion fenotipica y molecular de BLEE/AmpC en E. coli aisladas de pollos
broiler, se identifico un nivel de resistencia a p-lactdmicos >70% (Mantilla, 2019). De igual
modo, en otro estudio de prevalencia de E. coli BLEE/AmpC asiladas de heces caninas en un
parque publico de Quito , 2 aislados presentaron la variante blaCMY -2 (Ortega-Paredes et al.,

2019).

Las enfermedades producidas por microorganismos multirresistentes reducen las alternativas
de tratamiento, derivando asi en tratamientos mas costosos, tiempo prolongando de
recuperacion y un aumento en el riesgo de mortalidad (Serra, 2017). Si bien las B-lactamasas
AmpC se encuentran frecuentemente codificadas a nivel cromosdémico, también es comun
encontrar este mecanismo de resistencia en especies no productoras de AmpC como
Salmonella spp, Klebsiella spp y E. coli, por lo que se han vuelto una preocupacién clinica ya
que contribuye a la propagacion de resistencia bacteriana. Esto supone una limitacion en el uso
de los antibidticos B-lactamicos, provocando fracasos terapéuticos y obligando al uso de
farmacos de espectro mas amplio (Sageerabanoo et al., 2015). Por ende, el presente estudio
buscé caracterizar AmpC en E. coli BLEE aisladas de urocultivos de pacientes ambulatorios,
a través pruebas fenotipicas y moleculares para conocer el tipo de AmpC que esta circulando

en la poblacion ambulatoria que presenta infecciones de vias urinarias.



METODOS

Declaracion ética

Esta investigacion fue aprobada por el Comité de Etica de Investigacion en Seres Humanos de

la Universidad San Francisco de Quito USFQ, bajo el codigo 2023-068IN.

Seleccion de cepas E. coli productoras de BLEE del afio 2014 y del afio 2023, para
identificacion de cepas productoras de AmpC

Para el desarrollo de esta investigacion se usaron las cepas de E. coli productoras de BLEE del
cepario del Laboratorio de Servicios de la Universidad San Francisco de Quito, LABOMIC,
almacenadas durante el afio 2014 y 2015. Asi como las cepas almacenadas para este proyecto
durante abril-septiembre de 2023. Los criterios de inclusion son: cepas de E. coli productoras
de BLEE, aisladas de urocultivos de pacientes ambulatorios y confirmadas como el agente

causal de la infeccion.

Pruebas fenotipicas
Reactivacion de cepas E. coli productoras de BLEE.

Para la reactivacién de cepas E. coli que estaban almacenadas bajo criopreservacion, se empleo

el método descrito por (Balows, 2003).

Prueba de cribado para la determinacién de cepas sugerentes de AmpC.

Se utilizé el disco antibiotico cefoxitina mediante la técnica de Kirby Bauer. Se preparé el
inoculo bacteriano para cada cepa, llegando a una turbidez de 0,5 de la escala McFarland. En
el inoculo se sumergid, un hisopo de algoddn esterilizado y se procedié a inocular la superficie
de la placa de agar de Mueller-Hinton BP PIFCO™ (MH) con el hisopo, pasandolo por toda la
superficie del medio en tres direcciones. Posterior, con unas pinzas estériles, se coloco el disco

antibiotico cefoxitina 30pg BP BBL™ (FOX), sobre la superficie del agar MH, se incubd la caja



a 37° C durante 18-24 horas. Por ultimo, se midieron los halos de inhibicion con un calibrador
de la marca Mahr y se interpretaron los resultados. La prueba fue considerada positiva si el

halo de inhibicién era < 18 milimetros (mm).

Prueba fenotipica del doble disco para AmpC.

Todas las cepas resistentes a Cefoxitina fueron sometidas a la prueba del doble disco de
Liofilchem, para la identificacion fenotipica confirmatoria de AmpC. También se empled la
técnica de Kirby Bauer, con los discos antibioticos cefotaxima 30ug (CTX), ceftazidima 30ug
(CAZ), cefotaxima més cloxacilina 30ug (CTC) y ceftazidima mas cloxacilina 30pug (CAC).
La prueba fue considerada positiva si el diametro de la zona de inhibicion de al menos uno de
los discos antibioticos mas cloxacilina (CTC y/o CAC) era > 5 mm con respecto a los discos

antibidticos sin cloxacilina (CTX y/o CAZ).

Pruebas moleculares
Extraccion de ADN.

Para la extraccion de ADN se emple6 con modificaciones la técnica de extraccion por

ebullicion, siguiendo el método de (Gussow & Clackson, 1989).

Cuantificacion de ADN.

Se realizaron diluciones de ADN en agua grado PCR en una relacion 10:90 y 50:50,
respectivamente, las diluciones se cuantificaron en un espectrofotdémetro de la marca

NanoDrop y fueron almacenadas a -20°C, hasta la fase de ensayos moleculares.

Amplificacion de genes que codifican la produccion de p-lactamasas AmpC
mediadas por plasmidos (PCR multiplex).
Para la identificacion de AmpC plasmidico, se emple6 una PCR multiplex que codifican para

AmpC tipo: MOX, CIT, DHA, ACC, EBC y FOX. Las condiciones de amplificacién fueron:

1 ciclo de 3 minutos de desnaturalizacion inicial a 94°C; seguido de 25 ciclos de
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desnaturalizacion a 94°C por 30 segundos, hibridacion a 64°C por 30 segundos y extension de
72°C por 1 minuto; finalmente, una extension final a 72° C por 7 minutos. Los productos de
amplificacion fueron observados mediante electroforesis en gel de agarosa al 2 %, tefiido con
el colorante SYBR™ Safe DNA a 100 milivoltios (mV) por 45 minutos. El tamafio de los
productos amplificados fue comparado con el Ladder comercial Invitrogen de 100 pares de
bases (pb). El tamafio de banda para las familias de AmpC codificadas en plasmidos
corresponde a: CIT: 462 pb; DHA: 405 pb; ACC: 346 pb; FOX: 190 pb; MOX: 520 pb y EBC:

302 pb (Pérez & Hanson, 2002).

Amplificacion de genes que codifican la produccion de g-lactamasas AmpC
mediadas por mutacion en el promotor.

Para la identificacion de B-lactamasas AmpC mediadas por una mutacion en el promotor, se
utilizaron los cebadores AB1l (15:GATCGTTCTGCCGCTGTG134) (5’ a 3') y ampC2
(1200GGGCAGCAAATGTGGAGCAA101) (5" a 3") para amplificar un fragmento de 271 pb. Las
condiciones de amplificacion fueron: 1 ciclo de 90 segundos de desnaturalizacion inicial a
94°C; seguido de 30 ciclos de desnaturalizacidn a 94°C por 90 segundos, hibridacién a 57°C
por 30 segundos y extension de 72°C por 1 minuto; finalmente, una extension final a 72° C por
10 minutos (Caroff et al., 2000). La electroforesis se realizé con la misma metodologia de la

técnica de PCR multiplex.

Conjugacion bacteriana

Para este ensayo se usaron dos cepas con las siguientes caracteristicas: cepa donadora que
amplifica para el gen constitutivo purA, AmpC plasmidica tipo CIT y AmpC mediada por
mutacion en el promotor. Y una cepa receptora que amplifica Unicamente para el gen
constitutivo purA y para AmpC mediada por mutacién en el promotor. El ensayo de

conjugacion bacteriana fue realizado siguiendo el método de (Salinas et al., 2019).
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RESULTADOS

Area de estudio

Se analizaron un total de 193 cepas de E. coli BLEE aisladas de urocultivos de pacientes
ambulatorios con infecciones de vias urinarias procesadas en el afio 2014 y el afio 2023. Las
cepas de 2014 fueron obtenidas del cepario de E. coli productora de BLEE del laboratorio de
servicios de la Universidad San Francisco de Quito, LABOMIC, realizado durante el afio 2014
y 2015. En el afio 2014 se procesaron 1016 urocultivos de E.coli, de los cuales 188 fueron
identificadas mediante pruebas fenotipicas y moleculares como cepas productoras de BLEE.
De estas, solo 145 fueron contempladas para este estudio. Por otro lado, durante los meses de
abril a septiembre de 2023 se procesaron un total de 545 urocultivos de E. coli de los cuales 48
fueron identificados como cepas productoras de BLEE, mediante pruebas fenotipicas. Todas

estas fueron consideradas para el presente estudio.

Pruebas fenotipicas para identificacion de AmpC
Prueba de cribado con Cefoxitina

Para la prueba de cribado con cefoxitina, fueron consideradas como positivas las cepas que
presentaban un didmetro en la zona de inhibicion <18mm segun las directrices del CLSI. De
las 145 cepas aisladas en 2014, solo 12 fueron positivas. Es decir que presentaron un fenotipo
de resistencia a cefoxitina, por lo que estas cepas fueron consideradas como sugerentes de
AmpC. Por otro lado, de las 48 cepas aisladas en 2023, Gnicamente 3 presentaron el fenotipo

de resistencia a cefoxitina (Tabla 1).

Prueba confirmatoria de AmpC

Las 15 cepas (12 cepas de 2014 y 3 cepas de 2023) que resultaron positivas para la prueba de
cribado, fueron sometidas a la prueba fenotipica confirmatoria de AmpC de Liofilchem. Los

aislados que presentaron un diametro en la zona de inhibicion > 5mm, en el disco que contiene
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el inhibidor (cloxacilina) mas la cefalosporina con respecto al diametro de la zona de inhibicion
de la cefalosporina sin inhibidor, fueron consideradas como positivas. En total, de las 12 cepas
de 2014, solo 9 aislados de E. coli fueron confirmados para la produccion de B-lactamasas
AmpC. Mientras que, de las 3 cepas aisladas en 2023, solo 2 fueron confirmados para la

produccion de B-lactamasas AmpC, a nivel fenotipico (Tabla 2).

Pruebas moleculares para identificacion de AmpC

PCR convencional para identificacion de AmpC mediada por mutacion en el
promotor

Para evaluar mas a fondo la sensibilidad y especificidad del procedimiento de deteccion
fenotipica. Los 15 aislados productores potenciales de AmpC (resistentes a la cefoxitina),
fueron sometidos a pruebas moleculares. Para la identificacion de la mutacion en el promotor
se llevd a cabo la PCR convencional. Se identifico que 14 de los 15 aislados amplificaron la

banda esperada de 271pb (Tabla 3).

PCR multiplex para identificacion de AmpC mediada por plasmidos

Por otro lado, para la identificacion de betalactamasas codificadas en plasmidos se
empled la PCR multiplex, para determinar si alguna de las cepas codificaba para alguna de las
6 familias de AmpC plasmidicas: ACC, FOX, MOX, DHA, CIT, EBC. De los 15 aislados
analizados, 2 cepas amplificaron para una region de 462pb que corresponde a AmpC tipo CIT

(Tabla 4).

Conjugacion bacteriana

En cuanto a los ensayos de conjugacion bacteriana, se seleccionaron los 2 aislados de
E. coli productoras de B-lactamasas AmpC plasmidicas como donadoras y la cepa E. coli TOP
10 seleccionada en cambio como la bacteria receptora. Las cepas donadoras compartieron el

mismo patréon fenotipico y genotipico para la produccion de B-lactamasas AmpC, mientras que
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la cepa receptora mostrd un perfil fenotipico negativo para la produccion de B-lactamasas
AmpC y un genotipo positivo para la produccion de AmpC por mutacion en el promotor. Se
obtuvieron 2 bacterias conjugadas, de las cuales solo un aislado transfirié su patron completo
de resistencia fenotipica (resistencia a cefoxitina y positivo para la técnica de difusion del doble
disco) y el plasmido a la bacteria receptora, esto se confirmo luego de haber realizado la PCR
multiplex, en donde el gel de electroforesis reveld una banda de 462pb correspondiente a la
familia AmpC tipo CIT. El otro aislado transfiriéo un patrén fenotipico parcial a la bacteria
receptora (resistencia a cefoxitina y negativo para la técnica de difusion del doble disco), pero
no transfirié el plasmido, esto se evidencid ya que luego de haber sometido dicho asilado a las

pruebas moleculares no amplificd para ninguna region en la PCR multiplex.

Coexistencia de BLEE y AmpC en E. coli

Por ultimo, la coexistencia de BLEE y AmpC es evidente, ya que, en las cepas aisladas tanto
en 2014 como en 2023, se encontr6 una prevalencia relativamente baja. Mismas que
corresponden a 0,57% para las cepas aisladas en 2014 y un 0,37% para las cepas aisladas en

2023 (Figura 1).
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DISCUSION

De las 193 cepas de E. coli productoras de BLEE aisladas tanto en el afio 2014 como en el afio
2023, unicamente 15 cepas mostraron un perfil de resistencia a Cefoxitina y por lo tanto fueron
consideradas como sugerentes de AmpC (Tabla 1). Para la prueba fenotipica confirmatoria del
doble disco. De las 15 cepas que fueron sometidas al método de discos combinados con
inhibidor (cefalosporina sola y cefalosporina méas inhibidor), solo 11 cepas fueron confirmadas
fenotipicamente como productoras de AmpC. Estas enzimas no poseen un método
estandarizado por el Instituto de Estdndares de Laboratorios Clinicos (CLSI), para su
identificacion fenotipica. Esto se debe principalmente a que las B-lactamasas AmpC poseen
una estructura y origen genético variado, por lo que al estar codificadas en el cromosoma de
diferentes bacterias de manera natural se dificulta la creacién de un método unificado para su
identificacion. Esto implica ademas que su deteccion con pruebas convencionales no sea tan

precisa (Mirelis et al., 2006).

La produccion de AmpC esta puede darse por: resistencia cromosémica inducible, que se debe
a la exposicion directa de la bacteria a ciertos B-lactdmicos, desrepresion estable debido a
mutaciones en genes reguladores de AmpC, y presencia de genes ampC mediados por
plasmidos (Martinez Rojas, 2009). Las 4 cepas en las que no se identificé un fenotipo positivo
para la produccién de AmpC podria deberse a una expresion variable de dicha enzima. Sin
embargo, dado que no se puede identificar el mecanismo de produccion de AmpC, a través de
pruebas fenotipicas resulta necesario recurrir a pruebas moleculares para una identificacion

mas precisa.

Si bien, la produccién de PB-lactamasas AmpC puede deberse a mutaciones en regiones
promotoras, también puede deberse la presencia de genes ampC mediados por plasmidos.

Estos genes derivan del cromosoma bacteriano de ciertas bacterias que son productoras
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naturales y se clasifican en 6 familias que se diferencian por la homologia de sus genes: CIT,
DHA, ACC, FOX, MOX y EBC (Martinez Rojas, 2009). En la (Tabla 4), se observa que, de
las 15 cepas analizadas, 14 cepas codifican para una AmpC mediada por mutaciones en el
promotor. Dentro de este grupo también se encuentran 2 cepas que codifican para una AmpC
plasmidica (pPAmpC) del grupo CIT, en base a estos resultados se evidencia la coexistencia de
dos tipos de B-lactamasas tanto AmpC como BLEE en una misma cepa. Estos resultados
contrastan con los de (Luna et al., 2023) quien también identifico en cepas de E. coli aisladas
de urocultivos una produccion simultanea de BLEE y AmpC correspondientes al 16,7% del

total de aislados analizados.

Con respecto a la cepa que no amplific esto puede deberse a que su produccion puede estar
asociada a mutaciones en otras regiones o su vez por dafios en las porinas. Estas ultimas, acttan
como canales por los que los B-lactdmicos atraviesan la membrana externa y ejercen su
actividad bactericida. Por lo que, cuando existen cambios o dafios en estos canales este
mecanismo se ve comprometido ya que reduce la entrada de los antibidticos y aumenta la
produccion de las enzimas p-lactamasas (Tamma et al., 2019) (Jacoby, 2009). Por otro lado,
en E. coli la produccién de AmpC esta regulado por un promotor débil y un atenuador fuerte,
lo que da como resultado una expresion constitutiva de bajo nivel. Sin embargo, cuando
ocurren mutaciones en el promotor puede llegar a desarrollarse una hiperexpresion de AmpC,
que no puede ser identificada de manera fenotipica, pero si de manera molecular. Se han
descrito diversas mutaciones en la region promotora de AmpC que conducen a la

sobreexpresion (Polsfuss et al., 2011).

Por otro lado, en el ensayo de conjugacion ambas cepas que amplificaron tanto para una AmpC
plasmidica como para una por mutacion en el promotor, fueron consideradas para con la

finalidad de determinar si la produccion de AmpC estaba siendo mediada por el plasmido o por



16

la mutacion. Determinar si la resistencia se esta produciendo por el plasmido resulta importante
ya que esta puede contribuir significativamente a la propagacion de genes de resistencia a los
antibidticos, lo que promueve a la par su diseminacion tanto en ambientes nosocomiales como

comunitarios (Saliu et al., 2019).

Fueron E.coli AmpC-002 y E.coli AmpC-008 (Anexo B) las cepas que para el ensayo de
conjugacion, se consideran como donadoras ya que ambas poseen el plasmido y la cepa de
E.coli TOP10 se considera como receptora. E.coli TCAmpC-002y E.coli TCAmpC-008 fueron
las cepas transconjugadas, para su identificacion fueron sembradas en medio agar MacConkey
Lactosa con antibidticos ceftriaxona y rifampicina (MKL/RIF/CRO) y su fenotipo fue cepas
lactosa positivas, resistentes a ceftriaxona y rifampicina lo que sugiere que el ensayo de
conjugacion se llevo con éxito. Sin embargo, en las pruebas de cribado y confirmacién tanto
fenotipica como genotipica se evidencid que Unicamente la cepa E.coli TCAmpC-002 fue la
que presento el patrén completo para la produccién de AmpC, resistente a cefoxitina, positivo
para el test de doble disco y positivo para la amplificacion del plasmido CIT en la PCR. Estos
resultados sugieren que AmpC plasmidico tiene una gran capacidad para movilizarse. De
hecho, dada su gran capacidad de diseminacion mediante plasmidos han hecho que la
prevalencia de AmpC en continentes como Sudeste Asiatico y Europa en 2017 sea 12% y 10%,
respectivamente, en comparacion con una menor prevalencia registrada en 2010 (Astocondor-

Salazar, 2018).

Los mecanismos de resistencia de las B-lactamasas tipo AmpC se clasifican en 3 categorias:
resistencia cromosémica inducible, desrepresion estable mediada por mutaciones en los
promotores y/o atenuadores del gen AmpC y la resistencia mediada por plasmidos (Tamma
et al., 2019). La produccion de esta enzima puede ser constitutiva cuando los genes reguladores

de laenzima AmpC estan ausentes en la bacteria. Si se da una expresion a niveles basales bajos,
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se expresa un fenotipo de resistencia natural o salvaje, pero cuando ocurren mutaciones en el
promotor o atenuador de AmpC se da una hiperproduccion que confiere a la bacteria la
resistencia a todos los p-lactamamicos (cefalosporinas de 17, 2% y 3" generacion y a las
cefamicinas). Por otro lado, también puede darse una produccién inducible de AmpC y esta

ocurre cuando su resistencia es inducida al estar expuesta a algan B-lactamico.

Por ultimo, la prevalencia de AmpC en E. coli productoras de BLEE corresponden al 0,57%
para 2014 y 0,37% para 2023. Estos datos son consistentes con los reportados en la literatura
en donde se muestra una prevalencia baja de este tipo de enzimas a nivel mundial (Seral et al.,
2012). La baja prevalencia de AmpC evidenciada en este estudio, se correlaciona con los
resultados de (Seral et al., 2012) quien también obtuvo un bajo porcentaje de Enterobacterales
productores de AmpC con resistencia mediada por plasmidos y por mutaciones en la regién
promotora del gen ampC. Sin embargo, (Mendieta etal., 2021) asegura que se esta
promoviendo un proceso evolutivo lento en estas bacterias ya que al ser enfrentados con los
antibidticos de rutina, cada vez es mas evidente el desarrollo de nuevos microorganismos
multirresistentes. Por lo que, si su prevalencia en los datos existentes actualmente es baja, hay

una tendencia a que estos casos puedan incrementar en el tiempo.

Por ultimo, se destaca que la identificacion de este tipo de B-lactamasas es de vital importancia
ya que al existir coexistencia se anula el uso de betalactamicos como cefalosporinas de tercera
generacidn, penicilinas e inhibidores de betalactamasas, lo que ademas de derivar en fracasos
terapéuticos también limita las opciones de tratamiento y aumenta la complejidad del manejo

de las infecciones.
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CONCLUSIONES

Se determino que la prevalencia de B-lactamasas AmpC en E. coli productoras de BLEE, para
las cepas analizadas de 2014 corresponde al 0,57%; mientras que para las de 2023 al 0,37%.
Estos resultados se correlacionan con la literatura, en dénde se determinan niveles bajos de
incidencia en cuanto a la coexistencia de ambas B-lactamasas. Por otro lado, se logrd
determinar que la prueba de cribado con Cefoxitina es una alternativa prometedora para la
deteccion preliminar de cepas sugerentes de AmpC. Sin embargo, no se dejan de requerir
pruebas adicionales, ya que la resistencia a la Cefoxitina no es exclusiva de AmpC y podrian
verse involucradas otras enzimas o mecanismos de resistencia. Posterior a la caracterizacion
fenotipica de las cepas analizadas. Se realizaron pruebas moleculares y se logré identificar 2
cepas de E.coli que codifican para una pAmpC. Finalmente, en el ensayo de conjugacion
bacteriana se evidencid una transferencia efectiva del plasmido de la cepa donadora E. coli
AmpC hacia la cepa receptora E. coli TOP10, lo que sugiere que las AmpC plasmidicas poseen
una gran capacidad para moverse. Esto constituye un importante reservorio para un amplio
rango de infecciones, asi como para la diseminacion de la resistencia antimicrobiana entre
especies. Por lo que a futuro se recomienda secuenciar las cepas AmpC plasmidicas para saber

el tipo de variante que esta circulando en la poblacién del presente estudio.
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TABLAS

Tabla 1.Prueba de cribado para identificacion fenotipica preliminar de AmpC

No.
Método de examen No. de aislamientos examinados BLEE Aislamientos
confirmados

Ao Total
Prueba de cribado
Resistenci foxiti 2014 145 12
esistencia cefoxitina 2023 48 3
TOTAL
193 15

Tabla 2.Prueba confirmatoria para identificacion fenotipica de AmpC

No.
Método de examen No. de aislamientos examinados BLEE Aislamientos
confirmados

Afo Total
Prueba confirmatoria
) 2014 9
Test AmpC Disk 2023 >

TOTAL 11




Tabla 3. Identificacion molecular de AmpC mediada por mutacion en el promotor

No. Aislados confirmados mediante Genotipo AmpC
prueba de cribado

Mutacion en el promotor

Afo Total AB1l/ampC2

2014 12 12

2023 3 2
TOTAL 14

Tabla 4. Identificacion molecular de AmpC plasmidico

confirmados mediante Genotipo AmpC
prueba de cribado
Plasmidos
Afo Total ACC FOX MOX DHA CIT EBC
2014 12 0 0 0 0 2 0
2023 3 0 0 0 0 0 0

TOTAL 15 2

20
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FIGURAS
2014 2023
99,63%
mBLEE m AmpC mBLEE m AmpC

Figura 1. Prevalencia de AmpC en E. coli productora de BLEE durante el afio
2014 y el afio 2023.
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ANEXO 1. PREVALENCIA DE BLEE EN E. COLI AISLADAS DE UROCULTIVOS
DURANTE EL ANO 2014 Y EL ANO 2023.
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ANEXO 2.

PATRONES FENOTIPICOS Y GENOTIPICOS DE LAS CEPAS
EMPLEADAS EN EL ESTUDIO.
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Muestra

Prueba de

E.coli AmpC -001

E.coli AmpC-002

E.coli AmpC-003

E.coli AmpC-004

E.coli AmpC-005

E.coli AmpC-006

E.coli AmpC-007

E.coli AmpC-008

E.coli AmpC-009

E.coli AmpC-010

E.coli AmpC-011

E.coli AmpC-012

E.coli AmpC-013

E.coli AmpC-014

E.coli AmpC-015

E. coli TOP 10

E. coli TCAmpC-02

E. coli TCAmpC-08

Cribado Fenotipo AmpC Genotipo AmpC
Cefoxitin  Test AmpC Disk Amp(; AmpC
Plasmidico cromosomal
R + +
R + +
R + +
R + +
R - +
R + +
R - +
R + +
R + +
R + +
R + +
R - +
R + +
R - +
R + -
S - +
R + +
S + +




ANEXO 3. PERFIL DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE E. COLI
PRODUCTORA DE BLEE Y AMPC.

No. (%) de muestras:

Antimicrobianos AmpC 2014 AmpC 2023
(n=12) (n=2)
Cefoxitina 100 100
Ciprofloxacina 100 100
Fosfomicina 0 100
Imipenem 0 0
Nitrofurantoina 25 50

Trimetoprim Sulfametoxazol 75 100
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ANEXO 4. AMPLIFICACION DE BETALACTAMASAS AMPC

Ladder
€-C+ 8 9 10,11 12 1314 15

1300

Ladder
C-C+8 9 101 12 13 14 15

Imagen 1. Resultados de electroforesis en gel de agarosa al 2% para amplificacion de a)
AmpC plasmidico y b) AmpC por mutacion en el promotor



