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AmpC p-lactamases are relevant enzymes produced constitutively or in-
duced by chromosomal or plasmid genes expressed by members of Entero-
bacteriaceae family and other Gram negative bacteria. Producers of this type
of B-lactamase hydrolyze almost all f-lactam antibiotics including cephalospo-
rins, cephamycins, penicillins and combinations with pB-lactamase inhibitors,
limiting therapeutic options to treat infections caused by these resistant bacte-
ria. In addiction some mutations can induce appearance of an extended-spec-
trum AmpC (ESAC) that is able to hydrolyze four generation cephalosporins
and carbapenems, and that phenomenon already has been detected in cattle.
Small differences in the amino acid sequence characterize families and types of
AmpC, with CMY-2 prevalent in isolates from pet and food animals in world.
Presence of AmpC is often associated with multidrug resistance due to the co-
presence of other resistance genes in the same plasmid that confer resistance
to the most varied classes of antimicrobials i.e aminoglycosides, quinolones,
sulfonamides and tetracyclines. There are few antimicrobial agents safely ef-
fective against these isolates and many of them are not available or are not ap-
proved for animal use. Different detection methods are available, however the
lack of international standardization limits the reporting of AmpC by clinical
laboratories, which may underestimate this mechanism of resistance.
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RESUMO. B-lactameses do tipo AmpC sdo impor- mossomais ou plasmidiais, por membros da fa-

tantes enzimas produzidas de forma constitutiva  milia Enterobacteriaceae e outras Gram negativas.
ou induzida, através da expressdao de genes cro- Sua importancia clinica reside no fato de que iso-
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lados produtores deste tipo de p-lactamase hidro-
lisam a maioria dos antimicrobianos P-lactdmicos,
incluindo cefalosporinas, cefamicinas, penicilinas
e as combinagdes com inibidores de P-lactamases
(ESBL), limitando as opgdes terapéuticas para tra-
tamento de infec¢des causadas por estas bactérias.
Para agravar este cendrio, as mutacdes que causam
alteragdes nas sequéncias de aminodacidos, conse-
quentemente modificam a estrutura enzimatica, o
que promove o surgimento de AmpC de espectro
entendido (ESAC) que é capaz de hidrolisar cefa-
losporinas de quarta geracdo e carbapenémicos, e
que ja foi detectada em rebanho bovino. Pequenas
diferencas na sequéncia de aminodcidos deram
origem as familias e tipos de AmpC, sendo CMY-
2 prevalente em isolados oriundos de animais de
companhia e de produgao em todos os continentes.
Presenca de AmpC esta frequentemente associada
a multirresisténcia, uma vez que genes de resistén-
cia as mais variadas classes de antimicrobianos,
por exemplo aminoglicosideos, quinolonas, sulfo-
namidas e tetraciclinas, além de genes codificado-
res de outras [-lactamases, podem estar presentes
em um mesmo plasmideo. O ntimero de agentes
antimicrobianos seguramente efetivos contra esses
isolados é limitado e muitos deles nao estdo dispo-
niveis ou ndo sao aprovados para uso animal. Di-
ferentes métodos de deteccdo estao disponiveis, no
entanto a auséncia de padronizagdo internacional
tem limitado a notificacdo de AmpC pelos labora-
torios clinicos, o que pode subestimar este meca-
nismo de resisténcia.

PALAVRAS-CHAVE. AmpC {-lactamase, Enterobacte-
riaceae, ESAC.

INTRODUCAO

Em 1928, Alexander Fleming observou o efei-
to bactericida de Penicillium notatum que levou a
descoberta da penicilina, o primeiro antibiético
B-lactamico (Fleming 1929). A partir de entdo ou-
tros antibiéticos foram descobertos ou sintetizados
a partir deste composto. No entanto, Fleming ja ob-
servara a resisténcia de algumas bactérias a peni-
cilina, e em alguns anos observou-se a emergéncia
da resisténcia aos B-lactdmicos. Alteragdes em PBP
(transpeptidases, proteinas ligantes de penicilina),
mutagdes em porinas e a producdo de B-lactamases
foram descritas como responsaveis por este evento
(Fleming 1929, Zeng & Lin 2013).

B-lactamases sdo enzimas que acarretam na
resisténcia das bactérias aos antimicrobianos da
classe dos P-lactamicos. Atualmente existem qua-
tro classes de P-lactamases e mais de 1000 varie-

dades destas enzimas descritas em bactérias Gram
negativas, dentre elas as mais comuns sdo da fa-
milia TEM e SHV reportadas desde 1965 e CTX-M
reportada mais recentemente (Barlow & Hall 2002,
Dias 2009, Tolentino 2009, Gongalves 2010, Marsik
& Nambiar 2011).

As P-lactamases podem ser codificadas por ge-
nes cromossomal ou plasmidial, sendo encontra-
das em Gram positivos e Gram negativos, e uma
vez produzidas ficam armazenadas no espago pe-
riplasmatico das Gram negativas enquanto se dis-
persam no meio quando produzidas pelas Gram
positivas (Barlow & Hall 2002, Zeng & Lin 2013).
Essas enzimas sdo classificadas de acordo com suas
propriedades de perfil do substrato sobre os quais
agem, estrutura molecular, ponto isoelétrico e peso
molecular (Ambler 1980, Jaurin & Grunsdtrom
1981, Bush et al. 1995).

Dois esquemas para a classificacdo das
B-lactamases sdo utilizados: um de acordo com a
homologia de aminoacidos da molécula, proposta
por Ambler (1980) e outra baseada na sua ativida-
de enzimatica proposta por Bush et al. (1995). Em
2010, a classificagao funcional das [-lactamases foi
atualizada por Bush & Jacoby (2010), no entanto
novas enzimas vém sendo descritas e aos poucos
sdo inseridas nos grupos ja existentes. As novas
B-lactamases estao muitas vezes relacionadas as fa-
lhas terapéuticas observadas.

O presente trabalho tem como objetivo demons-
trar as caracteristicas da enzima AmpC bem como
sua importancia epidemiolégica e no contexto atu-
al de multirresisténcia aos antimicrobianos expres-
sas por enterobactérias.

-Lactamase Tipo AmpC

Em 1940, uma p-lactamase capaz de hidrolisar
a penicilina foi descrita em Escherichia coli. Embora
ndo tenha recebido a nomenclatura atual, esta foi a
primeira vez que se relatou a existéncia da AmpC
(Abraham & Chain, 1940). A partir de 1965 iniciou-
-se os estudos sobre esta penicilinase. A sequéncia
genética de ampC foi descrita somente em 1981
(Jaurin & Grunsdtrom 1981, Jacoby 2009).

AmpC é uma serina-p-lactamase pertencente
ao grupo 1 de Bush et. al. (1995; 2010) e a classe C
de Ambler (1980). A classificagdo de p-lactamases
mais usada é a proposta por Bush et. al. (1995;
2010) que utiliza a funcdo enzimatica para separar
os grupos (Quadro 1). O Grupo 1 é composto por
enzimas que hidrolisam cefamicinas (cefoxitina e
cefotetan), oxiimino-cefalosporinas (como ceftazi-
dima, cefotaxima e ceftriaxona), e monobactamicos
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(como o aztreonam), mas em menor nivel. AmpC
é capaz de hidrolisar aminopenicilias associadas
com inibidores de ESBL (B-Lactamase de Espec-
tro Estendido; amoxicilina com &cido clavulanico,
ampicilina com sulbactam) e ndo age sobre cefa-
losporinas de quarta geracao (cefepime) nem car-
bapenemas (Nordmann & Mammeri 2007, Jacoby
2009, Martinez-Rojas 2009). AmpC foi distinguida
das demais serina-p-lactamases porque apesar de
também conter este aminodcido em seu sitio ativo,
tem origem diferente das demais e por isso tem
sido descrita como serina-p-lactamase de classe C
(Ambler 1980, Jaurin & Grunsdtrom 1981).

A enzima AmpC também pode ser caracterizada
por suas propriedades fisicas, que também foram
importantes na sua diferenciacdo dentre as outras
serina-P-lactamases. Sua massa molecular varia de
34 a 40kDa e seu ponto isoelétrico é 9, embora den-
tro do grupo AmpC existam algumas variagdes de
6,4 (FOX-4)a 9,4 (LAT) (Jaurin & Grunsdtrom 1981,
Philippon et al. 2002, Jacoby 2009).

Como dito anteriormente, as [}-lactamases
AmpC ndo sdo inibidas pelos inibidores de
B-lactamases nem de carbapenemase, como acido
clavulanico, sulbactam e tazobactam, tampouco
por EDTA. Porém, cloxacilina e oxacilina, e tam-
bém o acido bordnico e seus derivados conseguem
inibir a agdo hidrolitica das enzimas AmpC (Tabela
1) (Coudron 2005, Jacoby, 2009, Rodriguez-Marti-
nez et al. 2009, Tondi et al. 2010, Su et al. 2012,Pires
et al. 2015).

Muitas bactérias produzem naturalmente
AmpC, sendo as pertecentes a familia Enterobac-
teriaceae: Buttiauxella agrestis, Citrobacter braakii,
Citrobacter freundii, Citrobacter murlinae, Citrobacter
youngae, Citrobacter werkmanii, Edwardsiela tarda,
Enterobacter spp., Erwinia rhapontici, Escherichia al-
bertii, Escherichia ferqusonii, Escherichia coli, Hafnia
alvei, Morganella morganii, Proteus rettgeri, Providen-
cia spp., Serratia marcescen, Shigella spp. e Yersinia
spp- (Jacoby 2009). Estas bactérias possuem o gene
cromossomal induzivel e quando previamente ex-

Quadro 1. Classificagdo de p-lactamases bacterianas, segundo Bush-Jacoby (2010).

Grupo segundo  Classe Substrato Acao de Caracteristicas Exemplo de enzimas
Bush-Jacoby Molecular inibidores
(2009) (subclasse) de ESBL
1 C Cefalosporinas Nao Melhor hidrélise de cefalosporinas E. coli AmpC, CMY-2,
do que de benzilpenicilinas; FOX-1, MIR-1,
hidrolisa cefamicina. P99, ACT-1.
1E C Cefalosporinas Nao Hidrolise aumentada de GCI, CMY-37
ceftazidima frequentemente
outras oxiimino-p-lactdmicos.
2a A Penicilinas Sim Maior hidrélise de benzilpenicilinas PCI
do que cefalosporinas.
2b A Penicilinas e Sim Hidrolise similar TEM-1,TEM-2,
cefalosporinas de de benzilpenicilinas SHV-1
menor espectro e cefalosporinas.
2be A Cefalosporinas de Sim Hidrélise aumentada de oxiimino-f-lactamicos TEM-3, SHV-2,
espectro estendido (cefotaxima, ceftazidima, ceftriaxona, CTX-M-15,
e monobactamicos cefepime, aztreonam). PER-1, VEB-1
2br A Penicilinas Nao Resisténcia a 4cido clavulanico, TEM-30, SHV-10
sulbactam e tazobactam.
2ber A Cefalosporinas de Nao Hidroélise aumentada de oxiimino-p-lactdmicos TEM-50
espectro estendido combinadas com a resisténcia a acido
e monobactamicos clavulanico, sulbactam e tazobactam.
2c A Carbenicilinas Sim Hidrolise aumentada de carbenicilina PSE-1, CARB-3
2ce A Carbenicilinas, Sim Hidrolise aumentada de carbenicilina, RTG-4
cefepime cefepime e cefpiroma.
2d D Cloxacilina Variéavel Hidrélise aumentada de cloxacilina ou oxacilina. OXA-1, OXA-10
2de D Cefalosporinas de ~ Varidvel Hidrolise de cloxacilina ou oxacilina OXA-11, OXA-15
espectro estendido e oxiimino-fB-lactamicos.
2df D Carbapenemas Variavel Hidrolise de cloxacilina ou oxacilina OXA-23, OXA-48
e carbapenemas.
2e A Cefalosporinas de Sim Hidrolise de cefalosporinas, inibida por acido CepA
espectro estendido clavulanico mas nao por aztreonam.
2f A Carbapenemas Variéavel Hidrolise aumentada de carbapenemas KPC-2, IMI-1, SME-1
oxiimino-fB-lactamicos, cefamicinas.
3a B (B1) Carbapenemas Nao Hidroélise de amplo-espectro incluindo IMP-1, VIM-1,
carbapenemas mas nao monobactamicos. CcrA, IND-1
B (B3) L1, CAU-1, GOB-1, FEZ-1
3b B (B2) Carbapenemas Nao Hidrolise preferencial de carbapenemas CphA, Sth-1
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postas a agentes indutores - por exermplo: ampici-
lina, cefepime, cefoxitina, imipenem ou acido cla-
vuldnico - expressam o gene e consequentemente
apresentam caracteristicas de produtor de AmpC
como diminuida suscetibilidade a cefoxitina, resis-
téncia aos inibidores de -lactamases e suscetibili-
dade as cefalosporinas de quarta geracao (Thom-
son 2001, Barlow & Hall 2002, Jacoby 2009).

Em Escherichia coli e Shigella spp. o AmpC cro-
mossomal nao é induzivel devido a perda do gene
regulador AmpR (Jacoby 2009, Martinez-Rojas 2009,
Al-Bayssari et al. 2015). Proteus mirabilis e Klebsiella
spp. perderam o gene AmpC cromossomal, mas
atualmente estas bactérias podem apresentar AmpC
mediada por plasmideo. Além destas também h4 re-
latos de pAmpC (AmpC plasmidial) em Escherichia
coli, Salmonella spp., Citrobacter freundii, Enterobacter
aerogenes. A presenca do gene plasmidial aumenta a
prevaléncia do mecanismo de resisténcia pela dis-
seminacao entre os Gram negativos (Bauernfeind et
al. 1996, Thomson 2001, Philippon et al. 2002, Schmi-
dtke & Hanson 2006, Nordmann & Mammeri 2007,
Al-Bayssari et al. 2015). Observa-se que a enzima
AmpC mediada por plasmideo tem expressao cons-
titutiva (ndo induzivel) (Thomson 2001).

A producdo desta enzima em bactérias natu-
ralmente produtoras tem fungdo biolégica na ma-
nutencdo da parede bacteriana, porém a enzima
também esta associada a hidrolise de 7-metoxicefa-
losporinas (por exemplo, cefoxitina) e pode ainda
levar a resisténcia bacteriana a outras cefalospori-
nas quando hd mutacdo genética acarretando a su-
perprodugdo desta enzima (Bauernfeind et al. 1996,
Philippon et al. 2002).

A expressdao aumentada da enzima pode ser ge-
rada devido a mutag¢des no promotor de ampC ouno
seu atenuador levando a uma expressao exagerada
(Philippon et al. 2002). As descri¢des de insercao ou
delecdo mais frequentes no promotor de AmpC em
Escherichia coli que levam a esta superexpressao sao
nas posicoes: -88, -82, -42, -18, -1 e +58 (Olsson 1983,
Caroff et al. 2000). Além destes fatores, mutacdes
na hélice H-10 da p-lactamase AmpC pode mudar
a conformacdo do sitio ativo da enzima afetando
assim a sua atividade hidrolitica, aumentando o
espectro de agdo para outras cefalosporinas (Sohn
et al. 2008, Pires et al. 2015). A superproducao de
AmpC ndo acarreta na resisténcia ao cefepime mas
isso pode ser causado pela producao de uma ESBL
(B-lactamase de espectro estendido) concomitante
ou de uma AmpC de espectro estendido (ESAC)
(Thomson 2001, Nasim et al. 2004, Mammeri et al.
2006, Rodriguez-Martinez et al. 2012).

Em 1989, Bauernfeind e colegas relataram a pri-
meira cefamicinase mediada por plasmideo em
uma Klebsiella pneumoniae isolado na Coréia do Sul.
Este isolado transferiu a resisténcia as cefamicinas
(cefoxitina e cefotetan) e também a penicilinas, oxii-
minocefalosporinas e monobactam para Escherichia
coli. Esta cefamicinase foi classificada pelo ponto
isoelétrico (8,0), que sugeriu sua inclusdo na classe
C das p-lactamases, e foi denominada CMY-1 de-
vido & sua atividade sobre as cefamicinas. Porém,
a primeira prova de -lactamase de classe C plas-
midial foi fornecida por Papanicolaou et. al. (1990).
Estes pesquisadores demonstraram a transmissao
da resisténcia a a-metoxi e oxiimino-f-lactamicos
mediada por uma enzima que denominaram MIR-
1. Esta enzima apresentou propriedades bioquimi-
cas de P-lactamase de classe 1 e a similaridade en-
tre mir-1 e ampC de Enterobacter cloacae era de 90%.
Anterior a estes relatos, outros pesquisadores tam-
bém observaram [-lactamase AmpC mediada por
plasmideo, mas com a perda do plasmideo nao foi
possivel aprofundar os estudos: em Proteus mirabi-
lis (Bobrowski et al. 1976), em Proteus ou Salmonella
spp- (Knothe et al. 1983).

Acredita-se que a AmpC tenha surgido pela
transferéncia de genes cromossomais induziveis
para plasmideos. Segundo Olsson et. al. (1983), a
transferéncia de um ampC de Shigella sonnei para
Escherichia coli de origem clinica ocorreu por trans-
feréncia horizontal, por um plasmideo ou por um
fago.

O gene ampC possui 1370 pb e codifica uma en-
zima de 377 aminodcidos (Jaurin & Grunsdtrom,
1981). As pequenas diferencas na sequéncia de
aminoacidos deram origem as familias de AmpC
(Thomson 2001, Jacoby 2009). As enzimas media-
das por plasmideo podem ser divididas em seis
clusters, de acordo com sua origem bacteriana
(Nordmann & Mammeri 2007). As AmpCs rece-
bem diferentes nomes de acordo com a resisténcia
produzida, assim as AmpC conhecidas até hoje sao:
CMY que tem afinidade por cefamicinas, FOX por
cefoxitina, MOX por moxalactam, e LAT, por lata-
moxef (uma cefamicina de terceira geragdo). Outra
forma de nomear foi pelo tipo de B-lactamase: ACT
- AmpC type, e Ambler class C que deu origem
a ACC. O local ou nome do paciente relacionado
com a descoberta da bactéria produtora da enzi-
ma também foram referéncias para a atribuicao da
nomenclatura: Miriam Hospital em Providence,
R.I. - MIR-1, Dhahran Hospital na Ardbia Saudita
- DHA, Bilal paciente de onde isolaram a cepa con-
tendo a enzima BIL-1 (Philippon et al. 2002).
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A enzima CMY, cujo pl varia de 8,0 a 9,2, pos-
sui seis variedades que estdo relacionadas a AmpC
cromossomal de Aeromonas spp.: CMY-1, -8, -9, -10,
-11 e -19, enquanto que as demais como CMY-2
estdo relacionadas com AmpC de Citrobacter freun-
dii. Esta dltima é mediada por plasmideo e é co-
mumente descrita em todo o mundo. A LAT tem
origem semelhante e seu pl é 9,4. O sequencia-
mento de algumas enzimas revelou que, apesar de
nomenclaturas diferentes, algumas sdo idénticas e
que nao deveriam ter recebido outro nome quan-
do relatadas (Bauernfeind et al. 1996, Philippon et
al. 2002, Jacoby 2009). BIL-1, LAT-2 e CMY-2 foram
ditas como a mesma enzima apds andlise das sequ-
éncias por Barlow & Hall (2002), e LAT-1 é idéntica
a LAT-4 e LAT-3 idéntica a CMY-6. LAT e quase
todos os CMY sdo descendentes de um gene ampC
de Citrobacter freundii. CMY-1, CMY-8, CMY-9 e
MOX também foram mobilizados de Aeromonada-
ceaea (Barlow & Hall 2002, Livermore & Woodford
2006, Nordmann & Mammeri 2007).

ACT-1 e MIR-1 sdo descendentes de um ampC
de Enterobacter cloacae e possuem pl 8,4. DHA-1 e
DHA-2, com pl 7,6 e 7,8, respectivamente, sdo ori-
ginados de ampC de Morganella morganii (Jacoby &
Tran 1999, Barlow & Hall 2002, Power et al. 2006,
Nordmann & Mammeri 2007). ACC-1 (pI 7,8) é
descendente de ampC de Hafnei alvei, e FOX (pI de
6,4 a7,25) de um ampC de Aeromonas sobria (Barlow

FOX
EM

GkNAc-1,6-

anhydromuropeptides

#C D
1,6-anhydromuropeptides

PG
GlcNAC-1,6-
anhydromuropeptides

& Hall 2002, Livermore & Woodford 2006, Nord-
mann & Mammeri 2007).

Estas enzimas estdo frequentemente associadas
aos isolados multirresistentes visto que carregam
diversos genes de resisténcia em um mesmo plas-
mideo. Encontram-se descritas cepas produtoras de
AmpC que possuem genes de resisténcia a amino-
glicosideos, cloranfenicol, quinolonas, sulfonami-
das, tetraciclina, trimetoprim e genes codificantes
de outras p-lactamases (Thomson 2001, Philippon
etal. 2002, Jacoby 2009). Uma variedade de elemen-
tos genéticos tem sido implicada na mobilizagao
do gene ampC em plasmideos (Jacoby 2009). Além
disso, esta resisténcia tem-se disseminado com bas-
tante rapidez dentre Enterobacteriaceae humanas,
animais e ambientais (Pires et al. 2015).

AmpCéamenosrelatada dentre as -lactamases,
em especial em isolados oriundos de animais (Bar-
low & Hall 2002). Nos tltimos anos houve aumen-
to dos trabalhos envolvendo enterobactérias pato-
génicas em animais de companhia e de producao
que sintetizam esta enzima, sendo a CMY-2 a pre-
valente em todos os continentes (Rayamajhi et al.
2008, Hordijk et al. 2013, Vingopoulow et al. 2014,
Bogaerts et al. 2015, Lalak et al. 2016).

Regulagcao de AmpC
A regulacdo de AmpC é estudada desde sua
descoberta, por Jaurin & Grundstrom (1981) que
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Figura 1. Modelo da indugéo transcricional de ampC pela exposicao a cefoxitina ou cefotaxima, em Enterobacter cloacae. EM -
membrana externa, IM - membrana interna, GIcNAC - N-acetilglicosamina, MurNac - dcido N-acetilmuramico, PG - peptido-
glicano, FOX - cefoxitina, CTX - cefotaxima, NagZ - codifica uma N-acetil-D-glucosaminidase. Ilustracao e descri¢ao de acordo

com Guérin et al. (2015).
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descreveram a regido regulatoria que precede a re-
gido codificante de ampC. A regulagdo da expres-
sao de ampC pode diferir entre os microrganismos
Gram negativos (Schmidtke & Hanson 2006). O
mecanismo de expressdo e repressdo genética esta
associado a construcao da parede celular e a pos-
sivel exposicdo da bactéria a um [-lactamico, e a
regulacao de ampC determina a diferenca entre as
pB-lactamases AmpC constitutivas e induziveis (Ja-
coby 2009, Martinez-Rojas 2009).

Cinco das mais de 20 AmpC mediadas por plas-
mideo s3do induziveis, DHA-1, DHA-2, ACT-1,
CMY-13 pois estao ligadas ao gene ampR. Apesar
de CFE-1 também estar ligado ao ampR, aparen-
temente ndo é induzivel (Schemidtke & Hanson
2006, Jacoby 2009).

A inducao de AmpC ocorre por meio de um
sistema envolvendo AmpD (uma amidase citosoli-
ca), AmpG (uma permease da membrana interna),
AmpR (um regulador transcricional tipo Lis-R) e
intermedidrios de peptidoglicanos que sdo reci-
clados (Figura 1). O gene ampC de Escherichia coli
¢ normalmente expresso em baixo nivel, regulado
por um mecanismo de atenuagdo dependente da
taxa de crescimento, mas nao por indugao, uma vez
que o regulador ampR foi perdido (Philippon et al.
2002, Schemidtke & Hanson 2006, Al-Bayssari et al.
2015).

O processo pelo qual hé ativagdo de ampC ini-
cia-se com a degradacdo da parede bacteriana apds
um dano, como o causado pelo antimicrobiano,
ou pelo crescimento celular bacteriano e assim as
subunidades de peptidoglicano da parede sao libe-
radas e internalizadas no citoplasma pela AmpG,
uma permease transmembrana. No citoplasma, es-
sas subunidades, 1,6-anidromuropeptideo ligam-
-se a ampR - um gene transcricional - induzindo
a expressao de ampC e consequentemente a sintese
da enzima. Essas subunidades sdo clivadas pela
AmpD (uma N-acetilmuramil-L-alanina amidase)
em 4cido 1,6-anidromuramico e peptideos. O pep-
tideo é transformado em tripeptideo, que é reuti-
lizado pelas enzimas da via de reciclagem da pa-
rede celular resultando na formagdo do precursor
da parede celular, UDP-MurNac-pentapeptideo.
Quando ocorre a ligacdo de AmpR com UDP-
-MurNac-pentapeptideo, ha repressao de ampC.
Nao se tem conhecimento sobre a atividade exata
de AmpE além da fungdo em conjunto com AmpD.
O operon AmpDE executa a funcdo reguladora de
AmpC pela producdo de uma molécula sensorial
de membrana (Schemidtke & Hanson 2006, Jacoby
2009, Martinez-Rojas 2009, Guérin et al. 2015).

Em células selvagens, a producdao de AmpC é
expressa constitutivamente em baixos niveis de-
vido a ligagdo de UDP-MurNac-pentapeptidio a
AmpR. A causa mais comum de superproducdo de
AmpC estd associada a mutagdes em AmpD, mas
em menor escala se relata mutacao em AmpR acar-
retando em cepas com caracteristicas de superpro-
ducdo da enzima; estes fendmenos sdo denomina-
dos derepressao da AmpC. As bactérias mutantes
podem ser fenotipicamente resistentes a cefalospo-
rinas de espectro estendido pela superproducao da
enzima (Schemidtke & Hanson 2006, Nordmann &
Mammeri 2007, Jacoby 2009).

Muitos estudos para compreensao do mecanis-
mo de regulacdo de AmpC sao realizados, em es-
pecial com Pseudomonas aeruginosa, e vem demons-
trando a ligacdo de outros genes e de proteinas
ligantes de penicilinas (PBP) no complexo sistema
de reciclagem da parede celular bacteriana (Guérin
et al. 2015). Em Escherichia coli, o gene bolA também
estd envolvido na regulacdo de ampC uma vez que
bolA regula a morfologia e a composicao da parede
da célula desta espécie bacteriana durante a divi-
sao celular (Santos et al. 1999, 2002).

AmpC de espectro estendido (ESAC) - Um novo
tipo de AmpC

Como caracteristica desse grupo enzimatico, a
sensibilidade as cefalosporinas de quarta geracao
vem sendo bastante discutida uma vez que estu-
dos ja identificaram CMY cujo espectro de agao
é estendido. Essa enzima foi denominada ESAC
(Extended-spectrum AmpC) e vem alarmando a
comunidade cientifica e 6rgaos de satude pela difi-
culdade de terapia em isolados produtores destas
AmpC (Pires et al. 2015).

A primeira AmpC de espectro estendido foi
descrita em Enterobacter cloacae isolada de origem
humana em 1992, no Japdo, que conferia resisténcia
também as oxiiminocefalosporinas (Nukaga et al.
1995). O estudo desta amostra mostrou que a afini-
dade estendida de AmpC era devido a duplicagao
de trés aminoacidos. Além disso, experimental-
mente demonstraram que qualquer insercao apos
o aminoacido Arg210 poderia ser responsavel pela
hidrélise estendida a outros -lactamicos. Em 2006,
uma enzima CMY-10 foi estudada apds apresen-
tar espectro estendido, e foi visto que mutagdes no
gene da enzima ocasionaram mudangas conforma-
cionais na enzima e por isso o sitio ativo tornou-
-se menos rigido (Kim et al. 2006). Um isolado de
E. coli produtora de ESAC foi identificado em um
rebanho bovino na Franca por Haenni et al. (2014).
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Em bactérias que possuem ESAC cromossomal
tem sido observada resisténcia a cefepime, ceftazi-
dima, cefotaxima e aztreonam, e tem sido obser-
vada certa atividade hidrolitica sobre imipenem.
Isolados clinicos apresentando inser¢des, delegdes
e substituicdes de aminoacidos na hélice H-10 (R-2)
foram descritas para AmpC cromossomais e plas-
midiais. Substitui¢cdes ou inserc¢des de aminoacidos
na hélice Q da molécula enzimatica confere um es-
pectro estendido a enzima, atuando também sobre
cefalosporinas de terceira geracao bem como subs-
tituicdes nas hélices H-2 e H-11 resultam em AmpC
mais eficientes sobre as cefalosporinas do que suas
parentais (Figura 2) (Barnaud et al. 2001, Mammeri
et al. 2004, Nordmann & Mammeri 2007).

Pires et. al. (2015) descreveram o primeiro caso
clinico onde uma pAmpC, CMY-2, evoluiu para
uma pESAC, CMY-33 durante tratamento com
cefepime. A B-lactamase CMY-33 demonstrou fe-
noétipo semelhante ao de uma ESBL, com alta CIM
(Concentragao Inibitéria Minima) para cefepime
mas baixa CIM para cefoxitina e ampicilina quando
comparada com CMY-2. Essa diferenga pode ser
explicada pela delecao de Leu293-Ala294 na hélice
H-10 de CMY-33.

Novas ESAC podem surgir a partir de mutacoes
varidveis na estrutura da enzima convencional,
uma vez que ensaios laboratoriais ja demonstraram
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atividade de ESAC em enterobactérias modificadas
“in vitro” (Nordmann & Mammeri 2007).

Epidemiologia de enterobacteriaceae produtores
de ampC em animais
Enterobacteriaceae produtoras de AmpC vem
sendo descritas em isolados nosocomiais e nao no-
socomiais, em todo o mundo. A disseminacio deste
mecanismo de resisténcia é devido a transferéncia
de elementos moéveis entre as diferentes espécies
de Gram negativos (Jacoby 2009, Pires et al. 2015).
No continente europeu é possivel encontrar
todos os tipos de AmpC circulando nos diferentes
ambientes: hospitalar, comunidade, animais, car-
nes e agua (Bret et al. 1998, Mata et al. 2012, Mir6
et al. 2013, Trevino et al. 2012, Wu et al. 2013, Ama-
dor et al. 2015). Na América do Sul, foram descritas
CMY-2, DHA-1, ACT-1 e MIR-1 em E. coli, Klebsiella
pneumoniae e Proteus mirabilis (Pavez et al. 2008,
Jones et al. 2009, Cejas et al. 2012, Egervirn et al.
2014, Botelho et al. 2015). Atualmente, mais de 30
PAmMpC estdo circulando entre as enterobactérias
patogénicas, como pode ser constatado na tabela 2.
A enzima CMY é a mais importante do grupo
LAT-BIL-CMY pela sua disseminagao global, prin-
cipalmente em Escherichia coli. As demais enzimas
sdo pouco relatadas em Enterobacteriaceae. Den-
tre todos os genes plasmidiais, o mais relatado em

Wild type

< J

4

P154L, F121L mutants

Figura 2. Representacdo da estrutura da enzima AmpC de Pseudomonas aeruginosa - modelo de produtor natural de AmpC - ligada
a um inibidor representado pela molécula em cor verde. As principais regides possiveis de altera¢des na atividade enzimatica
estao representadas pelas cores como a seguir: giro 6mega - amarelo; hélice H-10 - rosa; curva R2 - roxo; e YSN - laranja. Mo-

dificado de Berrazeg et al. (2015).
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Tabela 2. Caracteristicas da enzima AmpC, sua atividade enzimatica e agdo de inibidores

Tipo de AmpC Hidrolise de Cefalosporina  Hidrolise de Cefalosporina  Agdo de inibidores  Inibicao Inibicao por
de 2°Geracao de 4°Geracao de ESBLP por EDTA® CLOX?/ AB*
AmpC cromossomal SIM NAO NAO NAO SIM
AmpC plasmidial SIM NAO NAO NAO SIM
ESAC: SIM SIM NAO NAO SIM

2 ESAC: AmpC de Espectro Estendido - * ESBL: p-lactamase de Espectro Estendido - < EDTA: 4cido etilenodiamino tetra-acético - ¢

CLOX: cloxacilina - ¢ AB: dcido borénico.

todo o mundo é o CMY descrito em isolados huma-
nos, animais, produtos de origem animal e ambien-
te (Philippon et al. 2002). A CMY-2 é a prevalen-
te, no entanto mutagdes ocasionaram a criacao de
novas CMY inclusive de espectro estendido (Bret
et al. 1998, Haldorsen et al. 2008, Mata et al. 2012,
Pires et al. 2015). CMY e DHA-1 sado produzidas
por Klebsiella pneumoniae e ambas as enzimas ja fo-
ram descritas nestas espécies oriundas de animais,
como suinos e caes (Rayamajhi et al. 2008, Bogaerts
et al. 2015).

O maior ntmero de relatos de enterobactérias
produtoras de AmpC, apés a origem humana, é em
animais de produgdo e na carne proveniente destas
espécies. No Brasil, ha apenas relatos de entero-
bactérias produtoras de AmpC em carne de frango
(Botelho et al. 2015).

Em animais domésticos, gatos e caes, ja foram
isolados E. coli, K. pneumoniae e Proteus mirabilis
produtores de CMY, todos em paises europeus
(Hordijk et al. 2013, Vingopoulow et al. 2014, Bo-
gaerts et al. 2015).

A disseminagdo destas cepas carreadoras de
genes pAmpC ocorre por animais e humanos. Um
fator de risco importante neste contexto é a impor-
tacao de carnes ndo so pela disseminacao de cepas
resistentes a cefoxitina mas também a outros anti-
microbianos (Reich et al. 2013, Voets et al. 2013, Wu
et al. 2013). Outro fator relacionado a transmissao
de cepas resistentes é o intimo contato do homem
com os animais. Um isolado produtor de CMY-2
foi identificado em uma crianca de 12 anos, filha de
um fazendeiro proprietario de um rebanho infecta-
do pela mesma cepa, e a mesma enzima foi detecta-
da em enterobactérias isoladas de frango de corte e
manipuladores de uma granja, na Holanda (Jacoby
2009, Dierikx et al. 2013).

Quimioterapia antimicrobiana para infecgdes cau-
sadas por enterobacteriaceae produtores de ampC

Em 1986, observou-se a emergéncia de entero-
bactérias resistentes em infec¢des causadas por
estas bactérias devido ao uso de cefalosporinas de
terceira geragdo (Honoré et al. 1986). Com a evo-
lugdo dos mecanismos de resisténcia, as terapias

antimicrobianas precisaram ser modificadas ou
ajustadas, e no caso de enterobactérias produtoras
de AmpC isso deveu-se as mudangas estruturais
desta enzima como o aumento de seu espectro de
acao (ESAC) (Nordmann & Mammeri 2007). Atu-
almente, deparamos com o complexo quadro de
multirresisténcia antimicrobiana pelas mais diver-
sas espécies bacterianas apesar da noticia declara-
da em 1969, por um 6rgdo estadunidense, de que
a problematica sobre as doencas infecciosas estaria
resolvida apds o advento dos antibiéticos (Rasko &
Sperandio 2010).

Isolados produtores de AmpC normalmente
tem apresentado resisténcia a multiplos antimicro-
bianos, ndo sendo possivel a administracdo de an-
timicrobianos comumente indicados no tratamento
de infecgdes por enterobactérias e levando ao au-
mento da mortalidade (Philippon et al. 2002, Jacoby
2009, Martinez-Rojas 2009). Muitas bactérias mul-
tirresistentes produzem maultiplas p-lactamases,
incluindo a combinacdo de ESBL e carbapenema-
ses, bem como outros mecanismos independentes
de enzimas como é o caso de alteragdes em porinas
e bombas de efluxo (Marsik & Nambiar 2011). A
utilizacdo de antimicrobianos sem estudo prévio
do isolado preocupa pelo fato de ser possivel o
desenvolvimento de multirresisténcia e de ocasio-
nar falha terapéutica em casos severos de infecgao
(Thomson 2001, Martinez-Rojas 2009).

O ntmero de agentes antimicrobianos segura-
mente efetivos contra esses isolados é muito limita-
do. O cefepime é um fraco indutor de AmpC e até
alguns anos este antimicrobiano era uma escolha
terapéutica na auséncia da produgao de ESBL. No
entanto, com a producao de ESAC por algumas ce-
pas ndo se pode assegurar um tratamento seguro
com esta cefalosporina de quarta geracao (Marsik
& Nambiar, 2011, Pires et al. 2015).

Segundo Jacoby (2009), amdinocilina e temoci-
lina (derivado da 6-a-metoxi-ticarcilina) tem tido
bons resultados in vitro e este composto pode ser
utilizado em infec¢des causadas por bactérias pro-
dutoras de AmpC cromossomal e plasmidial. Em
isolados produtores de AmpC pode-se fazer uso de
carbapenemas e fluoroquinolonas, mas esta escolha
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deve ser baseada em avaliacdo de suscetibilidade
do isolado a estes agentes. A piperacilina e ticarci-
lina sdo recomendadas em casos de enterobactérias
produtoras de ESAC porém pode ocorrer falha te-
rapéutica quando se tratar de cepas super produto-
ras de AmpC (Nordmann & Mammeri 2007).

Na Nigéria, isolou-se K. pneumoniae de amostra
clinica coproduzindo ESBL, AmpC e carbapenema-
se. Este isolado também foi resistente a colistina,
antimicrobiano de tltima escolha para tratamento
de infecgdes causadas por bactérias multirresisten-
tes (Yusuf et al. 2015). Ha relatos de enterobactérias
resistentes a colistina em todo o mundo e oriundas
de diferentes tipos de infeccao e disseminadas en-
tre animais de producdo e seus produtos (Gaspar et
al. 2015, Liu et al. 2015, Fernandes et al. 2016, Mc-
Gann et al. 2016, Suzuki et al. 2016). Este fato revela
mais um problema do ponto de vista da satide pu-
blica uma vez que a disseminagdo desta resisténcia
vem sendo apontada como consequéncia do uso de
aditivos na alimentacdo de animais de produgao
(Amador et al. 2015).

Os inibidores de AmpC nao sdo utilizados co-
mercialmente como os inibidores acido clavulani-
co, tazobactam e sulbactam. Mas alguns estudos
ja apontam para testes de eficacia dos compostos
derivados do acido bordnico como potenciais far-
macos inibidores enziméticos (Yang et al. 2003).
Futuramente, estes podem ser algumas opg¢des no
tratamento de infecgdes causadas por enterobacté-
rias produtoras de AmpC.

Recentemente, descobriu-se uma nova substan-
cia com atividade antimicrobiana: o teixobactin.
Outros grupos de pesquisa conseguiram sintetizar
moléculas andlogas e também se observou ativida-
de biolégica contra Gram positivos e Gram negati-
vos. O uso deste antimicrobiano, quando disponi-
vel para o uso terapéutico, auxiliara no tratamento
das infec¢des causadas por bactérias multidroga re-
sistentes e ainda diminuira as chances de desenvol-
vimento de resisténcia durante o tratamento (Ling
et al. 2015, Homma et al. 2016, Parmar et al. 2016).

A terapia antiviruléncia pode ser uma opgdo
visto que algumas moléculas podem ser utilizadas
como inibidores de quorum sense, de adesinas, da
ligacdo da toxina ao receptor hospedeiro, de siste-
mas secretdrios e até mesmo da expressao génica
de fatores de viruléncia (Rasko & Sperandio 2010,
Schuster et al. 2013). A seguranca dessas novas te-
rapias ainda precisa ser bem estudada para evitar
interacdo com a microbiota do individuo, além de
que deve ser mantido um controle e vigilancia so-
bre o uso desses agentes a fim de evitar pressao

sobre as bactérias levando ao desenvolvimento de
novos mecanismos de viruléncia (Clatworthy et al.
2007, Rasko & Sperandio 2010, Schuster et al. 2013).
O uso concomitante de antimicrobianos e drogas
antiviruléncia também podem ser feito, asseguran-
do uma melhor eficicia do tratamento (Clatworthy
et al. 2007, Schuster et al. 2013).

Até que isso se torne uma realidade prética, a
prescricdo de antimicrobianos ndo deve ser feita
sem a realizagdo de um estudo aprofundado do
isolado a fim de permitir uma melhor escolha de
antibiotico e, assim, possibilitar um tratamento efi-
caz visto as individualidades encontradas nas ce-
pas de Enterobacteriaceae clinicas e ambientais.

Métodos de detec¢io de ampC

E muito importante diferenciar a producio de
AmpC de outras enzimas bem como de outros me-
canismos de resisténcia, como altera¢do em porinas
ou bombas de efluxo. AmpC tem sido descrita em
todo o mundo, porém em menor frequéncia que ou-
tras B-lactamases, por exemplo as carbapenemases.

Poucos relatos de AmpC em enterobactérias
pode estar relacionado a dificuldade na deteccao
desta enzima, embora em estudo realizado por Ja-
coby et al. (1995), pAmpC foi mais prevalente do
que TEM, p-lactamase mais comum em Entero-
bacteriaceae, em 20 hospitais dos Estados Unidos
(Barlow & Hall 2002). A auséncia de métodos pre-
conizados nos manuais internacionais dificulta a
identificacdo da enzima (CLSI, EUCAST, BrCAST)
e assim, muitos autores realizam técnicas fenoti-
picas individuais para deteccao de AmpC (Yong
et al. 2002, Thomson 2001, Jacoby 2009, Martinez-
-Rojas 2009). No aspecto genotipico, a técnica de
PCR (Polymerase Chain Reacion) é largamente di-
fundida e utilizada para detectar o gene AmpC e
os subgrupos enzimaticos: DHA, CIT, CMY, FOX
e outras (Pérez-Pérez & Hanson 2002, Shahid et al.
2004, D’ Andrea et al. 2006).

A suscetibilidade do isolado as cefamicinas
(cefoxitina e cefotetan) é o teste de triagem para
suspeita da producdo de [-lactamase tipo AmpC
e a observacdo da resisténcia do isolado aos ini-
bidores de p-lactamase também é um importante
dado (Thomson 2001). Técnicas de avaliagdo do si-
nergismo entre o substrato e um inibidor seletivo
em diluicdo em caldo, difusdo em agar ou sistemas
comerciais sdo outras metodologias utilizadas. O
sistema mais confiavel para detectar a habilidade
de producao de AmpC é a amplificacdo do gene
por PCR, porém este método nao esta disponivel
em todos os laboratdrios clinicos de rotina, difi-
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cultando a notificagcdo de isolados potencialmente
produtores da enzima (Nordmann & Mammeri
2007, Marsik & Nambiar 2011). O PCR multiplex
também vem sendo usado para detectar varios ge-
nes que codificam resisténcia a antimicrobianos ao
mesmo tempo (Pérez-Pérez & Hanson 2002, Dal-
lenne et al. 2010).

Outras técnicas eficientes na detec¢do da enzima
vém sendo relatadas, como ELISA para detecgdo
da enzima a partir da ligacao desta com antigenos
especificos e como MALDI TOF-MS (Ionizacao e
dessorcdo a laser assistida por matriz) que pode ser
utilizada na deteccdo dos fragmentos do antibimi-
crobiano degradado ou ainda usado como uma téc-
nica complementar, apesar de ndo ser aconselhavel
em caso de deteccao de AmpC em Proteus mirabilis
(Hujer et al. 2002, Papagiannitsis et al. 2014).

A deteccdo da enzima pode ser feita através
da técnica de extracdo enzimatica tridimensional
e vem sendo utilizada hd muitos anos para con-
firmacgdo deste mecanismo de resisténcia, embora
também ndo seja reconhecida pelos manuais inter-
nacionais de padronizagdo de técnicas laborato-
riais (Sobia et al. 2011). Esta técnica foi comparada
a um meio especifico para deteccdo de E. coli e K.
pneumoniae produtoras de AmpC: o agar cefoxiti-
na (CAM - cefoxitin-agar medium). Este método,
proposto por Nasim et al. (2004), é realizado adi-
cionando cefoxitina em diferentes concentracdes ao
agar Miiller Hinton onde é estriada a cepa padrao
E. coli ATCC25922 e os extratos dos isolados sao
inoculados nas placas para avaliacdo da inativagao
do antimicrobiano pelo extrato e consequente cres-
cimento da cepa padrao. Um terceiro método uti-
lizando extrato enzimatico é a focagem isoelétrica
a qual é possivel identificar as enzimas presentes
pelo seu ponto isoelétrico (pI) (Bauernfeind et al.
1996, Power et al. 2006, Kim & Wei 2007, Haldorsen
et al. 2008, Rodriguez et al. 2009).

A deteccido de AmpC plasmidial em bactérias
naturalmente produtoras desta enzima é mais difi-
cil pois a expressao cromossomal ndo é necesséria
neste caso. Esta diferenciacdo de AmpC plasmidial
e cromossomal estd além das capacidades de de-
teccdo da maioria dos laboratérios. Ndo existe teste
fenotipico para distinguir dentre as AmpC plasmi-
diais. A técnica considerada padrio ouro para detec-
tar AmpC plasmidial é através de PCR multiplex
(Jacoby 2009).

Seguindo a mesma idéia de andlise do teste de
Hodge modificado para deteccao de carbapenema-
se, descrito pelo CLSI, Yong et al. (2002) substitui-
ram o disco de imipenem pelo disco de cefoxitina

- o marcador de produgao de AmpC. Esta técnica
foi descrita para detectar a producao de CMY-1 de-
vendo ser ajustada para deteccdo de outras AmpC.

Outra técnica que pode ser empregada para de-
teccdo da AmpC ¢é a CIM através de E-test, que se
baseia na utilizacdo de uma fita contendo de um
lado cefotetan ou cefoxitina e do outro lado o mes-
mo composto combinado com cloxacilina (Jacoby
2009, Polsfuss et al. 2011).

A confirmacao fenotipica deste mecanismo de
resisténcia pode ser feita utilizando inibidores de
AmpC: acido boroénico e seus derivados, e cloxa-
cilina (Yang et al. 2003, Coudron 2005, Jiang et al.
2006, Jacoby 2009, Rodriguez-Martinez et al. 2009,
Tondi et al. 2010, Peter-Getzlaff et al. 2011, Su et
al. 2012). O sinergismo de cloxacilina/oxacilina e
acido boroénico observado em AmpC tipo selva-
gem também pode ser visto em ESAC (Nordmann
& Mammeri 2007). Ruppé et al. (2006) descreveram
a técnica de duplo sinergismo utilizando o disco de
cefoxitina préximo ao de ceftazidima ou de cefo-
taxima, e assim confirmar a producgdo da enzima
AmpC regulada por AmpR, pelo isolado.

Segundo Thomson (2001), é possivel diferenciar
a producgdo de AmpC da perda de porinas pelo tes-
te enzimatico tridimensional, o qual é utilizado o
extrato contendo as enzimas produzidas pelo isola-
do. Black et al. (2005) também descrevem uma téc-
nica utilizando um disco de EDTA com o intuito de
liberar as enzimas do espago periplasmatico pelo
aumento de permeabilidade. Este disco préximo ao
disco de cefoxitina serve para confirmagdo da pro-
ducdo de AmpC e descarta a perda de porinas. As
cepas suspeitas de produzirem ESAC devem ser
confirmadas para esta enzima, excluindo-se a pos-
sibilidade de produgdo de outras B-lactamases e
também associacdo deste mecanismo de resisténcia
a diminuigao de porinas de membrana (Nordmann
& Mammeri 2007).

Outras técnicas ainda podem ser descritas e su-
geridas na tentativa de auxiliar na detecgdo e con-
firmagdo de AmpC em isolados clinicos e de inte-
resse na satde publica.

CONCLUSAO

O desenvolvimento de novos mecanismos de
resisténcia vem preocupando os érgdos de sadde
publica, visto a dificuldade enfrentada atualmente
no tratamento de infecgdes comunitérias e hospita-
lares, e, principalmente pela transmissao de pato-
genos multirresistentes através da cadeia alimentar.

No caso da enzima AmpC, os diversos estudos
demonstraram a transferéncia do gene cromosso-
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mal, natural de algumas espécies de enterobacté-
rias, para um elemento movel e sua disseminagao
dentre as diferentes espécies de Gram negativos,
pelo mundo. Além disso, as mutagcdes nesse gene
demonstram sua atividade antimicrobiana estendi-
da ocasionando em falhas terapéuticas e na dificul-
dade de tratamento de infec¢des causadas por estas
cepas.

Como solugdo, terapias utilizando como alvo
os fatores de viruléncia da espécie causadora da
infeccdo devem ser estudadas ja que ha relatos de
Enterobacteriaceae produtoras de AmpC resisten-
tes a colistina que seria o tltimo antimicrobiano de
eleicao.

A deteccao da enzima AmpC é dificultada de-
vido as técnicas implementadas em cada grupo de
pesquisa, ja que nao ha padronizacado de testes para
confirmar este mecanismo de resisténcia. Além
disso, as caracteristicas das AmpC cromossomais
e plasmidiais complicam a diferenciacdo dentre as
diversas enzimas ja descritas. Métodos rapidos e
eficazes devem ser desenvolvidos para a detecgdo
de AmpC, independente de ser cromossomal ou
plasmidial.
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