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INTRODUZIONE
Le β-lattamasi AmpC, classificate secondo Ambler nella
classe C e nel gruppo 1 in quella di Bush-Jacoby-Medeiros,
sono enzimi ben definiti e con una larga specificità di sub-
strato (1).
Questi enzimi, entrambi cromosomiali e plasmide mediati,
mostrano uno spettro di azione simile alle β-lattamasi ESBL
ma non sono di solito attive o molto poco attive sulle cefalo-
sporine di quarta generazione (come cefpirone e cefepime) e
aztreonam.
Le β-lattamasi AmpC plasmide-mediate sono prodotte da un
trasferimento del gene cromosomiale, per mezzo di un plasmi-
de, da differenti Enterobacteriaceae e sono più frequentemen-
te trovate in E.coli, K. pneumoniae e P. mirabilis (1, 6-8). 
Tra le AmpC anche gli E. coli iperproduttori sono ben carat-
terizzati ma la loro rilevazione risulta ancora difficoltosa con
le tradizionali tecniche (4).
Attualmente nessun consenso internazionale è approvato per
la rilevazione delle AmpC. Queste β-lattamasi prodotte dalle
Enterobacteriaceae potrebbero essere solo sospettate secon-
do il test di screening per ESBL del CLSI (ridotto diametro o
aumento della MIC pur rimanendo nel range di sensibilità),
però non presentano un incremento della sensibilità alle cefa-
losporine di terza generazione associate al clavulanato nel
test di conferma (doppio-disco) (8).
Alcuni autori usano la cefoxitina come possibile marker per
gli enzimi AmpC ma la resistenza alla cefoxitina è soltanto
suggestiva di una β-lattamasi AmpC perché può avere altre
cause (7, 19).
Negli ultimi anni, diversi test di laboratorio sono stati descritti
per la rilevazione  delle AmpC: test a tre dimensioni, cefoxiti-
na-agar, inibitori β- e non-β-lattamici e metodi molecolari (7).
Recentemente, è stato proposto un test per le β-lattamasi
AmpC che rileva il sinergismo tra i dischetti di ceftazidime e
cefotaxime con  acido boronico e cloxacillina (15, 19).
Questo test fenotipico non permette la completa differenzia-
zione delle diverse famiglie di AmpC plasmide-mediate.
Il metodo gold standard per la conferma delle β-lattamasi
AmpC è una PCR multiplex che utilizza primer specifici per

ogni famiglia (16).
Noi pensiamo che la validazione di un metodo fenotipico
semplice e poco costoso potrebbe essere utile per la routine
di laboratorio.

MATERIALI  E METODI
Isolati batterici.
Abbiamo studiato tutti i ceppi di E. coli, K. pneumoniae e P.
mirabilis isolati nel laboratorio di Microbiologia di Bergamo,
nel periodo luglio 2007 – dicembre 2008  che erano risultati
positivi ai criteri CLSI per lo screening delle ESBL, usando
sia il metodo di disco diffusione sia  quello automatizzato
(breakpoint MIC, VITEK 2, bioMérieux).
Abbiamo anche recuperato dalla ceppoteca gli isolati di E. coli,
K. pneumoniae e P. mirabilis con ridotta sensibilità alla cefo-
xitina ed alle cefalosporine di terza generazione ma non al
cefepime, stoccati nel periodo gennaio 2005 - giugno 2007. Per
l’identificazione di specie sono state utilizzate la card GN
VITEK 2 (bioMérieux) e/o la galleria API 20 E (bioMérieux).

Saggi di sensibilità agli antibiotici
In accordo alle indicazioni CLSI l’antibiogramma è stato ese-
guito con il metodo Kirby-Bauer (dischetti della Becton-
Dickinson) e/o VITEK 2 includendo le seguenti molecole:
cefoxitina, piperacillina/tazobactam, ceftriaxone, gentamici-
na, cotrimossazolo, ciprofloxacina, amikacina, ceftazidime,
imipenem, cefepime.

Test fenotipici
Il test fenotipico è effettuato posizionando su una piastra qua-
drata di 120 mm di lato un dischetto di ceftazidime, cefotaxi-
me, e cefoxitina alla distanza di 20 mm (da centro a centro)
da un dischetto di cloxacillina  e ceftazidime/clavulanato,
ceftazidime, cefotaxime e cefotaxime/clavulanato da un
dischetto di acido boronico. Inoltre sono stati posti un
dischetto di cefepime a 20 mm da un disco di cefepime/cla-
vulanato (Figura I). 
Il diametro dei dischetti di acido boronico e cloxacillina
(ROSCO) presentano un diametro di 10 mm a differenza
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Caratterizzazione microbiologica delle ß-lattamasi AmpC plasmide-mediate e E. coli iperproduttori: come e perché 

SUMMARY
The aim of this study is the evaluation of phenotypic method for the detection of plasmid-mediated AmpC producing Enterobacteriaceae by
agar diffusion. We developed a phenotypic method with double disk test (CLSI) and evaluation of synergism between Cloxacillin and/or
Boronic Acid with cefotaxime and ceftazidime and cefepime with amoxicillin/clavulanic acid.As reference method for AmpC detection we
used a multiplex PCR according to Perez-Perez.
Among 7476 Enterobacteriaceae we detected 45 strains: 37 (82.2%) plasmid-mediated AmpC producers, 6 (13.3%)  E. coli hyperproducers and
2 E. coli (4.5%) positive for both.The AmpC phenotypic test was positive for all the isolates, showing a typical ghost zone between cloxacil-
lin and cephalosporins or boronic acid and cephalosporins.The AmpC multiplex PCR confirmed that  28 P. mirabilis and 7 E. coli harboured
a gene belonging to the bla-CMY-LAT family. Sequencing defined the presence of CMY-16 in all P. mirabilis, CMY-2 in  E. coli, DHA-1 in 3 K.
pneumoniae and FOX in 1 K. pneumoniae and allowed us to identify eight strains as E. coli hyperproducer: six E. coli yielded no amplicon and
2 were also producer of CMY-2. In this study the phenotypic method showed a sensitivity and a specificity of 100%.Waiting for the indica-
tion of international authorities, we think this phenotypic screening method could be useful in the routine of microbiological laboratories.



degli altri (Becton-Dickinson) con un diametro di 6 mm. Il
test fenotipico così ideato è stato usato anche per la rilevazio-
ne delle ESBL e per il  sospetto di carbapenemasi.
La produzione di ESBL viene rilevata da un incremento della
zona di inibizione > 5 mm per ceftazidime/clavulanato o
cefotaxime/clavulanato o cefepime/clavulanato confrontato
col le stesse molecole senza inibitore, in accordo con le rac-
comandazioni CLSI (Figura II). In particolare l’utilizzo di
cefepime e cefepime/clavulanato si dimostra utile per rileva-
re la presenza di ESBL in ceppi produttori anche di AmpC
plasmide-mediato (Figura V) (15).
Dove i ceppi mostrano un sinergismo tra cloxacillina con cef-
tazidime e/o cefotaxime, e/o tra acido boronico con ceftazidi-
me e/o cefotaxime e/o ceftazidime/clavulanato e/o cefotaxi-
me/clavulanato sono stati riportati come sospetti produttori di
AmpC plasmide-mediati (Figura III).
Nella stessa piastra sono stati posizionati anche una striscia
in E-test di imipenem per la rilevazione di valori di MIC 2-4
poichè insieme al diametro del dischetto di ertapenem, rile-
vato nell’antibiogramma di routine (diametro 19-21 mm –
CLSI), potrebbe indurre al sospetto di carbapenemasi e un
dischetto di tobramicina per rilevare ceppi produttori di
ESBL resistenti anche agli aminoglicosidi (Figura I).

Analisi molecolare
Per la rilevazione di ß-lattamasi AmpC plasmide-mediate
abbiamo utilizzato la PCR multiplex secondo Perez-Perez (16).
Si è proceduto all’estrazione del DNA batterico con un siste-
ma di estrazione semi-automatizzato (Easy-Mag, bioMérieux)
in accordo alle istruzioni del produttore. 
I ceppi, confermati fenotipicamente, sono stati analizzati con
una multiplex PCR per identificare ciascuna famiglia di
AmpC: ACC, CMY-MOX, DHA-MOR, CMY-LAT e ACT-
MIR confermate poi dal sequenziamento (ABI Prism 3130,
Applied Biosystem).
Per l’amplificazione della regione promoter AmpC cromoso-
miale di E. coli sono stati usati primer e condizioni già descrit-
te in precedenza ed i prodotti di PCR sono stati poi sequenzia-
ti per riconoscere eventuali mutazioni ed inserzioni (4).

Analisi di sequenza
I dati ottenuti sono stati analizzati con il Sequencing Analysis
software v 5.2 (Applied Biosystems). Le sequenze di entrambe
le direzioni sono state allineate con NCBI BLAST 2 Sequence
(www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/bl2seq/wblast2.cgi). La sequenza
consensus ottenuta è stata allineata con le sequenze di GenBank
(BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).
Tutti i primer utilizzati nello studio sono elencati nella
Tabella 1.

Ceppi di controllo 
La performance del test fenotipico è stata valutata con 13
isolati di differenti tipi di ESBL e CBL: 8 ceppi di P. mira-
bilis (7 CMY-16, TEM-52), 2 di E. coli (1 CTX-M-2, 1
AmpC iperproduttore), 2 di K. pneumoniae (1 SHV-12, 1
SHV-18), 1 di K. oxytoca (SHV-12).
Questi ceppi, gentilmente donati dalla Prof.ssa Pagani, erano
stati precedentemente caratterizzati presso il Dipartimento di
Scienze Morfologiche Eidologiche Cliniche Microbiologia
dell’Università di Pavia e sono stati  esaminati in cieco con il
nostro test fenotipico (17).
Per rilevare inoltre eventuali falsi negativi per la produzione
di AmpC plasmide-mediati sono stati testati con la PCR mul-
tiplex, (risultata sempre negativa) 20 ceppi di E. coli, 5 ceppi
di K. pneumoniae e 5 ceppi di P. mirabilis che sono stati clas-
sificati con il test fenotipico come ESBL produttori in accor-
do ai criteri CLSI.

RISULTATI
I risultati del test fenotipico sono stati interpretati da 5 diffe-
renti operatori. Tutti gli isolati sono stati classificati corretta-
mente dal metodo fenotipico. 

Abbiamo esaminato un totale di 7476 ceppi di
Enterobacteriaceae con 486 ceppi produttori di ESBL in accor-
do al test di conferma CLSI  e 45 ceppi ( 10 collezionati tra gen-
naio 2005 e giugno 2007 e 35 isolati dalla routine di laborato-
rio durante il periodo luglio 2007 – dicembre 2008) furono clas-
sificati: 37 (82.2%) AmpC produttori plasmide mediati, 6
(13.3%)  E. coli hyperproduttori e 2 E. coli (4.5%) positivi per
entrambi; sono stati identificati: 28 (62.2%) ceppi di P. mirabi-
lis, 13 (28.9%) di E. coli e 4 (8.9%) K. pneumoniae.
I materiali sono stati ottenuti dal tratto urinario (16, 35.5%),
dal sangue (12, 26.7%), pus (10, 22.2%) ed altri materiali (7,
15.6%); gli isolati nosocomiali sono stati 34 (75.4%), così
distribuiti: 20 nelle Medicine, 13 nelle Chirurgie, 1 (2.2%) in
Terapia Intensiva e 11 (24.4%) invece comunitari.
Tutti i ceppi mostravano resistenza alla cefoxitina, con l’ec-
cezione di un E. coli iperproduttore,  con resistenza o ridotta
sensibilità al ceftazidime (MIC >256 – 3 μg/ml), ed al ceftria-
xone (MIC >256 – 2 μg/ml). 
Solo due ceppi hanno mostrato resistenza all cefoxitina ma il test
fenotipico e molecolare è risultato negativo (dati non mostrati)
confermando che ci sono rari casi nei quali lo screening con la
cefoxitina fallisce la rilevazione delle ß-lattamasi AmpC.
Tutti gli isolati, eccetto quelli positivi per AmpC e ESBL,
sono risultati sensibili in vitro al cefepime, una cefalosporina
di quarta generazione, e mostrano una MIC tra 0.19 - 4 μg/ml. 
Tutti gli isolati sono risultati sensibili anche all’imipenem
con MIC 0.19 - 0.75 μg/ml e all’ertapenem con diametro
maggiore di 21 mm.
Il test fenotipico è risultato positivo per tutti gli isolati AmpC,
mostrando sinergismo tra cloxacillina e cefalosporine o acido
boronico e cefalosporine (con e senza clavulanato). 
Tutti i ceppi sono stati scrinati con la PCR multiplex. 28
ceppi P. mirabilis e 7 di E. coli sono stati classificati nella
famiglia bla-CMY-LAT. 
La sequenza del gene ha confermato la presenza in tutti i
ceppi di P. mirabilis di un nuovo sottotipo CMY-LAT, recen-
temente descritto e denominato CMY-16 e la presenza di un
CMY-2 in isolati di E. coli (2, 5, 12) (Figura III, IX).
Un nuovo amplicone di 405 bp, che corrisponde alla famiglia
bla-DHA, derivato dal gene AmpC cromosomiale di M. morga-
nii, è stato rilevato in 3 isolati di K. pneumoniae: la sequenza
del gene ha rilevato la presenza di una variante  DHA-1 in tutti
i ceppi associati al suo gene regolatorio AmpR (Figura IV).
Un altro gene plasmidico AmpC, appartenente alla famiglia
bla-FOX, è stato trovato in un isolato di K. pneumoniae (11).
Tutti i ceppi classificati come produttori di AmpC plasmide-
mediato non mostravano un sinergismo al doppio-disco per
ESBL con l’eccezione di 5 (11.1%) isolati che risultavano
anche ESBL positivi: 2 di E. coli CMY-2 + CTX, 1 di E. coli
iperproduttore + CTX e 2 di K. pneumoniae DHA-1 + SHV
(Figure V - VI) (13, 14). 
Sei ceppi di E. coli non presentavano nessun amplicone e
sono stati quindi sottoposti ad ulteriori accertamenti moleco-
lari. Un’analisi di sequenza della regione promoter AmpC è
stata effettuata in questi isolati e confrontata con la stessa
regione del ceppo wild type di E. coli (Figura VII).
L’analisi di sequenza ha rivelato la presenza di mutazioni
nucleotidiche multiple nella regione di questi 6 ceppi. Questo
risultato ha permesso di identificarli come ceppi di E. coli
iperproduttori. Le mutazioni nella regione promoter sono
state trovate anche in 2 ceppi di E. coli che presentavano il
gene CMY-2, suggerendo la produzione di 2 differenti ß-lat-
tamasi AmpC nello stesso ceppo (Figura VIII).

Si sottolinea che il test fenotipico da noi proposto non per-
mette l’identificazione delle diverse famiglie AmpC e la
discriminazione tra ceppi di E. coli AmpC iperproduttori
e/o plasmide mediati.

DISCUSSIONE
I geni AmpC plasmide-mediati sono conosciuti dal 1989.
Sono stati ritrovati in tutto il mondo sia da campioni nosoco-
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miali che comunitari, specialmente in Enterobacteriaceae
che possono produrre anche ESBL. I report epidemiologici
non mostrano un’alta prevalenza di ceppi produttori AmpC
rispetto a quelli con ESBL.
Poiché questi ceppi stanno circolando anche nel nostro ospe-
dale, abbiamo deciso di esaminare gli isolati clinici di E.coli,
K. pneumoniae e P. mirabilis con AmpC plasmide-mediati e
E. coli iperproduttori nel periodo 2005 – 2008 con un test
fenotipico home-made modificato, una PCR multiplex ed il
sequenziamento.
Attualmente CLSI ed EUCAST non propongono linee guida
su come processare questi isolati. Alcuni autori hanno propo-
sto di riportare senza modifiche i risultati dei test di chemio-
sensibilità alle cefalosporine di terza e quarta generazione,
non cambiando il risultato da sensibile a resistente, come rac-
comandato da CLSI per i ceppi produttori di ESBL (6). 
I microrganismi  che producono gli enzimi plasmide-mediati
di classe C risultano negativi al test di conferma per le ESBL,
secondo CLSI, e quindi per la loro rilevazione non si può uti-
lizzare questo metodo.
Negli ultimi anni i microbiologi hanno mostrato un crescen-
te interesse nel cercare nuovi metodi fenotipici per la rileva-
zione delle ß-lattamasi AmpC nei batteri.
La resistenza alla cefoxitina è stata proposta come marker per
lo screening delle AmpC ma non risulta un criterio sufficien-
te infatti, i  microrganismi con il gene della famiglia ACC,
risultano sensibili a questa molecola (3).
Siamo convinti che la mancata rilevazione degli isolati pro-
duttori di AmpC possa portare ad un fallimento terapeutico
specialmente in corso di gravi infezioni.
Esistono già pubblicazioni di autori italiani su P. mirabilis
CMY-16 responsabile di numerosi episodi infettivi nel Nord
Italia. Questo studio conferma la presenza di questo ceppo
anche a Bergamo ma anche di isolamenti sporadici K. pneu-
moniae DHA e FOX,  E. coli CMY-2 ed  E. coli iperprodut-
tori tra i nostri isolati clinici. 
Questi risultati confermano l’utilità di cloxacillina e acido
boronico nella rilevazione di ß-lattamasi AmpC (18). In par-
ticolare è possibile sottolineare che la cloxacillina non ha evi-
denziato più ceppi produttori di AmpC rispetto all’acido
boronico ma in alcuni casi ha reso più semplice la lettura del
test fenotipico.
Nonostante le diverse dimensioni dei dischetti utilizzati

(ROSCO 10mm e BD 6 mm), non si sono incontrati partico-
lari problemi nella rilevazione del sinergismo.  
La nostra esperienza ci porta a proporre questo metodo feno-
tipico come sensibile, economico facile da eseguire e da
interpretare, raccomandandolo nella routine di laboratorio
con una sensibilità e specificità sui ceppi testati del 100%.
L’utilizzo di questo test potrebbe portare ad un significativo
incremento delle segnalazioni di AmpC nei laboratori anche
se per una precisa classificazione epidemiologica è necessa-
rio identificare le famiglie dei ceppi produttori di AmpC con
i metodi molecolari.
Tra i produttori di AmpC plasmide-mediati 12 ceppi (26.7%)
sono stati isolati in emocolture: 4 nel periodo 2005 – 2006 e
10 2007 – 2008. Questo dato indica un progressivo aumento
di questi isolamenti in soggetti a rischio, dove una tempesti-
va e corretta decisione terapeutica risulta quanto mai indi-
spensabile (10). 
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Tabella 1. Primers usati in questo studio.
Target(s) Sequenza (5'  - 3') Referenze
Bla CMY F-GGGCCCGGACACCYTTTTGC  Marco M. D'Andrea et al. (2)

R-TAAGTGTAGATGACARCAGG
Bla DHA-1 F-ACACTGATTTCCGCTCTGCT C. Roche et al. (5)      
Multiplex Ampc
MOX F-GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT F. Javier Perèz-Perèz et al. (8) 

R-CACATTGACATAGGTGTGGTG
CMY-LAT F-TGGCCAGAACTGACAGGCAAA

R-TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
DHA -1, DHA-2 F-AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT

R-CCGTACGCATACTGGCTTTGC
ACC F-AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA

R-TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
ACT-1 MIR-1T F-TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG

R-CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
FOX-1 to FOX-5b A F-AACATGGGGTATCAGGGAGATG

R-CAAAGCGCGTAACCGGATTGG
Ampc Promoter F-GATCGTTCTGCCGCTGTG    S. Corvec et al. (10) 

R-GGGCAGCAAATGTGGAGCAA
Multiplex ESBL 
SHV F-ATGCGTTATATTCGCCTGTG  H-J. Monstein et al. (15)

R-TGCTTTGTTATTCGGGCCAA
TEM F-TCGCCGCATACACTATTCTCAGAATGA

R-ACGCTCACCGGCTCCAGATTTAT
CTX F-ATGTGCAGYACCAGTAARGTKATGGC

R-TGGGTRAARTARGTSACCAGAAYCAGCGG

Figura I. E. coli negativo per ß-lattamasi.



MICROBIOLOGIA MEDICA, Vol. 25 (1), 2010 RAGLIO A, AROSIO M, STANO P, et al.

4

Figura II. E.coli ESBL +. Figura V. E.coli CMY-2 e ESBL+.

Figura III. E.coli CMY-2. Figura VI. K.pneumoniae DHA e ESBL+.

Figura IV. K. pneumoniae DHA. Figura VII. E. coli iperproduttore.
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Figura VIII. E.coli CMY-2 e iperproduttore. Figura IX. P.mirabilis CMY-16.




