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Capitulo I. Resumen

Resumen

Antecedentes: Varios estudios reportan que la resistencia a antibioticos de primera eleccion
ha complicado el tratamiento de severas infecciones gastrointestinales producidas por
Salmonella. Particularmente, la resistencia a cefalosporinas de espectro extendido, esta
asociado a la adquisicion de plasmidos que transfieren genes que codifican B-lactamasas de
tipo AmpC, principalmente CMY-2. Por lo cual, el objetivo de este estudio es detectar
feno- y genotipicamente la produccién de B-lactamasas en cepas de Salmonella aisladas en

nuestro medio.

Métodos: Un total de 52 cepas de Salmonella aisladas de heces en un hospital de tercer
nivel durante 2002 a 2007, fueron incluidas para el analisis. A estos aislados se les realizaron
ensayos de susceptibilidad con un panel de 21 agentes antimicrobianos. Los aislados que
presentaron resistencia a cefoxitina fueron probados en ensayos fenotipicos de 3% dimension
con extractos bacterianos, pruebas de potenciacion y sinergismo con acido borénico, y para
confirmar la presencia de los genes ampC se realizé6 un PCR multiple. Los aislados positivos
fueron comparados por electroforesis de campos pulsados para determinar su relacion

genética.

Resultados: Salmonella Typhimurium y Enteritidis se aislaron con mayor frecuencia (19.2%),
seguidos por S. Agona (9.6%) y S. Newport (5.8%), asi como 20 diferentes serotipos menos
comunes. Se encontré una resistencia del 19.2% (10/52) a cefalosporinas de espectro
extendido, incluyendo cefoxitina, en los serotipos Typhimurium (50%), Newport (100%) y en
los dos aislados Reading y Tumodi. Por PCR y secuenciacion, las 10 cepas de Salmonella
con resistencia a cefoxitina mostraron portar el gen CMY-2. Los patrones de electroforesis de
campos pulsados fueron distintos en todos los aislados, lo cual indica que no existe una

relacion clonal entre ellos.

Conclusiones: Nuestros resultados muestran la presencia de la B-lactamasa CMY-2 entre
las cepas de Salmonella aisladas en nuestra comunidad, por lo cual, es necesario
implementar en los laboratorios de microbiologia clinica, métodos estandarizados para la

busqueda rutinaria de p-lactamasas AmpC en los aislados bacterianos.
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Objetivos
Objetivo General

Identificacion molecular de cepas de Salmonella enterica no-Typhi productoras de

B-lactamasas AmpC mediadas por plasmidos.
Objetivos Particulares

= Determinar los patrones de susceptibilidad a agentes antimicrobianos de cepas
de Salmonella aisladas de heces en un hospital de tercer nivel durante 2002 a
2007.

= Demostrar la presencia de genes ampC mediante los ensayos fenotipicos de 32
dimensioén, y por potenciacién y sinergismo usando acido boroénico.

= Confirmar la presencia del gen responsable de la enzima [-lactamasa tipo
AmpC en los aislados clinicos por PCRm.

= Determinar si existe relacién clonal entre los aislados clinicos por electroforesis

de campos pulsados.
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Antecedentes

3.1 Familia Enterobacteriaceae

La familia de bacterias de mayor importancia en medicina humana es la Enterobacteriaceae.
Los miembros de esta familia son bacilos cortos Gram negativos con bordes redondeados,
sin agrupacion, que miden de 0.5 a 1.5 ym de ancho y 24 uym de largo, anaerobios
facultativos, no esporulados, moviles por flagelos peritricos o inmoviles, y algunos presentan
capsula. En cuanto a sus requerimientos nutricionales estas bacterias no son exigentes, por
lo que pueden crecer en medios minimos esenciales y muestran resistencia a varias

sustancias quimicas como sales biliares y cristal violeta.

Esta familia incluye géneros y especies que causan enfermedades con sintomas clinicos
como diarrea, fiebre tifoidea y disenteria. Asi como oportunistas que causan infecciones

nosocomiales como neumonia, sepsis e infecciones del tracto urinario.?

3.2 Género Salmonella

3.2.1 Microbiologia y clasificacion

Salmonella es un género de la familia Enterobacteriaceae, es un bacilo Gram Negativo que
se comporta como patégeno intracelular facultativo. Estas cepas son fermentadoras de
glucosa con producciéon de acido y gas, reducen nitratos y no producen citocromo oxidasa.

La mayoria de estos organismos son maviles y no fermentan la lactosa.®?*

El aislamiento de Salmonella de especimenes fecales se puede realizar en medios de cultivo
como agar MacConkey (MC), Salmonella-Shigella (SS) y Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD);
también pueden utilizarse medios selectivos como el agar verde brillante y sulfito de bismuto.
Cuando se requiere enriquecer el aislamiento se emplean medios como el caldo tetrationato

o selenito de sodio.??*
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Segun el esquema de clasificacion actual del Centro de Control y Prevencién de
Enfermedades Infecciosas (CDC) de Estados Unidos, el género Salmonella se divide en
dos especies: S. bongori y S. enterica. Esta ultima se subdivide en seis subespecies:
enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Las cepas de S. enterica
subespecie enterica son usualmente aisladas de humanos y animales de sangre caliente,
como Salmonella enterica serotipo Typhimurium  (S. Typhimurium), S. Enteritidis,
S. Newport y S. Agona. Las subespecies como salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e
indica y S. bongori son aisladas usualmente de animales de sangre fria y del medio

ambiente.?

Para designar la formula antigénica de los serotipos, se realizan reacciones de los cultivos
con anticuerpos dirigidos contra antigenos de superficie de la bacteria, los cuales son:
antigeno O (somatico), antigeno H (flagelar) de fase 1 y antigeno H de fase 2 (si esta
presente). Las férmulas antigénicas de todos los serotipos reconocidos de Salmonella, estan
listadas en el esquema de Kauffman-White, siendo en la actualidad, mas de 2500. El
antigeno O corresponde a la porcion de lipido A del lipopolisacarido de la pared celular de

bacterias Gram negativas, que le confiere una actividad endotoxica importante.® 2

3.2.2 Manifestaciones clinicas

Los serotipos de Salmonella producen manifestaciones clinicas especificas entre las que se
encuentran gastroenteritis, fiebre entérica, bacteremia e infeccion vascular. Sin embargo,
también pueden causar infecciones localizadas como osteomielitis o infecciones del tracto

urinario. 2222427

3.2.2.1 Gastroenteritis

La gastroenteritis desarrollada por Salmonella es indistinguible de la causada por otros
patdgenos gastrointestinales.?” Los principales serotipos asociados a este sindrome son
S. Typhimurium, S. Newport y S. Enteritidis.?* Dependiendo de los factores del hospedero y
del tamario del inéculo, los sintomas se presentan entre 12 a 48 hrs después de la ingestion

del patdbgeno en comida o agua contaminada y usualmente consiste de nauseas, vomito y

-6-
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diarrea. Los sintomas desaparecen 3 a 7 dias, instaurando liquidos y electrolitos. En adultos
el microorganismo continua excretandose en las heces al menos 4 a 6 semanas después de
que desaparecen los sintomas, y en nifios menores de 5 afos pueden excretarse por mas
de 20 semanas.®?* Los nifios menores de 1 afio y los adultos mayores de 60 afios de edad,
son los mas vulnerables a este tipo de infecciones y por lo tanto la enfermedad suele ser

mas severa.???’

3.2.2.1.1 Patogénesis

Cuando Salmonella es ingerida por via oral, la bacteria tiene la capacidad de sobrevivir en el
ambiente acido del estomago, donde empieza a colonizar e invadir los compartimentos
intracelulares de los fagocitos y las células epiteliales intestinales." La enterotoxina
producida por estas cepas, estructuralmente similar a la toxina del célera, se considera que
es el factor de virulencia responsable de la hipersecrecion intestinal de liquidos y electrolitos,
y la invasién a los enterocitos, produciéndose una respuesta inmune que afecta la funcion
epitelial intestinal.®#¥" Los genes de virulencia que le permiten adaptarse a cambios
ambientales que se le presentan durante el proceso, se encuentran en cinco islas de

patogenicidad de su cromosoma.™

Los serotipos de S. enterica asociados con infecciones humanas y de animales, como
Enteritidis, Typhimurium, Dublin, Choleraesuis y Pullorum, albergan plasmidos de virulencia
de 50 a 100 kilobases, los cuales tiene una region idéntica conocida como regién spv. Esta
region contiene al menos cinco genes, spvRABCD, los cuales estan involucrados en la
sobrevivencia intracelular de Salmonella, su multiplicacion y diseminacion sistémica.®*® La
mayoria de los plasmidos de alto peso molecular, mayor a 200 kb, son plasmidos que le

confieren a la bacteria resistencia a multiples antibiéticos y se les conoce como plasmidos R.
3.2.2.1.2 Diagnostico y tratamiento

El diagnodstico de la gastroenteritis se hace mediante la observacion clinica de los sintomas,
la historia del consumo reciente de alimentos y por cultivo del microorganismo a partir de las

heces. Debido a que esta enfermedad es autolimitada, la rehidratacion oral con electrolitos y

-7-
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glucosa es el principal tratamiento para la gastroenteritis, dado que el tratamiento con

antibiéticos no reduce el curso de la enfermedad o elimina el estado de portador.?*

Sin embargo, en pacientes inmunocomprometidos, adultos mayores y nifios menores de 1
afno, que tienden a presentar la enfermedad mas severa o en caso de que la infeccidon se
disemine desde el intestino a otros o6rganos, se debe comenzar con la terapia
antimicrobiana. Los antibidticos recomendados para aislados susceptibles fueron
incluyeron ampicilina, cloranfenicol y trimetoprima-sulfametoxazol. Con el incremento de
resistencia a antimicrobianos convencionales, o en casos de salmonelosis severa, las
fluoroquinolonas (FQ) y cefalosporinas de espectro extendido (CEE) son el tratamiento de

eleccion.

Las FQ, como ciprofloxacina, son administradas para el tratamiento en adultos y pacientes
inmunocomprometidos y en pacientes pediatricos, el tratamiento consiste en la
administracion de cefalosporinas de espectro extendido, como ceftriaxona. Sin embargo,
en las dos décadas pasadas, se ha reportado una situacién alarmante del incremento de
resistencia a estas dos clases de antimicrobianos, entre los serotipos de Salmonella

22,37

no-Typhi.

3.3 Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana es un problema de un gran numero de especies bacterianas
de importancia médica que dificulta la erradicacion de las infecciones que ellas producen.
El consumo indiscriminado de antibidticos en los ultimos 50 afos ha creado un ambiente

favorable para la seleccion de bacterias que resisten los efectos de estos.

Los microorganismos pueden presentan una resistencia natural o adquirida a una clase de
antimicrobianos mediante mecanismos especificos como: la degradacion enzimatica o
modificacion del agente antimicrobiano, alteracion del blanco del antibiético y/o decremento
en la permeabilidad al agente antimicrobiano.*’

La resistencia natural de los microorganismos se presenta en todos los miembros de un

grupo, género o especie bacteriana. Por ejemplo, la resistencia hacia aztreonam entre
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bacterias Gram positivas, la resistencia a vancomicina entre bacilos Gram negativos o la
resistencia a antibidticos B-lactamicos en algunos miembros de la familia

Enterobacteriaceae.®

Por otra parte, los microorganismos pueden adquirir la resistencia a antimicrobianos debido
a una alteracion genética mediante mutaciones o transferencia genética. Por ejemplo, se
ha reportado que las bacterias Gram negativas intercambian plasmidos R mediante

conjugacion.®!

3.3.1 Antibidticos B-lactamicos

Los antibidticos B-lactamicos constituyen uno de los grupos de mayor uso en el tratamiento
de enfermedades bacterianas. Dentro de estos, se encuentran las penicilinas,
cefalosporinas, carbapenemes, monobactamas e inhibidores [-lactamicos. Todos los
antibioticos B-lactdmicos interfieren en la sintesis de peptidoglucano de la pared celular
bacteriana. Después de unirse a las proteinas de unién a penicilina (PBP), inhiben la
enzima de transpeptidacion que establece puentes cruzados entre las cadenas de
peptidicas que estan unidas al esqueleto de peptidoglucano. El acontecimiento bactericida
final es la inactivacion de un inhibidor de enzimas autoliticas de la pared celular, lo que da

lugar a la lisis de la bacteria.

3.3.2 Resistencia a antibiéticos B-lactamicos

El uso indiscriminado de antibiéticos B-lactamicos en medicina humana y veterinaria ha
seleccionado inevitablemente bacterias resistentes.?? En bacterias Gram positivas los
principales mecanismos de resistencia son la modificacién o substitucion de las PBP. En
bacterias Gram negativas la resistencia puede deberse a una baja permeabilidad de la
membrana externa al antibidtico, con frecuencia debido a mutaciones que reducen la
expresion de proteinas especificas llamadas porinas o bien alteraciones en el transporte
del antimicrobiano (influjo o eflujo) que reducen la acumulacion intracelular del
antimicrobiano. Sin embargo, la produccién de B-lactamasas, es el principal mecanismo de

resistencia antimicrobiana. 2231
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3.4 B-lactamasas

Las B-lactamasas son secretadas en el espacio periplasmico de la pared celular de las

bacterias Gram negativas.>' En algunos miembros de la familia Enterobacteriaceae la

produccion de B-lactamasas puede llevarse a cabo de forma intrinseca, o bien de forma

adquirida mediada por plasmidos. La clasificacion de estas enzimas se realiza en base a

sus caracteristicas moleculares, y los sustratos que hidrolizan (Tabla 1).2

Tabla 1. Clasificacién de B-lactamasas de bacterias Gram negativas.®

Tipo de p- Ejemplos Sustratos In::béigiigg Clase
lactamasa lemp poracido - ..ilecular’
clavulanico
Amplio espectro  TEM-1, TEM-2, SHV-1 Penicilina G, amoxicilina, +++ A
ampicilina y piperacilina.
Cefalosporinas  de primera
generacion.
Familia OXA Cloxacilina, meticilina, oxacilina + D
y los sustratos anteriores.
Espectro Familia TEM y SHV. Sustratos del grupo de amplio ++++ A
extendido Otras (PER-1, PER-2, espectro, cefalosporinas de
BES-1, TLA-1, VEB-1, tercera generacion y
VEB-2) monobactamas
Familia CTX -M ++++ A
Sustratos del grupo de espectro
extendido y para algunas
enzimas, cefepime
Familia OXA + D
Igual que la familia CTX-M
AmpC Familia CMY y FOX, Sustratos del grupo de espectro 0 C
ACC-1, DHA-1, DHA2, extendido y cefamicinas
LAT, MIR-1, MOX-1,
MOX-2
Carbapenemasas Familia IMP y VIM Sustratos del grupo de espectro 0 B
extendido, cefamicinas y
carbapenemes
KPC-1, KPC-2, KPC-3 +++ A
OXA-23, OXA-24, OXA- + D

25, OXA-26.

%+, +++, ++++ Denota sensibilidad a la inhibicién por acido clavulanico.
® as B-lactamasas pertenecientes a las clases moleculares A, C y D son serina-B-lactamasas, mientras que las de clase B son

metalo-B-lactamasas.
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Las familias de enzimas TEM, SHV, y CTX-M son las B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE) diseminadas mayormente en el mundo." Los principales patdgenos productores de
BLEE son Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Enterobacter spp. asociados a
infecciones nosocomiales. En México, en 1999, el grupo de investigadores dirigido por
Silva®* reportd por primera vez la deteccion de B-lactamasas en estas enterobacterias, y
posteriormente reportd un brote producido por una clona de K.pneumoniae productora de las

B-lactamasas TEM y SHV en un hospital de Cuernavaca.®®

En las infecciones adquiridas en la comunidad por Salmonella, se han descrito la produccién
de B-lactamasas de tipo BLEE y AmpC mediadas por plasmidos."?® Los primeros reportes
de aislados de Salmonella productores de BLEE se realizaron a principios de los afios 80s
en pacientes pediatricos de ciudades de Africa. La mayoria de esos aislados producian
BLEE de los tipos SHV-2, SHV-5, SHV-12 y de los tipos TEM-3, TEM-25, TEM-52. En 1989,
la variante CTX-M-2 también fue encontrada en aislados de Salmonella, demostrandose que
la bacteria ha adquirido otras B-lactamasas mediadas por plasmidos como KPC, PER vy
OXA. "%

En el afio de 1990 emergio en Gran Bretafia una clona de Salmonella serovar Typhimurium
DT104 con resistencia a ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfametoxazol vy
tetraciclina, (ACSSuT), o también denominado multi-resistente (MR). Esta resistencia es
codificada por genes cromosomicos con gran potencial de transferencia horizontal a través
de plasmidos que, ademas, transfieren otros genes de resistencia.?? El fenotipo de MR, en
Salmonella Typhimurium fue el mas frecuente durante dos décadas y ademas se ha
reportado que ha adquirido una resistencia adicional a trimetoprima-sulfametoxazol,

kanamicina, acido nalidixico y/o ciprofloxacino.!13:21:25:37

El numero de antibidticos a los cuales las cepas de éste género son resistentes, continua
incrementandose, ya que en muchos lugares, se han reportado brotes o infecciones
producidas por cepas de Salmonella resistentes a cefalosporinas de espectro extendido
(R-CEE)."" La emergencia de cepas MR de Salmonella Typhimurium y Newport,
productoras de B-lactamasas AmpC (MR-AmpC), representan una nueva problematica

mundial.?? Las infecciones causadas por S. Typhimurium y S. Newport MR-AmpC se han
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asociado al consumo de productos de origen animal como carne de vaca y caballo,

contaminada con estas cepas.?**’

La resistencia a FQ no es comun en Salmonella. En algunas ciudades de Asia y Europa se
han reportado aislados resistentes a ciprofloxacino (0.5%) en serovares invasivos como
Choleraesuis, Virchow, Dublin, Heidelberg y Typhimurium. Sin embargo, la resistencia a
acido nalidixico asociada con susceptibilidad reducida a fluoroquinolonas (SR-FQ) se
presentd en un porcentaje mayor (14%) de los aislados, lo que se ha relacionado con fallas
en el tratamiento después de la administracion de FQ a pacientes con salmonelosis

invasiva.'®%2

3.4.1 B-lactamasas AmpC

Las B-lactamasas AmpC son cefalosporinasas que confieren resistencia a una amplia
variedad de antimicrobianos B-lactamicos como oxiiminocefalosporinas (cefotaxima,
ceftazidima y cefpodoxima), cefamicinas (cefoxitina) y monobactamas (aztreonam), y son

inhibidas pobremente por acido clavulanico, sulbactam y tazobactam.*

El gen ampC, que codifica la expresion de [B-lactamasas AmpC, esta localizado en el
cromosoma de algunas especies bacterianas de la familia Enterobacteriaceae como E. coli,
Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Citrobacter freundii, Morganella morganii,
Serratia marcescens, Yersinia enterocolitica, Hafnia alvei, y bacterias Gram negativas no
entéricas como Pseudomonas aeruginosa, Aeromonas sobria, Aeromonas hydrophila, y
Acinetobacter baumannii. Estos genes han sido movilizados e integrados en plasmidos
transferibles a bacterias como Salmonella, K. pneumoniae y Proteus vulgaris, lo cual

contribuye a la transferencia horizontal de la resistencia a antimicrobianos.?%%

En base a la homologia en su secuencia de aminoacidos, las B-lactamasas mediadas por
plasmidos se han dividido en 5 familias.?®*® La mas grande y mayormente diseminada es la
familia CMY, la cual se cree que se ha originado de la B-lactamasa cromosomal AmpC de

C. freundii. El andlisis del entorno genético del gen cromosdémico blacyy de C. freundii
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muestra que éste es seguido por los genes blc y sugE, y su expresion es regulada por el gen

ampR.1522

En Salmonella, los plasmidos que poseen el gen blacuy tienen un alto grado de identidad
con los genes encontrados en la misma region del gen ampC del cromosoma de C. freundi;
sin embargo, la expresion del gen ampC es constitutiva debido a que el gen ampR no es
transferido en el plasmido. En su lugar, se ha encontrado un elemento de insercion ISEcpl,
el cual podria estar involucrado en la captura del gen ampC.?** Estos elementos de
insercion modulan los niveles de resistencia por alteracion en el promotor que resulta en una

activacion transcripcional mas eficiente del gen de resistencia.’
3.4.1.1 Deteccidn fenotipica

Los métodos de identificacion de la produccidén de B-lactamasas de espectro extendido en
algunos miembros de la familia Enterobacteriaceae ya han sido establecidos y aplicados
clinicamente de acuerdo a los lineamientos del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI).> No obstante, para las PB-lactamasas del tipo AmpC plasmidicas no hay

|;10

recomendaciones de ensayos fenotipicos por la CLSI;"™ sin embargo, se han reportado

recientemente algunos ensayos en 32 dimension (3D)° y ensayos de potenciacién y

sinergismo con inhibidores B-lactamicos con una alta sensibilidad y especificidad.”*?

3.4.1.1.1 Ensayos en 3D usando extractos bacterianos

Este ensayo fue el primer método fenotipico descrito para la identificaciéon de p-lactamasas
AmpC. Consiste en un ensayo modificado de difusién en disco, en el que se hace una
incision en el agar a una distancia del disco, en la cual se inocula la cepa en estudio.
Posterior a 24 hrs de incubacion, la inactivacién enzimatica del antimicrobiano es detectada
en el margen de la zona de inhibicién justamente en la interseccién de la incisién inoculada.
La distorsion de la zona de inhibicidn, que comunmente es circular, indica la inactivacion del
antimicrobiano, lo cual ocurre como resultado de la difusién de la enzima en el agar hacia su

sustrato.®
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3.4.1.1.2 Ensayos de sinergismo y potenciacion

Los compuestos de acido boronico tienen efectos inhibitorios contra las B-lactamasas clase
C." El 4cido 3-aminofenilborénico (AFB), un derivado del acido borénico, es un compuesto
ampliamente utilizado en ensayos de difusion en disco para comparar la actividad de estas
enzimas en ausencia y presencia de este inhibidor.”** Este compuesto alin no ha sido
utilizado con fines terapéuticos y su uso se limita unicamente a la deteccion de enzimas

AmpC en el laboratorio.
3.4.1.2 Deteccidén genotipica

La identificacion genotipica de las B-lactamasas clase C puede realizarse utilizando el
ensayo de PCR multiple (PCRm) publicado por Pérez-Pérez et al.,?
ampC especifico de la familia (FOX, EBC, ACC, DHA, CIT y MOX) que es responsable de la

expresion de la B-lactamasa AmpC codificada por plasmido, permitiéndonos diferenciarla de

el cual identifica el gen

las B-lactamasas cromosomales.
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Metodologia Experimental

4.1 Cepas bacterianas

En este estudio se incluyeron 52 cepas de Salmonella aisladas de un total de 6209
especimenes fecales de pacientes con algun padecimiento gastrointestinal, a los cuales se
les solicitdé un coprocultivo durante enero del 2002 a diciembre del 2007 y que fueron
analizados en el Laboratorio de Bacteriologia en el Departamento de Infectologia del Instituto
Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” (INCMNSZ) para la busqueda
rutinaria de patdgenos bacterianos entéricos, como Salmonella, Campylobacter, Shigella,

Aeromonas y Plesiomonas.

Las cepas de Salmonella fueron aisladas en los medios de SS y XLD. Su identificacion se
realizd por pruebas bioquimicas convencionales? y con las tarjetas de identificacion de
bacterias Gram negativas usando el sistema semiautomatizado Vitek Jr 60 (bioMérieux,
Marcy ['Etoile, Francia). Las cepas fueron confirmadas con antisueros de Salmonella
polivalentes A-l & Vi Difco (Becton Dickinson, MD, E.U.), serotipificadas por el sistema
SERIUNAM en la Facultad de Medicina de la UNAM y conservadas a -20°C en caldo

infusion-cerebro-corazén conteniendo 15 % de glicerol.

4.2 Pruebas de susceptibilidad a agentes antimicrobianos

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de los aislados se realizaron por el método de
difusion en disco y de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) con el Sistema Vitek Jr. 60 y la
prueba E. La metodologia e interpretacion de los resultados de estos ensayos se realizé en
base a los lineamientos del CLSI.®

4.2.1 Método de susceptibilidad antimicrobiana por difusion en disco

A partir de un cultivo puro en agar MC incubado por 24 hrs a 37°C, se preparé una
suspension bacteriana ajustada a una concentracion de 0.5 de Mac Farland (MF) en 1.8 ml

de solucion salina al 0.85%. Con un hisopo se realizé la siembra masiva de la suspensién
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sobre una placa de agar Mueller-Hinton (MH), se colocaron diferentes sensidiscos (Becton
Dickinson, MD, EU) de los agentes antimicrobianos probados y se incubd durante 24 hrs a
37°C. Posteriormente, se registro e interpretd la lectura de los halos de inhibicion alrededor

del disco.

Los agentes antimicrobianos que se probaron por este método fueron los siguientes:
cefpodoxima, (CPD, 10 png), estreptomicina (STP, 10 ng), kanamicina (KAN, 30 ug) vy
sulfonamida (SUL, 300 pg).

4.2.2 Método de CMI por el Sistema Vitek Jr. 60

Con este método se determina la susceptibilidad antimicrobiana de bacilos Gram negativos.
Consta de la tarjeta GNI, con la que se identifica el microorganismo, y las tarjetas GNS-122 y

GNS-127 que tienen una serie de diluciones de agentes antimicrobianos.

A partir de un cultivo en agar MC incubado por 24 hrs a 37°C, se prepard una suspension
bacteriana ajustada a una concentracién de 1.0 de MF en 1.8 ml de solucion salina al 0.45%
con la que se inoculd la tarjeta GNI. Posteriormente se tomaron 50 pl de la suspension y se
pasaron a un tubo que contenia 1.8 ml de solucion salina al 0.45%, este procedimiento se
realizo por duplicado para inocular las tarjetas GNS-122 y GNS-127. Finalmente, las tarjetas
fueron llenadas al vacio, selladas e introducidas en el Sistema Vitek Jr. 60 e incubadas por

24 hrs para obtener el reporte de los resultados.

Los agentes antimicrobianos considerados para la determinacion del perfil de susceptibilidad
por este sistema fueron: acido nalidixico, NAL; amoxicilina/clavulanato, ACA; ampicilina,
AMP; aztreonam, AZT; cefalotina, CEF; cefepima, CPM; cefotaxima, CTX; cefotetan, CTT,;
cefoxitina, FOX; ceftazidima, CAZ; ceftriaxona, CRO; cloranfenicol, CHL; gentamicina, GEN;

imipenem, IMP; tetraciclina, TET y trimetoprima-sulfametoxazol, SXT.
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4.2.3 Determinacion de la CMI por prueba E

A partir de un cultivo puro en agar MC incubado por 24 hrs a 37°C, se preparé una
suspension bacteriana ajustada a una concentraciéon de 0.5 de MF en 1.8 ml de solucion
salina al 0.85%. Con un hisopo se realizé la siembra masiva de la suspension sobre una
placa de agar MH, se coloco la tira E de ciprofloxacino (AB Biodisk, MD, EU) y la placa se
incubd durante 24 hrs a 37°C. La lectura de la CMI en la tira E se realizé donde la elipse de

inhibicidon formada intersecta la tira.

4.3 Identificacion fenotipica de B-lactamasas AmpC

4.3.1 Ensayo en 3D con extracto bacteriano

De una suspension bacteriana equivalente a 0.5 de MF se tomaron 50 pl y se agregaron a 12
ml de caldo de Soya Tripticaseina (ST), incubandose por 4 hrs a 37°C. Al término de este
tiempo el crecimiento celular se concentr6 por centrifugacion, desechandose la mayor
cantidad del sobrenadante hasta que el paquete celular se resuspendiera en
aproximadamente 1 ml de ST. Posteriormente, las células fueron lisadas por 5 ciclos de

congelacion—descongelacion, para permitir la liberacién de la enzima B-lactamasa.

Sobre la superficie de una placa de agar MH, con un hisopo se realiz6 la siembra masiva de
un extendido de una suspension de E. coli ATCC 25922, cepa susceptible a FOX, ajustada a
0.5 de MF en 1.8 ml de solucién salina al 0.85%, y se colocé sobre el agar un disco de 30 ug
de FOX; con un bisturi estéril se realizé una hendidura en el agar a una distancia de 5 mm
del disco en direccidon radial hacia fuera y se colocaron en ella 30 ul del lisado celular, el
medio se incubd por 24 hrs a 37°C. La distorsion del halo de inhibicion justamente en la

interseccidn de la incision inoculada, se interpreté como un resultado positivo.
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4.3.2 Ensayos de sinergismo y potenciacion con AFB

4.3.2.1 Antibiéticos y AFB

Para realizar estos ensayos se utilizaron discos con 30 ug de FOX, CTT, CTX y CAZ, y
discos sin antibidtico. Se prepararon ademas discos que contenian una concentracién final
de 300 ul de acido de AFB, disolviendo 120 ug de AFB en 6 ml de agua destilada estéril, 20
ul de esta solucién se agregaron a los discos de FOX, CTT, CTX, CAZ y a discos blancos
sin antibidtico; una vez secos, los discos se guardaron en viales protegidos de la luz y se

almacenaron a -20°C hasta su uso.

4.3.2.2 Cepas

A partir de un cultivo de 24 hrs a 37°C en agar MC de cada cepa a probar, se prepard una
suspension ajustada a 0.5 de MF en 1.8 ml de solucién salina al 0.85% y se distribuyo

uniformemente con un hisopo sobre placas de agar MH.

4.3.2.3 Ensayo de sinergismo

En el centro de la placa inoculada se colocd un disco sin antibiético con AFB y a una

distancia de 18 mm se colocaron los discos con antibiético.

Las placas se incubaron a 37°C durante 24 hrs y se observo la forma de los halos de
inhibicién. La deformacién del halo de inhibicion de crecimiento alrededor de los discos de
FOX, CTT, CAZ y CTX hacia el disco con AFB es indicativa de la produccion de una enzima

B-lactamasa clase C.

4.3.2.4 Ensayo de potenciaciéon

En este caso, los discos se colocaron en pares, en un extremo el disco sélo con el antibidtico

y a una distancia de 30 mm, el disco conteniendo el antibiético mas el AFB.
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Las placas se incubaron durante 24 hrs a 37°C y se compararon los diametros de las zonas
de inhibicion alrededor de los discos. ElI fendmeno de potenciacién se observa si aumenta el
didmetro de la zona de inhibicion del crecimiento (mayor o igual a 5 mm) alrededor de los
discos de FOX, CTT, CAZ y CTX en combinacién con AFB.

4.4 Identificacion genotipica de B-lactamasas AmpC por PCRm

4.4.1 Extraccion del ADN bacteriano

A partir de un cultivo de 24 hrs a 37°C en agar ST, una cuarta parte de una colonia se
suspendio en 150 pl de una solucién de Chelex al 7.5% (BioRad Chelex 100 Resin), la cual
es una resina que nos permite obtener el ADN puro mediante la repulsion de cargas entre
ésta y el ADN bacteriano, ya que ambos presentan la misma carga negativa. Esta
preparacion se colocd en un termociclador (Perkin Elmer, DNA Termal Cycler), donde las
células fueron lisadas por calentamiento a 100°C durante 10 min. La suspensiéon fue
centrifugada a 12,000 rpm durante 10 min para precipitar la resina unida a los componentes
bacterianos no deseados. Del sobrenadante se tomaron 2 ul del ADN bacteriano para la

amplificacion.

4.4.2 Ensayo de PCRm

La amplificacién de los genes ampC se llevé a cabo de acuerdo al protocolo descrito por
Pérez-Pérez et al.?® Los iniciadores usados para la amplificacion de PCR se enlistan en la
tabla 2. La mezcla de PCR contenia: 20 mM Tris-HCI (pH 8.4); 50 mM KCI; 0.5 mM de
dNTPs; 1.5 mM MgCly; 0.6 uM de los iniciadores MOXMF, MOXMR, CITMF, CITMR, DHAMF
y DHAMR; 0.5 uM de los iniciadores ACCMF, ACCMR, EBCMF, EBCMR; 0.4 uM de los
iniciadores FOXMF y FOXMR; y 1.25 U de Tag AmpliTaqg ADN polimerasa. 2 ul del ADN
extraido se adicion6 a 48 ul de la mezcla de PCR y se agregaron unas gotas de aceite

mineral.

El programa de PCR consistié de un paso inicial de desnaturalizacion a 94°C de 3 min,

seguido por 25 ciclos de desnaturalizacién del ADN a 94°C por 30 seg, alineacién a 64°C por
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30 seg, y un paso final de extension a 72°C por 1 min. Después del ultimo ciclo, se agrego un
paso final de extension a 72°C durante 7 min. Alicuotas de 10 ul del producto de PCR se
analizaron por electroforesis convencional en un gel de agarosa al 1% en amortiguador Tris-
Borato-EDTA (TBE) 0.5x con 2.5 pl de bromuro de etidio, corriéndose a 70 V durante 1.5 hrs.

Controles: como control positivo se utilizé una cepa de C. freundii ATCC 8090, y como

control negativo una cepa de E. coli ATCC 25922.

TABLA 2. Secuencia de los iniciadores usados para amplificacion de los genes ampC.

Tamaio del fragmento
Iniciador Secuencia(5’a 3’) amplificado
(pares de bases)

MOXMF GCT GCT CAA GGA GCA CAG GAT 520
MOXMR CAC ATT GAC ATAGGT GTGGTG C

CITMF TGG CCA GAA CTG ACA GGC AAA 462
CITMR TTT CTC CTG AAC GTG GCT GGC

DHAMF AACTTT CACAGGTGTGCT GGG T 405
DHAMR CCG TAC GCATACTGG CTTTGC

ACCMF AAC AGC CTC AGC AGC CGG TTA 346
ACCMR TTC GCC GCA ATC ATC CCT AGC

EBCMF TCG GTAAAG CCGATGTTG CGG 302
EBCMR CTT CCACTG CGG CTG CCAGTT

FOXMF AAC ATG GGG TAT CAG GGA GAT G 190
FOXMR CAA AGC GCG TAA CCG GAT TGG

4.4.3 Secuenciacion del producto de PCR

Para el proceso de secuenciacion, el producto de PCR fue purificado usando el High Pure
PCR Product Purification Kit (Roche, Indianapolis, USA). La secuenciacion del ADN se

realizé6 con el programa de Autoanalysis and Sequencing Analysis en el equipo Genetic
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Analyzer 3130X (Applied Biosystems, Hitachi). Las secuencias de ADN fueron examinadas

con la base de datos del GenBank (http://www.ncbi.nIm.nih.gov/Entrez/).
4.6 Electroforesis de campos pulsados

Una vez confirmada la presencia de los genes ampC, 9 de 10 de los aislados positivos de
Salmonella fueron comparados por electroforesis de campos pulsados (PFGE, por sus siglas
en inglés) para determinar su relacién genética, mediante la comparacién de los fragmentos
de ADN obtenidos por el corte con la enzima de restriccion Xbal. La PFGE fue desarrollada

de acuerdo al protocolo estandar disefiado por el CDC de Estados Unidos,*® como sigue:

1. Preparacion de la suspension celular: a partir de un cultivo de la cepa en agar ST incubado
18 hrs a 37°C, se preparé una suspension bacteriana con una concentracién de 15% de

transmitancia en amortiguador de suspension celular (100 mM Tris:100 mM EDTA, pH 8.0).

2. Preparacion de los bloques de agarosa: a 200 ul de la suspensién bacteriana se agregaron
10 pl de Proteinasa K (20mg/ml) y 200 pl de agarosa al 1%:SDS al 1%; se homogenizé, se

dispenso por las paredes de los moldes y se les dejo solidificar en refrigeraciéon por 10 min.

3. Lisis celular: los bloques de agarosa se desmoldearon y sumergieron en la solucion de lisis
celular con 0.1mg/ml de Proteinasa K, 50 mM Tris:50 mM EDTA pH 8.0, 1% Sarcosil, durante
2 hrs a 54°C.

4. Lavado de los bloques de agarosa: se removid la solucion de lisis en la cual se
sumergieron los bloques; los primeros dos lavados consistieron en agregar 1 ml de agua
estéril precalentada e incubarlos a 50°C durante 15 min y posteriormente agregar 1 ml de
amortiguador TE (10mM Tris:1Mm EDTA, pH 8.0) precalentado e incubar a 50°C durante 15

min tres veces mas.
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5. Paso de pre-restriccion: el bloque se removié del amortiguador TE y se transfirié a un
nuevo tubo con 200 ul de amortiguador H 10x, diluido 1:10 con agua desionizada estéril, se

incubd a 37°C durante 10 min y después se removio el amortiguador H.

6. Paso de restriccion (corte enzimatico): a los bloques se les agregé 200 pl de la solucién
enzimatica que contenia: 175 pl de agua desionizada estéril, 20 pl de amortiguador H 10x, y
5 pl de la enzima de restriccion Xbal (10 U/ul, Promega Corp., Madison, WI) y se incubaron
durante 2 hrs a 37°C.

Los fragmentos digeridos fueron resueltos por electroforesis en un gel de agarosa al 1% en
0.5x de amortiguador TBE, usando el equipo CHEF-DR Il (Contour-Clamped Homogeneous
Electric Fields, Laboratorio BioRad) corriéndose a 6V con una rampa lineal de 2.2 a 54.2 seg
durante 19 hrs. El gel se mantuvo a una temperatura de 14°C durante la corrida y se tifid con
bromuro de etidio. Los patrones electroforéticos de bandas fueron analizados con el
programa GelCompar |l version 3.0 (Applied Maths, Inc., Austin, TX) y comparados con el

coeficiente Dice con 1% de tolerancia.
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Resultados

5.1 Cepas bacterianas

Se identificaron 24 distintos serotipos en las 52 cepas de Salmonella de los cuales los mas
frecuentes fueron: 10 S. Typhimurium (19.2%), 10 S. Enteritidis (19.2%), 5 S. Agona (9.6%)
y 3 S. Newport (5.8%), mientras que el restante 46.2% correspondié a 20 serotipos menos

comunes.

5.2 Pruebas de Susceptibilidad antimicrobiana

Como se muestra en la Tabla 3, los antibidticos a los cuales los aislados de diversos
serotipos de Salmonella mostraron mayor resistencia fueron: tetraciclina (75%),
estreptomicina (65.4%), sulfonamida (42.3%) y en menor porcentaje a cloranfenicol (34.6%) y
ampicilina (25%). Todos los aislados fueron susceptibles a cefotetan, cefepima e imipenem.
La R-CEE y a cefoxitina fue del 19.2%, observandose a partir de 2003 y persistié en los afios
2004, 2005 y 2007.

El 50% de los aislados de S. Typhimurium y los tres aislados de S. Newport fueron R-CEE,
asi como los aislados unicos de S. Tumodi y S. Reading. Ninguno de los aislados
pertenecientes a los serotipos Enteritidis y Agona fueron R-CEE. El fenotipo de R-CEE de los

10 aislados nos permitio identificar la produccidn de B-lactamasas de tipo AmpC.
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Tabla 3. Susceptibilidad antimicrobiana en las 52 cepas de Salmonella aisladas de especimenes fecales en la Ciudad de México, 2002 a 2007.

Ano de aislamiento, No. Aislados resistentes (%)

Agente antimicrobiano Punto de corte Total
(ug/ml) 2002 2003 2004 2005 2006 2007 ota
n=8 n=15 n=9 n=4 n=3 n=14
Cloranfenicol >=32 1(25) 6(40) 3(37.5) 1(25) 1(33.3) 6(42.9) 18(34.6)
Tetraciclina >=16 6(75) 10(66.7) 7(87.5) 3(75) 3(100) 13(92.9) 39(75)
Trimetroprima-sulfametoxazol >=4/76 0 2(13.3) 1(12.5) 1(25) 2(66.7) 4(28.6) 10(19.2)
Kanamicina <=13 0 0 1(12.5) 0 0 0 1(1.9)
Estreptomicina <=11 6(75) 9(60) 6(75) 3(75) 2(66.7) 8(57.1) 34(65.4)
Gentamicina >=16 0 3(20) 1(12.5) 1(25) 2(66.7) 1(7.1) 8(15.4)
Penicilinas
Amoxicilina/clavulanato >=32 1(12.5) 5(33.3) 4(50) 1(25) 1(33.3) 6(42.9) 18(34.6)
Ampicilina >=32 1(12.5) 3(33.3) 2(25) 1(25) 2(66.7) 4(25.6) 13(25)
Monobactamas
Aztreonam >=32 0 1(6.7) 0 0 0 0 1(1.9)
Carbapenemes
Imipenem >=16 0 0 0 0 0 0 0(0,0)
Cefalosporinas
1a. Gen Cefalotina >=32 0 4(26.7) 2(25) 1(25) 0 3(21.4) 10(19.2)
2a. Gen  Cefotetan >=64 0 0 0 0 0 0(0,0) 0(0,0)
Cefoxitina >=32 0 4(26,7) 2(25) 1(25) 0 3(21.4) 10(19.2)
3a. Gen Ceftazidima >=32 0 4(26,7) 2(25) 1(25) 0 3(21.4) 10(19.2)
Ceftriaxona >=64 0 3(20) 1(12.5) 0 0 3(21.4) 7(13.2)
Cepodoxima >=32 0 4(26,7) 2(25) 1(25) 0 3(21.4) 10(19.2)
Cefotaxima >=64 0 2(13.3) 0 1(25) 0 1(7.1) 4(7.7)
4a. Gen Cefepima >=32 0 0 0 0 0 0 0(0,0)
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En la Tabla 4 se muestran los perfiles de multi-resistencia que prevalecieron durante el
estudio. Del total de 52 aislados de Salmonella, 7.7% presentaron susceptibilidad total al
panel de agentes antimicrobianos probados en contraste con el 25 % de los aislados que
presentaron resistencia debido a uno o dos antimicrobianos entre los que se encontraron:
estreptomicina, sulfonamida y tetraciclina. El 13.4% de los aislados de Salmonella presenté
ademas resistencia a ampicilina, cloranfenicol o trimetroprima-sulfametoxazol. Los aislados
que presentaron resistencia igual o mayor de 8 antimicrobianos, presentaron resistencia a
ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina, sulfonamida, tetraciclina, amoxicilina/clavulanato,
cefoxitina, y cefpodoxima. Este fenotipo de resistencia denominado MR-AmpC se observo en

el 19.2% de los aislados.

Tabla 4. Perfiles de multi-resistencia a antimicrobianos entre cepas de Salmonella spp.

aisladas en el periodo 2002 a 2007

Antimicrobianos  Aislados resistentes (%)

Ninguno 4(7,7)

1 13 (25)

2 13 (25)

3 5(9,6)
>=4 7 (13,4)°
>=8 10 (19,2)°

@ Del total de 7 aislados, 5 presentaron susceptibilidad intermedia a amoxicilina-clavulanato
® Cepas con el perfil de resistencia MR-AmpC: ACSSuT, a CEE y a cefoxitina.

Algunos de los aislados con fenotipo de resistencia MR-AmpC presentaron ademas
resistencia a gentamicina (60%) y trimetoprima-sulfametoxazol (50%), kanamicina (30.0%) y
aztreonam (10%). Adicionalmente, 5 (50%) de estos aislados presentaron SR-FQ, es decir,
resistecia a acido nalidixico y el valor de la CMI entre 0.125 a 1 pg/ml a ciprofloxacina. En la

Tabla 2 se muestra la comparaciéon de los patrones de resistencia.

En la Tabla 5 se muestran los valores de CMI de los antibiéticos probados para los 10

aislados con fenotipo de resistencia MR-AmpC.
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Tabla 5. Concentracién minima inhibitoria de diferentes antibiéticos, incluyendo B-lactamicos y quinolonas, en los aislados de Salmonella productores de
B-lactamasas CMY-2.

Concentracion Minima Inhibitoria (ug/mL)?

ID Serotipo Origen® Ao

AMP CHL GEN KAN STR SXT TET ACA CEF FOX CTT CTX CAZ CRO CPD CPM AZT NAL° CIP°® IMP
6559 S. Newport H 2003 256 >256 128 S R <10 128 >32 >256 >256 <16 256 256 256 R <4 48 4 0.012 <4
6590 S. Newport H 2003 >256 >256 4 S R <10 256 >32 >256 256 <16 32 64 64 R <4 6 128 0,19 <4
6851 S. Typhimurium A 2003 256 >256 256 S R >320 128 >32 >256 128 <16 32 256 32 R <4 4 >256 0,125 <4
6864 S. Tumodi A 2003 >256 >256 256 S R <10 256 >32 >256 >256 <16 64 128 64 R <4 6 >256 0,19 <4
7600 S. Reading H 2004 256 256 0.5 R R <10 128 >32 >256 >256 <16 32 128 64 R <4 16 4 0,023 <4
8379  S. Typhimurium A 2004 256 256 128 S R >320 128 >32 >256 256 <16 16 64 32 R <4 6 >256 0,19 <4
8820 S. Typhimurium A 2005 >256 >256 128 S R >320 128 >32 >256 48 <16 16 32 64 R <4 4 16 0.047 <4
10790 S. Typhimurium A 2007 >256 >256 8 S R >320 256 >32 >256 128 <16 32 128 64 R <4 4 16 0,064 <4
10877 S. Typhimurium A 2007 256 >256 128 R R >320 128 >32 >256 256 <16 64 128 64 R <4 8 128 0,125 <4
61 S. Newport A 2007 256 256 1 R R <10 128 >32 >256 256 <16 32 128 64 R <4 16 8 0,012 <4

@ Antibiéticos determinados por microdilucion en caldo: AMP, Ampicilina; CHL, cloranfenicol; GEN, gentamicina; SXT, trimetoprima-sulfametoxazol; TET, tetraciclina; ACA, amoxicilina-clavulanato; CEF, cefalotina; FOX,

cefoxitina; CTT, cefotetan; CRO, ceftriaxona; CAZ, ceftazidima; CTX, cefotaxima; CPM, cefepime; AZT, aztreonam; NAL, acido nalidixico e IMP, imipenem. Pruebas de susceptibilidad antimicrobiana por Kirby-Bauer
(concentracion del sensidisco) para: KAN, kanamicina (30ug); STR, estreptomicina (10ug); CPD, cefpodoxima (10ug). S, sensible; R, resistente. Prueba E sélo se llevo a cabo para: CIP, ciprofloxacino

® Determinacion de susceptibilidad reducida a fluoroquinolonas: NAL, resistente y CIP (0.125 a 1 ug/ml)

c Origen del aislado: A, paciente ambulatorio; H, paciente hospitalizado.
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5.3 Identificacion fenotipica de B-lactamasas AmpC

Los ensayos de tercera dimensidn, potenciacion y sinergismo con AFB se realizaron en las
cepas que mostraron el fenotipo de resistencia a FOX. Las 10 cepas de Salmonella que

presentaron esta caracteristica dieron reacciones positivas para estos ensayos.

En la figura 1 se muestra el ensayo de tercera dimension. La flecha indica la distorsion en la
zona de inhibicion de un resultado positivo para las cepas de Salmonella 7600, 6590 y 8379.
El control negativo fue la cepa E. coli ATTCC 25922.

Fig. 1 Ensayo en tercera dimension.
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En la figura 2 se muestra la prueba de potenciacién para Salmonella 7600. Se observa el
aumento del halo de inhibicion en el disco de FOX 'y CTT mas AFB indicando la presencia de

una cepa productora de AmpC.

Fig. 2 Ensayo de potenciacién con AFB

En la figura 3 se muestra la prueba de sinergismo para Salmonella 7600. Se observa un
alargamiento del halo en los sensidiscos de CTX, CAZ y CTT hacia el disco con 300 ug de

AFB, excepto para FOX, debido a la inexistencia de un halo de inhibicién dada por la

resistencia total a esta cefalosporina.

Fig. 3 Ensayo de sinergismo con AFB
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5.4 Identificaciéon genotipica de B-lactamasas AmpC por PCRm

En los ensayos de PCRm, en todas las cepas de Salmonella R-CEE se amplificé un
fragmento de 462 pb que corresponde a la familia CIT de las B-lactamasas clase C mediadas

por plasmido. En la Figura 4 se observa el producto de PCR de 9 de las cepas con R-CEE.

M (1 2 3 4 5 6 7 8 9 ()
2000 —p —

1000

|

—

500 . - —— D S— G S S S — <«— 462pD
400 .
300
200
100

Viiiy

Figura 4. Productos de PCR muiltiple separados en gel de agarosa al 1%. M: marcador XIV (Roche Diagnostics) de 100 pb; (+), control
positivo, CIT, gen cromosomal ampC de C. freundii ATCC 8090; carril 1, S. Newport 6559; carril 2, S. Typhimurium 6851; carril 3,
S. Newport 6590; carril 4, S. Tumodi 6864; carril 5, S. Reading 7600; carril 6, S. Typhimurium 8379; carril 7, S. Typhimurium 10790; carril 8,
S. Typhimurium 10877; carril 9, S. Newport C61;(-), control negativo, E. coli ATCC 25922.

Al someter la secuencia de este fragmento a la base de datos del GenBank se identifico el
gen blacuy2 que codifica para la cefalosporinasa CMY-2. El alineamiento mostré una

homologia del 100% para este gen.

5.5 Electroforesis de campos pulsados

Nueve cepas de Salmonella productoras de B-lactamasas AmpC fueron analizadas mediante
esta técnica. En la Figura 5 se muestran los patrones electroforéticos de bandas obtenidos
de cada cepa, asi como la descripcion del afio de su aislamiento y perfil de multi-resistencia.
Se identificaron patrones de PFGE distintos en todos los aislados, lo cual indica que no

existe relacion clonal entre ellos.
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Dice (Opt:1.00%) (Tol 1.0%-1.0%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-
PFGE PFGE

Figura 5. Patrones de PFGE de 9 aislados de Salmonella productores de B-lactamasa CMY-2.
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Discusion

Los resultados presentados en este estudio demuestran que la resistencia a cefalosporinas
de espectro extendido se debe a la producciéon de enzimas [B-lactamasas CMY-2 en
diferentes serotipos de Salmonella aislados durante 2002 a 2007 en el INCMNSZ de la
Ciudad de México. El 19.2% de todos los aislados de Salmonella portaron el gen blacuy-2.
Nuestros datos son semejantes a lo publicado por Zaidi et al,*® quienes en el 2007 realizaron
el primer reporte del gen CMY-2 en México,*® y encontraron que el 15.9% de todas las
Salmonellas spp. aisladas de muestras fecales de nifios con diarrea y asintomaticos, en un
estudio multicéntrico representando 4 regiones de México de 2002 a 2005, poseen la enzima
B-lactamasa CMY-2 mediada por plasmidos. Resulta interesante que estos porcentajes en
México son notablemente mayores a los reportados en estudios de vigilancia llevados a cabo
en Europa (0.1 a 1%)* y Estados Unidos (0.19% a 3.2%),***' lo cual, nos sugiere que el gen

blacuy-2 ha tenido una rapida diseminacion en los ultimos afios en nuestro pais.

A pesar de que el numero de cepas de Salmonella (52) aisladas durante este periodo fue
pequefo, nuestro trabajo muestra hallazgos interesantes. Encontramos que el 50% de los
aislados de S. Typhimurium, uno de los serotipos mas frecuentes, fueron productores de [3-
lactamasa tipo AmpC. Este porcentaje es similar al reportado en la Peninsula de Yucatan®®
que es de 53.8%, una zona en la que el porcentaje de cepas productoras de B-lactamasas
AmpC fue superior al de las otras 3 regiones de México, y donde los nifios fueron la principal
poblacion afectada. Por otro lado, este serotipo, reconocido mundialmente como el de mayor
prevalencia, generalmente presenta un perfil de resistencia tipico a agentes antimicrobianos
de uso comun y conocido como ACSSuT o MR. Todos los serovar Typhimurium que portan

CMY-2 mostraron este patron de resistencia.

Al igual que Typhimurium, el serovar Newport ha mostrado MR a agentes antimicrobianos de
uso comun. La presencia de S. Newport MR-AmpC en nuestro medio es preocupante, dado
que este serovar ha sido identificado como el agente causal de casos esporadicos'? y brotes
por consumo de tomate.'® Asi mismo, diversos estudios en Estados Unidos,?*" han

encontrado que el principal factor de riesgo para adquirir una infeccién por cepas de
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S. Newport multi-resistentes, es el consumo de alimentos de origen animal, principalmente

de ganado, contaminados con estas cepas.

Los otros serovares unicos de Salmonella que mostraron la presencia de [B-lactamasas
AmpC fueron Reading y Tumodi, siendo, para nuestro conocimiento, la primera vez que se

detecta una enzima del tipo AmpC en este ultimo serovar.

Algunos aislados con el fenotipo MR-AmpC exhibieron multi-resistencia a agentes
antimicrobianos incluyendo gentamicina, trimetoprima-sulfametoxazol y kanamicina.
Diferentes estudios han reportado que la multi-resistencia antimicrobiana asociada al gen
blacuy-2, se debe a la transferencia simultanea de otros determinantes de resistencia cuando
el gen blacwy es movilizado en los plasmidos.'#%4° Debido a lo anterior, las cepas
multi-resistentes, que son mas virulentas, pueden producir desde infecciones sistémicas

severas hasta la muerte en comparacion con cepas susceptibles.?!

En contraste, los aislados de S. Enteritidis (19.2%, 10/52) mostraron susceptibilidad a la gran
mayoria de los agentes antimicrobianos incluyendo CEE. La incidencia de B-lactamasas de
tipo CMY-2 en este serotipo ha sido reportada como nula.*” Sin embargo, la alta prevalencia
en la que se aisla este serotipo debe ser tomada en cuenta ya que se le ha relacionado con

un elevado potencial de invasividad.?

Los nifios son la poblacion mas afectada por la emergencia de cepas productoras de
B-lactamasas AmpC que hidrolizan ceftriaxona, una cefalosporina que es de amplio uso en
esta poblacién, lo que conlleva al empleo de fluoroquinolonas, alternativas terapéuticas que
no son recomendadas para este grupo de edad debido a los posibles efectos adversos que
producen. Como lo demuestran nuestros resultados, en los 10 aislados que presentaron R-
CEE, el 50% presentaron SR-FQ. Aunque el fendmeno de co-resistencia a CEE y FQ fue

considerado raro en la ultima década,'®*

nuestros datos apoyan la emergencia de esta
combinacion de resistencia entre cepas de Salmonella no-Typhi y nos deben motivar a
estudiar los factores ligados a la adquisicibn de esta co-resistencia en especies de

Salmonella, para evitar asi, fallas al tratamiento.
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La falta de métodos que detecten B-lactamasas AmpC en los laboratorios de microbiologia
clinica, es el principal factor que contribuye al desconocimiento de la prevalencia del gen
blacuy-2 en Salmonella en nuestro pais. Este estudio muestra que la deteccion fenotipica
puede realizarse empleando el acido 3-aminofenilborénico con varias CEE en los ensayos de
potenciacion y sinergismo, como lo han recomendado diversos autores.”*® Estos ensayos, a
diferencia del ensayo de tercera dimension con extractos bacterianos, son facilmente
interpretables y menos laboriosos. Sin embargo, en la deteccion fenotipica de
cefalosporinasas AmpC debe considerarse que otras clases de [B-lactamasas pueden
coexistir en los aislados sin poder ser facilmente diferenciadas por pruebas fenotipicas, como
lo han reportado diversos estudios.*?*® Debido a lo anterior, la confirmacién fenotipica de
B-lactamasas debe realizarse con reserva debido a la importancia que implica para la

adecuada eleccion de la terapia antimicrobiana y el control de la infeccién.

Nueve de los diez aislados de Salmonella AmpC fueron distinguibles por sus patrones de
PFGE, demostrando que no representan la diseminacion epidémica de una clona, sino la
diseminacion horizontal de un determinante de resistencia, el cual esta presente en

plasmidos transferibles.*

Debido a la rapidez con la que el gen blacuy-2 puede diseminarse en nuestro medio, es
necesario establecer métodos estandarizados para la busqueda rutinaria de (-lactamasas
AmpC en los laboratorios clinicos, asi como implementar medidas de vigilancia del uso de
antibioticos en la comunidad y en instituciones médicas, lo que contribuiria a prevenir y

controlar la seleccion de cepas resistentes.
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Conclusiones

La R-CEE en cepas de Salmonella aisladas en nuestro medio se debe a la
presencia de la B-lactamasa CMY-2 de tipo AmpC mediada por plasmido, con

mayor prevalencia en los serotipos Typhimurium y Newport.

La resistencia mediada por el gen blacuy-2 encontrada en las cepas de Salmonella
aisladas en nuestro hospital, es superior a la reportada en estudios de vigilancia de
Estados Unidos y Europa.

La presencia de las B-lactamasas CMY-2 en los aislados bacterianos puede
detectarse en los laboratorios de microbiologia clinica mediante la implementacion

de ensayos fenotipicos empleando acido borénico.

La diseminacion del gen de resistencia blacyy.2 Nno se debe a la diseminacion de

una clona multi-resistente.

En nuestros aislados se presentd la emergencia de cepas que presentaron R-CEE
y SR-FQ, por lo que es importante el estudio de la adquisicibn de esta co-

resistencia.
La R-CEE y SR-FQ que presentan las cepas de Salmonella en nuestro medio

reduce la eficacia de dos agentes antimicrobianos ampliamente usados para el

tratamiento de la salmonelosis invasiva.
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