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Deteccion de fenotipos de resistencia ACCSuT, BLEE y AmpC
en Cepas de Salmonella enterica aisladas de
infecciones en animales

DETECTION OF ACCSUT, BLEE AND AMPC RESISTANCE PHENOTYPES IN SALMONELLA
ENTERICA STRAINS ISOLATED FROM INFECTIONS IN ANIMALS

David Centeno S.!?, Guillermo Salvatierra R.!, Sonia Calle E.!

RESUMEN

El objetivo del estudio fue detectar la presencia de perfiles de resistencia, BLEE
(Betalactamasas de Espectro Extendido), AmpC (Betalactamasas AmpC) y fenotipo
ACSSuT (resistencia a oxitetraciclina, ampicilina, estreptomicina, sulfatrimetropim y
cloranfenicol) en aislados de Sa/monella enterica mediante el uso de la técnica de Kirby
Bauer. Se utilizaron 50 aislados de Salmonella enterica identificados segiin norma ISO:
6579 (2002) provenientes del cepario del Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Se trabajé con 20
antibidticos de relevancia en medicina humana y veterinaria. E1 96% (48/50) de los aisla-
dos fueron resistentes a por lo menos un antibiotico. Las frecuencias mas altas de resis-
tencia se presentaron al cloranfenicol (94%), tobramicina (72%) y oxitetraciclina (49%).
Se observaron porcentajes de resistencia bajos en aztreonam (5%), cefalosporinas (2-
7%, sulfatrimetoprin (4%) y gentamicina (2%), resistencia intermedia a ciprofloxacino
(4%) y una alta sensibilidad (100%) para amikacina. E1 2% de los aislados present6 el
fenotipo de resistencia BLEE, 2% el de betalactamasas tipo AmpC y 2% el fenotipo
ACSSuT. Los resultados encontrados resaltan la importancia de la informacién generada
por las pruebas de sensibilidad y su uso fundamental en la vigilancia y la deteccion de
patrones de resistencia en Salmonella.
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Deteccion de fenotipos de resistencia en cepas de Salmonella enterica

The aim of this study was to detect the presence of resistance profiles, ESBL (Exten-
ded Spectrum Betalactamases), AmpC (AmpC Betalactamases) and ACSSuT phenotype
(resistance to oxytetracycline, ampicillin, streptomycin, sulfatrimetropim, and
chloramphenicol) in Salmonella enterica isolates by using the Kirby Bauer technique.
Fifty isolates of Salmonella enterica identified according to ISO standard: 6579 (2002)
were taken from the Laboratory of Microbiology of the Faculty of Veterinary Medicine of
the National University of San Marcos. Twenty antibiotics of relevance in human and
veterinary medicine were used. The results showed that 96% (48/50) of the isolates were
resistant to at least one antibiotic. The highest frequencies of resistance were presented
to chloramphenicol (94%), tobramycin (72%) and oxytetracycline (49%). Low resistance
was observed in aztreonam (5%), cephalosporins (2-7%), sulfatrimethoprin (4%) and
gentamicin (2%), intermediate resistance to ciprofloxacin (4%) and a high sensitivity
(100%) to amikacin. In addition, 2% of the isolates presented the BLEE resistance
phenotype, 2% the AmpC type beta-lactamases and 2% the ACSSuT phenotype. The
results highlight the importance of the information generated by the sensitivity tests and
their fundamental use in the monitoring and detection of resistance patterns in Sa/monella.
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INTRODUCCION

La salmonelosis es una zoonosis de dis-
tribucion mundial (Terragno et al., 2007) y
una de las causas mas importantes de
gastroenteritis en el humano, asociada al con-
sumo de productos carnicos (Baptista et al.,
2009). Usualmente, las infecciones
gastroentéricas cursan con una gastroenteritis
autolimitante. No obstante, es preocupante
el incremento de aislados de Salmonella
enterica resistentes a los antibioticos utiliza-
dos para el tratamiento (Terragno et al., 2007;
Guerri et al., 2004; De Toro et al., 2011).

La aparicion y propagacion de cepas de
Salmonella spp con fenotipo multidro-
gorresistente ACCSuT (resistencia a a-
lactamicos, aminoglucosidos, fenicoles,
tetraciclinas y sulfamidas) o capaces de pro-
ducir a-lactamasas se reportan globalmente,
pues confieren resistencia a los betalac-
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tamicos y comprometen opciones terapeu-
ticas. Existen diversos fenotipos de resisten-
cia a betalactamicos, entre los que destacan
cepas con BLEE (betalactamasas de espec-
tro extendido) y bectalactamasas tipo AmpC
(Winokur et al., 2001; Martinez y Ruiz de
Alegria, 2009). En el Perti no se cuenta con
suficiente informacion sobre fenotipos de re-
sistencia en Salmonella de origen animal
debido a la falta de estudios y dificultad téc-
nica para su deteccion (Lezameta et al.,
2010).

El objetivo del estudio fue determinar
los perfiles de resistencia y la presencia de
cepas ACCSuT, BLEE y AmpC de 50 aisla-
dos de Salmonella enterica provenientes de
diversas especies de animales domésticos.
con el fin de generar conocimientos sobre la
magnitud y distribucion de estos fenotipos y
contribuir en la vigilancia de la resistencia
antibiotica.
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MATERIALES Y METODOS

Material Experimental

Se utilizaron 50 aislados de Salmonella
enterica del cepario del Laboratorio de Mi-
crobiologia de la Facultad de Medicina Vete-
rinaria de la Universidad Nacional Mayor de
San Marcos (Lima, Pert1) durante 2015. Solo
fueron utilizados los aislados obtenidos du-
rante el periodo 2013-2015 e identificados
segiin norma ISO: 6579(2002) como criterio
de inclusion. Fueron utilizados aislados de dis-
tintas especies animales: ave 6, bovino 1,
cobayo 19 y porcino 24. En tal sentido, no
fue necesario realizar un calculo de tamafo
de muestra, debido a que el enfoque del es-
tudio fue caracterizar la resistencia antimicro-
biana de todos los aislamientos de Salmonella
que cumplan con el criterio de inclusién indi-
cado.

Reactivacion de los Aislados

Los aislados de Salmonella enterica
estaban criopreservados en viales de 1.5 ml
utilizando caldo de cultivo tripticasa de soya
(TSB) y glicerol 87%, en una proporcion
50/50. Para el estudio, cada aislado fue sem-
brado por triplicado en agar nutritivo tripticasa
de soya para su reactivacion (Sanchez y Co-
rrales, 2005).

Método Kirby Bauer

Se detecto la resistencia de los aislados
a 20 antibioticos representativos de las dis-
tintas familias, siguiendo las recomendacio-
nes del CLSI(2015). Los antibi6ticos utiliza-
dos fueron: ampicilina (10 ug), amoxicilina con
acido clavulénico (20 ug + 10 pg), cefalotina
(30 pg), ceftazidima (30 pg), cefotaxima
(30 ng), cefepima (30 pg), aztreonam (30 pg),
cefoxitina (30 pg), ceftriaxona (30 pg),
gentamicina (10 pg), tobramicina (10 pg),
neomicina (30 ug), amikacina (30 ug),
estreptomicina (10 pg), acido nalidixico (30 pg),
ciprofloxacina (5 pg), oxitetraciclina (30 ug),
cloranfenicol (30 ug), trimetoprim/
sulfametoxazol (1.25 pug + 23.75 ug) y
cloxacilina (200 ug).
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Deteccion del Fenotipo de Resistencia
ACSSuT

Se evalud el fenotipo de resistencia
ACSSuT seglin resultados. Se consider6 a
un aislado positivo si presento resistencia a
cloranfenicol, ampicilina, estreptomicina,
sulfamidas, y tetraciclina.

Deteccion Fenotipica de B-lactamasas de
Espectro Extendido (BLEE)

Se evalu6 la presencia de BLEE me-
diante la técnica de doble disco segun
EUCAST (De Toro et al., 2011). El protoco-
lo consistid en situar un disco con cefotaxima,
ceftazidima, cefepima y aztreonam a una dis-
tancia de 20-25 mm (centro a centro) de un
disco con amoxicilina-acido clavulanico. Se
examino visualmente la apariencia de las zo-
nas de inhibicion. Los resultados se interpre-
taron como positivo si se observd una am-
pliacion del halo de inhibicion o «zona fantas-
may.

Deteccion Fenotipica de p-lactamasas
tipo AmpC

Se utilizaron dos protocolos para su de-
teccion.

- Método de aproximacion de discos.
Propuesto por Sanders C y Sanders W
(1979), aplicable para B-lactamasas
AmpC inducibles. La técnica consistio
en colocar un disco de cefoxitina (anti-
biotico inductor) a una distancia de 27
mm centro-centro de un disco de
ceftazidima y ceftriaxona (antibidtico
sustrato, revelador o testigo). Los resul-
tados se interpretaron como positivos si
se observo un achatamiento del halo de
inhibicion (forma de D).

- Uso de inhibidores especificos. Se si-
tud un disco con cefotaxima y un disco
con ceftazidima a una distancia de 20-
25 mm (centro a centro) de un disco con
cloxacilina o acido borénico (Mirelis et
al., 20006). Los resultados se interpreta-
ron como positivo si se observd una
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Cuadro 1. Frecuencia de la susceptibilidad de 50 aislados de Salmonella enterica a 20

antibioticos

Antibisti Sensible Intermedio Resistente

ntibiotico a % a % a %
Acido nalidixico (AN) 25 50 6 12 19 38
Amikacina (MK) 50 100 0 0 0 0
Amoxicilina-acido
clavulanico (AMC) 39 78 0 0 1 22
Ampicilina (AM) 32 64 5 10 13 26
Aztreonam (AZ) 44 88 1 2 5 10
Cefalotina (CF) 44 88 0 0 6 12
Cefepima (FEP) 44 88 3 6 3 6
Cefotaxima (CTX) 48 96 1 2 1 2
Cefoxitina (FOX) 42 84 2 4 6 12
Ceftazidima (CAZ) 42 84 3 6 5 10
Ceftriaxona (CRO) 48 96 0 0 2 4
Ciprofloxacina (CIP) 48 96 2 4 0 0
Cloranfenicol (C) 1 2 2 4 47 94
Cloxacilina (CX) 25 50 4 8 21 42
Estreptomicina (S) 28 56 8 16 14 28
Gentamicina (G) 44 88 4 8 2 4
Neomicina (N) 25 50 5 10 20 40
Oxitetraciclina (OXT) 7 14 12 24 31 62
Sulfatrimetoprim (SXT) 42 84 4 8 4 8
Tobramicina (NN) 6 12 8 16 36 72

ampliacion del halo de inhibicion de
cefotaxima o ceftazidima en la zona
proxima al disco con cloxacilina (siner-
gia) o presencia de una «zona fantas-
may (inhibicion del crecimiento) entre las

cefalosporinas y el inhibidor.

RESULTADOS

El 96% (48/50) de los aislados fueron
resistentes a por lo menos un antibidtico. Las
frecuencias mas altas de resistencia se pre-
sentaron al cloranfenicol 94% (47/50), segui-
do por tobramicina 72% (36/50),
oxitetraciclina 62% (31/50), cloxacilina 42%
(21/50), neomicina 40% (20/50), acido
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nalidixico 38% (19/50), estreptomicina 28%
(14/50), ampicilina 26% (13/26) y amoxicilina-
acido clavulanico 22% (11/22). Por otro lado,
se observo porcentajes de resistencia bajos
en aztreonam (10%), cefalosporinas (2-12%),
sulfatrimetoprin (8%) y gentamicina (4%), asi
como una resistencia intermedia a
ciprofloxacina (4%) y una sensibilidad del
100% para amikacina (Cuadro 1).

Se detecto la presencia del fenotipo
ACSSuT enun 2% del total de aislados (1/50).
El 80% de aislados presentd fenotipo de
multidrogorresistencia (resistencia a tres o
mas antibioticos). Entre ellos, cloranfenicol-
oxitetraciclina-tobramicina, cloranfenicol-aci-
do nalidixico-tobramicina-neomicina y
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(A)

Figura 1. A. Presencia de fenotipo BLEE. Deformacion (sinergia) del halo de inhibicion de
cefalosporina (ceftazidima) en presencia de acido clavulanico (AMC: amoxicilina-
acido clavulanico, CTX: cefotaxima, CAZ: ceftazidima); B. Presencia del fenotipo
AmpC. Ampliacion del halo de inhibicion en la zona proxima a la cloxacilina (CX:
cloxacilina, CAZ: ceftazidima, CTX: cefotaxima)

cloranfenicol-acido nalidixico-oxitetraciclina-
neomicina-tobramicina.

Segutn el protocolo utilizado para detec-
cion de B-lactamasas de espectro extendido
(BLEE), el 2% (1/50) present6 un fenotipo
de resistencia compatible (Figura 1). En el
caso de las B-lactamasas AmpC se detectod
el 2% (1/50) de aislados compatibles segiin
el protocolo que incluy6 el uso de inhibidores
(Figura 2).

DiscusioN

E12% (1/50) resulto positivo al fenotipo
de resistencia ACCSuT. La presencia de este
fenotipo multidrogorresistente (cloranfenicol,
ampicilina, estreptomicina, sulfamidas, y
tetraciclina) dificulta la eleccion de tratamiento
debido a su amplio rango de resistencia. Este
fenotipo no es muy comin en Salmonella,
aunque se han observado su presencia en
29.5% de 280 aislados de Salmonella
enterica en hospitales espafioles con este
fenotipo (De Toro et al., 2013).

Entre los antibidticos mas utilizados para

el tratamiento de infecciones producidas por
Salmonella enterica figura la amoxicilina con
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acido clavulanico, cefalosporinas de tercera
generacion y fluoroquinolonas. La resisten-
cia a fluoroquinolonas resulta todavia infre-
cuente en Salmonella enterica, posiblemente
debido a que supone un alto coste energético
para la bacteria (O’Regan et al., 2010); por
lo tanto, la resistencia intermedia encontrada
en ciprofloxacino en dos aislados (4%) debe
ser observada, ya que resultados de resisten-
cia intermedia sirven como sefiales de alerta
con relacion al surgimiento de cepas resis-
tentes. Los porcentajes de resistencia de 10%
para ceftazidima, 2% para cefotaxima y 4%
para ceftriaxona no son altos, aunque resulta
preocupante el incremento de aislados de
Salmonella enterica resistentes a
cefalosporinas, antibidticos de amplio uso para
el tratamiento (De Toro et al., 2011).

El panorama de resistencia observado
para el cloranfenicol resulta previsible. El
cloranfenicol, fue una de las drogas de elec-
cion para el tratamiento de la fiebre tifoidea
debido a su bajo costo y respuesta terapettica
satisfactoria. Los resultados sefialaron resis-
tencia elevada (94%) para el cloranfenicol,
lo que demuestra que el estandar de sensibi-
lidad a este antibidtico ha cambiado con el
tiempo (Costa y Hofer, 1971; Edwards y
Howell, 1986). Esta resistencia progresiva ha
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sido descrita en México, India, Vietnam,
Tailandia, Corea y Pert, asi como para la
ceftriaxona y al acido nalidixico (Rowe et al.,
1997; Hakanen et al., 2005; Su et al., 2005;
Kumar et al., 2009).

El panorama general de resistencia en-
contrada para tobramicina (72%),
oxitetraciclina (62%), cloxacilina (42%),
neomicina (40%), acido nalidixico (38%),
estreptomicina (28%), ampicilina (26%) y
amoxicilina-acido clavulanico (22%) debe ser
observado con detenimiento, ya que los valo-
res de resistencia sirven como sefiales de aler-
ta para una mejor vigilancia con relacion al
surgimiento de cepas resistentes. El incre-
mento de Salmonella enterica multirresis-
tente a los antibidticos es un problema de
importancia clinica (De Toro et al., 2013).
Uno de los factores mas importantes que
causan esta resistencia es el uso indiscrimi-
nado de antibioticos de forma empirica y por
automedicacion, sin una investigacion para el
diagnostico adecuado de laboratorio, sea por
falta de estructura y condiciones o por
desinformacion y negligencia de parte de los
profesionales de salud en medicina humana
y veterinaria (Fernandes y Ribeiro Filho,
2000).

El 2% de los ailsados en el estudio pre-
sent6 un fenotipo de resistencia compatible a
BLEE. En un estudio en el Peru se encontrd
un 2.6% de Salmonella productora de BLEE
de un total de 235 muestras fecales prove-
nientes del Instituto Nacional del Nifio
(Colquechagua et al., 2015). La deteccion
de un aislado de Salmonella enterica com-
patible con BLEE es un importante motivo
de preocupacion de salud publica. La preva-
lencia de este tipo de B-lactamasas es muy
baja en Salmonella (0.2-7%), pero compro-
mete la eficacia del tratamiento con
cefalosporinas de tercera generacion
(Meakins et al., 2008; Pardos de la Gandara
etal.,2011).

Otro 2% de aislados presentd un

fenotipo de resistencia compatible a B-
lactamasas tipo AmpC. El hallazgo de este
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tipo de enzimas tiene relevancia clinica indis-
cutible; mas aun, cuando se han encontrado
mecanismos de resistencia asociados. Mu-
chos laboratorios no determinan la presencia
de AmpC debido, entre otras causas, a que
se requieren reactivos no disponibles de ma-
nera rutinaria en el laboratorio clinico. Es
importante recalcar que las enzimas AmpC
se asocian a fracasos terapéuticos, por lo que
es importante que se empleen métodos para
su deteccion fenotipica, haciendo una correc-
ta lectura del antibiograma (Martinez, 2009).

La aparicion de cepas de Salmonella
resistentes a los antibioticos esta relacionada
con el abuso en la aplicacion de estos agen-
tes para el tratamiento en humanos y pro-
ducciones pecuarias (WHO, 2004; De Toro,
2013). La propagacion de cepas de
Salmonella resistentes a los antimicrobianos
ha sido reconocida por la Organizacién Mun-
dial de Sanidad Animal (OIE), la Organiza-
cion de las Naciones Unidas para la Alimen-
tacion y la Agricultura (FAO), y la Organiza-
cién Mundial de Salud (OMS), como un serio
problema global de salud humana y animal
(WHO, 2004; OIE, 2008; FAO, 2017). El
desarrollo de la resistencia bacteriana a los
antimicrobianos no es un fenémeno inespe-
rado ni nuevo; sin embargo, s una situacion
problematica debido a la frecuencia con la
que nuevos fenotipos de resistencia emergen-
tes ocurren (OIE, 2008). La presion selecti-
va ejercida por factores externos, como el
mal uso, venta libre y falta de suficientes nor-
mas regulatorias del uso de antibidticos en
medicina humana, veterinaria o agricultura,
junto a los diversos mecanismos de resisten-
cia y transferencia genética que poseen las
bacterias, contribuyen considerablemente a
esta situacion.

CONCLUSIONES

e EI 80% (40/50) de aislados de
Salmonella  enterica  presentd
mutidrogorresistencia a tres o mas fa-
milias de antibioticos.
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Se identifico el fenotipo de penta-resis-
tencia ACCSuT en el 2% (1/50) de ais-
lados de Salmonella enterica.

En el 2% de aislados se detecto la pre-
sencia de betalactamasas de espectro
extendido (BLEE).

En el 2% de aislados se detecto la pre-
sencia de betalactamasas tipo AmpC.
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