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Articulo original

Caracterizacion de p-lactamasas de espectro
extendido en aislamientos clinicos colombianos de
Salmonella enterica no tifoidea de 1997 a 2022

Edna Caterin Rodriguez, Sandra Yamile Saavedra, Lucy Angeline Montafio, Diana
Patricia Sossa, Francia Patricia Correa, Jireh Alejandra Vaca, Carolina Duarte
Grupo de Microbiologia, Instituto Nacional de Salud, Bogota, D.C., Colombia

Introduccidn. Salmonella spp. es un agente patdégeno zoonotico transmitido al humano
por el agua o los alimentos contaminados. La presencia de B-lactamasas de espectro
extendido es un creciente problema para la salud publica debido a que estas enzimas
confieren resistencia contra las cefalosporinas de tercera y cuarta generacion.

Objetivo. Caracterizar las B-lactamasas de espectro extendido en aislamientos de Salmonella
spp. recibidos por el programa de vigilancia de enfermedad diarreica aguda o enfermedad
transmitida por alimentos del Grupo de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud.
Materiales y métodos. Entre enero de 1997 y junio de 2022, se recibieron 444
aislamientos de Salmonella spp. resistentes, por lo menos, a una de las cefalosporinas de
tercera generacién. El fenotipo de las B-lactamasas de espectro extendido se identificé con
la prueba de doble disco. EI ADN se extrajo por ebullicion y mediante PCR se amplificaron
los genes “2CTX-M, "aSHV y Y@ TEM.

Resultados. Todos los aislamientos fueron positivos para la prueba de 3-lactamasas

de espectro extendido. Los resultados de la amplificacién por PCR fueron: ®2CTX-M +
baTEM (n=200), ®2CTX-M (n=177), ®2SHV (n=186), ®2SHV + 2CTX-M (n=6), "2 TEM (n=13)

y baSHV + PaCTX-M + YaTEM (n=3). Del total, 26 aislamientos fueron negativos para los
genes evaluados. Los aislamientos positivos para -lactamasas de espectro extendido se
identificaron en Bogota y en 21 departamentos: Chocé, Magdalena, Meta, Bolivar, Casanare,
Cesar, Cérdoba, Quindio, Atlantico, Tolima, Cauca, Cundinamarca, Huila, Boyacd, Caldas,
Norte de Santander, Risaralda, Antioquia, Narifio, Santander y Valle del Cauca.

Conclusion. La resistencia a las cefalosporinas de tercera generacién en aislamientos

de Salmonella spp. fue generada principalmente por ®2CTX-M. El 44 % (197/444) de los
aislamientos presenté resistencia a ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol y trimetoprim-
sulfametoxazol Los serotipos portadores de B-lactamasas de espectro extendido mas
frecuentes fueron S. Typhimurium y S. Infantis.

Palabras clave: Salmonella; farmacorresistencia bacteriana; beta-lactamasas.

Characterization of extended spectrum B-lactamases in Colombian clinical isolates
of non-typhoidal Salmonella enterica between 1997 and 2022

Introduction. Salmonella spp. is a zoonotic pathogen transmitted to humans through
contaminated water or food. The presence of extended-spectrum B-lactamases is a growing
public health problem because these enzymes are resistant to third and fourth generation
cephalosporins.

Objective. To characterize extended-spectrum B-lactamases in Salmonella spp. isolates
received by the acute diarrheal disease/foodborne disease surveillance program of the
Grupo de Microbiologia of the Instituto Nacional de Salud.

Materials and methods. A total of 444 Salmonella spp. isolates, resistant to at least one of
the cephalosporins, were obtained between January 1997 and June 2022. The extended-
spectrum B-lactamases phenotype was identified by the double disk test. DNA extraction
was carried out by the boiling method, and the ®2CTX-M, ®2SHV, and »*TEM genes were
amplified by PCR.

Results. All the isolates were positive for the extended-spectrum B-lactamases test. The
genes identified were: 2CTX-M + " TEM (n=200), *2CTX-M (n=177), ®2SHV (n=16), aSHV
+ PaCTX-M (n=6), "2 TEM (n=13) and ?2SHV + P2aCTX-M + "2TEM (n=3). Twenty-six isolates
were negative for the evaluated genes. Positive extended-spectrum B-lactamases isolates
were identified in Bogota and 21 departments: Chocé, Magdalena, Meta, Bolivar, Casanare,
Cesar, Coérdoba, Quindio, Atlantico, Tolima, Cauca, Cundinamarca, Huila, Boyaca, Caldas,
Norte de Santander, Risaralda, Antioquia, Narifio, Santander y Valle del Cauca.
Conclusion. Resistance to third generation cephalosporins in Salmonella spp. isolates was
mainly caused by #2CTX-M. Isolates were resistant to ampicillin, tetracycline, chloramphenicol,
and trimethoprim-sulfamethoxazole (44 %; 197/444). The most frequent extended-spectrum
B-lactamases-expressing serotypes were Salmonella Typhimurium and Salmonella Infantis.
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Las infecciones por Salmonella spp. son una de las principales causas de
morbilidad y mortalidad en humanos y animales (1). En el mundo, ocurren
93,8 millones de casos de salmonelosis y un estimado de 155.000 muertes
cada ano (2).

Cerca del 34 % de las enfermedades asociadas con agentes patégenos
de transmisién alimentaria en Estados Unidos son producidos por Salmonella
spp. (3). Salmonella spp. tiene, al menos, 2.600 serotipos adaptados a
una amplia variedad de nichos que incluye el intestino de humanos y
animales (4). La infeccion en los humanos ocurre por consumo de alimentos
contaminados de origen animal, como carne de aves, vacas y cerdos (5).

Aunqgue en la mayoria de los casos la salmonelosis es de resolucion
espontanea, se puede requerir algun tipo de tratamiento antibiético para
evitar la diseminacién de la infeccién desde el intestino, como el uso de
fluoroquinolonas y cefalosporinas (6).

La resistencia de Salmonella spp. a las cefalosporinas de tercera
generacion se ha reportado desde 1983 y se ha presentado un incremento de
su prevalencia en el mundo (6). Las cefalosporinas son una de las principales
clases de antimicrobianos de amplio espectro y pueden ser hidrolizadas por
B-lactamasas de tipo AmpC (como *2CMY-2) y de la clase A en la que se
encuentran las B-lactamasas de espectro extendido (**CTX-M, y algunos
alelos de YaSHV'y PaTEM) (7).

Al mismo tiempo, se ha incrementado la incidencia de las infecciones
causadas por organismos portadores de genes que codifican enzimas de
tipo B-lactamasas de espectro extendido, incluyendo Salmonella spp., ya
que no solo presentan resistencia a los antibidticos de tipo betalactamico,
sino también, a otras clases de antimicrobianos. Esto limita las opciones de
tratamiento y genera peores prondsticos que las infecciones causadas por
cepas no productoras de B-lactamasas de espectro extendido (8,9).

Durante la dltima década, los genes que codifican B-lactamasas de
espectro extendido encontrados con mayor frecuencia, fueron aquellos de
la familia de enzimas de tipo CTX-M, principalmente portados por plasmidos
transferibles y transposones (10). La emergencia de B-lactamasas de
espectro extendido de tipo CTX-M en Salmonella spp. ha sido reportada en
aislamientos de humanos y animales, y de muestras de alimentos en todo el
mundo (11-13). Los plasmidos y transposones que portan los genes CTX-M
también contienen genes de resistencia a las fluoroquinolonas (14).

El incremento de Salmonella spp. multirresistente, la elevada prevalencia
de enfermedades invasivas en muchas partes del mundo y el inadecuado uso
de los antimicrobianos en agricultura para suplir la gran demanda de proteina
animal se ha consolidado como un problema de salud publica mundial
debido principalmente a la diseminacion global de bacterias con mecanismos
genéticos de resistencia (15-18).

El objetivo de este estudio fue identificar tres clases de B-lactamasas
que producen resistencia a las cefalosporinas de tercera generaciéon en
aislamientos de Salmonella spp. recuperados de muestras clinicas de
pacientes en Colombia.
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Materiales y métodos

Se hizo una busqueda en la base de datos de Salmonella spp. disponible
desde enero de 1997 y hasta junio de 2022 (n=15.720), de aislamientos
colombianos recuperados por medio del programa de vigilancia por el
laboratorio de enfermedad diarreica aguda y enfermedades transmitidas por
alimentos. Estos aislamientos fueron remitidos al Grupo de Microbiologia
(laboratorio nacional de referencia) del Instituto Nacional de Salud, para su
caracterizacién mediante técnicas convencionales de microbiologia y paneles
automatizados de identificacion. La serotipificacion se hizo de acuerdo con
el esquema propuesto por Kaufmann-White y Le Minor, usando antisueros
especificos (19).

Determinacion de perfiles de resistencia

Hasta 2014, se utilizaron los paneles del equipo Microscan® (Siemens)
para determinar los perfiles de sensibilidad antimicrobiana y obtener datos
de concentracion inhibitoria minima para ampicilina (8-16 pg/ml), cefotaxima
(2-32 pg/ml), ceftazidima (1-16 pg/ml), ciprofloxacina (1-2 pg/ml) y trimetoprim-
sulfametoxazol (1-16 pg/ml - 19-304 pg/ml). Desde el 2015, se empled la
técnica de difusion de disco Kirby-Bauer para tetraciclina (30 pg), cloranfenicol
(30 pg), acido nalidixico (30 pg), amoxicilina-acido clavulanico (10 pg),
ampicilina (10 pg), cefotaxima (30 pg), ceftazidima (30 pg) y trimetoprim-
sulfametoxazol (23,75 pg - 1,25 pg). Para la ciprofloxacina se han utilizado
técnicas de microdilucién por la prueba de épsilon y por microdilucién en placa
desde el 2013.

Los resultados fueron validados y analizados con los controles de
técnica y los puntos de corte descritos en las recomendaciones del Clinical
and Laboratory Standards Institute y sus correspondientes actualizaciones
anuales (20).

Determinacion genética de genes que codifican enzimas tipo
B-lactamasas de espectro extendido.

Para la deteccion de los genes de interés se extrajo el ADN por ebullicion y
se utilizé la técnica descrita por Monstein et al. (21). Se detectaron fragmentos
de 747 pb para ?2SHYV, 445 pb para ®aTEMy 593 pb para **CTX-M. Las
reacciones se llevaron a cabo usando 1 pl de ADN y 10 pmol de cada par de
iniciadores en un volumen final de 25 pl. Las condiciones de amplificacién
fueron: desnaturalizacién inicial de 95 °C por 15 minutos; 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, anillamiento a 60 °C por 30 s, extensién a
72 °C por 2 minutos, y un paso de extension final de 72 °C por 10 minutos.

Resultados
Caracteristicas de los aislamientos

Se seleccionaron 444 aislamientos de Salmonella spp. que presentaban
resistencia a cualquiera de las dos cefalosporinas evaluadas: ceftazidima
y cefotaxima. Se les realizé la prueba de doble disco, segun las
recomendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute (20) para
evaluar la presencia de enzimas tipo B-lactamasa de espectro extendido.

Desde 1997 hasta 2013, se remitieron al Grupo de Microbiologia menos
de 10 aislamientos cada afio con resistencia a cefalosporinas de tercera
generacioén. Para el 2014 este nimero increment6 hasta 24 y fue aumentando
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cada afio incluso hasta llegar a 94 aislamientos postivos para -lactamasas de
espectro extendido en el 2018. Seis departamentos aislaron méas de 20 cepas
de Salmonella spp. con B-lactamasas de espectro extendido, distribuidas asi:
Valle del Cauca (27,7 %; n=123), Bogota (19,8 %; n=88), Santander (15,8 %;
n=70), Narino (9,5 %; n=42), Antioquia (6,8 %; n=30) y Risaralda (6,3 %; n=28)
(figura 1).

La mitad de los aislamientos con enzimas de tipo p-lactamasas de
espectro extendido fueron recuperados de materia fecal (50,9 %; n=226) y
los aislamientos restantes se aislaron de hemocultivos (24,8 %; n=110), orina
(12,4 %; n=55) y otras muestras invasivas (11,9 %; n=53). Los aislamientos
positivos para B-lactamasas de espectro extendido fueron en su mayoria
de los serotipos Typhimurium en el 35,4 % (n=157) de los casos, Infantis
en el 19,4 % (n=86) y Salmonella | 4,[5],12:i:- en el 9 % (n=40). En los 161
aislamientos restantes se encontraron mas de 30 serotipos diferentes de
Salmonella spp.

Genes codificadores de 3-lactamasas de espectro extendido

Se encontraron siete genotipos diferentes segun la presencia de genes
que codifican B-lactamasas, el mas frecuente fue la combinacién CTX-M +
TEM (45 %; n=200), seguido de la presencia Unica del gen CTX-M (40 %;
n=177 aislamientos) (cuadro 1).
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Figura 1. Aislamientos de Salmonella spp. positivos para B-lactamasas de espectro extendido, por entes

territoriales

Cuadro 1. Distribucion de serotipos y genes codificadores de B-lactamasas de espectro extendido en aislamientos de

Salmonella spp. de 1997 a 2022

. Negativo CTX-M SHV TEM CTX-M + TEM SHV+CTX-M SHV+ CTX-M + TEM
Serotipo N n@%) n(%)  n%) n (%) n (%) n (%) Total
Typhimurium 3 (1,9) 17(10,8) 7 (45) 4 (2,5 118 (75,2) 5(3,2) 3(1,9) 157
Infantis 2 (23) 73(84,9) 1(1,2) 0 (11,6) - - 86
145,12~  7(17,5) 3 (7,5) 1(2,5) 4 (10) 25 (62,5) - - 40
Otros serotipos 17 (10,6) 84 (52,2) 7(4,3) 5 (3,1) 47 (29,2) 1(0,6) - 161
Total 29 (6,5) 177 (39,9) 16 (3,6) 13 (2,9) 200 (45) 6 (1,4) 3(0,7) 444
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Los serotipos Typhimurium y | 4,[5],12:i:- presentaron en mayor frecuencia
el genotipo CTX-M + TEM, mientras que en los aislamientos del serotipo
Infantis se identificé principalmente el gen de la familia CTX-M.

Bogota presentd una proporcion similar de los genotipos CTX-M + TEMy
CTX-M con 39 y 35 aislamientos respectivamente; el genotipo mas frecuente
de Antioquia y Valle fue CTX-M + TEM, mientras que en Narifio y Santander
fue CTX-M (figura 2).

Perfiles de sensibilidad antimicrobiana

Todos los 444 aislamientos presentaron resistencia a cefotaxima, pero
a tetraciclina sélo 88,5 %; a ciprofloxacina, 81,5 %; a cloranfenicol, 73 %; a
ceftazidima, 67 %, y a trimetoprim-sulfametoxazol, 59,4 %.

Los dos perfiles de genes codificadores de 3-lactamasas de espectro
extendido presentaron alta frecuencia de resistencia frente a otros
antimicrobianos:

« Genotipo CTX-M: los aislamientos con este perfil presentaron
resistencia a tetraciclina (88,8 %), ciprofloxacina (89,1 %), cloranfenicol
(79,1 %), trimetoprim-sulfametoxazol (57,6 %) y ceftazidima (38,6 %),
como se muestra en el cuadro 2.

» Genotipo CTX-M+TEM: los aislamientos con este perfil presentaron
resistencia a tetraciclina (95,3 %), ciprofloxacina (86 %), cloranfenicol
(79,5 %), trimetoprim-sulfametoxazol (71,7 %) y ceftazidima (91,5 %)
(cuadro 2).

Figura 2. Distribucién geografica segun el tipo de mutaciones de B-lactamasas de espectro
extendido en Salmonella spp. entre enero de 1997 y junio del 2022
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Cuadro 2. Porcentaje de resistencia a los antibiéticos segun el perfil de
genes codificadores de B-lactamasas mas frecuente en Salmonella spp.

Genotipo
Antibiético Perfil CTX-M CTX-M-TEM
n (%) n (%)
Tetraciclina Resistente 151 (88,8) 182 (95,3)
Sensible 19 (11,2) 9 4,7)
Ciprofloxacina Resistente 131 (89,1) 148 (86,0)
Sensible 16 (10,9) 24 (14,0)
Cloranfenicol Resistente 140 (79,1) 159 (79,5)
Sensible 37 (20,9) 41 (20,5)
Trimetoprim-sulfametoxazol Resistente 102 (57,6) 75 (71,1)
Sensible 140 (42,4) 57 (28,9)
Ceftazidima Resistente 68 (38,6) 183 (91,5)
Sensible 108 (61,4) 17 (8,5)

Discusion

La resistencia a antibiéticos de Salmonella spp. es un problema emergente
ya que esta limitando las opciones de tratamiento antibacteriano y representa
una amenaza considerable para salud publica y la seguridad alimentaria.

En este estudio, el numero de aislamientos de Salmonella spp. con
genes que codifican enzimas de tipo B-lactamasa de espectro extendido
se incrementé a lo largo de los anos, como lo evidencian las tendencias
de resistencia de Salmonella spp. reportadas en los informes de vigilancia
nacional por laboratorio liderada por el Grupo de Microbiologia del Instituto
Nacional de Salud (22). Una situacion similar se reporté en Europa, pues
los aislamientos clinicos de Salmonella spp. entre el 2018 y el 2019
presentaron altos niveles de resistencia a cefalosporinas de tercera
generacion, especificamente los serotipos Infantis, Kentucky y Typhimurium
(23). Esta resistencia se ha relacionado principalmente con la produccion
de B-lactamasas de espectro extendido y CTX-M-1 como el tipo mas
frecuentemente reportado de B-lactamasa (23,24).

Las enzimas mas comunes encontradas en los aislamientos de este
estudio fueron de tipo CTX-M. Lo anterior se ha consolidado como la
tendencia a nivel mundial en aislamientos de Salmonella spp. de origen
clinico (25), asi como en otras enterobacterias aisladas de aves de corral
(26,27). Estas enzimas son codificadas por genes localizados en plasmidos,
lo cual facilita su transferencia horizontal entre diferentes especies y géneros
bacterianos (28,29).

Este estudio demostré la presencia de CTX-M en varios serovares, incluidos
S. Typhimurium, S. Infantis y S. | 4,[5],12:1:-, reportados en otros lugares del
mundo (23,30). Esto plantea la preocupacién por la transmisién de genes de
B-lactamasas de espectro extendido a S. enterica, a lo largo de la cadena
alimentaria, desde los sistemas de produccién primaria a infecciones humanas.

Recientemente, las cepas de S. Infantis portadores de B-lactamasas de
espectro extendido aisladas de pollos de engorde, carne de abasto y muestras
humanas, revelaron un linaje clonal que albergaba un plasmido conjugado
especialmente exitoso: pESI-like plasmid (8,31-33). La estructura de este
plasmido reporta genes de B-lactamasas de espectro extendido (*#CTX-M-65
y ®2CTX-M-1), asi como otros genes de resistencia —tef(A), sull, dfrA1,
dfrA14, aadA1—y resistencia a metales pesados (34). El proceso especifico
de adaptacion de este plasmido observado en S. Infantis, puede facilitar la
diseminacién de resistencia en aislamientos de Salmonella spp.(35).
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La emergencia y diseminacion de este plasmido es preocupante debido a
que los aislamientos portadores de este constructo son dificiles de eliminar
en infecciones humanas y la presencia de estos genes en elementos
genéticos moviles puede facilitar la diseminacién de esta resistencia a otros
agentes patdgenos bacterianos (33,34,36).

Con respecto a la variante monofasica de S. Typhimurium, con férmula
antigénica 1,4,[5], 12:i:- (S. 1,4,[5],12:i:-), se ha observado en afos
recientes emergencia sanitaria por esta cepa en Europa, siendo la tercera
mas reportada en aislamientos clinicos del 2019 (37). La resistencia a
los antimicrobianos de la variante monofasica es un problema emergente
de salud publica global. Se ha demostrado que tiene un fenotipo de
multirresistencia mayor que otros serovares, con un patron de resistencia
ASSuT (ampicilina, estreptomicina, sulfonamidas y tetraciclina) (38).

Durante los afios 90, los brotes de enterobacterias productoras de
B-lactamasas de espectro extendido ocurridos en todo el mundo, fueron
causados principalmente por cepas de Klebsiella pneumoniae portadoras de
enzimas SHV y TEM. Desde entonces, la resistencia por enzimas CTX-M
se ha incrementado rapidamente, ya que las enzimas B-lactamasas de
espectro extendido ahora son las mas comunes (39). En Estados Unidos,
las enterobacterias productoras de B-lactamasas de espectro extendido son
un problema comun en los centros de atencién de salud. En 2017, estos
agentes patégenos causaron cerca de 200.000 infecciones, desencadenando
9.000 muertes y costos de tratamiento cercanos a los USD $1,2 billones (5).

Se ha demostrado que el incremento de las B-lactamasas de espectro
extendido puede derivarse del uso de cefalosporinas en la agricultura y en la
salud animal. En estudios recientes en China, se han reportado frecuencia
elevadas de recuperacion de Salmonella spp. con B-lactamasas de espectro
extendido a partir de alimentos (9,7 %) y de carne de animales (17,7 %) (13,40).

El hallazgo de aislamientos de cepas de Salmonella spp. portadoras de
B-lactamasas de espectro extendido, se reporta frecuentemente en alimentos
listos para el consumo, por lo que son una fuente potencial de diseminacién
de agentes patdgenos a partir de la cadena alimentaria (41). En el presente
estudio no se establecid una relacion entre las B-lactamasas de espectro
extendido encontradas en aislamientos clinicos humanos y las presentes en
los alimentos o en el campo agricola. Sin embargo, existe evidencia de que
el uso generalizado de cefalosporinas de espectro extendido en medicina
humana y veterinaria, combinado con la aplicacion no terapéutica en la
agricultura, esta impulsando la propagacion de mecanismos genéticos de
resistencia a los antimicrobianos en agentes patégenos transmitidos por los
alimentos en todo el mundo (18,42).

Lo anterior resalta la necesidad de fortalecer la vigilancia de la resistencia a
los antimicrobianos en Salmonella spp., combinada con un manejo adecuado
de antibiéticos con enfoque One Health, con el fin, por ejemplo, de preservar
la ceftriaxona para el tratamiento de salmonelosis humana grave. Para esto es
necesario entender que la resistencia antimicrobiana esta influenciada por el
uso de antibiéticos en el tratamiento de infecciones humanas y en los ambitos
veterinario, agricola y ambiental (43,44). Otro ejemplo del abordaje One Health,
para preservar la efectividad de estos antibiéticos es la directriz de la US Food
and Drug Administration que, desde el 2012, prohibi6 el uso de cefalosporinas
en ganado vacuno, porcino y avicola (pollos y pavos) (45).
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En un analisis de aislamientos de Salmonella spp. de la cadena
productiva avicola en Colombia, llevado a cabo entre el 2008 y el 2013,
determind que los genes de tipo B-lactamasas de espectro extendido-
AmpC tipo ?2CMY=-2, "aCTX-M-165, ®2SHV-12y YaSHV-129, eran los
mas prevalentes en aislamientos resistentes a cefalosporinas de tercera
generacion (46). Aunque los serovares encontrados en las aves de este
estudio colombiano son diferentes a los reportados en casos humanos, su
presencia en plasmidos alerta sobre una posible transferencia horizontal
a aislamientos mas relacionados con infecciones humanas y, con ello, un
potencial desenlace inadecuado del tratamiento.

Los resultados obtenidos en el presente estudio respecto al incremento
de aislamientos de Salmonella spp. portadoras de genes codificadores de
B-lactamasas de espectro extendido, ponen de manifiesto la necesidad de
integrar la vigilancia de este agente enteropatégeno, para monitorear las
tendencias de resistencia a los antibiéticos. Lo anterior, con el fin de detectar
agentes patégenos resistentes emergentes en infecciones humanas o en
animales destinados a consumo humano (5,11,16,47).

Asimismo, se evidencia la necesidad de generar politicas e intervenciones
locales, nacionales y transnacionales coordinadas, para regular la
administracién de antimicrobianos en la medicina humana y en la produccion
de alimentos, tal como se articula en el plan de accién global coordinado por
la Organizacion Mundial de la Salud (48).

En Colombia, la vigilancia por laboratorio de este agente patégeno permite
conocer la distribucidn de sus patrones de resistencia a los antimicrobianos
y los factores genéticos de S. entérica. No obstante, presenta limitaciones
en lo que respecta a la determinacién de la carga de enfermedad por cepas
de Salmonella, portadoras de B-lactamasas de espectro extendido, que son
transmitidas por alimentos. Esto se debe a que la vigilancia es pasivay a
que se lleva a cabo una seleccion de aislamientos con caracteristicas de
resistencia especificas.
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