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INTRODUCCION

Las bacterias del género Salmonella son agentes productores de zoonosis, de amplia
distribucion en el mundo. En el hombre la infeccibn es usualmente adquirida al
consumir alimentos de origen animal y a través de la contaminacion fecal de agua y
alimentos (Basualdo y col., 2006).

En la mayoria de los casos, Salmonella es causante de gastroenteritis, en otros es
capaz de provocar infecciones sistémicas, resultando esencial el tratamiento
antimicrobiano (Colobatiu y col., 2015). Una alternativa antibidtica muy utilizada son
las Cefalosporinas de Tercera Generacion (CTG) (Frere y col., 1992).

La produccion de B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) (Canton y col., 2012), y
en menor medida las de tipo AmpC plasmidica (AmpCp) (Jacoby, 2009), es el
principal mecanismo de resistencia a las CTG en enterobacterias.

Las pruebas de susceptibilidad in vitro (antibiograma), empleadas para predecir el
comportamiento de los microorganismos frente a distintos antimicrobianos, pueden ser
poco fiables, por lo tanto, pruebas adicionales suelen ser necesarias para detectar
el/los mecanismos de resistencia involucrados, ya sean de indole fenotipico o
molecular a fin de que los informes de sensibilidad puedan ser fidedignos y proteger la
seguridad del paciente (Thomson, 2010).

El conocimiento de los mecanismos de resistencia a antibiéticos en Salmonella
permitira optimizar los recursos terapéuticos, alertar rapidamente sobre su emergencia
y aplicar medidas de contencién adecuadas y proponer alternativas para controlar su
diseminacion.

OBJETIVOS

o Determinar la frecuencia de serotipos de Salmonella prevalentes.

e Evaluar la prevalencia de aislamientos resistentes a CTG aisladas de muestras
clinicas provenientes de la provincia de Santa Fe.

e Caracterizar, por métodos fenotipicos y moleculares, los determinantes
implicados en la resistencia a CTG.

e Evaluar la relacion clonal de los diferentes aislamientos.

METODOLOGIA

Se incluyeron en este estudio todos los aislamientos de Salmonella entérica no tifoidea
recuperados durante el afio 2014 por los distintos centros de salud y derivados al
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Laboratorio Central de la Provincia de Santa Fe, que forma parte de la Red de
Laboratorios de Diarreas y Patdgenos Bacterianos de Transmision Alimentaria.

Los aislamientos fueron conservados por congelamiento a -20°C y -80°C empleando
como agente crioprotector glicerol a una concentracion del 10-15 %.

La confirmacion de las especies bacterianas se realiz6 mediante pruebas bioquimicas
y fisiolégicas de identificacion convencionales.

La serotipificacion de los aislamientos se llevo a cabo de acuerdo con el esquema de
Kauffmann-White, utilizando sueros somaticos y flagelares provistos por el Instituto de
Produccion de Bioldgicos del INEI-ANLIS Malbran (Popoff y col., 1996).

Se evaluo el perfil de sensibilidad a antibioticos mediante la técnica de difusion en agar
siguiendo los lineamientos del CLSI (Clinical Laboratory Standards Institute) (CLSI,
2015). Los antibidticos ensayados fueron ampicilina (AMP), ampicilina - sulbactam
(AMS), cefotaxima (CTX), cefoxitina (FOX), cefalotina (CTN), cefepime (FEP).

La produccién fenotipica de BLEE se puso en evidencia en los aislamientos con
resistencia a CTG utilizando los pares de antibidtico/antibiético-inhibidor ceftazidima
(CAZ) CAZ/4cido clavulanico (CAZ/CLV) y CTX, CTX/CLV, tal como lo establece el
CLSI (CLSI, 2015). Para la evaluacién fenotipica de AmpC se buscé observar sinergia
entre discos de acido fenilborénico (ABP) (300 pg) (Pasteran y col., 2009; Tsakris y
col., 2009; Yagi y col., 2005), y CAZ o CTX, mediante la disposicion estratégica de
estos discos.

La caracterizacion genotipica de las B-lactamasas se llevd a cabo mediante ensayos
de PCR. Se evalud la presencia de genes codificantes de las cefotaximasas (CTX-M)
de los grupos 1, 2y 9, y PER-2 dentro de las BLEE, y para AmpCp se evalué mediante
PCR multiplex la presencia de los genes CMY, DHA, MOX (Pérez-Pérez y col., 2002).
Como molde se empled el ADN total obtenido por la lisis del microorganismo por
calentamiento. Los productos obtenidos mediante amplificaciones por PCR se
purificaron utilizando el kit comercial AccuPrep purification kit (Bionner Corporation,
Korea). Posteriormente los fragmentos de ADN purificados fueron derivados a
Macrogen para determinar la secuencia nucleotidica. Las secuencias de nucleétidos
fueron analizadas con el servidor BLAST, provisto por el Centro Nacional de
Informacion Biotecnolégica (NCBI, NIH, Md, USA: http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) y
con el softwareCLUSTALW2 disponible on line
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/).

Para la determinacion de la relacion clonal existente entre los aislamientos con
sospecha de brote intrahospitalario, se remitieron estos aislamientos al Servicio
Enterobacterias INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”, donde se realizé el estudio de
subtipificacion molecular utilizando el protocolo estandarizado de electroforesis de
campo pulsado (PFGE) para Salmonella de la Red PulseNet Internacional con la
enzima Xbal (Van Belkum y col., 2007; Goering y col., 2004).

Ademas para establecer la relacién epidemiologica entre los aislamientos de
Salmonella no pertenecientes al mismo brote intrahospitalario, pero que presentaban
idéntico perfil de resistencia a antibiéticos se emplearon las técnicas ERIC-PCR y
REP-PCR (Fernandez-Cuencay col., 2004).

Proyecto: B-lactamasas de espectro extendido y carbapenemasas de interés clinico. UNL, CAI+D/2011.
(Codigo: 501 20110100278 LI). Director del proyecto: Dr. José Alejandro Di Conza.

Director de la Cientibeca: Dr. José Alejandro Di Conza.

Co- Director de la Cientibeca: Lic. Martin Luis Marchisio.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pasteran%20F%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tsakris%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19726597
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fern%C3%A1ndez-Cuenca%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15228903

XX ENCUENTRO DE JOVENES INVESTIGADORES
18 y 19 de Octubre de 2016, Santa Fe, Argentina.
Secretaria de Ciencia y Técnica

Universidad Nacional del Litoral

RESULTADOS

Se estudiaron 52 aislamientos de Salmonella provenientes de diferentes instituciones
de salud de la provincia de Santa Fe, recolectados por el Laboratorio Central durante
el afio 2014.Todos los aislamientos fueron agentes causales de gastroenteritis.

Se tipificaron 40/52 aislamientos como S. entérica serovar Typhimurium. El resto de
los serotipos identificados fueron: S. Newport (4/52), S. Enteritidis (3/52), S. Javiana
(2/52), S. Agona (1/52), S. Infantis (1/52), S. Corvallis (1/52) y S. Give (1/52).

Su perfil de sensibilidad a B-lactamicos mostré que 40/52 fueron resistentes a AMP,
entre ellos 30 fueron resistentes a AMS y 32 resistentes a CTN. A su vez, se
observaron 31/52 aislamientos resistentes a CTX, de estos 27 fueron resistentes a
FEPy 2 a FOX.

Entre los 52 aislamientos recuperados durante el afio 2014 se encontraron 14 de ellos
con sospecha de brote intrahospitalario, ya que no solo provenian de la misma
institucion de salud, sino que también presentaban el mismo perfil de sensibilidad.
Mediante PFGE, se pudo establecer la relacién génica entre estos aislamientos.

De los 31 aislamientos resistentes a CTG, 30 fueron caracterizados fenotipicamente
como portadores de BLEE (14/31 pertenecientes al brote intrahospitalario), y 1 como
AmpCp.

Mediante ensayos de PCR se determind que el principal mecanismo de resistencia a
CTG en S. entérica no typhi son las cefotaximasas donde CTX-M del grupo 9 es el
responsable de dicha resistencia. El 90% (27/30) de los aislamientos productores de
BLEE corresponden a S. entérica serovariedad Typhimurium, el resto pertenecen a
otras serovariedades: S. Javiana, S. Infantis y S. Newport (3% cada una).
Posteriormente, mediante el andlisis de las secuencias se confirmé que la variante
perteneciente al grupo 9 responsable de la produccion de BLEE es CTX-M-14.

En el aislamiento caracterizado como portador de AmpCp (S. entérica serovariedad
Typhimurium), se confirmd la presencia de CMY.

Mediante REP-PCR se pudo establecer la existencia de relaciéon clonal entre todos los
aislamientos de S. Typhimurium portadores de BLEE aislados durante el afio 2014.

Es importante remarcar la exclusiva presencia de CTX-M-14 y la ausencia de otras
BLEE tipo CTX-M que estan ampliamente diseminadas como las variantes CTX-M-15
(Sennati y col., 2012) y CTX-M-2 (Bado y col.,, 2012) reportadas en Argentina y
Sudamérica.

CONCLUSIONES

El 59% de los aislamientos de S. entérica recuperados en la provincia de Santa Fe
fueron resistentes a CTG. Las BLEE fueron el principal mecanismo de resistencia a
este grupo de antibiéticos (97%). En todos los casos, las cefotaximasas CTX-M-14
fueron las responsables de esta caracteristica fenotipica. Si bien S. entérica serovar
Typhimurium fue el serotipo predominante portador de CTX-M-14 también se describid
en otros serotipos menos frecuentes. Un aislamiento (3%) fue portador de AmpCp tipo
CMY.
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