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RESUMEN

Palabras clave

Las AmpC plasmidicas son enzimas del grupo de las [-lactamasas, codificadas por genes
bla, .. Entre ellas, las del tipo CMY-2 son las que se reportan con mayor frecuencia a nivel
mundial. La deteccién de enterobacterias productoras de AmpC plasmidicas CMY-2 es de
importancia clinica, ya que pueden conducir a fracasos terapéuticos al emplear antibiéticos
Blactimicos. Ademds, tienen importancia para la salud piiblica por su capacidad de transfe-
rirse por conjugacion a otras enterobacterias, tanto en la comunidad como en ambiente nosoco-
mial, por lo que se considera que tienen un claro potencial epidémico.

Con el fin de conocer la circulacién de este mecanismo de resistencia entre aislamientos de
Salmonella y Shigella en Costa Rica, se realizé un andlisis retrospectivo de la informacion
contenida en las bases de datos de vigilancia de laboratorio del Centro Nacional de Referencia
de Bacteriologia (CNRB) del Instituto Costarricense de Investigacién y Ensefianza en
Nutricién y Salud (Inciensa), entre enero de 2003 y mayo de 2015.

En dicho periodo se analizaron 4363 aislamientos de Shigella y 1 785 aislamientos de
Salmonella. Entre ellos se detectaron 15 aislamientos de Shigella sonnei y nueve de
Salmonella (cuatro de origen clinico humano y cinco de origen aviar) con fenotipo sospechoso
de portar AmpC plasmidica, todos los cuales se confirmaron pertenecientes al tipo CMY-2
mediante reaccion en cadena de la polimerasa.

Considerando estos resultados, se recomienda a los laboratorios de microbiologia de la Red
Nacional mantener la vigilancia y realizar la confirmacion correspondiente de cualquier aisla-
miento sospechoso por métodos fenotipicos y moleculares. Lo anterior es especialmente impor-
tante en bacterias aisladas de infecciones extraintestinales, para evitar fallas en el tratamiento.

Salmonella; Shigella; farmacorresistencia microbiana; Costa Rica.

Las AmpC plasmidicas son enzimas
del grupo de las B-lactamasas, asociadas
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a integrones o transposones localizados
en plasmidos conjugativos. Tienen su
origen en las P-lactamasas Amp-C
cromosémicas propias de Enterobacter
cloacae, Citrobacter freundii, Morganella
morganii y Hafnia alvei (1). Estas enzimas
se han descrito en enterobacterias de im-
portancia clinica como Salmonella spp.,
Shigella sp., Klebsiella sp., Proteus mirabilis
y Esherichia coli, entre otras. Dentro de las

AmpC plasmidicas, las del tipo CMY-2
son las que se reportan con mayor fre-
cuencia a nivel mundial. Los primeros
aislamientos clinicos portadores de este
mecanismo de resistencia se documenta-
ron en Estados Unidos en los afios 90 y
posteriormente en diferentes paises eu-
ropeos y en Argentina (2-4). En Japén y
China también se aislaron enterobacte-
rias, como Salmonella, portadoras de este
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mecanismo de resistencia en muestras de
vacas y cerdos (5).

La deteccién de enterobacterias pro-
ductoras de AmpC plasmidicas CMY-2
reviste de importancia clinica, ya que
pueden conducir a fracasos terapéuticos
al emplear antibidticos B-lactamicos,
incluyendo carboxipenicilinas, acilurei-
do penicilinas, cefalosporinas de tercera
generacion (C3G) como cefotaxima, cef-
tazidima y ceftriaxona y las cefalospori-
nas de cuarta generacién como cefepima
(6). Este mecanismo de resistencia es de
relevancia para la salud ptblica, ya que
el gen bla.,,, , que codifica para la AmpC
plasmidica CMY-2, también tiene la ca-
pacidad de transferirse a otras enterobac-
terias, tanto en la comunidad como en el
ambiente nosocomial, por lo que se
considera que tienen un claro potencial
epidémico (7).

Este hallazgo, ademds, es de gran
importancia en el caso de las infecciones
extraintestinales por Salmonella 'y Shigella,
donde las C3G son antibiéticos conside-
rados de primera eleccién, cuando la
bacteria presenta resistencia o sensibili-
dad disminuida a las fluoroquinolonas
(2, 8-10).

Por lo tanto, con el fin de conocer la
circulaciéon de AmpC plasmidico entre
aislamientos de Salmonella y Shigella en
Costa Rica, se realizé un anélisis retros-
pectivo de la informacién contenida en
las bases de datos de vigilancia de labo-
ratorio del CNRB-Inciensa, entre enero
2003 y mayo 2015. Finalmente, la confir-
macién oportuna de cepas sospechosas
de portar este mecanismo de resistencia
es fundamental para alertar al personal
médico y a las autoridades de salud, no
solo para la eleccién del tratamiento del
paciente, sino también para establecer
medidas de control tendientes a evitar la
diseminacién horizontal de este tipo de
resistencia, ya que cepas con estas carac-
teristicas han provocado brotes en dife-
rentes paises (6).

MATERIALES Y METODOS

Con el fin de conocer la circulaciéon en
Costa Rica de B-lactamasas AmpC plas-
midicas entre aislamientos de Salmonella
y Shigella referidos para la vigilancia ba-
sada en laboratorio entre enero del 2003
y mayo del 2015, se realiz6 un analisis
retrospectivo de la informacién conteni-
da en las bases de datos Excel del Centro
Nacional de Referencia de Bacteriologia
(CNRB), en Dbusca de fenotipos
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sugestivos: resistentes a ampicilina
(AMP), ceftazidima (CAZ), cefotaxima
(CTX) y cefoxitin (FOX), de acuerdo a las
recomendaciones de la Red Latinoameri-
cana de Vigilancia de la Resistencia a los
Antibiéticos (ReLAVRA-OPS) y Jacoby
en el afio 2009 (6, 11).

Las bacterias incluidas en esta base de
datos fueron aisladas por laboratorios
clinicos y de la industria de los alimen-
tos, que forman parte de la Red Nacional
de Laboratorios de Bacteriologia (RNLB)
de Costa Rica y referidas al CNRB del
Instituto Costarricense de Investigacion
y Ensefianza en Nutricién y Salud (In-
ciensa) para su confirmacién/tipifica-
cién y vigilancia de la resistencia a los
antibidticos. Todos los aislamientos de
Shigella y Salmonella se confirmaron y se-
rotipificaron por métodos bioquimicos y
serolégicos convencionales (12-13).

La prueba de sensibilidad a los anti-
bidticos (PSA) de todos los aislamientos
de Shigella y Salmonella incluidos se reali-
z6 por el método Kirby Bauer (14), em-
pleando los puntos de corte y cepas
control establecidas por la Clinical Labo-
ratory Standards Institute (CLSI) del afio
correspondiente (15), para antibiticos
de uso clinico y otros empleados para la
vigilancia, incluyendo: ampicilina 10 pg
(AMP), cefotaxima 30 pg (CTX), cefo-
taxima-dcido clavuldnico 30/10 pg
(CTX-CLA), ceftazidima 30 ng (CAZ),
ceftazidima-acido clavuldnico 30/10 pg
(CAZ-CLA), amoxicilina dcido clavula-
nico 30 pg (AMC), cefoxitin 30 pg (FOX),
imipenem 10 pg (IMP), meropenem
10 pg (MEM), ertapenem 10 pg (ETP), tri-
metoprima-sulfametoxazol 25 ng (SXT),
ciprofloxacina 5 pg (CIP) y acido nali-
dixico 30 pg (NAL).

Confirmacion fenotipica de AmpC
plasmidica CMY-2

En todos los aislamientos con perfil de
resistencia a los antibidticos sugestivos
de AmpC plasmidicos, en el CNRB se
descart6 la presencia de B-lactamasa de
espectro extendido (BLEE), mediante la
técnica de Kirby Bauer (14). Para esto se
incub6 la bacteria en presencia de discos
de CAZ y CTX con y sin AMC (inhibidor
de BLEE) (15).

La confirmacién fenotipica de CMY-2 se
realiz6 mediante la observacién de sinergia
entre FOX y las C3G con el 4cido 3-amino-
fenil-bordnico (APB) (300 pg, Laboratorios
Britania S.A., Argentina), que actia como
inhibidor de las B-lactamasas tipo AmpC,

Comunicacién breve

independientemente si es cromosémica o
plasmidica (ReLAVRA-OPS y Jacoby 2009)
2, 6,11, 16).

Confirmacion molecular de CMY-2

Se realiz6 a todos los aislamientos con
perfil de resistencia a los antibiéticos
sugestivos de AmpC plasmidicos. Para
esto se empled ADN obtenido mediante
lisis celular (por ebullicion durante
10 minutos) de una suspensién 0,5
McFarland de la cepa en estudio. Segui-
damente se centrifugé a 11 300 revolucio-
nes por minuto (rpm) y se extrajo el
sobrenadante, con el cual se realiz6 la
reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), segun el protocolo descrito por
Pérez-Pérez y Hanson 2002 (17). Para el
analisis molecular se incluyeron como
controles: Proteus mirabilis ReLAVRA-
OPS 146 (positivo) y Escherichia coli
ATCC 25922 (negativo). Ademds del
marcador de peso molecular de 100-1000
pb, marca Thermo®. Se utiliz6 el equipo
Termociclador Veriti (Applied Biosys-
tems, modelo 9902°. La visualizacién y
analisis de los productos del PCR se rea-
lizé por medio de electroforesis capilar,
empleando el equipo QIAxcel Advanced
System®, para identificar el amplicén de
462 pb correspondiente a CMY-2.

RESULTADOS

En la revision retrospectiva de las ba-
ses de datos del periodo comprendido
entre enero de 2003 hasta mayo de 2015,
que incluia 4 363 aislamientos de diferen-
tes especies de Shigella y 1 785 de Salmo-
nella spp., se detectaron un total de 24
aislamientos con un perfil fenotipico su-
gestivo de B-lactamasa AmpC plasmidi-
ca. De estos, 15 correspondieron a S.
sonnei todos de origen clinico humano y
nueve a Salmonella spp. (cuatro de origen
clinico humano y cinco no humano).

Los 24 aislamientos antes mencionados
presentaron sensibilidad reducida a las
C3G (CAZ: 11-16 mm y CTX: 12-20 mm),
con zonas de inhibicién consideradas
dentro del rango de sospecha de BLEE
(segin normas de CLSI M100-525). Sin
embargo, en todos ellos se descartd la
presencia de BLEE, ya que ninguno pre-
sent6 agrandamiento igual o mayor que
5 mm para las combinaciones CTX/
CTX-AMC y CAZ/CAZ-AMC, ni la cla-
sica inhibiciéon (efecto “huevo”) entre
AMC y las C3G. Todos los aislamientos
presentaron zonas de inhibicién para los
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carbapenemes (IMP, MEM y ERT) dentro
de los rangos esperados de sensibilidad.

En los 24 aislamientos de S. sonnei y
Salmonella spp. con perfil fenotipico su-
gestivo de B-lactamasa AmpC plasmidi-
ca se observ) sinergia entre FOX y las
C3G con el APB, confirmandose el meca-
nismo (figura 1).

Por métodos moleculares se confirmd
la presencia del gen plasmidico bla,,, , en
los 24 aislamientos antes mencionados.

En el caso de S. sonnei, aislamientos
portadores del gen bla_,, , se confirma-
ron a partir del afio 2012 (4/261 = 1,5 %),
mientras que entre enero y mayo de 2015
se confirmaron 11/255 (4,3 %) (cuadro 1).
Todos los aislamientos provenian de pa-
cientes con diarrea, la mayoria adultos
jovenes, de las provincias de San José,
Limén y Alajuela, incluyendo tres casos
relacionados a un brote de diarrea en una
comunidad fronteriza en el 2012. Los 15
aislamientos de S. sonnei fueron resisten-
tes a SXT, catorce resultaron sensibles a
CIP y uno present6 sensibilidad dismi-
nuida a este antibiético.
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Con relaciéon a Salmonella de origen
clinico portadores del gen bla_,,,, los
cuatro aislamientos que se confirmaron
a partir del 2010 correspondian a dife-
rentes serovariedades (cuadro 2). Tres
de estos aislamientos corresponden a
pacientes menores de dos afios de edad,
incluyendo el obtenido de sangre. A ex-
cepcién de S. cholerasuis var. Kunzen-
dorf que presenté  sensibilidad
disminuida a CIP, todos los aislamien-
tos clinicos fueron sensibles a SXT
y CIP.

Con respecto a los aislamientos de
Salmonella de origen no humano porta-
dores del gen bla,,, ,, todos se recupe-
raron de muestras de aves de granjas de
diferentes provincias, tres de ellos en el
2010 y dos en el 2011. De estos aisla-
mientos, tres corresponden a S. Heidel-
berg y dos a S. Kentucky (cuadro 3). Los
cinco aislamientos resultaron sensibles
a SXT y dos de ellos (S. Heidelberg)
presentaron sensibilidad disminuida
a CIP.

FIGURA 1. Sinergia entre discos de APB versus CTX, CAZ y FOX.

Fuente: Centro Nacional de Referencia en Bacteriologia, Red Nacional de Laboratorios de Bacteriologia,
Costa Rica.

CUADRO 1. Aislamientos de Shigella sonnei de origen clinico humano portadores del

gen bla.,. .. Costa Rica, 2003-2015

Afio Porcentaje de cepas CMY-2 No. de aislamientos CMY-2 positivos/total
positivas (%) de aislamientos

2003-2011 0 0/1433

2012 1,5 4/261

2013-2014 0 0/1123

2015° 43 11/255

2Incluye solo de enero a mayo de 2015.

Fuente: Centro Nacional de Referencia en Bacteriologia, Red Nacional de Laboratorios de Bacteriologia, Costa Rica.
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DISCUSION

Las enzimas AmpC plasmidicas se
han descrito en todos los continentes,
con una prevalencia variable segtn el
microorganismo, del tipo de enzima y
del area geografica. En general, la pre-
valencia de estas enzimas suele ser baja
(menor al 2% en las enterobacterias),
aunque se ha reportado una tendencia
al incremento (18).

En la literatura se encuentran reportes
de aislamientos de S. flexneri y S. sonnei
portadoras de CMY-2 en Iran, Japon,
China y Argentina, entre otros (2, 19).
También se describen aislamientos de di-
ferentes serovariedades de Salmonella (ej:
S. Typhimurium, S. Heidelberg, S. Ken-
tucky) portadoras de este mecanismo en
Estados Unidos, Japén y recientemente
en América del Sur (20, 21). Sin embargo,
existen muy pocas publicaciones cientifi-
cas en relacién al tema en Centroamérica.
En el caso particular de Costa Rica, hasta
donde se tiene conocimiento, este es el
primer reporte de confirmacién de cepas
de Shigella y Salmonella portadoras de
CMY-2.

Con relacién a los aislamientos de Shi-
gella portadores de CMY-2, cabe resaltar
que estos se confirmaron solo en la espe-
cie S. sonnei, a partir del 2012 (1,5% de los
aislamientos), observandose una tenden-
cia al incremento en el 2015 (4,3 % de los
aislamientos). Este hallazgo contrasta
con lo observado en Argentina, donde
desde el 2006 se report6 la emergencia
clonal de S. flexneri portadora de CMY-2
(2). Al respecto vale la pena destacar que
a diferencia de otros paises de la regién y
similar a lo observado en paises como
Tailandia en el periodo 2002-2003 (22),
desde el 2005 S. sonnei es la especie mas
prevalente en Costa Rica como causa de
shigelosis, seguida por S. flexneri. Por
otra parte, la emergencia de CMY-2 en
Costa Rica a partir del 2012 concuerda
con lo reportado en México donde previo
al 2012 no se habfan encontraron aisla-
mientos de Shigella portadores de este
mecanismo de resistencia (23).

Con relacion a Salmonella de origen hu-
mano, en Costa Rica se documentaron
Unicamente cuatro aislamientos portado-
res de CMY-2, todos entre 2010 y 2015,
pertenecientes a serovariedades poco
frecuentes en el pais (a excepcién de
S. Typhimurium). Lo anterior contrasta
con la elevada prevalencia observada en
S. Typhimurium (10-27%) en México
para el periodo 2005-2011 (23).
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CUADRO 2. Serovariedades de Salmonella de origen clinico humano portadores del gen bla
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Costa Rica, 2003-2015

CMmyY-2"
Cepas CMY-2 positivas ) ) o ) )
Afo - Serovariedad Origen Edad (afios) Provincia de residencia
Porcentaje (%) (No./total)?
2003 - 2009 0 (0/791) NA NA NA NA
2010 0,5 (1/186) S. cholerasuis var. Kunzendorf Heces 51 Puntarenas
2011 0 (0/180) NA NA NA NA
2012 0 (0/204) NA NA NA NA
2013 0,5 (1/200) S. Bonariensis Sangre <1 Limén
2014 0,4 (1/224) S. Oslo Heces 1 Heredia
2015 1,9 (1/52) S. Typhimurium Heces <1 ND

NA, no aplica; ND: dato no disponible.
aN(mero de aislamientos de Salmonella de origen clinico humano CMY-2 positivo/total de aislamientos Salmonella de origen clinico humano a los que se realizé la prueba de sensibilidad
a los antibiéticos durante el afio.
Fuente: Centro Nacional de Referencia en Bacteriologia, Red Nacional de Laboratorios de Bacteriologia, Costa Rica.

CUADRO 3. Serovariedades de Salmonella de origen aviar portadores del gen bla
Costa Rica, 2003—-2015.

CMY-2?

Cepas CMY-2 positivas

Afio Serovariedad Origen Provincia
Porcentaje (%)  No./total®
2010 1,8 (3/166) S. Heidelberg Heces de ave Puntarenas
S. Heidelberg Hisopado cloacal Heredia
S. Kentucky Hisopado cloacal Heredia
2011 1,8 (2/114) S. Kentucky Pasta de pollo® Heredia
S. Heidelberg Heces de ave Puntarenas
2012 0 (0/40) NA NA NA
2013 0 (0/43) NA NA NA
2014 0 (0/46) NA NA NA
2015 0 (0/0) NA NA NA
NA, no aplica.

aNumero de aislamientos de Salmonella de origen no humano CMY-2 positivo/total de aislamientos Salmonella de origen
no humano a los que se realizé la prueba de sensibilidad a los antibiéticos durante el afio.

°Corresponde a un alimento importado.

Fuente: Centro Nacional de Referencia en Bacteriologia, Red Nacional de Laboratorios de Bacteriologia, Costa Rica.

Cabe mencionar que en los aislamien-
tos de Costa Rica se descart6 la presencia
de BLEE en conjunto con CMY-2, lo que
contrasta con los hallazgos reportados
por Liebana y col. (2004), que describen el
aislamiento de S. Infantis multirresistente
portadora de CMY-2 y de BLEE tipo
CTX-M15 (5). De igual manera, en Vene-
zuela durante el periodo 2010-2011 se no-
tificaron aislamientos de Salmonella, que
producian simultineamente CMY plas-
midico y BLEE de diferentes tipos (CTXM-
1, CTMX-2, TEM-1) (datos no publicados)
(10).

Estudios sugieren que los genes
bla,,,, pueden ser transferidos entre di-
ferentes géneros o especies bacterianas
asociadas a animales, alimentos para ani-
males y para consumo humano y a infec-
ciones en los seres humanos (24). En este
estudio se demuestra la circulacién de
cepas de S. Heidelberg y S. Kentucky de
origen aviar portadoras de CMY-2 en
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Costa Rica. Sin embargo, cabe destacar
que estos serovares se aislan con muy
poca frecuencia de infecciones de huma-
nos en Costa Rica, y a la fecha no se ha
encontrado ninguno portador de CMY-2.
Al respecto, en Canadé se notificé por
primera vez en el 2003 S. Heidelberg
CMY-2 positivo en intestino de jabali
(16). Ademas, en estudios realizados en
México entre 2000-2005, se describen ais-
lamientos S. Typhimurium portadores
de CMY-2 de origen aviar (con una
prevalencia de 3,9 %), en carne de cerdo
(3,5 %) y en intestino porcino (7,4 %) (4).

La deteccién de AmpC plasmidicas es
especialmente importante en aquellos
géneros y especies que carecen natural-
mente de estas enzimas a nivel cromoso6-
mico, como es el caso de Salmonella spp.
Proteus mirabilis, Klebsiella sp., y en
aquellas que la producen en pequefas
cantidades, como Shigella sp. y Escheri-
chia coli. En estos microorganismos que

no poseen una Peta-lactamasa tipo
AmpC en su cromosoma, la detecciéon
de AmpC plasmidicas implica la adquisi-
cién de este elemento mévil.

A la fecha no existe consenso sobre el
reporte de las C3G en cepas productoras
de AmpC plasmidico. Por otra parte, es
escasa la bibliografia internacional sobre la
utilidad clinica de C3G en infecciones pro-
vocadas por enterobacterias con AmpC
plasmidica. Sin embargo, es prudente
evitar el uso de las C3G en infecciones
severas. Lo anterior dado que, segtin Re-
LAVRA-OPS y Jacoby (2009), la resistencia
enzimatica, como la debida a AmpC plas-
midico, eleva las concentraciones inhibito-
rias minimas (CIM) de las C3G que pueden
verse afectadas por indculos bacterianos
de alta densidad (2, 6, 13).

Por lo tanto, se recomienda a los labo-
ratorios de microbiologia estar vigilantes
y enviar al Laboratorio Nacional de Refe-
rencia los aislamientos de Salmonella y
Shigella para realizar la confirmacién co-
rrespondiente por métodos fenotipicos y
moleculares. Lo anterior es especialmen-
te importante en bacterias aisladas de
infecciones extraintestinales.
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ABSTRACT

Emergence of CMY-2-type
plasmid-mediated AmpC
Flactamase in Shigella
sonnei and Salmonella spp.
in Costa Rica, 2003—-2015

Key words

Plasmid-mediated AmpC are enzymes belonging to the group of Alactamases and
encoded by bla,, . genes. Of these enzymes, those known as type CMY-2 are the most
frequently reported worldwide. Detection of enterobacteria that produce CMY-2-type
plasmid-mediated AmpC is clinically important since the use of Alactam antibiotics
can result in treatment failure. It is also important from a public health standpoint
owing to the capacity for conjugative plasmid transfer to other enterobacteria, both
within the community and in nosocomial environments. Thus, bacteria of this kind are
considered to have clear epidemic potential.

To investigate the circulation of this resistance mechanism among Salmonella and
Shigella isolates in Costa Rica, from January 2003 to May 2015 we carried out a retros-
pective review of the data contained in the laboratory surveillance databases of the
National Reference Bacteriology Center (CNRB) of the Costa Rican Nutrition and
Health Research Institute (Inciensa).

Over this period, 4363 Shigella isolates and 1785 Salmonella isolates were examined.
Among them, 15 Shigella sonnei isolates and nine Salmonella isolates (four from human
clinical specimens and five of avian origin) displayed a phenotype suspected of carr-
ying plasmid-mediated AmpC. Polymerase chain reaction confirmed that all these
isolates belong to type CMY-2.

In light of these results, we recommend that the microbiology laboratories in the natio-
nal network continue to conduct surveillance and confirm any suspicious isolates
using phenotypic and molecular methods. This is particularly relevant when dealing
with bacterial isolates from extraintestinal infections so as to prevent treatment
failure.

Salmonella; Shigella; drug resistance, microbial; Costa Rica.
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