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RESUMEN

Caracterizacién fenotipica y genotipica de la multirresistencia
antimicrobiana en Salmonella enterica

Characterization phenotypic and genotypic antimicrobial multi-resistance

in serovar of Salmonella enterica.

El uso de antimicrobianos representa la herramienta terapéutica mayormente
utilizada en el tratamiento de procesos infecciosos de origen bacteriano. Sin
embargo, la aparicion, desarrollo y propagacion constante de agentes
patdgenos resistentes a los antimicrobianos representa una amenaza grave
para la salud, el desarrollo humano y animal. La resistencia antimicrobiana ha
generado el fracaso terapéutico y ha complicado el control de enfermedades de
origen bacteriano. Por lo tanto, el presente estudio analiz6 aislados de
Salmonella enterica de origen animal provenientes del laboratorio de
Microbiologia Veterinaria de la Universidad de Concepcion. Determinando
susceptibilidad frente a 7 antibiéticos de frecuente utilizacion, presentdndose
resistencia en un 63,64% de las muestras y Resistencia a Madltiples
Antimicrobianos (MRA) en un 15,15%. Las muestras presentaron resistencia a
sulfadiazina (100%), oxitetracilina (57,58%), amoxicilina (12,12%) y ceftiofur
(9,09%) mediante método Kirby-Bauer y Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)
de acuerdo a los protocolos seguidos por las normas del CLSI. La amplificacion
de producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) identifico la
expresion genotipica de la resistencia principalmente a Sull (63,6%), Blatem1
(54,5), Blacmy2 (45,5%), gnrD (21,2%), tet-A (15,2%) y Aph(3)lla (15,2%). La
frecuencia de resistencia encontrada en este estudio y el riesgo que existe de
gue estas cepas multirresistentes lleguen al hombre a través de la cadena
alimentaria sugieren un estudio de seguimiento de este patdégeno a fin de

establecer un monitoreo de la resistencia a nivel nacional.

Palabras clave: Salmonella, Resistencia Antimicrobiana, Concentracion Minima
Inhibitoria, Antibiotico
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. SUMMARY

The use of antimicrobials represents the most common therapeutic tool in the
treatment of infectious processes of bacterial origin. However, the emergence,
development and constant spread of antimicrobial resistant pathogens pose a
serious threat to human and animal health. Antimicrobial resistance has generated
therapeutic failure and has complicated the control of diseases of bacterial origin.
Therefore, the present study analyzed isolated Salmonella enterica animal-origin
laboratory of Veterinary Microbiology at the University of Concepcion. Determination
of susceptibility to 7 frequently used antibiotics, presentation resistance in 63.64% of
the samples and Resistance to Multiple Antimicrobials (ARM), 15.15%. The samples
showed resistance to sulfadiazine (100%), oxytetraciline (57.58%), amoxicillin
(12.12%) and ceftiofur (9.09%) by Kirby-Bauer method and Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) according to protocols followed by Clinical & Laboratory
Standrs Intitute (CLSI). The amplification of the polymerase chain reaction (PCR)
identified the genotype expression of resistance mainly to Sull (63.6%), Blatem:
(54.5), Blacmy2 (45.5%), qnrD (21, 2%), tet(A) (15.2%) and Aph(3)lla (15.2%). The
frequency of resistance found in this study and the risk of these multiresistant
strains reaching man through the food chain suggest a follow-up study of this

pathogen establishing a national resistance monitoring.
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. INTRODUCCION

El uso de antimicrobianos representa la herramienta terapéutica mas comun en el
tratamiento de procesos infecciosos de origen bacteriano. Sin embargo, la
aparicion, desarrollo y propagaciéon constante de agentes patdégenos resistentes a
los antimicrobianos representa una amenaza grave para la salud, el desarrollo
humano y animal, volviéndose un motivo creciente de preocupacion mundial. La
Organizacion Mundial de la Salud (WHO, 2017) advierte que si no se reduce este
uso abusivo e indiscriminado de antimicrobianos, pronto entraremos en una época
postantibittica en la que las enfermedades que ya habiamos erradicado volveran a
azotar a la humanidad. La alarma de resistencia antimicrobiana comenzo6 hace dos
década (NARMS, 2017; CDC, 2017) durante la conferencia de la Union Europea en
Copenhaguen desarrollaron las recomendaciones sobre la amenaza microbiana
(Copenhague, 1998). Desde entonces se ha tratado de prevenir y mitigar el uso
indiscriminado de los antimicrobianos generandose directrices, la primera orientada
sobre el uso de antimicrobianos hacia los animales, se discute que hay 30 familias
de antimicrobianos que se utilizan en veterinaria que estan relacionados con el uso
de antimicrobianos para los tratamientos de enfermedades en humanas. Las cepas
bacterianas se vuelven resistente a los antimicrobianos, debido a que son capaces
de desarrollarse en concentraciones de antimicrobiano que en condiciones
normales son letales, por lo tanto su concentracion minima inhibitoria (CMI) esta
sobre el valor acostumbrado (WHO, 2017). Debido a que se han producido cambios
en la ecologia de las bacterias, por terapias subdosificadas o interrumpidas con
propésito curativo, o de la misma manera con propoésitos preventivos y/o
estimulantes como en los promotores de crecimiento. La Oficina Internacional de
Epizootia (OIE, 2017) concuerda que el desarrollo de microrganismos resistentes
originados por la administracion de antibidticos a los animales es un riesgo latente.
Por lo que han diseflado programas de monitoreo para asistir a los paises miembro
en el seguimiento de las practicas con antimicrobianos en animales, con el fin de
identificar problemas y aparicion de resistencia antimicrobiana. Otra de las causas
es a traves de residuos farmacolégicos en los alimentos de origen animal estan en

la capacidad de inducir mecanismo de resistencia en bacterias presentes en los



humanos. En Chile desde el afilo 2006 el uso de antimicrobiano como promotor de
crecimiento en animales de abasto se encuentra prohibido, ademéas el Servicio
Agricola y Ganadero cuenta con un sistema de monitoreo frente a residuos
farmacoldgicos en los alimentos de origen animal y en la Union Europea estas dos
causas se encuentran prohibidas. En los dltimos seis afios el consorcio
multidisciplinario RESET han publicado numerosos articulos de investigacion con
resultados cientificos para dar soluciones practicas y mejorar el diagnostico,
vigilancia y prevencion, lo que ha permitido el uso de sus datos para mejorar los
conceptos de “Una Salud” para intereses de Salud publica y politicos (reset-
verbund, 2017), sus estudios apuntan a la aparicion de bacterias intestinales
resistentes a los antibioticos, su origen y las vias de transmision. La principal ruta
de traspaso de cepas bacterianas desde los animales a humanos es a través de
alimentos de origen animal. Sin embargo, se ha visto que la transferencia horizontal
de genes entre bacterias ha generado un aumento en la resistencia antimicrobiana.
En Medicina veterinaria es bien conocida la baja eficacia de los tratamientos
antimicrobiano frente a la mastitis causada por Staphylococcus aureus, que figura
como uno de los microrganismos mas habiles productores de B-lactamsas, enzima
gue inhibe la accién de un gran numero de beta-lactamicos. En la industria de los
alimentos S. aureus y Salmonella spp. son unos de los principales patégenos frente
a la seguridad e inocuidad alimentaria, es por esta razon que estudios de relacion
entre estos patdgenos suele ser de mayor importancia para su eliminacion. Eleni et
al, (2017) describe la relacion de la formacion de biopeliculas entre S. aureus 'y S.
Typhimurium en relacion a la resistencia de desinfectantes, concluyeron que
hubieron cambios significativos frente a las biopeliculas entre las comunidades.
Both et al, (2017) describe la asociacion de resistencias a compuestos organicos
entre staphylococcus aureus y Salmonella Typhimurium. Por otra parte, se
describen estudios de la importancia de la trasmision nosocomial para la
diseminacion de Salmonella spp y otros patdogenos, por lo que es necesario
fomentar sistemas de control de infecciones en estos entornos e implementar
programas de control de infecciones en clinicas veterinarias subrayando la eficacia

de estos conceptos para proteger tanto a los animales en riesgo y al personal



veterinario Walther et al, (2017). Por lo tanto, dentro de las conclusiones de
Copenhague “La resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos que no
puede ser vista como un problema local, ni siquiera nacional, se trata de un

problema global que requiere de una estrategia comun”.

Generalidades de Salmonella

Salmonella pertenece a la clase de las gamma-proteobacterias, en el orden
Enterobacteriales, y a la familia Enterobacteriaceae (Vadillo et al., 2002). La
morfologia de Salmonella es bacilar, de tamafio corto que oscila entre 0,7 - 1,5 um
y 2 - 5 ym. Salmonella son bacterias gram negativas, no esporuladas, anaerobias
facultativas y oxidasas negativas. Generalmente son bacterias moviles por flagelos
peritricos (Goyache and Briones, 2002). Se detallan en el Manual Sistematico
Bacteriano de Bergey la descripcion bioquimicas de Salmonella. Se trata de
bacterias que fermenta glucosa, que no son capaces de fermentar lactosa y
sacarosa, a raiz de ésta fermentacion generan la produccion de acido y gas. Por
otra parte, presentan actividad enzimatica de catalasa y son capaces de reducir los
nitratos a nitritos. Sin embargo, no presentan en su cadena de reacciones
citocromo oxidasa.

Salmonella presenta un crecimiento 6ptimo de 35 a 37 °C de temperatura. Sin
embargo, frente a condiciones de temperaturas extremas presenta la capacidad de
adaptarse entre un rango de 4 a 54 °C (Vadillo et al.,, 2002). La capacidad de
adaptacion al medio, permite a Salmonella crecer en ambientes de refrigeracion,
permitiendo su desarrollo en alimentos almacenados entre los 2 y 4 °C. Por lo tanto,
Salmonella ha sido identificada como un potencial microorganismo patégeno
relacionado a enfermedades de transmision alimentaria (ETA) a nivel mundial. El
pH optimo de la proliferaciéon es de 6,5y 7,5 (Vadillo et al., 2002). Sin embargo,
Salmonella tiene la capacidad de crecer a pH 4,5y 9,5 e incluso algunas cepas son
capaces de proliferar a pH estomacal. La actividad de agua (aw) en que se
desarrolla Salmonella puede estar por debajo de 0,93 (Goyache and Briones, 2002)
lo que ha otorgado la capacidad de sobrevivir en productos deshidratados.

En la actualidad se conocen 2500 serovares de Salmonella. Debido a esto, la

nomenclatura de Salmonella ha presentado cambios a través del tiempo. De



acuerdo a la ultima propuesta de Kauffmann-White (Goyache and Briones, 2002),
la Organizacion Mundial de la Salud y el Laboratorio Pasteur de Francia la especie

Salmonella enterica se divide en 6 subespecies las cuales recibieron el nombre
geografico de donde fueron primeramente aislado, por lo tanto, Salmonella enterica
subespecie: enterica (1), salamae (ll), arizonae (llla), diarizonae (llIb), houtenae (1V)
e indica (VI). S. bongori se considera como subespecie V (Brenner et al., 2000). La
subespecie enterica (I) es de importancia epidemiolégica y Salud publica, debido a
gue se describen distintas variantes séricas que contagia e infecta al ser humano o

pueden presentar cuadros subclinicos actuando como reservorio.

Cuadro clinico en humanos

La enfermedad causada por Salmonella puede ser un cuadro autolimitante que
demora en controlar la enfermedad entre los 4 a 7 dias sin necesidad de terapia
antibidtica (White et al., 2001). Aungque puede ser grave en poblacion de riesgo
como en infantes, geriatrico y pacientes inmunodeprimidos. Se ha visto que los
serovares tifoideales de Salmonella enterica tienen como hospedador especifico al
ser humano, se caracterizan por presentar un cuadro sistémico con sintomatologia
de estado febril, dolor abdominal, diarrea, constipacién, erupcién maculo papular de
color rojo salmon en el cuerpo (Haraga et al., 2008). Los serovares no tifoideales
como S. Cholerasuis, S. Typhimurium, S. Enteritidis presentan un amplio rango de
especies de animales susceptibles caracterizado por presentar un cuadro
gastrointestinal incluyendo al humano. Los individuos presentan sintomatologia
gastroentérica a las 72 horas posterior a la ingestion de alimento o agua
contaminada, con una duraciéon de 4 a 7 dias. La Salmonelosis puede presentarse
desde un fuerte dolor de cabeza hasta sintomas como dolor abdominal, vomito, y
diarrea inflamatoria. Sin embargo, las variantes séricas S. Cholerasuis en porcino y
S. Dublin en bovino son especie-especificas, que presentan la particularidad de
producir la enfermedad en humanos colocando en riesgo la vida. Los dos serovares
mas importantes de Salmonelosis transmitida desde los animales al ser humano en
la mayor parte del mundo son los pertenecientes a los grupos de S. Enteritidis y S.

Typhimurium. El diagndstico es mediante coprocultivo con relacion entre el cuadro



sintomatologico con el consumo de alimentos derivados desde carne de ave y/o

huevos.

De acuerdo a los ultimos datos publicados por Centers for Disease control and
Prevention (CDC) del afio 2011, anualmente se estima que aproximadamente 1.2
millones de enfermedades y 450 muertes son provocadas por Salmonella no
tifoideas en Estados Unidos (Scallan et al., 2011). Presentando una incidencia de
15.2 enfermedades por 100.000 individuos (CDC, 2014). A nivel nacional el Instituto
de Salud Publica (ISPCH) en el afio 2010 confirmd 2.728 casos de salmonelosis
agrupandose los mayores casos en la Region Metropolitana, precisamente se
destaca un grupo etario entre los 2 a 20 afios de edad, correspondiente al sexo
masculino que concentré la mayor cantidad de casos en un 18,5% mientras que en
mujeres represento el 16,5%. Por otra parte, cabe destacar que entre el 60 y 80%
de los casos a nivel mundial no se reconocen como parte de un brote identificado y

se clasifican como casos esporadicos o ni siquiera se diagnostican (WHO, 2013).

Reservorio de Samonella

Salmonella habita en una amplia distribucion de ambientes, mayoritariamente
diseminada en la naturaleza y en sistemas gastrointestinales de animales de
sangre fria. Sin embargo, S. enterica presenta un amplio rango de hospedadores,
entre ellos tractos gastrointestinales de distintos mamiferos, reptiles, aves e
insectos. Los animales juegan un importante rol en la diseminacién de éste
microorganismo en el medio ambiente. Ademas, Salmonella se presenta como
microbiota en animales de abasto. Condicion que permite contaminar la cadena
alimentaria, aguas y alimentos. La infeccibn en humanos resulta desde la
ingestion de los alimentos contaminados como carnes de aves de corral, de bovino,
cerdo, de leche y ovoproductos. La transmision de Salmonella por la cadena
alimentaria y las malas practicas de manipulacion estan directamente asociadas.
De esta manera, genera un impacto en medicina, en salud publica y economia de
un pais. Otro gran reservorio es el ser humano. La diseminacion de cepas
multirresistente de acuerdo a CDC, (1982) es por la inadecuada higiene que

provoca el transporte de Salmonella entre los seres humanos. Por lo tanto, se



describe a Salmonella como el principal microorganismo patégeno que se transmite
por los alimentos. Aqui la importancia del control y prevencion de la enfermedad
desarrolla estrategias epidemiologicas para reducir el impacto en la salud publica y

los costos asociados a terapias hospitalarias.

Antibioticos en Medicina Veterinaria

En lo que parece un uso normal, la practica terapéutica de antibioticos en medicina
tanto humana como veterinaria, ha permitido la seleccion de bacterias resistentes,
gue no solo pueden infectar al hombre sino también causar la enfermedad. Asi
también el uso de antibiético como promotores del crecimiento en animales de
abasto puede aumentar la asociacion de resistencia antimicrobiana de Salmonella
aisladas en humanos (Vadillo et al., 2002). Esto trae consecuencias sobre la salud
humana como infecciones dificiles de tratar y fracaso del tratamiento terapéutico.
Otras causas que conducen a la multirresistencia que presenta Salmonella es el
uso indiscriminado de antibidtico sin indicacion médica; presentaciones
nosocomiales colocando al ser humano como el principal diseminador de la
enfermedad; alimentos medicados para reducir y prevenir enfermedades en la
produccion animal. Se postula que la transmision de Salmonella resistente a
antibidticos desde los animales hacia el hombre ha sido por el efecto de residuos
de antibiéticos en los alimentos de origen animal (Holmberg et al., 1984; Heisig et
al., 1995).

Salmonella resistente a los antibioticos presentan un riesgo significativo para la
salud publica, debido a que los serovares son altamente patdégenos para el hombre.
Es por esto que el estudio de la microbiota fecal, es de gran importancia en la
vigilancia de la transmision de microorganismos patégenos para el ser humano. En
un intestino sano, otorga caracteristicas ambientales que confieren estabilidad al
control de las poblaciones microbiana. El control estd determinado por ciertas
caracteristicas del ambiente intestinal como la disponibilidad de nutrientes,
concentracion de protones y por el sistema inmunologico del hospedador. La
microbiota presente beneficia al hospedador en mantener alerta al sistema
inmunologico frente a otras bacterias enteropatdogenas, permite la maduracion del

sistema intestinal y finalmente crea una especie de barrera superficial sobre el



intestino que otorga un mecanismo de defensa al hospedador frente a la
colonizacion de bacterias enteropatdogenas como Salmonella. El desafio para las
bacterias enteropatogenas es lidiar con esta barrera de defensa por parte de la
microbiota del hospedador. De esta manera poder colonizar y generar sus
mecanismos de sobrevivencia. Barthel et al., (2003) Hapfelmeier et al.,(2005)
Stecher et al.,(2006) describen estudios de antibiéticos en ratones, que han
aportado una base de datos, respecto a la reduccion de la microbiota, describiendo
gue el repoblamiento demora entre 2 a 3 dias, generando una puerta de entrada a
las bacterias enteropatdgena como Salmonella. Como se demuestra en ensayos
“Estreptomicin Mouse model” para S. enterocolitis, posterior a la administraciéon de
estreptomicina, la infeccién oral con Salmonella conduce a una colonizacion eficaz
en el intestino, especialmente en ciego y colon 10° UFC/g. Es por esto, que el
objetivo de nuevas investigaciones apunta a reducir la terapia antibiotica que
alteran la primera barrera de defensa del sistema gastrointestinal permitiendo la
entrada de microorganismo resistente a antibidticos.

Actualmente la preocupacion de la resistencia a antibiéticos se presenta por el
grupo de las quinolonas. Dado que las fluoroquinolonas son uno de los antibi6ticos
a eleccion para el tratamiento de infecciones graves producidas por Salmonella en
humanos (White et al., 2001). En veterinaria es una practica habitual el uso de
guinolona (enrofloxacino) (Brown, 1996), ademas de las cefalosporinas de tercera
generacion (Fabrega et al., 2013). La resistencia de estos antibiéticos altamente
efectivas frente a enfermedades gastrointestinales es completamente indeseable
por las importantes implicancias clinicas que presenta (Orden Gutiérrez y De La
Fuente, 2001; Helms et al., 2002).

Las quinolonas son un grupo bactericida por inhibicibn de la transcripcién y
traducciéon del ADN bacteriano (Adams et al., 1987). Han presentado varias
modificaciones en su estructura quimica para generar variacion en sus
caracteristicas lipofilica, en su capacidad de absorcion, distribucion y eliminacién
del farmaco. Sin embargo, estas modificaciones no cambian el espectro bacterial, ni
potencial del efecto antibactericida (Asuquo and piddock 1993). De acuerdo con
Drlica and Zhao (1997) el mecanismo de resistencia frente a fluoroquinolonas es



debido a mutaciones en la codificacion de genes de la subunidad A de la ADN
girasa (gyrA) (Adams et al., 1987). Otro blanco de las fluoroquinolonas es sobre la
enzima topoisomerasa IV compuesta por subunidades codificadas por parCy parE.
La actividad enzimatica de la ADN girasa permite el desenrollamiento o
enrollamiento del ADN. Las topoisomerasas actdan sobre un segmento del ADN,
rompiendo ambas hebras. Asi las fluoroquinolonas actian como barrera fisica para

el movimiento de la horquilla de replicaciéon (Tabla 1).

Tabla 1. Agentes antimicrobianos y su mecanismo de accion.

Familia Agente Mecanismo de accién
antibidtica antimicrobiano
Anfenicoles Florfenicol Bloquea la reaccion de la

peptidiltransferasa en los ribosomas.

B-lactamicos Amoxicilina Accion bactericida por el ataque sobre el
Cefalosporina Ceftiofur entrecruzamiento de las cadenas de
peptidoglicanos que componen la pared

celular

Tretaciclina Tretaciclina Bloquea la union de los aminoacil-tARN al

lugar “a” del ribosoma.

Aminoglucésidos Gentamicina Impide la transicién desde el complejo de
iniciacion a la elongacién de la cadena
por el ribosoma, y provoca errores de

descodificacion.

Sulfonamidas Sulfamethozaxole Actla como un antimetabolito,
interfiriendo con la produccion del acido
félico, en consecuencia la normal
produccion de ARN, sintesis proteica y los

mecanismo de replicacion microbianos.

Quinolonas Enrofloxacino Inhibe la transcripcion del ADN vy

traduccion del ARNm bacteriano.




El grupo de los anfenicoles esta caracterizado por cloranfenicol, tianfenicol y
florfenicol. Las modificaciones en la estructura quimica de cloranfenicol se basan
debido a que generaba anemia aplasica por la presencia de un grupo nitrilo, el que
fue sustituido por un grupo metilo. Sin embargo, por el mecanismo a través del cual
las bacterias se hacen resistente a estos antibitticos es por la enzima cloranfenicol
acetil transferasa (CAT), que acetila los grupos hidroxilos en los carbonos 1y 3 de
cloranfenicol y tianfenicol. En cambio, florfenicol al poseer un atomo de fldor en el
carbono 3, presenta menos sitios viables de acetilacion de la enzima bacteriana
CAT, haciendo de florfenicol un antibiético mas resistente a la inactivacion
bacteriana respecto a sus analogos anfenicoles (Adams et al., 1987; EMEA, 1996;
Sumano y Ocampo, 2006). EI mecanismo de accidn de este grupo es por medio de
unién reversible a la subunidad ribosomal 50 S, inhibiendo la sintesis de proteinas
bacterianas (Tabla 1). De acuerdo con Doublet et al., (2005) existen mecanismos
de resistencia mediantes plasmidos como lo es el gen floR, descritos como

sistemas de canales de expulsion.

Los B-lactdmicos fueron sintetizados a partir del hongo Penicillium. Presenta una
accion bactericida por el ataque sobre el entrecruzamiento de las cadenas de
peptidoglicanos que componen la pared celular. Los B-lactdmicos se unen a una
serie de enzimas conocidas como Proteinas ligadas a Penicilina (PLP), que se
involucran en el estado final de la sintesis de la pared celular (Tabla 1) (Adams et
al., 1987). Usualmente la muerte bacteriana ocurre por lisis, debido a que se genera
una pared celular débil que no soporta el medio interno por presiones osmoticas.
La resistencia de los - lactamicos resulta por la elaboracion de - lactamasas,
enzimas que inactivan la droga por hidrolisis del anillo B- lactamico. Este
mecanismo de resistencia se encuentra en el cromosoma o0 en plasmidos que

pueden transferirse entre bacterias.

Las cefalosporinas son antibidticos de amplio espectro, originados a partir del
hongo Cephalosporium acremonium. Todas las cefalosporinas fueron sintetizadas

partir de la cefalosporina C, dando la clasificacion en 4 generaciones, que
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dependieron de la fecha de aparicion y su actividad en el espectro bacteriano. Su
mecanismo de accion es similar a los 8- lactamicos. Presentando resistencia por la
enzima que inactiva la droga mediante hidrolisis del anillo B- lactamico. La enzima
es especifica para las cefalosporinas llamada como cefalosporinasas que se
encuentra codificado en el cromosoma y/o plasmidos bacterianos (Adams et al.,
1987).

Las tetraciclinas fueron aisladas de varias especies de Streptomyces y sus
modificaciones estructurales fueron debidas a mejorar sus propiedades
farmacocinéticas y actividades antimicrobiales. Poseen actividad bacteriostatica,
debido a que se unen a la subunidad 30S ribosomal, interfiriendo con la union de
amino acil- ARN: con la union ARNm y consiguiente a la sintesis proteica (Tabla 1)
(Adams et al., 1987). El mecanismo de resistencia para tetraciclinas se debe a
unidades genéticas méviles que transmiten los genes tet desde diferentes especies
y en un amplio rango de géneros por conjugacion, la mayoria de los genes tet han
sido asociados con plasmidos moviles, transposones, transposon conjugativos e

integrones (Mendez and Tachibana, 1980; Chopras y Roberts, 2001).

Los aminoglicosidos son antimicrobianos compuestos por distintas cepas de
Streptomyces spp., Micromonospora spp., y Bacillus spp. Su mecanismo de accion
es unirse de manera irreversible a una o mas proteinas receptoras de la subunidad
30S del ribosoma, bloqueando la unién con el ARNm (Tabla 1). Por otra parte, los
aminoglucésidos son altamente nefrotoxico debido a su alta concentracion de
fosfolipidos, en forma particular de fosfatidilinositol (Adams et al., 1987; Sastrasinh
et al., 1982). La resistencia a los aminoglucésidos esta dada por unidades
genéticas moviles, como plasmidos y transposones. Los genes identificados se
reportaron como RmtA y RmtB, posteriormente se reportd la secuencia del gen
armA (aminoglicosidos resistente metiltransferasa) de ubicacion plasmidial
(Yamane et al., 2005; Galimand et al., 2005).
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Las sulfonamidas constituyen el grupo de antibiéticos mas antiguos y que sigue
usandose hasta la actualidad. Sin embargo, el principal problema es su resistencia
en una amplia gama de microorganismos, por lo que se asocia Su UusO a
diaminopirimidina. El mecanismo de accién de las sulfonamidas es interferir en la
produccion de acido folico en conjunto a diaminopirimidina que interfiere en la
cascada metabdlica deteniendo la produccion del acido tetrahidrofélico (THFA)
(Tabla 1) (Adams et al., 1987). Las sulfonamidas en ausencia de diaminopirimidina
se consideran bactericidas. Por otra parte, las sulfonamidas presentan un alto
grado de toxicidad, que puede ser causal de queratoconjuntivitis seca, necrosis
hepatica, hipoprotrombinemia, anemia aplasica (Adams et al., 1987). La resistencia
a este grupo antibidtico ocurre por via cromosomal y mediante plasmidos. La
resistencia cromosomal tiende a ocurrir por el deterioro de la penetracion de la
droga al interior de la célula microbiana, produciendo una insensibilizacién
mediante la enzima dihidropteroato. Una vez que los microorganismos adquieren la
resistencia a sulfonamidas genera la resistencia a todos sus derivados (Adams et
al., 1987).

Genes de Resistencia a Antibioticos

En la actualidad se han identificado una serie de elementos genéticos que
participan en la transferencia de genes de resistencia, de estos los mas conocidos
son los plasmidos, los transposones, los integrones y cassettes genéticos de
resistencia. Los procesos basicos de transferencia de genes entre bacterias son
conjugacion, transformacién o transduccién. Sin embargo, el flujo genético entre
células puede ser entre diferentes comunidades bacterianas (Levy et al., 1986).
Salyers et al.,, (1997) describe que bacterias que filogenéticamente no se
encuentran relacionadas demuestran varios elementos genéticos iguales, incluso
entre Gram positivas y negativas (Courvalin et al., 1994; Doucet et al., 1992).

Los integrones o elementos de integracion son una familia de elementos genéticos
potencialmente moviles capaces de integrar y expresar genes de resistencia
antibidtica en un mismo sitio, delimitado por secuencias nucleotidicas altamente

conservadas. Las secuencias de ADN delimitan las regiones de genes de
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resistencia con zonas conservadas como el 5 conservado (5'CD) de 1,33 kb y un
extremo 3’ conservado (3'CS) de 2 kb. Finalmente la zona con los determinantes de
resistencia presentan una longitud variable y depende del numero de genes
insertos en dicho sitio. Se conocen cuatro tipos de integrones en funcién del tipo de
integrasa, siendo el mas conocido la familia de la clase 1 que son frecuentemente
aislados de muestras clinicas (Sallen et al., 1995).

Los integrones han sido detectados principalmente en bacilos gram negativos
fermentadores de las familias Enterobacteriaceae y Vibrionaceae (Jones et al.,
1997) y en algunos no fermentadores, como Pseudomonas aeruginosa
(Bissonnette et al., 1992). En Salmonella, en el serovar Typhimurium se han
encontrado integrones de clase 1 portando multiples combinaciones de cassettes
con distintos genes de resistencia (Briggs et al., 1999). Aunque normalmente la
localizacion de estos integrones es cromosémica, también se ha descrito su
localizacion en pladsmidos conjugativos y no conjugativos. Las cepas donde se han
localizado estos integrones son tanto de origen humano como animal, e incluso se
han descrito en microorganismos presentes en el agua o en alimentos (Natasi and
Mammina, 2001).

Los cassette genéticos constituyen un grupo diverso de pequefios elementos
moviles (Recchia et al., 1997) que usualmente contienen un marco de lectura
abierta completo (orf). Existe un sitio de recombinacion especifica denominado
elemento de 59 pb o sitio attC, localizado en el extremo 3’ del gen (Collins et al.,
1993; Patridge et al., 2000). Los cassette genéticos no codifican enzimas u otros
productos involucrados para su propia movilizacion. Son elementos que pueden
existir libremente en forma de moléculas circulares covalentemente cerradas
(Collins et al., 1993; Patridge et al., 2000), para la integracion de los cassette
desde un integron se genera con la accién de la integrasa en el sitio attl. Por otra
parte la especificidad de la orientacion de los cassette genético integrados permite
su transcripcion desde un promotor comun localizado en el extremo 5’ CS desde los

integrones (Hall et al., 1995).
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Los diversos elementos genéticos moviles contribuyen a que un microorganismo
pase de ser vulnerable a resistente, generando un conjunto de genes (resistoma)

gue contribuyen de manera directa o indirecta a la resistencia de los antibioticos.

De acuerdo a los datos de las Naciones Unidas (2017), la poblacion mundial se ha
triplicado desde 1950 hasta el 2015 y la esperanza de vida ha aumentado entre un
25-30%. Sin embargo, la alianza tripartita entre la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) y OPS reconocen que para el afio 2050 es una amenaza creciente la
resistencia antimicrobiana, se prevé que cause 10 millones de fallecimientos
anuales y que dos tercio de la poblacibn mundial vivan en zonas urbanas. Por lo
tanto, cada afio la poblacion humana va en aumento y se vive mas afos. Por lo que
hoy en dia la existente demanda mundial de proteina ha generado que existan
sistemas de alta salud para la produccién de animales y es el desafio de generar
alimento para el afio 2050. De acuerdo a los datos consultados en FAO (FAO,
2017) la produccién mundial para el afio 2014 corresponde a 311,8 millones de
toneladas con una variacion anual del 1,1%. Por lo tanto, el uso de antimicrobianos
en sistemas productivos asegura la eficacia de la produccion y sobrevida de los
animales. Sin embargo, la accién profilactica estd generando la seleccion de
bacterias resistente (Williams et al., 2016). Los microorganismos que sobreviven en
el alimento pueden llegar al ser humano generando fallas en el tratamiento y una
disminucién en la tasa de accidén terapéutica. En la actualidad uno de los
tratamientos de Ultima linea de ataque es Colistin, el cual se habia dejado de utilizar
debido a que generaba nefrotoxicidad y neurotoxicidad. Sin embargo, no estan
guedando herramientas terapéuticas para el tratamiento de enfermedades de
origen bacteriano. De acuerdo a los datos publicados por Liu et al., (2016) sefiala
gue ha detectado resistencia a Colistin en aislado de animales y humanos en
China.

El impacto econdémico que pueden causar las resistencias antimicrobianas es
grande, por lo que son diversas variables y perspectivas involucradas, por ejemplo

esta el punto de vista médico, de los pacientes, el negocio del cuidado de la salud,
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la industria farmacéutica y el publico. Se necesitan mejores métodos para evaluar
las implicaciones practicas desde todas estas perspectivas. Dado que los estudios
realizados hasta la fecha se han visto obstaculizados por su pequefio tamafio y
falta de uniformidad, la validez de la informacién proporcionada no es clara y la
extrapolacion de los estudios regionales o nacionales e internacionales es
cuestionable. Se requieren estudios poblacionales sobre el impacto real de la
resistencia, con un tamafio suficiente y adecuado, lo que seria util para ayudar a
abordar la probleméatica de las diferentes perspectivas y detectar la verdadera
magnitud de las repercusiones econdémicas de la resistencia a los antimicrobianos.
El impacto general de la resistencia a los antimicrobianos de drogas merece mas
atencion, tanto por parte del gobierno como de los profesionales del area
(McGowan, 2001).

En nuestro pais faltan aun identificar los aislados de Salmonella spp. de origen
animal y ambiental que pueden ser multirresistentes a drogas y diseminar la
resistencia bacteriana. Es importante lograr identificar aquellas bacterias que
diseminan la resistencia con mayor velocidad, y el mecanismo por el cual lo hacen,
ademas de continuar con la investigacién en el ambito nacional para aislados de

diversos origenes (Garcia, 2003).

Precisamente el estudio tiene como objetivo determinar la resistencia
antimicrobiana fenotipica y genotipica de los serovares de Salmonella enterica
aislados en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad de Concepcion, Chillan a partir de diferentes especies de
animales. Para la determinacion fenotipica se utilizaron el método Kirby-Bauer y la
Concentracion Minima Inhibitoria a siete de los farmacos mas utilizados. Para luego
caracterizar los genes de resistencia mediante la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). La resistencia a tres o mas antibioticos de grupos
farmacolégicos no relacionados se considera como multirresistencia a

antimicrobianos (MRA).
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IV. HIPOTESIS
Los serovares de Salmonella enterica aislados de diferentes especies de animales

presentan multirresistencia antimicrobiana a tres o0 mas antibiéticos.

Objetivo general
Identificar la multirresistencia antibiética fenotipica y genotipica de los serovares de

Salmonella enterica aislados, mediante técnicas tradicionales y moleculares.

Objetivos especificos

I. Evaluar la susceptibilidad de los serovares de Salmonella enterica a 7
antibidticos (de mayor utilizacion) a través de técnica Kirby Bauer y CMiIso
CMlgo.

II. Identificar los genes de resistencia de los aislados de Salmonella enterica
mediante PCR convencional.

lll. Establecer los patrones de resistencias para cada uno de los serovares de
Salmonella enterica estudiados.

IV. Relacionar el tipo de serovar con el origen de aislamiento.
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V. MATERIALES Y METODO

Muestras de Salmonella.

Se estudiaron un total de 33 serovares de Salmonella enterica desde muestras de
diferentes origenes (Tabla 2). Los serovares aislados fueron tipificados vy
confirmados en el ISPCH, para luego del cultivo microbiol6gico almacenarlos
a -20°C en el Laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias,

de la Universidad de Concepcion hasta el momento de su utilizacion.

Tabla 2. Serovares de Salmonella enterica y origen de aislado.

Serovares Gaviota Ambiente Cerdo Equino Bovino Total
S. Anatum 2 0 1 0 0 4
S. Derby 0 2 2 0 0 4
S. Enteritidis 7 0 3 0 0 9
S. Infantis 4 1 3 0 0 8
S. Senftenberg 2 1 0 0 0 4
S. Typhimurium 0 0 2 1 1 4
Total 15 4 11 1 1 33

Pruebas de sensibilidad antimicrobiana

Cada uno de los serovares de S. enterica fueron cultivados en agar XLD (Merck®)
durante 48 horas a 42°C. Luego de su crecimiento se selecciond una colonia
aislada de Salmonella la que fue inoculada en caldo cerebro corazon (Merck®)
durante 24 h a 37°C. Se estandariz6 la densidad del inoculo, utilizando el estandar
de turbidez 0,5 McFarland correspondiente a un desarrollo de 1,5x108 UFC/m,
considerado por el procedimiento del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) (Cona et al., 2002).

Los aislados se Salmonella enterica se enfrentaron a 7 antibidticos comerciales:
florfenicol (Flo) 30ug (Chemie®), amoxicilina (Amx) 20ug (Chemie®), ceftiofur (Cef)
30ug  (Ox0id®), gentamicina (Gen) 10ug, oxitetraciclina (Oxi) 30ug (Chemie®),
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sulfadiazina (Sui) 25ug (Valtek S.A.®), y enrofloxacino (Enr) 30ug (Bayer®)
utilizando el método de Kirby-Bauer de difusion sobre agar Mueller Hinton. Los
discos de antibidticos se ubicaron a 25 mm entre ellos para evitar la
superposicion de la zona de inhibicién. Se incubaron a 37°C por 20 h en una
atmosfera aerdbica. La susceptibilidad antibiética se midi6é de acuerdo al diametro
que presentd el halo de inhibicién del disco del antibi6tico, de acuerdo a los
estandares descritos por Clinical & Laboratory Standards Intitute (CLSI) (CLSI,
2008) (Tabla 3). Como cepas controles se utilizo E. coli ATCC 25922 como control

negativo y S. enterica ATCC®31194™ como control positivo.

Tabla 3. Concentraciones utilizadas para las pruebas de susceptibilidad

antimicrobiana en los aislados de Salmonella enterica.

Niveles de susceptibilidad y resistencia

Kirby Bauer(mm) CMI pg/ml
Resistente  Sensible a Resistente  Sensible a

Antibiotico Abreviacion a (mm) (mm) a (ng/ml) (ng/ml)
Florfenicol Flo <12 >18 >32 <8
Amoxicilina Amx <13 >17 >32/16 <8/4
Enrofloxacino Enr <16 > 23 >4 <1
Ceftiofur Cef <17 >21 >8 <2
Gentamicina Gen <13 >17 NT NT
Sulfadiazina Sul NT NT >512 <256

NT : no testeado mediante este método
Los niveles de susceptibilidad y resistencia son los especificados en el CLSI (CLSI,
2008)

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

De acuerdo a las indicaciones del CLSI (2008), se determino la CMI del antibiético
para los serovares de S. enterica, por medio del método de dilucién seriada en
caldo Mdueller Hinton. Se prepar6 una solucion madre para cada uno de los

antibiéticos a una concentracion inicial de 2048 pg/mL (CLSI, 2008). Se utilizaron
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las mismas cepas controles que para el método anterior E. coli ATCC 25922 como
control negativo y S. enterica ATCC® 31194™ como control positivo a la resistencia
antibidtica. La lectura de los tubos en caldo Mueller-Hinton se realizé luego de 24
horas a 37°C. En caso de presentarse crecimiento bacteriano el tubo anterior a éste
se considera como la CMI expresado en pg/ml correspondiente. Se determind la
concentracion minima inhibitoria 50 (CMlso) y 90 (CMlgo) para cada uno de los

antibioticos estudiados.

Determinacion de genes de resistencia.

El estudio molecular se realizé en el Laboratorio de Fisiologia Animal y Laboratorio
Molecular de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Concepcién
campus Chillan.

Extraccion de ADN, El método de extraccion de ADN fue realizado utilizando el

meétodo de lisis térmica descrito por Yafez et al., (2008).
Cuantificacion de ADN extraido fue medida utilizando espectrofotometria Infinite
200 PRO (TECAN).

Andlisis de secuencia de ADN mediante PCR convencional, se utilizaron 7 primer

de los antibidticos seleccionados de las familias aminoglicésidos, B-lactamicos,
fenicoles, tetraciclinas, sulfamidas y quinolonas (Tabla 4). Cada desoxirribonucleico
esta a una concentracion de 0,25 mM, 0,05 de taq Kapa ADN polimerasa, y 50
pmol de cada primer. La reaccion de PCR convencional se realizé utilizando un
ciclo a 95°C por 10 min, seguido por 30 ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 1
minuto y 72°C por 1minuto. Finalmente se realizdé un dltimo ciclo de 72°C por 7
minutos (Clewell et al., 1985). Luego se prepar6 un gel de agarosa al 1,5%,
utilizando buffer TAE 1X, se agreg6 1,7 yL de GelRed Nucleic Acid Gel Stain,
(10,000X, Biotium). En el primer pocillo se colocaron 2 pL de AccuRuler 1 kb DNA
RTU Ladder (Maestrogen) y en los siguientes las muestras (4 uL de muestray 1 pL
de buffer de carga 6x). El buffer de corrida utilizado fue TAE 1X y la electroforesis
se llevo a cabo a 110 volt por 100 min. Posteriormente, el gel fue visualizado en un

transiluminador UV.
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Tabla 4. Secuencia de oligonucleétidos utilizados en ensayos de PCR convencional

para la identificacion de la resistencia antimicrobiana en serovares de Salmonella

enterica.
Familia antibitica Resisten Secuencia de Primer Referencias
cia Forward primer (5’-3’) | Reverse primer (3’-5)
genes
Anfenicoles Flo CTGAGGGTGTCGTCATCTAC/GCTCCGACAATGCTGAC Chen et al., 2004
TAT
B-lactamicos blatem1 CAGCGGTAAGATCCTTGAGA/ACTCCCCGTCGTGTAGA Chen et al., 2004
Cefalosporina blacwy-2  TAA Chen et al., 2004
TGGCCGTTGCCGTTATCTAC/CCCGTTTTATGCACCCAT
GA
Tretaciclina Tet(A) GCGCCTTTCCTTTGGGTTCT/CCACCCGTTCCACGTTGT Chen etal., 2004
TA
Aminoglucésidos  aph(3)lla TCCGGTGCCCTGAATGAACT/ACGGGTAGCCAACGCTA  Chenetal., 2004
TGT
Sulfonamidas Sull TCACCGAGGACTCCTTCTTC/CAGTCCGCCTCAGCAATA Chen et al., 2004
TC
Quinolonas gnrD CGAGATCAATTTACGGGGAATA/ Cavaco et al.,
AACAAGCTGAAGCGCCTG 2009

Determinacion de patrones de multirresistencia

Se establecieron los patrones de resistencia antimicrobiana para cada serovar de
Salmonella de acuerdo a los resultados obtenido de las técnicas tradicionales (kirby
Bauer, CMI 50 y 90) asociado a los resultados obtenidos por PCR convencional. Se
consideraron para cada serovar como multirresistente a antimicrobiano (MRA)
cuando una cepa presentd resistencia a tres 0 mas antibiéticos de grupos
farmacolégicos diferentes. Asi se establecié una base de datos para desarrollar el

andlisis estadistico.

V. ANALISIS ESTADISTICOS
Los resultados de la resistencia antibidtica fueron analizados utilizando estadistica
descriptiva que incluy6é tablas de frecuencias absolutas y relativas analizadas

mediante Fisher Exact.
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La relacion entre la resistencia de antibidtico con el serovar de Salmonella y el
origen de aislamiento se evaluaron mediante andlisis de correlaciones multiples
(MCA) utilizando el software Infostat (Infostat Version 2008).
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VI. RESULTADOS
En las pruebas de sensibilidad antimicrobiana por difusion (método Kirby Bauer)
21 cepas (63%) fueron resistente a alguno de los antimicrobianos utilizados en el
presente estudio (Tabla 5). Los serovares que presentaron mayor porcentaje de
resistencia fueron sulfadiazina (100%), oxitetraciclina (57,58%), amoxiciclina
(12,12%), gentamicina (9,09%), ceftiofour (3,03%), enrofloxacino (3,03%) vy
finalmente florfenicol (0,00%) (Tabla 6).

Tabla 5. Porcentaje de serovares de Salmonella resistentes (Método Kirby Bauer)

segun origen de aislamiento.

Serovar Total Ambiente Bovino Equino Porcino Gaviota Total por
serovar
n (%) N (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
S. Anatum (4) 0 (0,00) 0O (000 O (000 1 (303 1 (3,03 2 (6,06)
S. Derby (4) 1 (3,03) 0O (0,000 O (0,000 2 (6,06) 0O (0,00) 3 (9,09
S. Enteritidis (8) 0 (0,00) 0O (0,000 O (0,000 1 (3,03) 2 (6,06) 3 (9,09
S.Infantis (9) 0 (0,000 0O (0,000 O (0,000 3 (9,090 3 (9,099 6 (18,18)
S. Senftenberd 1 (303 0 (000) O (0,000 O (0,000 2 (6,06) 3 (9,09)

(4)
S. Typhimurium 0 (0,00) 1 (303 1 (303 2 (6,060 0O (0,00) 4  (12,12)
(4)
Total por origen 2 (6,06) 1 3,03 1 (3,03 9 (27,27) 8 (24,24) 21 (63,64)
(33)

Tabla 6. Distribucién de cepas de S. enterica con resistencia a algun antibiético

segun serovar y origen de aislamiento de acuerdo a método Kirby Bauer.

Antimicrobiano Segun Serovar N° (%) Segun N° (%) Total N° (%)
origen
Oxitetraciclina S. Anatum 2 (6,06) Alimento 2 (6,06)
S. Derby 2 (6,06) Bovino 1 (3,03)
S. Enteritidis 3 (9,09) Equino 1 (3,03)
S. Infantis 6 (18,18) Porcino 8 (24,24)
S. Senftenberd 2 (6,06) Gaviota 7 (21,212)
S. Typhimurium 4 (12,12) 19 (57,58)
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Antimicrobiano Segun Serovar Segun origen Total
N° (%) N° (%) N° (%)

Enrofloxacino S. Anatum 0 (0,00) Ambiente 0 (0,00)

S. Derby 0 (0,00) Bovino 0 (0,00)

S. Enteritidis 0 (0,00) Equino 0 (0,00)

S. Infantis 0 (0,00) Porcino 1 (3,03)

S. Senftenberd 0 (0,00) Gaviota (0,00)

S. Typhimurium 1 (3,03) 1 (3,03)
Amoxicilina S. Anatum 0 (0,00) Ambiente 0 (0,00)

S. Derby 2 (6,06) Bovino 0 (0,00)

S. Enteritidis 1 (3,03) Equino 1 (3,03)

S. Infantis 0 (0,00) Porcino 3 (9,09)

S. Senftenberd 0 (0,00) Gaviota (0,00)

S. Typhimurium 1 (3,03) 4 (12,12)
Ceftiofour S. Anatum 0 (0,00) Ambiente 0 (0,00)

S. Derby 0 (0,00) Bovino 0 (0,00)

S. Enteritidis 0 (0,00) Equino 0 (0,00)

S. Infantis il (3,03) Porcino 0 (0,00)

S. Senftenberd 0 (0,00) Gaviota 1 (3,03)

S. Typhimurium 0 (0,00) 1 (3,03)
Gentamicina S. Anatum 0 (0,00) Ambiente 0 (0,00)

S. Derby 0 (0,00) Bovino 0 (0,00)

S. Enteritidis 1 (3,03) Equino 0 (0,00)

S. Infantis 2 (6,06) Porcino 1 (3,03)

S. Senftenberd 0 (0,00) Gaviota 2 (6,06)

S. Typhimurium 0 (0,00) 3 (9,09)
Sulfadiazina S. Anatum 4 (12,12) Ambiente 4 (12,12)

S. Derby 4 (12,12) Bovino (3,03)

S. Enteritidis 8 (24,24) Equino 1 (3,03)

S. Infantis 9 (27,27) Porcino 12 (36,36)

S. Senftenberd 4 (12,12) Gaviota 15 (45,45)

S. Typhimurium 4 (12,12) 33 (100,0)
Florfenicol S. Anatum 0 (0,00) Ambiente 0 (0,00)

S. Derby 0 (0,00) Bovino 0 (0,00)

S. Enteritidis 0 (0,00) Equino 0 (0,00)

S. Infantis 0 (0,00) Porcino 0 (0,00)

S. Senftenberd 0 (0,00) Gaviota 0 (0,00)

S. Typhimurium 0 (0,00) 0 (0,00)
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Del total de cepas estudiadas el 15,15% presentd MRA, que corresponde a 3 de
los serovares aislados en este estudio por el método de difusién. Estos
serovares fueron S. Typhimurium (6.06%), S. Infantis (6.06%) y S. Enteritidis
(3,03%) (Tabla 7).

Tabla 7. Namero y porcentaje de serovares de S. enterica con MRA en relaciéon

a su origen de aislamiento.

Cepa Equino Porcino Gaviota Total
bacteriana

n (%) n (%) n (%) n (%)
S. Enteritidis 0 (0,00 1 (3,03 2 (3,03 2 (6,06)
S. Infantis 0 (0,00 1 (3,03 1 (3,03 2 (6,06)
S. Typhimurium 1 (3,03) 1 (3,03 0 (0,00) 2 (6,06)
Total 1 (3,03) 3 (9,09 1 (3,03) 5 (15,15)

Se encontraron 4 patrones de MRA diferentes mediante el método de difusién
(FIGURA 1). Los patrones de MRA analisados que repitieron en dos cepas incluyen
3 antibioticos oxitetraciclina, sulfadiazina y amoxicilina encontrada en S. Enteritidis
y S. Typhimurium. Ademéas gentamicina, oxitetracilina, sulfadiazina encontradas en
S. Enteritidis y S. Infantis (Tabla 8).

S. enteritidis S. infantis S. typhimurium

I

Numero de cepas
'_i

Oxi, Sul, Amox Gen, Oxi, Sul Cef, Gen, Oxi, Sul Enr,Oxi, Sul

Patrones de resistencia

Figura 1. Numero de serovares de Salmonella distribuidas segun patrones de

resistencia observados.
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Tabla 8. Patrones de resistencia a mdultiples antimicrobianos en serovares de
Salmonella aislados (Método Kirby Bauer).

Serovar Numero de aislado Patrones de resitencia

antimicrobiana

MRA
Analizados Resistente a uno o (Numero de serovares
mas antimicrobiano resitente/especie)
S. Anatum 4 2 *x
S. Derby 4 3 *x
S. Enteritidis 8 3 Oxi, Sul, Amox (1/cerdo)
Gen, Oxi, Sul (L/gaviota)
S. Infantis 9 6 Gen, Oxi, Sul (1/cerdo)
Cef, Gen, Oxi,
Sul (L/gaviota)
S. Senftenberd 4 3 *
S. Typhimurium 4 4 Oxi, Sul, Amox (1/equino)
Enr,Oxi, Sul (1/cerdo)

** No hubo serovares multirresistente a drogas en estos aislados.

Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

En relacion a la susceptibilidad in vitro se observé que para ceftiofur los rangos
de CMI variaron entre 0,5 - 512 pg/mL, con una CMlg de 8 pg/mL (Tabla 9). El
24,24% de las cepas estudiadas fueron resistentes, 12,12% presenté una
susceptibilidad intermedia y el 63% de los serovares fue susceptible. Los
serovares resistentes corresponden a S. Derby, S. Infantis, S. Typhimurium, S.
Anatum y S. Senftenberd las que fueron aisladas de porcino, ambiente y
gaviotas. Las cepas de Salmonella dentro de la distribucion para ceftiofur se

concentro con un 45,45% a una CMl igual a 1 pg/ml (Trabla 10).
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Para enrofloxacino los rangos de CMI fueron 0.5 - 4 pg/mL, con una CMig de 2
ug/mL (Tabla 9). Todos los serovares presentaron susceptibilidad para este
antimicrobiano. Las Cepas de Salmonella presento dentro de la distribucion del

CMl un 72.73% para la concentracion 1 pg/ml (Tabla 10).

En amoxicilina, 3 cepas (S. Typhimurium, S. Derby y S. Enteritidis) resistentes
por el método Kirby-Bauer fueron también resistentes segun el analisis de CMI.
Los rangos de CMI fueron 1-512 pg/mL con una CMlg de 512 pg/mL (Tabla 9).
De acuerdo a la distribucion que present6 la las cepas de Salmonella un 39.39%

se concentré en 256 pg/mL. (Tabla 10).

Los rangos de CMI de florfenicol analizados fueron 0.5-128 pg/mL con una
CMlgo de 32 pg/mL (Tabla 9). Se observd un 15.15% de cepas resistentes
provenientes de cerdo (S. Infantis y S. Derby) y de gaviotas (S. Enteritidis y S.
Anatum). De acuerdo a la distribucion de CMI las cepas de Salmonella se

concentraron en un 21.21% en 4 pug/mL. (Tabla 10).

En oxitetraciclina los rangos de CMI fueron 32-512 pg/mL con una CMlg de 512
png/mL (Tabla 9). El 100% de los serovares fueron resistentes. De acuerdo a la
distribucién de CMI en las cepas de Salmonella se concentraron en 512 pg/mL.
(Tabla 10).

Las sulfadiazina la CMI fue de 2048 pg/mL con una CMlg de 2048 pg/mL. Y su
distribucion fue de 2048 pg/mL. (Tabla 10). Presentandose resistencia en todos

los serovares.

Finalmente gentamicina presenta resistencia en un 93% de las muestras con
rangos de CMI de 16 - 512 pg/mL con una CMlg de 256 pg/mL (Tabla 9). El
33% se concentrd entre 64 y 128 pg/mL (Tabla 10).
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Tabla 9. Rango intercuantil y CMI 50 y 90 por el método de Macrodilusion (n=33).

Antimicrobiano RIC CMI 50 CMI 90
(Hg/mL) (Hg/mL) (ng/mL)
Oxitetraciclina 32-512 256 512
Ceftiofur 0,5-512 2 8
Amoxicilina 1-512 256 512
Gentamicina 16 — 512 128 256
Enrofloxacino 05-4 1 2
Florfenicol 0,5-128 4 32
Sulfadiazina 2048 2048 2048

*RIC: rango intercuartil

El andlisis grafico exploratorio para explicar la variabilidad que existe entre la
presentacion de resistencia antibidtica, con los origenes de las cepas, permite
apreciar las combinaciones que se relacionan mas estrechamente. Esto se
puede visualizar en la representacion gréfica de las dos dimensiones que
agrupan la mayor variabilidad de los datos del MCA realizado (Figura 2).

La variabilidad entre las cepas resistentes que se agrupan hacia la izquierda en
comparacion a las cepas susceptibles que se agrupa en el eje hacia la derecha.
Esto indicaria que las resistencias y susceptibilidades pudiesen asociarse a
algun tipo de factor o efecto, dado que todas estas variables no estarian

actuando de forma independiente.

Genes de resistencia antimicrobiana

Se encontraron 16 cepas (48.48%) que fueron resistente a alguno de los genes de
resistencia antimicrobiana utilizados en el presente estudio (Tabla 11). Se observa
la amplificacion de los productos de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
de las bandas de los genes de resisntecia: Blacmy-2 (Figura 4), Sul-1 (Figura 5),
Blatem-1 (Figura 6), Aph(3)lla (Figura 7), gnrD (Figura 8), Tet(A) (Figura 8).

Se encontraron 9 patrones de MRA diferentes mediante la caracterizacion
genotipica (Figura 3). Los patrones de MRA analisados que repitieron en cinco
cepas incluyen 3 genes de resistencia para Blatem-1, Sul-1 y blacym2 encontrada en
S. Enteritidis, S. Infantis, S. Senftenberg, S. Derby y S. Typhimurium (Tabla 12).
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Figura 2. Relacién entre susceptibilidad antibiética y origen de las serovares de Salmonella.



Tabla 10. Distribucion de CMI y Resistencia (%) en Salmonella entérica (n=33) desde animales.

28

Antimicrobiano

%Resistencia

Distribucién % CMI (ug/mL)

0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 1024 >1024
Amoxicilina 84,84 3,03 303 6,06 ‘ 15,15 9,09 6,06 3939 18,18
Cetftiofur 24,24 3,03 4545 1515 12,12| 12,12 6,06 3,03 3,03
Florfenicol 15,15 1,52 15,15 15,15 21,21 9,09 9,09 3,03 ‘ 6,06 6,06
Gentamicina 93,93 6,06 3,03 33,30 33,33 24,24 3,03
Enrofloxacino 0 6,06 72,73 18,18 3,03
Sulfadiazina 100 100
Oxitetraciclina 100 12,12 9,09 9,09 21,21 45,45
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Tabla 11. Numero y porcentaje de serovares de S. enterica con MRA en relacién a

su origen de aislamiento.

Cepa Equino Porcino Gaviota Ambiente Total
bacteriana

Total N (%) N (%) N (%) N (%) (%)
S. Derby 0O 000 1 303 O 0,00 2 6,06 3 9,09
S. Anatum 0O 000 1 303 O 0,00 O 0 1 3,03
S. Senftenberd 0 0,00 1 303 1 303 O 0 2 6,06
S. Enteritidis 0O 000 1 303 2 6,06 O 0 3 9,09
S. Infantis 0O 0,00 4 12,12 1 3,03 0 0 5 15,15
S. Typhimurium 1 3,03 1 3,03 0 0,00 0 0 2 6,06
Total 1 303 9 27,27 4 12,12 2 6,06 16 48,48

Tabla 12. Patrones de genes de resistencia a multiples antimicrobianos en
serovares de Salmonella aislados.

Serovares Numero de aislado Patrones de resistencia antimicrobiana
Resistente a MRA
Analizados uno o mas AB (numero de serovares resistente/especie)

S. Derby 4 3 Sull, Aph(3)lla, Blacymz 1/ Ambiente
Blatem-1,Sull, Blacymz 1/ Ambiente
Sull, Aph(3)lla,tet(A),
Blacymz 1/Cerdo

S. Anatum 4 1 Sull, Aph(3)lla,tet(A) 1/Cerdo

S. Senftenberd 4 2 Blatem-1,Sull, Blacym2 2/Gaviota
Blatem-1,Sull, Blacym2

S. Typhimurium 4 2 Blacymz 1/Equino
Blatem-1,Sull, Blacym2 1/Cerdo

S. Enteritidis 8 3 Sull,gnrD,tet(A), Blacymz 1/Cerdo
Blatem-1,Sull tet(A) 1/Gaviota
Blatem-1,Sull, Blacym2 1/Gaviota

S. Infantis 9 5 Blatem-1,Sull, Blacym2 1/Cerdo
Blatem-1,Sull,gnrD, Blacym2 2/Cerdo
Sull,Aph(3)lla,gnrD,tet(A) 1/Cerdo

Blatem-1,Sull, Aph(3)lla,qnrD 1/Gaviota
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Figura 3. Numero de serovares de Salmonella distribuidas segun patrones de
resistencia mediante amplificacion de producto de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR). S,A,C : Sull, Aph(3)lla, Blacwy2; B,S,C: Blatem1, Sull, Blacwmyz;
S,AT,C: Sull, Aph(3)lla, Tet(A), Blacmyz; S,A,T: Sull, Aph(3)lla, Tet(A); S,Q,T,C:
Sull, gnrD, Tet(A), Blacmy2; B,S,T: Blawem1, Sull, Tet(A); S,A,Q,T: Sull, Aph(3)lla,
gnrD, Tet(A); B,S,A,Q: Blawem1, Sull , Aph(3)lla, gnrD; B,S,Q,C: Blatem1, Sull, gnrD,

Blacmva.

Figura 4. Amplificacion de producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
del gen Blacmy-2. Los nimeros indican la cepa de Salmonella a la que representan,

M es el marcador y “+” es el control positivo.
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Figura 5. Amplificacion de producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
del gen Sul-1. Los numeros indican la cepa de Salmonella a la que representan, M

es el marcador y “+” es el control positivo.

Figura 6. Amplificacion de producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
del gen blaem-1. Los nimeros indican la cepa de Salmonella a la que representan,
M es el marcador y “+” es el control positivo.
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Figura 7. Amplificacion de producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
del gen Aph(3)lla. Los numeros indican la cepa de Salmonella a la que representan,

M es el marcador y “+” es el control positivo.

Figura 8. Amplificacion de producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
del gen gnrD. Los nimeros indican la cepa de Salmonella a la que representan, M

es el marcador y “+” es el control positivo.
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Figura 9. Amplificacion de producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
del gen tet-A. Los numeros indican la cepa de Salmonella a la que representan, M

es el marcador y “+” es el control positivo.
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VIl. Discusioén

En el presente estudio se analizaron 6 serovares de Salmonella enterica
encontrando resistencia antimicrobiana en el 63,64% de la muestras mediante el
método de difusion (Kirby bauer), en los cuales se present6é en estado de MRA de
un 15,15% de las cepas. El informe del programa NARMS (The National
Antimicrobial Resistance Monitoring System) en el 2013 revel6 que de los
aislamientos de Salmonella enterica no tifoideales en estados de MRA sobre 5 0
mas antibidticos representa el 5% y que ha ido en aumento desde 1996. Sin
embargo, Li et al. (2017) demostraron que en aislados de pollos destinados para el
comercio presentaban un 99,3% resistente a un antimicrobiano y un 59,4%
presentd MRA sobre 5 antibioticos. Cifras similares demostro un estudio realizado
en Espafia, de 238 aislamientos de Salmonella enterica de origen animal la
resistencia frente al menos un antimicrobiano fue del 96% en aislamientos de S.
Typhimurium (Crushaga et al., 2001). En Colombia para el afio 2010 un estudio
realizado con 93 cepas de Salmonella enterica aisladas de diversos alimentos,
reporté que el 46% (n=40) de los aislamientos presento resistencia al menos frente
a un antimicrobiano, y la proporcion de multirresistencia solo alcanzé el 4,3%.
(Karczmarczyk et al.,, 2010). En contraste Bermudez et al. (2013) demostré un
aumento en la resistencia antimicrobiana en un 94,8% (n=147) de las cepas
evaluadas de los beneficios porcinos de Colombia y en un 16,77% de los
aislamientos mostré multirresistencia para amoxicilina, ampicilina, cloranfenicol,
florfenicol y tetraciclina, siendo el patron mas comdnmente observado. Sanchez-
Maldonado et al. (2017) mostraron la prevalencia y la resistencia desde canales
porcinos de Canad4, los que resultaron en un 35% de los aislados fueron resistente
a un antimicrobiano y 3,9% fueron MRA de alta importancia en medicina humana,
estos porcentaje son similares a lo descrito por la NARMS. En Chile de acuerdo al
Laboratorio de Referencia de Agentes ETAs del Instituto de Salud Publica presenta
en su ultimo boletin del afio 2016 las muestras de Salmonella no tifoideas de origen
intestinal destacando a S. Typhimurium y S. Entiritidis con un nimero de muestras
menor o igual a 30, durante los afios 2012 al 2015 no se ha evidenciado resistencia

para los antimicrobianos como ampicilina, cefotaxima, ciprofloxacino, cloranfenicol y



35

cotrimoxazol, debido a que a éstos antimicrobianos se consideran de importancia
critica. Sin embargo, S. Typhimurium y S. Entiritidis fueron 2 de los 3 serovares que
presentaron MRA, que apoya el hecho de existe un aumento de la resistencia en
los aislados de Salmonella spp. en nuestro pais.

De acuerdo a los datos por CIPARS (Canadian Integrated Program for Antimicrobial
Resistance Surveillance), en Canada indican que en cerdos los serovares mas
aislados desde casos clinicos fueron S. Derby y S. Thyphimurium, desde la granja
S. Derby, S. Infantis y S. Thyphimurium desde matadero (CIPARS, 2010). Es
importante destacar que de las 12 cepas obtenidas desde cerdos, 5 corresponde a
S. Infantis, 2 cepas a S. Thyphimurium y 2 cepas a S. Derby. Los serovares
presentes suponen un mayor riesgo asociado a patdgenos, segun los casos de
mayor relevancia para el ISP, (2016). Sin embargo, en el presente estudio no
podemos extrapolar esta situacion debido a que es un andlisis de tipo descriptivo,
s6lo con cepas aisladas de muestras que llegan a laboratorio. Sin embargo, hay
gue sefalar que para el serovar de S. Infantis presentd dos cepas MRA una aislada
desde cerdo y otra de gaviota de Franklin. La posibilidad de transmisién de cepas
resistentes al ser humano podria darse a lo largo de la cadena productiva, desde el
consumo de alimentos de origen animal. Los serovares del presente estudio
pertenece a la asociacion de las diez principales serovariedades de Salmonella
spp. causantes de infeccién para los humanos, que también han sido vinculadas a
enfermedad para los animales (Foley y Lynne, 2008).

Hay que destacar que de las muestras de S. enterica, 15 fueron aisladas desde
gaviotas de Franklin, que es un ave migratoria de amplia distribucion en América,
se describe desde Canada y Estados Unidos hasta Perd, Argentina y en Chile,
siendo en este Ultimo que presentan una distribucion desde Arica hasta la zona de
Magallanes (Schlatter et al, 2006). Las gaviotas de Franklin pueden actuar como
diseminadoras de estos agentes bacterianos entre paises hacia otros animales,
incluido el hombre, o bien hacia los alimentos. La OPS (2005) indica que S.
Enteritidis es el serovar de mayor frecuencia aislado en Chile. De acuerdo a lo
descrito por Toro et al., (2016) identificaron cepas chilenas de Salmonella Enteritidis

desde diferentes aislados de gaviotas, huevos y de seres humanos, presentando
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perfiles genéticos similares independientemente de la fuentes de aislamiento. Por lo
tanto, concluyen que la probabilidad maxima de que las cepas ya estén circulando
entre diferentes huéspedes y alimentos como vehiculos en Chile. Estos hallazgos
se ajustan a la evidencia previa molecular entre S. Enteritidis cepas recogidas
humanos y pollos (Chai et al., 2012), y de seres humanos con otros animales
(Smith et al.,, 2014). Por lo tanto, las gaviotas podrian representar un factor
epidemiolégicamente relevante reservorio de zoonosis S. Enteritidis en Chile. Las
cepas de gaviotas del presente estudio arrojo MRA para S. Enteritidis mediante el
método de difusion un patrén de resistencia gentamicina-oxitetraciclina-
sulfadiazinas y para S. Infantis presentd un patron de resistencia ceftiofour-
gentamicina-oxitetraciclina-sulfadiazina De acuerdo con Toro et al.,, (2016)
encontraron 94% genes de resistencia en S. Enteritidis cepas chilenas, con un bajo
porcentaje de polimorfismos en genes 6,1%. Dado que estos mismos serovares son
un riesgo potencial pueden causar dafio en la salud humana, es indispensable
seguir vigilando la resistencia de estos serovares desde las aves migratorias. En la
poblacion chilena varios alimentos de origen animal incluyendo huevos, carne,
pescado y mariscos (entre otros), han sido intervenidos en los brotes de S.
Enteritidis, o que sugiere que es posibles relacionar entre los aislamientos de S.
Enteritidis de aves silvestres y cepas de S. Enteritidis en Chile, lo que puede
explicar la aumento de la incidencia de salmonelosis en el pais (Fresno et al., 2013;
Retamal et al., 2015).

En la actualidad la demanda de los consumidores sobre la industria alimentaria es
la exigencia de alimentos seguros e inocuos, lo que ha llevado a un aumento de la
vigilancia y control de Salmonella. Los serovares como S. Senftenberg, S. Derbyy
S. Anatum son los mas aislados en materias primas o piensos y solo afectan
esporadicamente a los animales y al hombre. Algunos de estos serovares también
se han relacionado como causantes de infecciones subclinicas en los animales.
Segun Mejia (2003) el serovar de S. Anatum es encontrado con mayor frecuencia
en los piensos destinado para el consumo de porcinos. De acuerdo a lo descrito por
Bermudez et al. (2013) Salmonella spp. ha sido aislada principalmente desde

cerdos sanos que llegan a matadero, es decir, desde animales clinicamente sanos.
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Aunque en Estados Unidos se describe del orden de 38,2% de granjas positivas a
Salmonella entérica los porcentajes de cuadros de salmonelosis en cerdos no
serian tan altos (Bahnson, 2006). De acuerdo a los resultados de Papadopoulou et
al.,, (2009) en Inglaterra se detectaron 263 serovares de Salmonella desde
alimentos destinados a consumo animal y desde el ganado se observé que el
14,1% de los aislados fue resistente al menos a un antibiético y se presenté un
estado de MRA en un 1,9%. En el presente estudio la multirresistencia fue mucho
mas alta, tal como se sefialé anteriormente, lo que indicaria que se requiere de un
control mas estricto para evitar esta elevada resistencia. Papadopoulou et al.
(2009), sefialan en su estudio que no existe evidencia de asociacion estadistica
entre los 10 serovares mas aislados desde alimento y ganado. Esto apoya la teoria
gue los genes de resistencia pueden ser adquiridos desde el tracto digestivo del
ganado ya que éste es el mayor reservorio bacteriano, y desde donde las cepas
resistentes pueden ser diseminadas (Acar y Moulin, 2006). La resistencia
usualmente pueden transferirse rapidamente entre diferentes especies o géneros
bacterianos, especialmente entre la familia Enterobacteriaceae (Quinn et al., 2000).
En base a esto, podria ser esperable una alta resistencia en otras bacterias en la
microbiota residente o0 bacterias patdgenas, extendiendo la capacidad de
diseminacion de resistencia.

De acuerdo al listado de NARMS (CDC, 2010) los dos primeros de veinte serovares
méas comunes aislados desde humanos son S. Enteritidis y S. Thyphimurium.
Ademas, Usera et al. (2003) sefiala que S. Derby es un serovar que se aisla en
ocasiones desde humanos, precisamente los resultados del presente estudio todas
las cepas de S. Typhimurium fueron resistente al menos a un antimicrobiano.
presentandose en condicion de MRA para los aislados de equino y porcino. Para el
caso del serovar S. derby todas las cepas fueron resistente para un antimicrobiano.
Finalmente, el serovar S. Enteritidis resulto como MRA aislado desde gaviota de
Franklin. Los serovares aislados desde alimentos destinados a consumo animal S.
Derby y S. Infantis, fueron aislados desde cerdos cuyo destino final es ser

consumidos por humanos, por lo que se puede inferir que el hecho que alimentos
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destinados a consumo animal tengan el patégeno puede aumentar el riesgo que el
producto de origen animal también lo tenga y de esa manera llegar al ser humano.

De acuerdo a SVARM (Swedish Veterinary Antimicrobial Resistance Monitoring)
indica que el 47% de los aislados entre 2000-2011 desde animales de produccion
corresponde al serovar S. Thyphimurium siendo el 23% de ellos resistente al
menos a un antibiodtico y el 7% cepas presentd MRA. En el presente estudio el
15.15% de los serovares de Salmonella entérica se detecto como MRA. Desde la
perspectiva de salud publica la resistencia en las especies productivas pasaria a
ser mas importante que la observada en vida silvestre o mascotas (SVARM, 2017).
Los diferentes serovares del presente estudio corresponden a serovares no
tifoideos de S. enterica, que se aceptan como potencial zoonético (SVARM, 2017)
adquiriendo su resistencia en el huésped sea de origen animal o al ser humano
(Threlfalla, 2002). En los ultimos afios se ha producido un considerable aumento
de cepas resistentes a antimicrobianos, de acuerdo a los datos de SVARM para el
afio 2009 presentaba un 14% de resistencia al menos a un antimicrobiano y para el
afio 2011 aument6 en un 9%. Lo que parece estar correlacionado al menos en
parte, con el uso de antimicrobianos en animales destinados al consumo, podria
deberse a promotores de crecimiento como parte de su alimentacién o parte de un
tratamiento inadecuado frente a diversas infecciones. Es por esto que cepas de
origen alimentario o animal, que son resistentes a diferentes grupos de antibioticos,
tal como lo observado en las cepas analizadas, pueden traspasarse a la microflora
intestinal de otras especies animales. Las familias antibiéticas que se han reportado
con mayores resistencias han sido los B-lactdmicos, tetraciclinas, aminoglucdésidos
y sulfonamidas (Hur et al., 2011; SVARM, 2017). De la misma forma los
antimicrobianos que presentaron mayor porcentaje de resistencia mediante el
método de difusion fueron sulfadiazina, tetraciclina, amoxiciclina y en menor
porcentaje gentamicina, ceftiofour y enrofloxacino. Los antibiogramas dieron como
resultado un alto porcentaje de resistencias entre las cepas de Salmonella entericas
analizadas. La resistencia comunmente detectada fue para oxitetraciclina con un
57,58% cifra similar a la detectada por Alaniz et al., (1997) que alcanzaba un 57,4%

en Salmonella de origen animal. Bermudez et al. (2013) mostr6 un 98,84% de
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resistencia en las cepas analizadas de los beneficios de cerdos en Colombia. Al
igual que Ren et al. (2017) que demostré un 87,5% de resistencia a oxitetraciclina.
Las muestras del presente estudio provienen del Laboratorio de Microbiologia
Veterinaria y se debe considerar que pueden proceder de animales enfermos que
pudieron haber recibido tratamientos antibiéticos. Por otra parte, la resistencia a
Tetraciclina puede ser factible debido a que se utiliza frecuentemente como
indicacion metafilactico en el alimento o agua de bebida en los sistemas
productivos esté relacionada con las altas tasas de resistencia reportadas. Este
hallazgo puede ser ademas relevante respecto a la presion selectiva en las
poblaciones bacterianas, ya que el mecanismo de resistencia asociado a este
antimicrobiano suele ser por la codificacion de bombas de flujo a través de
plasmidos. En el caso de amoxicilina, la resistencia de Salmonella encontrada por
Zamora et al., (2006) en muestras de alimento fue de un 15% cifra que también se
acerca al valor obtenido en el presente estudio donde la resistencia fue de un
12,12%. Bermudez et al. (2013) demostré que para amoxicilina hubo un 35,48%. La
resistencia de Salmonella por B -lactamicos puede atribuirse a la produccién de (3-
lactamasas transferidas por plasmidos (Hur et al., 2011), la resistencia presentada
para amoxicilina podria sugerir la participacion de dicha enzimas.

Es importante destacar que se encontro resistencias a ceftiofur (3,03%) y
sulfadiazina (100%). Algunos de estos compuestos, junto a las tetraciclinas, han
sido utilizados por décadas en la produccion animal, ya sea como profilaxis o con
fines terapéuticos, y en tratamiento de infecciones humanas por lo que su
resistencia estd ampliamente difundida (Breuil et al., 2000). Bermudez et al. (2013)
demostrd para las cepas una resistencia mayor al presente estudio para ceftiofur
con un 21.94%. En similitud con Nunes et al., (2011) presentan resistencia ceftiofur
62,0% y sulfadiazina 58,0%.

De acuerdo al informe del NARMS (CDC, 2017) la resistencia de Salmonellas no
tifoideas frente a amoxicilina, ampicilina y ceftiofur estdn categorizadas por la
Organizacion Mundial de la Salud con importancia critica, mientras que sulfas,
tetraciclina y anfenicoles son de alta importancia. De este modo, en humanos, las

principales resistencias dentro de estos grupos se presentan en ceftiofur (2,9%),
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ampicilina (9,6%), sulfizoxasole (10%) vy tetraciclina (11,5%). Tal como se sefialé
anteriormente, en el caso de tratar una gastroenteritis por Salmonella se
recomienda amoxicilina o sulfametoxazol, pero debido a los niveles de aumento de
resistencia las recomendaciones se han modificado orientandose a cefalosporinas
de amplio espectro o fluoroquinolonas (CDC, 2017). Hoy en dia las
fluoroguinolonas son antimicrobianos de primera linea para el tratamiento de
septicemias por gram-negativos junto a las Cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion han sido los antimicrobianos de eleccidon para el tratamiento de
salmonelosis en humanos. Sin embargo, el uso de estas familias de
antimicrobianos en veterinaria se extiende para un amplio espectro de bacterias
(Karczmarczyk et al., 2013). Los resultados de éste estudio muestran que una
muestra de gavota de Franklin fue resistente a ceftiofur, cuya resistencia entre las
enterobacterias se relaciona con la resistencia a ceftriaxona, una de las
Cefalosporinas de tercera generacion usada en nifios para el tratamiento de
salmonelosis grave (Hur et al., 2011). El monitoreo periédico y continuo de
multirresistencias, en especial para estos antimicrobianos clasificados por la
Organizacion Mundial de la Salud como antimicrobianos de importancia critica, es
necesario dentro del marco de construccion de estrategias que mitiguen el impacto
de la extension de las resistencias antimicrobianas, no olvidando que la resistencia
frente a éstos no es un fenbmeno nuevo, pues ha venido dandose desde hace tres
décadas y se ha reportado en varios paises.

Los rangos de CMI observados en este estudio superan algunos parametros
indicados por SVARM (2011), como florfenicol en que encontraron un 1% de
resistencia mientras que en el presente estudio no se observo resistencia. Para
tetraciclina SVARM encontré6 un 8% de resistencia en comparacion al presente
estudio que indicd un 100%. Los RIC de las CMI presentados por las cepas
analizadas frente a antibidticos como oxitetraciclina fueron bastante amplios, junto a
una CMIlg de 512 pg/mL que indica resistencia 64 veces mayor a lo establecido.
Las CMI de sulfanamidas SVARM (2011) presenta que 18% resistencia a diferencia
de este estudio donde se obtuvo el 100% de resistencias. Las CMI de gentamicina
de acuerdo a los datos de SVARM (2011) es de 0% a diferencia de los valores
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obtenidos en el presente estudio que fue de 93,93%. Los valores de CMIlsoy CMlgo
no necesariamente son predictivos del éxito o falla de una terapia determinada,
dado que al ser un estudio in vitro puede no tener relacién con los resultados
clinicos. El uso de la CMIgo para determinar sensibilidad en patdogenos puede ser de
utilidad, pero es necesario establecer relaciones in vitro- in vivo para instaurar usos
adecuados de antibiéticos. Es por esto que los datos planteados por nuestro
estudio pueden ser utilizados s6lo como referencia en el uso de los antibiéticos
testeados.

Aungue existe controversia respecto a si es en el ambiente o en el humano donde
se generan primordialmente las cepas resistentes, se reconoce que en ambos se
dan condiciones para su aparicion y persistencia. Dado que la resistencia se
present6 en los aislados de origen animal y alimentarios, este inconveniente ya se
encuentra presente en todo nivel. Las consideraciones iniciales como empleo de
dosis subterapéuticas de antimicrobianos en la dieta animal con fines profilacticos o
para promover su desarrollo, es sélo una de las muchas causales que fomentan la
aparicion y diseminacion de cepas resistentes en el medio ambiente y en la cadena
alimentaria (Alaniz et al., 1997). Es decir la teoria del origen de la resistencia sigue
apuntando al origen animal que de acuerdo a datos del estudio puede corroborarse
en el analisis de MCA aplicado en donde la agrupacién de resistencia presentada
es estrecha entre aislados de origen animal, por lo que el efecto observado, es
decir, mantencién y diseminacion de cepas explicaria esta cercania. Junto a esto
se suma que existe una amplia variedad de serovares circulantes entre las
diferentes especies animales, principalmente en cerdos en donde se detectd 5
diferentes serovares en el presente estudio.

Frente a la deteccibn de genes de resistencia antimicrobiana proporciona la
oportunidad de relacionar estas variadas enzimas con su papel clinico, es decir,
proporciona una resistencia selectiva a clases de antibioticos o grupos funcionales
0 a grupos estructurales ayudando al clinico y al microbiélogo del laboratorio a
correlacionar las propiedades de una enzima especifica con el perfil de la
resistencia molecular. En el presente estudio caracterizO un gen para cada grupo

antimicrobiano, para las sulfonamidas el gen Sul-1 presentd un 63,6% de
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resistencia, similar a lo demostrado por Antune et al. (2005), Frank (2007). Debido a
gue las muestras a través del método de difusion presento un 100% de resistencia,
existe la posibilidad de otros genes estén mediando la resistencia. Se han descrito
tres genes de resistencia para dihidropteroato sintasas que
codifican sull, sul2 y sul3, ademas de 20 genes de dihidrofolato reductasa (dfr)
(Antune et al., 2005; Frank 2007). Ambos grupos de genes estan asociados con
integrones de clase 1 que residen en plasmidos. Por lo que son genes altamente
moviles (Huovinen et al., 1995; Skdld, 2000). Sin embargo, se describe que el
integrén de clase 1 In6 e In7 poseen una regidon conservada comun hacia 3’ que
contiene el gen gacEdl que confiere bajo nivel de resistencias a ciertos
compuestos amonicos y sul 1 confiriendo bajo nivel de resistencia a sulfamidas,
debido a que no se expresa al haber perdido su promotor (Valentine et al., 1994).
Para las sulfonamidas la resistencia es cruzada para esta familia de antimicrobiano,
por lo que el surgimiento de nuevas mutaciones puede generar la recombinacién
entre genotipos o segregacion independiente de los cromosomas, dando a lugar a
nuevas combinaciones haplotipicas (Antune et al., 2005). Lo que podria generar
una restriccion sobre la estructura de la enzima para poder unirse al sustrato,
debido a sulfonamidas interfieren con la formacién de &cido félico en bacterias, por
la inhibicibn competitiva de la enzima dihidropteroato sintasa. Por lo tanto, los
genes de resistencia sull, sul2 logran diferenciar con particular agudeza a
sulfonamida del PABA incluso en concentraciones muy altas de sulfonamida (Skold,
2001). Las mutaciones mas frecuentes en los genes que codifican para la enzima
dihidropteroato-sintetasa se presentan en los codones 407, 474, 560 y 597, por lo
gue es relevante estudiar el polimorfismo genético de los aislamientos y su
reestructuracion enzimatica (Cortes et al., 2000)

Se caracteriz0 para los beta-lactamicos el gen Blawem-1 se presentd en un 54,5% de
las cepas muestreadas. Similar a los resultados obtenidos por Ren et al. (2017)
gue identificd un 54,17% de los genes de resistencia para Blatem-1 €n China. La baja
similitud del presente estudio frente a la caracterizacion de Blatwem-1 Y amoxicilina
puede ser debido a que pertenece al grupo 2 B de Bush-Jacoby, es decir, es un

gen que se encuentra codificado a nivel plasmidico y son penicilasas inhibidas por
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el &cido clavulanico, por lo que pueden generar resistencia cruzada contra
ampicilina y cefalosporinas de tercera generacion como cefotaxima, ceftazidima y
ceftazidima. Se describe para Blawem-1 que entrega resistencia para Ampicilina (Ren
et al., 2016), quizds sea la razon de por qué en el presente estudio amoxicilina
tenga un 12,12% de resistencia a diferencia a lo expresado molecularmente en las
cepas de Salmonela enterica.

Otro gen perteneciente a las B-lactamasas es Blacymz presentandose en este
estudio con un 45,5% de las cepas muestreadas, sin embargo, la resistencia para
ceftiofur fue del 3,03% de las cepas de Salmonella entérica. Datos similares
demostraron Chalmers et al., (2017) determindé un 58,5% (n= 343) de cepas de
Escherichia coli el gen Blacym2. La importancia de Blacym2 radica a que es
transferible horizontalmente y se encuentra frecuentemente con los aislados
resistente a ceftiofur (Dutil et al., 2010). Debido a que ceftiofur es un antimicrobiano
ampliamente usado en los animales de abasto, es preocupante su utilizacién
debido a que se genera resistencia cruzada con las particulas de ceftriaxona,
cefamicin entre otras cefalosporinas (Dunne et al., 2000; Winokur et al., 2000;
Shea et al., 2004). El impacto de la utilizacion de ceftriaxona en la salud publica es
gue es la droga de eleccion para el tratamiento de la salmonelosis grave o invasiva
en nifos y mujeres embarazadas (Dunne et al., 2000; Fey et al., 2000). La
resistencia cruzada de ceftiofur a otras cefalosporina podria ser debido a que
Blacym2 perteneciente al grupo 1C que es un gen que se encuentra codificado a
nivel cromosomal o a nivel plasmidico siendo mas activos frente a cefalosporinas
gue a bencilpenicilinas y suelen ser resistente a la accion del acido clavulanico, por
lo que se describe resistencia cruzada frente Cefamicin, cefoxitin y presenta una
alta afinidad a aztreonam (Winokur et al., 2000). Cuando se produce grandes
cantidades de acumulos en el hospedador de estos antimicrobianos las enzimas
pueden generar resistencia a carbapenemicos modulados por plasmidos que
codifiquen a Blacym (Winokur et al.,, 2000). Sin embargo, la importancia de las
cefalosporinas de tercera generacion han sido clasificadas como antimicrobianos
de relevancia critica en medicina humana por la Organizacion Mundial de la Salud

(WHO, 2017) debido a que deben de ser administradas en donde las
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fluoroguinolonas no estan aprobadas y las opciones de tratamiento sean limitadas.
De acuerdo a lo publicado por Dultil et al (2010) en Canada los criaderos de aves
de Québec ha generado esfuerzo en retirar voluntariamente a ceftriofur durante el
2005-2006 que coincidieron con una prevalencia marcadamente reducida de
Salmonella Heidelberg resistente a ceftiofur en pollo y a su vez una disminucion de
las infecciones de Salmonella resistente a ceftiofur en humanos durante el mismo
periodo. Sin embargo, la reintroduccion de ceftifur en el afio 2007 generd que
aumentaran la prevalencia frente esta resistencia. Sin embargo, en Chile es
necesario generar esfuerzos multidisciplinarios para garantizar la eficacia continua
de las cefalosprinas de amplio espectro en los tratamientos de infecciones de alta
complejidad de los seres humanos, para evitar la resistencia antimicrobiana de esta
molécula. Ademas de examinar la limitacion de utilizar ceftiofur en los alimentos de
sistemas de alta salud de los animales de abasto.

El gen del presente estudio que decodifica para las tetraciclinas es tet-A identificado
en un 15,2% de las muestras. Sin embargo, por el método de difusion la
oxitetraciclina presenta el 57,58% de las muestras. Contrariamente a lo publicado
por Ren et al. (2017) que identifico un 91,6% del gen tet-A en aislados de cerdos y
pollos en China y un 87,5% de resistencia mediante los sensidiscos. Una
explicacion a la poca similitud entre los porcentaje del presente estudio es debido a
gue existe una amplia gama de genes que codifican los genes tet-B, tet-C, tet-D,
tet-E, tet-1 y tet-y, mediante sistemas de eflujo que intercambia un protén por un
complejo tetraciclina-catién. Sin embargo, El proceso de resistencia esta regulado
por 2 genes, uno que codifica una bomba de expulsion activa y el otro una proteina
represora , por lo cual, una razén es la presencia del gen tetR que codifica la
proteina reguladora de tet-A para su funcionamiento. Por otra parte, existen otros
mecanismos de resistencia como proteccion ribosomal y accion enzimatica sobre
las tetraciclinas codificados por diferentes genes (Levy et al., 1999; Chopra et al.,
2001). El gen tet-A estan ampliamente diseminados entre las bacterias
gramnegativas y se encuentran normalmente localizados en transposones que a su
vez estan insertados dentro de plasmidos, lo que les proporciona movilidad y les

facilita la diseminacién entre diferentes tipos de bacteria. Contrariamente Marti et al.
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(2006) determinan que gen tet-B codifica la bomba de expulsién mas eficaz que tet-
A de esta manera proporciona resistencia a tetraciclina y también a minociclina,
debido a que ambos genes son determinantes de resistencia a tetraciclinas mas
ampliamente distribuidos en Enterobacteriaceae (Roberts, 1996).

Las fluoroquinolonas han sido usadas ampliamente en medicina veterinaria. En el
presente estudio 21,2% de las muestra presento el gen gnrD para la familia de las
guinolonas. Sin embargo, mediante el método de difusion presento un 3,03% de
resistencia a enrofloxacino. De acuerdo a los datos de Pribul et al. (2017) de la
resistencia que se presento frente a ciprofloxacino, enrofloxacino y Acido nalixidico
se identific6 en el gen gnrD. El mecanismo de resistencia a quinolonas esta
relacionado con la transferencia de genes mediante plasmidos, lo que confiere
resistencia horizontal entre comunidades bacterianas. Los genes gnr que codifican
a la familia de las proteinas Qnr (QnrA, QnrB, QnrS, QnrC y QnrD) se unen a la
ADN girasa (gyrA y gyrB) y a la topoisomerasa IV (parC y parE) disminuyendo la
accion de las quinolonas (Cattoir et al., 2008). El aumento de la resistencia a esta
familia de antibiéticos se puede relacionar con el aumento de CIM hacia diferentes
quinolonas, por lo que se genera una “susceptibilidad disminuida”. Sin embargo, el
mayor porcentaje de genes gnrD detectado en las cepas de Salmonella entérica
sobre la expresion fenotipica de enrofloxacino, puede ser debido a que las cepas
utilizadas en el estudio sean sensible a antimicrobianos como ciprofloxacino y acido
nalixidico. Por otra parte, integrones de clase 1 que contienen la regién comun de
In6 e In7 llevan un elemento denominado orf513, el cual se postula que codifica una
recombinasa especifica de sitio para la adquisicibn de genes de resistencia,
inicialmente se conocia el elemento denominado orf341. Sin embargo, en los
cassettes el elemento de 59 pb de recombinacion se ha perdido, indicando que
efectivamente orf513 debe estar implicado en la adquisicion especifica de sitio de
genes (Valentine et al., 1994).

Para los aminoglucdsidos se identificoé un 15,2% para el gen Aph(3)lla. De acuerdo
con Chen et al., (2004) es un gen que codifica para la resistencia de amikacina a

diferencia del gen aacC2 para determinar resistencia a gentamicina. Mediante el
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método de difusién se utilizé gentamicina con un 9,09% de resistencia, debido a
gue describe como un antimicrobiano de uso veterinario (Day et al., 2017).

La propagacion de cepas de Salmonella spp. multirresistentes puede atribuirse a la
continua transmisién de elementos genéticos entre poblaciones microbianas de las
plantas de beneficio y aislamientos nuevos provenientes de la produccién primaria,
constituyéndose en un riesgo para la inocuidad de los alimentos y para el
consumidor.

Dado que el presente estudio es uno de los pocos dedicados a la caracterizacion
de Salmonella enterica en el pais, entrega una vision de la susceptibilidad
antimicrobiana presentada por los aislados de origen animal y alimentario de forma
transversal, pero como es un muestreo a conveniencia, es necesario seguir
realizando estudios de este patdgeno, representativos a nivel poblacional, para ir
evaluando la evolucién de la resistencia presentada. Junto a esto es importante
contar con pruebas basadas en técnicas moleculares para detectar segmentos de
ADN que codifican resistencia a fin de aportar mayor informacién para la
caracterizacion y genotipificaciéon de los aislados de Salmonella spp. en nuestro
pais. Por otra parte, es necesario realizar estudios de caracterizacion del resistoma
en distintos ambientes para conocer los conjuntos de genes que implican sobre la
resistencia antimicrobiana, Noyes et al., (2016) describe la caracterizacion del
resistoma en sistemas productivos de bovinos destinado para la industria lechera y
carnica, concluyeron que los resistomas eran distintos entre el suelo, agua de
desecho y purines, al igual que los resistomas entre el ganado lechero y carnico.
Sin embargo, el estudio determind que durante el proceso productivo los resistomas
fueron cambiando debido a que en el matadero se aplican intervenciones para
reducir contaminacién de las carnes y a su vez los genes de resistencia reduciendo
los riesgos al consumidor. Por lo tanto, estudio a futuro es analizar el ambiente del
genoma para conocer el escenario en que se mueven los genes de resistencia,
para asi generar conocimientos y prevencion, debido a que los elementos genéticos
moviles que poseen resistencia antimicrobiana pueden intercambiarse entre
microorganismos de distinto género que a su vez pueden poseer distintos tipos de

plasmidos que contengan distintos tipos de cassette genéticos y que posean
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distintos tipos de transposones que contengan genes de resistencia. Por lo tanto,
es necesario generar mayor conocimiento, que amplien el escenario para mejorar
el diagndstico, la prevencion y el control de microorganismos resistente a multiples

antimicrobiano.
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VIIl.  Conclusién

1. Mediante los métodos de dilucién y difusiéon los serovares de Salmonella
enterica presentaron resistencia al menos a uno de los antimicrobianos
utilizados en este estudio como lo son sulfadiazinas, tetraciclinas,
amoxicilina, gentamicina, ceftiofur y enrofloxacino, a diferencia de florfenicol
gue se presentaron susceptible.

2. En los aislados de Salmonela enterica se identificaron la amplificacion de
producto de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR convencional) para
los genes de resistencia antimicrobiana como son: Blacmyz, Blaemi, Aph(3)lla,
gnrD, Tet (A), Sull.

3. El patron de multirresistencia que se caracterizé fue Blaem:, Sull y Blacwyz
entre los distintos serovares de Salmonella enterica.

4. Los serovares que presentaron mayor resistencia fueron los aislados del

grupo porcino.
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