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RESUMEN

La terapia antimicrobiana en medicina humana y veterinaria es la principal
herramienta terapéutica frente a los microorganismos patdégenos causantes de
enfermedades infecciosas, sin embargo, con el paso de los afios se ha visto que estos
inducen mecanismos de resistencia con la consecuente aparicion de cepas
multirresistentes. A nivel mundial, dentro de las medidas utilizadas para enfrentar este
riesgo, estan el uso de antimicrobianos bajo receta médico veterinaria y la instauracion
de programas permanentes de monitoreo de la resistencia bacteriana.

El objetivo fundamental de este trabajo fue realizar un monitoreo de la
resistencia bacteriana frente a los antimicrobianos de mayor uso en el ganado bovino
nacional, utilizando Escherichia coli como bacteria indicadora y lograr definir perfiles
de resistencia de las cepas aisladas tanto de ganado lechero y ganado destinado a carne.

Para evaluar la resistencia bacteriana, se utiliz el Método de Dilucion en Placa
con el fin de determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de cada cepa
bacteriana.

Se trabaj6 con dos tipos de animales, bovinos destinados a carne faenados en el
Frigorifico Lo Valledor S.A. y bovinos de lecherias de la Regién Metropolitana. A
partir de las 200 muestras obtenidas de ambos grupos, se aislaron y tipificaron 50 y 72
cepas de E. coli en ganado lechero y en ganado destinado a carne respectivamente.

Las cepas de E. coli presentaron un comportamiento diferente en ambos grupos,
observando una fuerte resistencia en ganado lechero, situacion que difiere con ganado
destinado a carne el cual mostr6 que la mayoria de sus cepas fueron sensibles al menos
a un antimicrobiano del total que se utiliz6 para el estudio, no observandose resistencias
superiores al 11%. Los comportamientos de las cepas frente a cada antimicrobiano en
estudio sigue el mismo patrén anterior, siendo la mayor resistencia en ganado lechero
para oxitetraciclina (84%) y la asociacion sulfametoxazol/trimetoprim (10%) en ganado
destinado a carne.

De estos resultados se concluye, que el ganado bovino nacional, sobretodo el
lechero presenta elevados niveles de resistencia para determinados antimicrobianos, no
estando ajeno de la problematica mundial de la resistencia, junto a esto se hace
necesario la instauracién de programas permanentes de monitoreo nacional y seria
recomendable que la adquisicién de farmacos se realice a través de receta médico

veterinaria, exigiendo a los profesionales que sea obligatorio su uso.



SUMMARY

Antimicrobial therapy in human and veterinary medicine is one of the most
important therapeutic tool against pathogenic agents causing infectious diseases;
nevertheless, the development of multiple resistant strains during the last years has been
reported. Worldwide some of the measures adopted to control this issue, are the use of
antimicrobial agents under prescription and the establishment of permanent bacterial
resistance monitoring programs.

The goal of this investigation was to make a bacterial resistance monitoring that
included antimicrobial agents most commonly used in herds in Chile, using E. coli as
indicator bacteria and to study resistance profiles of isolated strains from dairy herds
bred in Region Metropolitana and cows destined for human consumption.

In order to evaluate bacterial resistance, Dilution Plate Method was used to
determine the minimal inhibitory concentrations of each isolated strain.

The study was carried out with 2 groups of animals. One corresponding to
bovines slaughtered in could-storage plant Lo Valledor S.A. and dairy herds from
Region Metropolitana. Twohundred faecal samples obtained from dairy herds and
slaughtered animals, 50 and 72 strains of. E coli were isolated and typifycated,
respectively.

E. coli strains showed different behaviour in both groups. The resistance of
strains obtained from dairy herds were higher than that shown by strains isolated from
slaughtered animals. Were the most of the isolated strains exposed to the drugs used in
this study, were sensitive, with no resistance values higher than 11%.

Each isolated strain behaved according the same pattern described above, being
for with the higher resistance (84%) against oxitetraciclyne in dairy herds and
sulfamethoxazole-trimethoprim (10%) in slaughtered animals.

From these results, we conclude that dairy herds from Region Metropolitana,
has high levels of bacterial resistance against some antimicrobials agents, wich tell us
that we are not excluded from the world resistance problem. Beacuse of this, the
estabilishment of permanent national monitoring programs are needed and it would be
suggested that the adquisition of veterinary drugs be made under prescription of a

veterinarian.



INTRODUCCION

Aln cuando los antimicrobianos son actualmente la principal herramienta
terapéutica para el tratamiento de infecciones bacterianas en el hombre y los animales,
el uso inadecuado de estos farmacos a lo largo del siglo XX, ha inducido la aparicion de
bacterias resistentes a uno o varios de ellos obligandose a replantear su utilizacion.

Por otro lado, diversas investigaciones han demostrado que cada vez son
menores las barreras para el paso de genes de resistencia entre diversas poblaciones
bacterianas; a su vez, las bacterias resistentes son capaces de transferirse de un animal
a otro, al medio ambiente y al hombre, incrementando el riesgo de la resistencia.

Son diferentes los mecanismos que desarrollan las bacterias para crear
resistencia, pero basicamente lo hacen por inactivacion de los antimicrobianos a través
de enzimas, por impermeabilizacién de la membrana bacteriana de forma que se impida
la entrada y accion del farmaco, por alteracion de los receptores celulares a los que se
une el antimicrobiano o bien, por aparicién de enzimas con escasa afinidad por los
farmacos. La resistencia a los antimicrobianos conlleva varias consecuencias, entre ellas
se puede mencionar el incremento de la incidencia de infecciones causadas por
patdgenos resistentes y el potencial fallo terapéutico del antimicrobiano tanto en
medicina humana como en veterinaria, frente a infecciones que podrian considerarse
leves.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y otros organismos internacionales
como el Codex Alimentarius, sefialan que debe realizarse un esfuerzo por parte de los
médicos humanos y veterinarios, autoridades sanitarias e industrias farmacéuticas, para
abordar este problema en forma integral, para que juntos adopten las medidas de control
necesarias con el fin de disminuir la resistencia.

Dentro de estas medidas esta la utilizacion de antimicrobianos bajo receta
médica y la instauracion de programas de monitoreo de resistencia bacteriana a nivel
nacional e internacional. Esto Gltimo permite establecer lineas de trabajo orientadas al

uso adecuado de estos farmacos con relacion a las realidades y objetivos de cada pais.



REVISION BIBLIOGRAFICA

I. GENERALIDADES.

El problema de la resistencia bacteriana y su incremento en el &mbito mundial

estd bien estudiado. En términos genéricos, se puede hablar de resistencia cuando un
antimicrobiano que es eficaz frente a una determinada especie bacteriana se hace
ineficaz para esa misma especie.

Cada antimicrobiano tiene un espectro natural de actividad que lo caracteriza,;
este espectro comprende especies bacterianas que en su estado natural, sufren una
inhibicién de su crecimiento a determinadas concentraciones del farmaco alcanzadas in
vivo. A estas especies bacterianas se les denomina naturalmente sensibles a dicho
antimicrobiano y a las que se encuentren excluidas de dicho espectro se denominan
naturalmente resistentes.

En términos generales, la resistencia bacteriana a los antimicrobianos se
comienza a observar en 1940 cuando se aisl6 y se caracterizd una enzima de
Escherichia coli capaz de hidrolizar la penicilina. En 1944 se informd la presencia de
una enzima similar tipo penicilasa en Staphylococcus aureus. En 1959, se observo la
resistencia a mdaltiples drogas en cepas de Shigella dysenteriae en Japon,
descubriéndose después que esta resistencia se podia transferir a una cepa de E. coli via
célula-célula (Akiba et al., 1960).

A finales de los afios 60 y comienzos de los 70 emerge la resistencia multiple en
S. aureus y mas tarde, en una amplia variedad de bacterias gramnegativas. Todo esto
llevé a que tanto médicos humanos como médicos veterinarios tomaran conciencia del
peligro de las terapias empiricas, es decir, sin conocimiento previo del agente etioldgico
y por ende de la sensibilidad de éste frente a los antimicrobianos.

Posteriormente, con la esperanza que la fabricacion de nuevos agentes
antimicrobianos, tales como cefalosporinas y fluoroquinolonas pudiesen dar solucion al
problema de la resistencia, a partir de la década del 80 comenzé la utilizacién de
fluoroguinolonas en medicina veterinaria con un gran éxito terapéutico, sin embargo se
desarrollaron cepas resistentes a ellas (Tenover y Hughes, 1996).

En el afio 1984, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) sefialé la necesidad
de establecer programas de vigilancia de resistencia a antimicrobianos, recomendando
que se fijen politicas gubernamentales orientadas al uso racional de estos medicamentos

en medicina humana y veterinaria (San Martin y Cafion, 2000).



1I. MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA.

Cuando las bacterias son expuestas a un antimicrobiano, los microorganismos

sensibles mueren, pero aquellos no sensibles pueden sobrevivir y crecer. Asi, las
bacterias resistentes evaden con éxito la accién de los antimicrobianos y se vuelven
predominantes.

Las bacterias denominadas resistentes a los antimicrobianos no son més
virulentas que las susceptibles, ya que se requiere la misma cantidad de
microorganismos para producir la enfermedad. Sin embargo, las formas resistentes son
mas dificiles de eliminar, ya que una vez finalizada la terapia antimicrobiana pueden
persistir.

La terapia antimicrobiana puede ser ineficaz por diferentes causas como por
ejemplo que el farmaco no llegue a la biofase en concentraciones adecuadas, el
medicamento sea inactivado, se altere el sitio de accion del farmaco, siendo la
resistencia bacteriana la causa mas importante actualmente (Davies, 1994; Nikaido,
1994; Spratt, 1994). Una vez que la droga ha llegado al sitio predeterminado, éste debe
ejercer un efecto sobre el agente patégeno. La variaciéon natural o los cambios
adquiridos en el sitio de accion de las bacterias que impiden la unién o la activacion del
farmaco pueden culminar en resistencia. La resistencia natural o intrinseca es un
caracter constante de todas las cepas de una misma especie bacteriana. Del punto de
vista clinico, la resistencia adquirida es la més importante y se debe a la modificacién de
la carga genética de la bacteria pudiendo aparecer por mutacién cromosémica o por
mecanismos de transferencia genética. La resistencia transmisible mediada por
plasmidos, transposones o integrones puede pasar de una bacteria a otra (Garcia y
Garcia, 1997).

La resistencia implica un cambio genético en la bacteria. Se denomina gen de
resistencia a aquel que posee una bacteria y que le otorga la capacidad de resistencia a
un antimicrobiano. Se puede adquirir por una mutacion y se transmite en sentido
vertical a la poblacion bacteriana. Con mayor frecuencia, dicho fenémeno se adquiere
por transferencia horizontal de los determinantes de resistencia de una célula donante

hacia una receptora mediante procesos de transformacion, transduccién o conjugacion.



MODALIDADES DE TRANSFERIR LA RESISTENCIA BACTERIANA
I.- MUTACIONES

Las mutaciones en el sentido mas amplio del término, se definen como un
cambio brusco y heredado en el cromosoma de la célula que da lugar a una variacion
fenotipica. Las mutaciones son heredables a la descendencia, en la medida que no sean
reparadas antes que ocurra la division bacteriana. Pueden afectar al gen que codifica una
proteina blanco o predeterminada, y alterar su estructura al grado que ya no se una al
farmaco; pueden también alterar una proteina que interviene en el transporte de la droga
0 a un promotor regulador que altere la expresion de un blanco, o simplemente, genera
una enzima inactivadora (Chambers y Sande, 1996).

Ademas, son eventos aleatorios que confieren una ventaja selectiva al
microorganismo frente a nuevas exposiciones al medicamento. En algunas situaciones,
las mutaciones pueden ser en una sola fase, lo que genera un alto grado de resistencia,
es el caso cuando E. coli o S. aureus se exponen a rifampicina, surgen mutantes
fuertemente resistentes (Webhrli, 1983). En otros casos se requieren varias fases y cada
una genera sélo minimas alteraciones en la sensibilidad. Un ejemplo de esto es la
resistencia de neumococos a la cefotaxima, que se transmite in vitro ante

concentraciones cada vez mayores del farmaco (Laible et al., 1989).

Tipos de Mutaciones

Ya en el afio 1989, William definié diferentes formas de mutaciones dentro de
las cuales encontramos:

a.- Las mutaciones pueden ser espontaneas, esta situacion ocurre sin
intervencion directa del investigador ni de una causa conocida del exterior de la célula.
De ahi que esta forma de mutacién probablemente sea la que con mayor frecuencia se
produce debido a errores en la copia del ADN durante la replicacién del cromosoma
(William, 1989).

La frecuencia de las mutaciones espontaneas varia para cada uno de los
diferentes caracteres, asi como para un mismo caracter en especies diferentes. Es
importante destacar que para una especie 0 cepa dadas, la frecuencia de este tipo de
mutacién puede ser diferente para cada uno de los genes y que la presentacion de una

determinada mutacidn es independiente de todas las demas.



b.- Mutaciones puntuales: consisten en la adicion, delecidon o simplemente un
cambio de una sola base en la secuencia que constituye un Unico gen estructural o
regulador. La expresion o no expresion fenotipica en esta forma de mutaciones depende
de la base que ha sido sustituida o deletada y ademés del lugar del gen donde se
produce.

c.- Las mutaciones por deleccion son aquellas en la que se ha eliminado un
fragmento de una hebra del ADN. Cuando son detectables fenotipicamente no pueden
ser restauradas mediante una mutacion posterior (William, 1989).

d.- Mutaciones retrogradas, estas se caracterizan por que es necesaria una
segunda mutacion para que se restaure un caracter original. Muchas mutaciones son
reversibles, pudiendo tener la reversion de diversas formas. Por ejemplo, una mutacion
de este tipo puede tener lugar en el mismo sitio de la mutacién original producido por
una deleccion de escasa importancia.

e.- Mutaciones silentes; el afio 1999, Venkatarama las defini6 como una
variacion a nivel de ADN que no conduce a ningin cambio de aminoécido en la
proteina codificada. Tales mutaciones no tienen efecto fenotipico demostrado, ya que

muchos codones codifican el mismo aminoacido.

11.- TRANSDUCCION

Se define como la transferencia de genes entre cepas bacterianas emparentadas y

son mediada por bacteri6fagos, ademas deben presentar los mismos receptores para el
bacteriéfago, (Venkatarama, 1999). En términos de transferencia de material genético,
la transduccion realiza la misma funcién que la transformacién, excepto que la
transduccion suele ser consecuencia de errores que algunas veces tienen lugar durante la
replicacion de algunos bacteridfagos. Aunque casi siempre ha sido estudiada en E. coli,
se ha demostrado en una amplia variedad de bacterias, y se cree que en la naturaleza
juega un rol importante en el intercambio genético entre ellas (William, 1989).

La transduccién puede ser especializada, cuando so6lo son transferidos unos
pocos genes y siempre son los mismos o puede ser generalizada, cuando casi todos los
genes del cromosoma pueden ser transferidos de la célula dadora a la receptora
(William, 1989).

Desde el punto de vista veterinario, la mayor importancia de la transduccion

reside en la posible utilizacion de los fagos como vehiculos para introducir genes



animales en células bacterianas y la consiguiente utilizacion de cultivos bacterianos

transducidos para producir a bajo costo genes animales (William, 1989).

[1l.- TRANSFORMACION

De los mecanismos de recombinacién que utilizan las bacterias, este es el Gnico

que se desarrollé con el Gnico objetivo de intercambiar ADN cromosémico. Para que
ocurra se debe disponer de dos elementos principales: una fuente adecuada de ADN
libre (célula donadora) y células receptoras capaces de unir, traslocar e integrar dicho
ADN en su propio ADN cromosémico (William, 1989).

Existen dos formas de transformacién; la natural y la artificial. La primera
consiste en la capacidad que posee una célula para interaccionar con el ADN exdgeno y
captarlo (Venkatarama, 1999).

La transformacién artificial se refiere al hecho que muchas bacterias no han
desarrollado la capacidad natural para captar el ADN. En estos casos se han creado

mecanismos quimicos para inducir artificialmente la competencia.

IV.- CONJUGACION

Es un proceso que ocurre entre bacterias sin parentesco, es un apareamiento que

requiere el contacto célula-célula y da lugar a la transferencia de material genético
(ADN) de una célula dadora a una receptora. ElI material transferido puede ser un
pladsmido o bien parte del cromosoma de la célula dadora que ha sido movilizado por un
plasmido (William, 1989).

Se debe recordar que el genoma bacteriano puede estar constituido por un
cromosoma y elementos no cromosémicos llamados plasmidos, transposones e
integrones, los cuales le otorgan la gran capacidad adaptativa a la mayoria de las
bacterias.

Los plasmidos no suelen codificar funciones esenciales para la bacteria y, por
tanto, son innecesarios para el crecimiento del microorganismo. Sin embargo, contienen
informacion genética adicional responsable de la aparicién de nuevas propiedades
fenotipicas en la célula bacteriana.

Por ejemplo, pueden codificar la resistencia a antimicrobianos y la produccion
de toxinas, asi como contener genes capaces de proporcionar a la bacteria la capacidad
de metabolizar determinados sustratos (Venkatarama, 1999). Por su parte los

transposones codifican caracteres también no esenciales, son extremadamente moviles,



se transfirieren y ayudan a transferir genes de plasmidos y cromosémicos. Los
integrones tienen la capacidad de capturar y liberar genes de resistencia y poseen
promotores fuertes para su expresion (Chartone de Souza, 1999).

En 1959, se identifico por primera vez en Japon la importancia clinica de la
conjugacion después de un brote de disenteria bacilar causada por Shigella flexneri
resistente a cuatro clases de antimicrobianos (Watanabe, 1966).

La transferencia genética por conjugacion surge mas bien entre bacilos
gramnegativos donde el plasmido de conjugacion codifica la produccion de pilis
sexuales y algunas otras proteinas necesarias en la trasnferencia de ADN (William,
1989).

La conjugacion, puede ocurrir en las vias intestinales entre microorganismos
apatégenos y patdgenos. De este modo, en los Gltimos treinta afios, ha aumentado de
manera inexorable la proporcion de bacterias entéricas que portan plasmidos de
resistencia a maltiples farmacos.

Un fendmeno grave que constituye una amenaza para el amplio uso de
antimicrobianos es la reciente aparicién de multiresistencia en bacterias patégenas a

nivel nosocomial y también comunitario.

Un problema grave en la actualidad es la resistencia que presentan las bacterias
frente a los betalactdmicos, pues es probablemente el grupo de antimicrobianos mas
utilizado. Las bacterias desarrollan al menos tres mecanismos para hacerse resistentes a
ellos, que son independientes entre si pero que pueden actuar sinérgicamente:

e Alteracion de las enzimas blanco PBP’s (penicillin binding proteins)

¢ Alteracion de la membrana externa

e  Produccion de enzimas inactivantes como las betalactamasas.

Las PBP’s son necesarias para que la bacteria forme su pared celular; los
antimicrobianos betalactdmicos se fijan en estas enzimas impidiendo la formacién de
ésta. Si la bacteria modifica sus PBP’s se hara resistente (Daza, 1998).

La modificacion de la membrana externa cuando es el (nico mecanismo
implicado, no suele ser importante, pero si cuando se asocia a la produccién de
betalactamasas, siendo especialmente decisiva en los gramnegativos, pues los
betalactdmicos entran a través de las porinas, que al modificarse o desaparecer pueden
causar resistencia en E. coli, Pseudomonas, Haemophilus y Gonococo (Garcia y Garcia,
1997).



La produccion de enzimas inactivantes es sin duda el mecanismo mas importante
de resistencia a los betalactamicos, ya que la adquisicion de betalactamasas, ya sean
plasmidicas o cromosomicas, es la causa més frecuente de resistencia (Daza, 1998).

Las betalactamasas plasmidiales de gramnegativos producen un alto nivel de
resistencia y estdn muy extendidas sobre todo entre las enterobacterias. Algunas son de
espectro muy amplio y confieren resistencia a la totalidad de los betalactamicos. Desde
que se puso de manifiesto la importancia de las betalactamasas, se buscaron inhibidores
de estas enzimas (GOmez-Luz et al, 1992), incluyéndose en este término diferentes

compuestos quimicos, entre los que destacan acido clavulanico, sulbactan y tazobactan.

I1l. TRANSFERENCIA DE LOS GENES DE RESISTENCIA ENTRE
BACTERIAS.

Las bacterias disponen de varios mecanismos por los que adquieren genes de

resistencia. Los genes de resistencia se pueden localizar en el cromosoma bacteriano y
en elementos extracromosémicos auténomos que se denominan plasmidios,
transposones e integrones.

Habitualmente, los plasmidios tienen la capacidad de transferirse o donarse de
una bacteria a otra por el mecanismo de conjugacién bacteriana, siendo un mecanismo
general de transferencia genética y un vehiculo para la diseminacion de los genes de
resistencia entre bacterias sin parentesco.

Actualmente se sefiala que las barreras para el intercambio de genes de
resistencia entre microorganismos de origen animal y humano son cada vez menores, ya
que en el intestino de los animales los distintos genes de resistencia pueden ser
transferidos entre microorganismos, luego ser adquiridos por microorganismos
saprofitos del intestino humano ya sea directamente o via cadena alimentaria vy,
posteriormente ser transmitidos a patégenos que podrian ser diseminados al hombre
(Amabile-Cuevas y Chicurel, 1992; VVan den Bogaard y Stobberingh, 2000).

Asi existen diversos estudios internacionales que sefialan la transferencia de E.
coli resistentes entre diversos animales y el hombre; Linton et al (1977), demostraron la
transferencia de E. coli resistente a sulfonamidas desde canales de pollo a la flora cecal
de cinco voluntarios humanos que manipulaban estos animales.

Otro ejemplo que demuestra que las bacterias resistentes pueden transmitirse
desde los animales a la poblacion humana es en los procesos de faenamiento, donde el

hombre puede contaminarse con E. coli multiresistente de origen fecal y en el intestino



humano, ésta puede transferir sus patrones de resistencia a la flora intestinal normal. Ya
en el afio 1986, Okolo, aislé coliformes resistentes desde las canales, carne fresca y
cocinada, manipuladores de alimentos y trabajadores de planteles pecuarios.

En 1992, estudios realizados con cepas de E. coli marcadas bioquimicamente e
inoculadas en un animal, fueron encontradas, posteriormente en el intestino de otros
animales y de humanos. Con esto, qued6 demostrado que a pesar que existe cierta
especificidad de huésped, las bacterias pueden intercambiarse entre animales y hombre,
bien directamente o a través de la cadena alimentaria (Levy, 1994).

Otro estudio in vitro de Concentracion Minima Inhibitoria (CMI), orientado a
evaluar el espectro de resistencia de cepas de E. coli aisladas de poblaciones humanas y
animales, comprobé que un 41% de los aislados fueron multiresistentes a los mismos
antimicrobianos, concluyendo que el intercambio de este microorganismo entre ambas
poblaciones era posible, dejando claro que la resistencia en cepas de origen animal es un
factor de riesgo para la poblacion humana (Singh et al., 1992).

También se describid la transferencia de E. coli multiresistente a diversos
antimicrobianos desde pollos a granjeros (Levy et al., 1996) y en Dinamarca, en el afio
1999 se registrd un brote por Salmonella typhimurium DT 104 resistentes a las
fluoroquinolonas; la epidemiologia y datos de los pacientes indicaron claramente que la
primera fuente fue un criadero de cerdos (Molbak et al., 1999).

Otro problema respecto a la transmision de genes de resistencia es que estos
microorganismos resistentes pueden persistir en el animal, y posteriormente pueden
formar parte de la flora colonizadora normal de otros animales, de modo que no es
infrecuente aislar microorganismos, como el caso de E. coli, que son resistentes a uno o
méas antimicrobianos aunque el animal nunca haya recibido terapia antimicrobiana
(Radostitis et al., 2002).

IV. CAUSAS EN EL INCREMENTO DE LA RESISTENCIA BACTERIANA.
Aunque existen muchos factores que pueden desencadenar resistencia

bacteriana, los principales son:
1. Uso inadecuado de antimicrobianos, cuando se utilizan en enfermedades que
no son de carcter bacteriano, también al administrarlos en cantidades
mayores a lo necesario, es decir, una sobredosis y también en dosis

subterapéuticas.



2. Uso sin la responsabilidad de un profesional a cargo de la administracion de
éstos.

3. Uso como medida profil4ctica para la prevencion de enfermedades, es el caso
cuando se utilizan después del transporte.

4. Uso como promotores de crecimiento: lo cual permite mejorar la ganancia
de peso y el indice de conversién alimenticia, favoreciendo el engorde de
los animales.

De los cuatro factores sefialados anteriormente, el uso de antimicrobianos como
promotores del crecimiento en animales de produccion fue una préactica muy extendida
en la crianza intensiva, sobre todo en pollos, pavos, cerdos y ganado vacuno. El afio
1999, Anadon et al sefiala que los antimicrobianos ejercian su actividad promotora del
crecimiento por diversos mecanismos tales como:

a.- Supresion de bacterias que producen toxinas especificas.

En el caso de supresion de bacterias que producen toxinas especificas, estd bien
establecido que el indice de crecimiento y la eficacia alimenticia se reducen como una
secuela de infeccién. Los agentes antimicrobianos pueden controlar la enfermedad
actuando sobre las bacterias y como consecuencia sobre sus toxinas que afectan
adversamente a la mucosa intestinal. Muchos de los antimicrobianos promotores de
crecimiento actGian previniendo que las bacterias se adhieran al epitelio intestinal, lo que
significa que las toxinas bacterianas se liberarian dentro del lumen intestinal donde se
denaturalizarian por las enzimas digestivas; el efecto neto es que se desperdicia menos
alimento manteniéndose la integridad del epitelio intestinal (Fiems et al., 1991).

b. Ahorro de nutrientes alimentarios.

Los antimicrobianos bajo estas condiciones también son capaces de controlar el
nimero de bacterias y su metabolismo reduciendo el consumo de nitrégeno y de
energia, y permitiendo ademas que mayor cantidad de nutrientes esté disponible para su
absorcion. También se ha observado que estos aditivos reducen peso y el espesor de la
pared intestinal y aumentan la renovacion de células de la mucosa, efectos ligados a una
mejor absorcion de nutrientes (Stutz et al., 1983). En el caso de los rumiantes, se espera
que el antimicrobiano promotor de crecimiento no se altere en el medio ruminal, siendo
el efecto global la suma del efecto sobre los microorganismos del reticulo-rumen y del

intestino delgado, y posiblemente también del ciego y colon (Armstrong, 1984).



¢. Modificacion de mecanismos de la respuesta inmune.

Por otra parte la respuesta inmune frente a cualquier proceso infeccioso puede
verse disminuida, lo cual ademés significa un estrés para el animal. El proceso
infeccioso puede o no manifestarse clinicamente dependiendo de la patogenicidad y del
estado inmune del animal. Una demanda del sistema inmune puede reducir el indice de
crecimiento y la eficacia alimenticia. Esta respuesta es mediada por citoquinas, las
cuales inducen varias hormonas que incluyen la hormona liberadora de corticotrofina,
prostaglandinas, glucagén, insulina y corticoides (Grunfeld et al., 1996). En este
contexto, de especial interés es la liberacion de la hormona liberadora de corticotrofina

y corticoides ya que tienen un efecto catab6lico reduciendo la masa de tejido muscular.

Respecto a la situacion internacional de los antimicrobianos como promotores de
crecimiento, el afio 1986, el gobierno Sueco prohibid el uso de los antimicrobianos con
estos fines. Los antimicrobianos y quimioterapéuticos solamente pudieron ser
incorporados en las raciones animales para aliviar o curar enfermedades, no para

propositos de promocion de crecimiento o rendimiento.

La historia reciente de la prohibicién de promotores de crecimiento
antimicrobianos en la Unién Europea (UE) ocurre entre los afios 1995 al afio 2000.
Cuando Suecia se unié a la UE en 1995, el Tratado de Adhesidn le permiti6 a este pais
no aprobar el uso de antimicrobianos como promotores de crecimiento por un periodo
de 4 afios, es decir, fines de 1998. Durante este periodo otros estados miembros de la
UE como Dinamarca, Alemania y Finlandia impusieron varias clausulas de proteccion
en contra de ciertos antimicrobianos como avoparcina, tilosina, espiramicina y
virginamicina los cuales eran autorizados en la nutricion animal con propdsitos de
promocion del crecimiento. La Comision de la UE prohibié el uso de avoparcina en
nutricién animal en 1997 y el Consejo de Ministros de la UE suspendio la autorizacién
para el uso como aditivos de fosfato de tilosina, espiramicina, zinc-bacitracina y
virginamicina al final de 1998 (Brufau, 2003).

Hoy, la posicion de la UE en el campo de los promotores de crecimiento soporta
su reglamentacion en las directivas 70/524, donde se establecen las bases para la
regulacion de los aditivos alimenticios: promotores de crecimiento, anticoccidiales,
antioxidantes, saborizantes, aditivos tecnoldgicos (compactantes de pellet,
emulsificadores), pigmentantes, preservantes, provitaminas, elementos traza, enzimas y
probiéticos. Méas adelante, las directivas 96/51 y 87/53 (1987) y su revision de 1998



especifican més detalles acerca del establecimiento de consumo diario aceptable(ADI) y

limite méaximo de residuos (MRL), (Comisién de Las Comunidades Europeas, 2002).

También se fijaron fechas para la revision de las marcas aprobadas antes del
primero de enero de 1998 y reevaluacion de los mismos cada tres afios (30/09/00). Para
el afio 2003 se estableceran las marcas aprobadas para los proximos diez afios. Por otro
lado, se establecen nuevos criterios para la aprobacién de nuevos promotores, siendo
para la UE muy importante que no sean explotados aquellos que se han utilizados con
fines terapéuticos en medicina humana o se le conoce resistencia cruzada con algln

medicamento utilizado en humanos (CCE, 2002).

Caso contrario ocurre con la posicion de los Estados Unidos, donde el Servicio de
Investigaciones Econdmicas del Departamento de Agricultura (ERS), en comunicacion
expendida el 17 de mayo de 2001, sugiere que el uso de antimicrobianos en animales,
ademas de salvaguardar la salud de los mismos, muestra beneficios econémicos a los
consumidores y a los productores. El impacto econémico de la hipoteca de la
prohibicién en el uso de los promotores de crecimiento podria costar mas de US$45

millones.

V. PROBLEMAS DE LA RESISTENCIA BACTERIANA EN ANIMALES DE
PRODUCCION.

De acuerdo a lo sefialado, el realizar una terapia antimicrobiana en animales de

compafiia y produccion requiere un conocimiento clinico de los farmacos y agentes
microbiolégicos comprometidos incluyendo datos actualizados de sensibilidad
(Chambers y Sande, 1996).

Al respecto, el médico veterinario no siempre puede identificar la bacteria
involucrada antes de emprender un tratamiento; en estos casos, el comienzo de una
terapia empirica 6ptima, exige conocer los microorganismos infectantes mas frecuentes
y su sensibilidad frente a los antimicrobianos disponibles en el mercado nacional.

Seleccionar un antimicrobiano frente al cual la bacteria es resistente, ademas de
provocar un fracaso terapéutico, conlleva a grandes pérdidas econémicas al productor,
ya que debe comenzar una segunda o tercera terapia con el consiguiente incremento de
los tiempos de descarte, es decir, la permanencia de los animales en el plantel y por otro
lado, eliminar mayor cantidad de huevos o leche que no pueden ser enviados a consumo
de la poblacion. Por otro lado, la presencia de antimicrobianos en la leche genera



grandes pérdidas econdmicas en la industria lactea, ya que éstos provocan inhibicion
completa o parcial del desarrollo de cultivos bacterianos productores de acido lactico
dificultando la elaboracién de productos como el queso y el yogurt (Morétain, 1997).
Ademads, hay que tomar en cuenta el siguiente hecho; la leche proveniente de un predio
generalmente es mezclada con la de otros, por lo que los residuos de antimicrobianos de
una vaca pueden contaminar grandes volimenes de produccion lechera (McEwen y
McNab, 1997).

VI. MEDIDAS PARA DISMINUIR LA RESISTENCIA BACTERIANA.
En el afio 1984, la OMS sugirié que frente a una terapia con antimicrobianos se

tengan presente las siguientes recomendaciones:

a. Realizar tratamientos con monodrogas, ya sea frente a un diagndstico empirico o en
una terapia definitiva donde ya hay conocimiento del agente etiologico.

b. El antimicrobiano seleccionado debe ser de espectro reducido.

c. La administracion debe ser por la via apropiada.

d. La utilizacion de estas drogas sea por el menor tiempo posible.

Para disminuir la resistencia bacteriana en animales de produccidn se debe
recordar que el desarrollo de resistencia bacteriana est4 basado principalmente en la
presencia de genes y presion selectiva debido al uso de antimicrobianos (Levy, 1994).

Con relacion a este Ultimo punto, existe consenso mundial que debe disminuirse
la cantidad de antimicrobianos empleados en animales de produccidn, ya que en la
prevencion de enfermedades infecciosas de origen bacteriano deben considerarse
estrategias como son: vacunas, optimizacién de la higiene, manejo del medio ambiente,
alimentacion equilibrada, y manejo del stress, entre otras. Los antimicrobianos deben
usarse cuando estas medidas han fallado y no como un reemplazo de ellas. Sélo cuando
se manifiesta un cuadro clinico de origen bacteriano, la terapia antimicrobiana es sin
duda, el primer método de eleccién (Wierup, 2000).

Dentro de las medidas tomadas por los paises para disminuir la resistencia
bacteriana en el ambito mundial, se considera el uso de antimicrobianos sélo bajo receta
médico veterinaria y la instauracion de programas permanentes de monitoreo de
resistencia. Al respecto, Aarestrup (1999) sefiala que los mayores porcentajes de
resistencia se pueden observar en paises donde no existe vigilancia ni politicas de

restriccion en el uso de estos farmacos.



Por otro lado, para que un pais pueda establecer lineas de trabajo orientadas a
controlar y disminuir la resistencia bacteriana, debe tener informacion sobre la
prevalencia de resistencia microbiana por droga, especie animal y de los cambios que
ocurren a través del tiempo; esto se logra mediante programas permanentes de
monitoreo y los resultados obtenidos de ellos deben ser periédicamente informados a
los médicos veterinarios.

Otra medida que permite disminuir el problema de la resistencia es no utilizar
los antimicrobianos como promotores de crecimiento. Debe considerarse ademas el
hecho que la situacion a nivel internacional sobre el uso de antimicrobianos como
promotores de crecimiento es algo ya dilucidado; la Comunidad Europea considerando
que no se debe incrementar el reservorio de bacterias resistentes en los animales de
produccion, prohibe utilizar como aditivos en los alimentos para los animales,
antimicrobianos que se utilizan en enfermedades graves en humanos y/o que generen
resistencia cruzada con antimicrobianos de primera linea de eleccién en medicina
humana. Es asi que en el afio 1997 prohibe la utilizacién como promotores del
crecimiento la avoparcina (Directiva 97/6/CE) y en 1998 de zinc-bacitracina,
espiramicina, virginiamicina y fosfato de tilosina (Directiva 70/524/CCE).

VII. MONITOREO DE LA RESISTENCIA BACTERIANA.

En el afio 1996, Espafia puso en funcionamiento la Red de Vigilancia Veterinaria

de Resistencias a Antimicrobianos (VAV), cuyo objetivo es obtener datos de
sensibilidad antimicrobiana en el &mbito animal con el fin de valorar su contribucién al
problema global de la resistencia bacteriana. La iniciativa espafiola se encuentra dentro
de las pioneras en Europa, junto con el programa Danés DANMAP iniciado en 1995, el
programa sueco SVARM en el afio 2000 y las redes francesas de Salmonella y
bacterias patégenas del ganado bovino de mediados de los afios noventa (Moreno et al.,
2000).

La red VAV comprende tres programas de vigilancia que se ocupan de bacterias
procedentes de animales sanos (PAS), bacterias procedentes de animales enfermos
(PAE) y bacterias procedentes de alimentos de origen animal (PAOA); el primero que
entr6 en funcionamiento fue el programa PAE cuyos primeros resultados se remontan a
1997; sin embargo, el que mayor interés tiene desde el punto de vista de la Salud

Publica es el programa PAS que se inici6 a finales de 1998.



Actualmente la red VAV incluye tres tipos bacterianos, las bacterias zoonoéticas
que se transmiten por alimentos de origen animal tales como Salmonella,
Campylobacter yeyuni y Campylobacter coli, las bacterias intestinales indicadoras entre
las cuales se encuentran E. coli, Enterococcus faecium y enterococos resistentes a
vancomicina y por ultimo, bacterias patdégenas de los animales como por ejemplo
Staphylococcus aureus (Moreno et al., 2000).

La principal ventaja para los médicos veterinarios es que el sistema de vigilancia
permite orientar la terapéutica empirica, ya que en muchos casos no es posible esperar a
que se reciban del laboratorio los resultados de un antibiograma para instaurar un
tratamiento, pero si puede ser que el tratamiento mas adecuado no sea el mismo en todas
las zonas geogréficas, siendo los datos locales de una red de vigilancia los que permiten
adecuar continuamente los tratamientos empiricos, aumentando asi el éxito terapéutico
(Moreno et al., 2000).

En 1995, en beneficio de la seguridad de los consumidores y la salud de los
animales, el Ministerio Danés de Agricultura y Pesca y el Ministerio de Sanidad
solicitaron a los Laboratorios Veterinarios de Dinamarca, a la Agencia Veterinaria y
Alimentaria de este mismo pais y al “Statens Serum Institut” su colaboracion en la
vigilancia e investigacion de las resistencias bacterianas a los agentes antimicrobianos.
Esta peticion dio lugar al desarrollo del Programa Integral Danés para la Monitorizacion
e Investigacion de Resistencias Antimicrobianas, denominado DANMAP. El programa
se centra principalmente en el control de las resistencias en bacterias de animales
destinados al consumo y en los riesgos de transmision de enteropatégenos resistentes y
bacterias comensales al hombre a través de los alimentos (Monnet et al., 2000).

Dentro de sus objetivos destacan los siguientes:

a. Monitorear la ocurrencia de resistencia bacteriana en animales de abasto,

alimentosy humanos.

b. Monitorear el consumo de agentes antimicrobianos por parte de la poblacion

humana y animal.

c. Detectar y cuantificar la propagacion de bacterias resistentes y genes de

resistencia desde los animales al hombre.

d. Proporcionar pautas para la quimioterapia en humanos y animales, para

asegurar asi su uso de manera prudente (Wegener et al., 1997).

El “Statens Serum Institut” es el organismo encargado de la vigilancia de la

resistencia en aislamientos bacterianos patdgenos e indicadores procedentes de humanos



y de su asociacion con el uso de antimicrobianos para el tratamiento de infecciones
humanas. La vigilancia de la resistencia en aislamientos bacterianos de ganado la realiza
el “Danish Veterinary Laboratory” el cual debe realizar monitoreos en el ganado y
asociarla al uso de agentes antimicrobianos en éste; el programa utiliza Staphylococcus
aureus, Actinobacillus pleuroneumoniae, Staphylococcus hyicus y Staphylococcus
coagulasa negativo. Dentro de las bacterias zoonéticas incluyen Salmonella spp.,
Campylobacter colifyeyuni y Yersinia, y como bacterias indicadoras utilizan E. coli y
Enterococcus.

Tanto las bacterias zoonéticas e indicadoras se aislan de muestras de heces
recogidas en la matanza de terneros, cerdos, y pollos. Se recogen doscientas muestras al
azar procedentes de cerdos y pollos y para el caso de terneros se recogen setenta y cinco
cada tres meses. En los mataderos de todo el pais, los inspectores de carne recogen
muestras aleatorias proporcionales al nimero de animales sacrificados.

Por otro lado, el “Danish Zoonosis Centre” encargado de analizar todos los datos
y difundir un informe de los resultados, actualmente tiene en estudio el efecto de la
presion selectiva de agentes antimicrobianos sobre la flora microbiana intestinal y el
desarrollo de resistencia utilizando modelos animales y modelos in vitro. Los
mecanismos y antecedentes genéticos de resistencia estan siendo investigados en
aislamientos bacterianos resistentes con el uso de técnicas genético moleculares
(Wegener et al.,).

Asi también, en noviembre de 1999, la Agencia Francesa de Seguridad Sanitaria
de los Alimentos organiz6 un simposio sobre “Resistencia Bacteriana en Animales de
Producciéon” en el cual participaron todos los paises de la Comunidad Europea con el fin
de armonizar y definir estrategias en comln sobre el monitoreo de la resistencia
bacteriana en las especies animales de produccién. Dado que tanto en animales como en
humanos, el uso de antimicrobianos no sdlo causa incremento de resistencia en bacterias
patdgenas, sino también en la flora enddgena intestinal, uno de los principales acuerdos
tomados en esa reunién fue que el monitoreo deberia involucrar siempre tres grandes
grupos de bacterias en aves, cerdos y bovinos: bacterias zoondticas, bacterias patdgenas
y bacterias indicadoras. Ademas, se enfatizd6 que los resultados deberian ser
permanentemente informados a las autoridades y médicos veterinarios, ya que son una
herramienta de gran utilidad para desarrollar lineas de trabajo orientadas al uso prudente

de los antimicrobianos en medicina veterinaria (Sanders, 1999).



BACTERIAS A MONITOREAR

I.- MONITOREO DE BACTERIAS ZOONOTICAS

Con relacion a las bacterias zoondticas, cuando los antimicrobianos son
administrados en animales productores de alimentos (cerdos, aves y vacunos) ya sea
como medida terapéutica, profilactica o0 como promotores de crecimiento, favorecen la
resistencia en bacterias existentes en la flora intestinal que son patdgenas para el animal
y para el humano. Por ejemplo, Salmonella spp., Campylobacter spp. y E. coli. Dentro
de estas bacterias, se sefiala que todos los paises deberian incluir obligatoriamente S.
typhimurium y S. enteritidis y los otros serotipos dependeran de su importancia
epidemioldgica (Wray y Gnanou, 2000).

El monitorear este tipo de bacterias permite dar a conocer a los Médicos
Veterinarios, cuales antimicrobianos usados en medicina veterinaria y de importancia en
medicina humana estan generando resistencia, con el fin de evitar la utilizacion de éstos

en los animales de produccién.

I1.- MONITOREO DE BACTERIAS PATOGENAS

Con relacidn a las bacterias patogenas, en todos los programas de monitoreo un
gran nimero de este tipo de bacterias son analizadas, ya que son las que estan expuestas
a mayor presion de seleccion, presentando determinantes de multiresistencia no sélo a
antimicrobianos de una misma familia, sino que también a sustancias con diferentes
estructuras quimicas y mecanismos de accion. Para el caso de Staphylococcus spp. se
sefialan porcentajes de resistencia hasta un 8% para penicilina y de un 7 a un 100% para
ampicilina, dependiendo de los predios muestreados (Owens y Watts, 1998).

En paises de la Comunidad Europea el nimero de antimicrobianos analizados en
este grupo de bacterias van de 5 a 37 en promedio, siendo los mas comunes
estreptomicina, gentamicina, neomicina, ampicilina, cloranfenicol, tetraciclinas y
sulfonamidas (Caprioli et al.,, 2000). La OMS recomienda ademas incluir las

fluoroquinolonas debido a su potencial impacto en la salud humana.

I11.- MONITOREO DE BACTERIAS INDICADORAS
La importancia de las bacterias indicadoras se debe a que son un reservorio de
genes de resistencia, que podrian ser transmitidos a bacterias patdgenas y zoonoticas. En

Espafia, la bacteria utilizada como indicadora en cerdos, bovinos y aves es E. coli



(Moreno et al., 2000). La eleccion de E. coli se justifica fundamentalmente por su
elevada frecuencia de aislamiento e identificacion en los laboratorios de Sanidad
Animal. Ademas, en los programas de animales sanos que utiliza la red VAV en Europa
se emplea por ser el mejor indicador entre las bacterias gramnegativas. EI mismo papel,
entre las bacterias grampositivas, lo desempefian los enterococos y especialmente E.
faecium, razon por la que también forma parte de los programas de vigilancia.

El monitoreo de bacterias indicadoras permite conocer cuales antimicrobianos
estan generando mayores porcentajes de resistencia, para no utilizarlos como

herramientas terapéuticas en medicina veterinaria.

VIIl. _SITUACION NACIONAL REPECTO A LA RESISTENCIA
BACTERIANA.
En Chile, al igual que en otros paises, los antimicrobianos son la principal

herramienta terapéutica en el tratamiento de enfermedades bacterianas en medicina
veterinaria. A partir del afio 1996 el Servicio Agricola Ganadero del Ministerio de
Agricultura aumenté las exigencias para el Registro Farmacéutico, logrando instaurar
recién el afio 1999 un Plan Nacional de Control de Residuos de Medicamentos en
productos de origen animal (para salmones de exportacion se instaurd a partir del afio
1997). A pesar de este esfuerzo no existen actualmente programas de monitoreo
sistematico para la resistencia en bacterias indicadoras, zoondticas y patdgenas aisladas
de bovinos, cerdos y aves, que entregue informacién frente a los antimicrobianos que
ofrece el mercado nacional. Tampoco existe restriccion del uso de estos farmacos por
especies o sistemas de produccion, pudiendo adquirirse y emplearse en muchos casos,
sin la supervision de un médico veterinario.

A pesar de la situacion en la que se encuentra nuestro pais, existen algunos
estudios locales de sensibilidad (San Martin et al., 1991; Borie et al., 1993; Leon, 1997;
San Martin et al., 2000). Por ejemplo, el afio 2000, tanto San Martin como Borie
detectaron en nuestro pais que los porcentajes de resistencia para cepas de E. coli
aisladas de mastitis clinica, son de 2,2 - 3,9 - 6,7% para cefquinoma, cefoperazona y

ceftiofur respectivamente.

Tomando en consideracion los aspectos planteados en esta revision, referente al
problema actual de la resistencia bacteriana y su control, la ausencia a nivel nacional de

programas de monitoreo, la falta de conciencia del rol actual que cumple el médico



veterinario en cuanto a las prescripciones de antimicrobianos, y por las caracteristicas
mencionadas para la bacteria Escherichia coli, esta memoria tiene como objetivo
utilizar esta bacteria como indicadora en el monitoreo de la resistencia bacteriana frente

a antimicrobianos utilizados en la terapia de infecciones bacterianas en ganado bovino.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Realizar un monitoreo de la resistencia bacteriana frente a los antimicrobianos de mayor

uso en el ganado bovino, utilizando E. coli como bacteria indicadora.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

a.- Determinacion de la sensibilidad in vitro de las cepas de E. coli aisladas de ganado

lechero y ganado destinado a carne frente a los diferentes antimicrobianos.

b.- Definir perfiles de resistencia de las cepas aisladas de ganado lechero y ganado
destinado a carne.



MATERIAL Y METODO

I Animales utilizados.
Bovinos de produccién de carne, faenados en el Frigorifico Lo Valledor S.A. y

vacas de lecherias de la Region Metropolitana.

I1- Tamafio de la muestra.

Para el célculo del nimero de cepas a aislar se consideraron valores estimados
del porcentaje de resistencia nacional obtenidos del proyecto Fondecyt N° 1000782
denominado “Farmacovigilancia de la resistencia bacteriana en el ganado lechero”.
Estos valores son 31,9%, con un nivel de confianza del 95% y un error méximo
estimado en + 10. De acuerdo a lo sefialado y considerando una eficiencia de
aislamiento de 80%, el numero minimo de muestras fue del06 y el nimero de cepas
totales a estudiar es de al menos 84. El 50% de las muestras se tomaron de ganado

lechero y el 50% restante de ganado destinado a carne.

I11- Obtencion, aislamiento e identificacion de cepas bacterianas.

A nivel de planta faenadora se tomaron aproximadamente 10 g. de contenido
cecal (intestino grueso) en frascos de vidrio estériles que contenian 50 ml de medio de
transporte Cary y Blair (BBL®). En el caso de las lecherias, se realizd extraccion de
contenido rectal mediante el uso de mangas de palpacion. En ambos casos, las muestras
fueron mantenidas a temperatura de refrigeracion hasta el momento de su andlisis en el
Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la
Universidad de Chile, el que comenz6 dentro de 6 horas de haber sido obtenida.

Para el aislamiento e identificacion de E. coli se utilizaron las pautas
recomendadas por Orskov, (1984) en el Manual de Sistemética Bacteriana Bergey's.
Para ello, se sembraron las heces, previamente diluidas en suero fisiolégico, en 2
medios de cultivo selectivo-indicadores para coliformes: Agar M® Conkey (BBL®) y
Agar XLD (DIFCO®) incubados a 37° C por 24 horas, hasta lograr desarrollo
bacteriano.



Las colonias sospechosas fueron identificadas mediante una bateria de 4 pruebas
bioguimicas, que son diferenciales para enterobacterias. Estas pruebas son: prueba del
indol, prueba del rojo de metilo, desarrollo en agar citrato y agar Kligler.

Una vez identificadas, las cepas fueron mantenidas en agar comun semitendido

hasta su posterior analisis de sensibilidad a los antimicrobianos.

IVV- Test de sensibilidad in vitro.

Todas las cepas aisladas fueron sometidas al método de sensibilidad in vitro
denominado Método de Dilucion en Placa frente a cada antimicrobiano, método
reconocido internacionalmente como oficial. Esto se realizd en el Laboratorio de
Farmacologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile.

a.- Método de Dilucién en Placa:

Para la utilizacion de este método se siguieron las recomendaciones del National
Commitee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS, 1999). Con este método se
determiné la Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) y, por ser cuantitativo, es el que

se utiliz6 para determinar los perfiles de resistencia.

Los estandares de antimicrobianos (droga pura) se obtuvieron directamente de
los laboratorios proveedores, los cuales sefialaron su potencia. Con cada uno de ellos, se
prepararon soluciones stock de 2000 pg/ml, los cuales se mantuvieron refrigerados a
4°C hasta por una semana. A partir de ellas se prepararon diluciones de antibiético en el
momento del analisis. Preparadas las diluciones, éstas se mezclaron con agar Mueller-

Hinton en una proporcion de 1:10.

Por otro lado, las cepas bacterianas previamente aisladas se sembraron en caldo
comdn y la suspension se ajustd con agua ultra pura estéril a 0,5 del nefelémetro de M°
Farland. A partir de esa suspension, se prepararon los inéculos en una relacién de 1:10.
Para inocular las placas se utilizd el in6culo-replicador de Steers. La inoculacion del
medio comenzd por las placas control sin antimicrobiano, luego las de menor
concentracion de antimicrobiano, dejando para el final las placas de mayor

concentracion.

Todas las determinaciones de MIC se realizaron por duplicado y se incubaron a
36°C+ 1 por 18 a 24 horas. Como cepa control se utilizd E. coli ATCC 25922. Como

cada cepa de una misma especie bacteriana se comporta individualmente frente a las



diferentes concentraciones de un antimicrobiano determinado, las MIC se expresaron en
valores absolutos (ug/ml). Se definié la MICso y MICqy para esta especie bacteriana

frente a cada antimicrobiano estudiado.

La lectura de las MIC se realiz6 basandose en los puntos de corte que presenta
cada antimicrobiano los cuales se extrajeron del National Commitee for Clinical
Laboratory Standard (NCCLS, 1999). Basandose en lo anterior, para cada cepa
bacteriana se determind su sensibilidad, definiéndola como sensible o resistente, la
sensibilidad intermedia se sefiald con fines practicos como resistente, por que del punto
de vista clinico una cepa con sensibilidad intermedia se trata como resistente, en base a

los puntos de corte que presentan los antimicrobianos.

b.- Antimicrobianos:
e Cefquinoma (Cb)
e Cefoperazona (CFP)
e  Ceftiofur (XNL)
e  Sulfametoxazol + Trimetoprim (SXT)
e Gentamicina (CN)
e Oxitetraciclina (OT)
¢ Enrofloxacino (ENR)
e Ciprofloxacino (CIP)



RESULTADQOS

Del total de muestras, se aislaron y tipificaron 50 y 72 cepas de E. coli en
ganado lechero y en ganado destinado a carne respectivamente. Los resultados se

detallan en los siguientes puntos:

I-. Determinacién de la sensibilidad in vitro de las cepas de E. coli aisladas de

ganado lechero y ganado destinado a carne frente a los diferentes antimicrobianos.

Para cada cepa bacteriana se determin6 su sensibilidad, definiéndola como
sensible o resistente (la sensibilidad intermedia se sefial6 con fines practicos como
resistente).

Para el anélisis de sensibilidad, las cepas aisladas se desafiaron a los siguientes
antimicrobianos: sulfametoxazol-trimetoprim, oxitetraciclina, enrofloxacino,
ciprofloxacino, cefquinoma, cefoperazona, ceftiofur y gentamicina.

En el Gréafico N° 1 se indican el porcentaje de resistencia que presentan las cepas
a lo menos a un antimicrobiano; siendo de un 86% y 11% ganado lechero y ganado
destinado a carne respectivamente.

Las determinaciones de las MIC como valores absolutos para cada cepa aislada
y su respectiva determinacion de MICsoy MICq se sefialan en el Cuadro N° 1 para
ganado lechero y en el Cuadro N° 2 para ganado destinado a carne, siendo los
resultados los siguientes:

Para ganado lechero las MICsx fluctuaron entre < 0,125ug/ml y > 128ug/ml en el
siguiente orden decreciente: oxitetraciclina y ceftiofur con > 128ug/ml, ciprofloxacino
con 8ug/ml, enrofloxacino con 4ug/ml, sulfametoxazol-trimetoprim con 2ug/ml,
gentamicina con 0,5ug/ml, cefoperazona con 0,25ug/ml y cefquinoma con <
0,125ug/ml.

Para la MICy el rango estuvo entre < 0,125ug/ml y >128ug/ml y los resultados
en orden decreciente fueron los siguientes: oxitetraciclina, enrofloxacino, ciprofloxacino
y ceftiofur con >128ug/ml, sulfametoxazol-trimetoprim con 8ug/ml, cefoperazona y

gentamicina con 0,5ug/ml, con 0,25ug/ml y cefquinoma con < 0,125ug/ml.

Por otro lado, las determinaciones para MICsy en ganado destinado a carne

presentaron un rango entre < 0,125ug/ml y 2ug/ml cuyo orden decreciente fue:



oxitetraciclina y sulfametoxazol-trimetoprim con 2ug/ml, ceftiofur y gentamicina con
0,5ug/ml, cefoperazona con 0,25ug/ml y finalmente ciprofloxacino, enrofloxacino y
cefquinoma con < 0,125ug/ml.

Para MICqy, el rango estuvo entre < 0,125ug/ml y 8ug/ml, los resultados en
orden decreciente fueron: oxitetraciclina con 8ug/ml, sulfametoxazol-trimetoprim con
2ug/ml, cefoperazona, ceftiofur y gentamicina con 0,5ug/ml y por ultimo enrofloxacino,

ciprofloxacino y cefquinoma con < 0,125ug/ml.

Otro punto importante de analizar es el que dice relacién con la resistencia que
presentan las cepas de E. coli frente a cada antimicrobiano en estudio. Los resultados
como porcentaje de cepas resistentes a cada antimicrobiano, se exponen en el Grafico
N° 2 para ganado lechero y en el Grafico N° 3 para ganado destinado a carne.

Si se analiza el Gréafico N° 2 se observa que la resistencia en ganado lechero a
los antimicrobianos en estudio, presentan el siguiente orden de manera decreciente: el
antimicrobiano al cual las cepas presentaron mayor resistencia es oxitetraciclina con un
84%, seguida de enrofloxacino con un 56%y ciprofloxacino y ceftiofur con 54%. Mas
distante se ubica sulfametoxazol-trimetoprim con 16% de resistencia. Todas las cepas
fueron sensibles a gentamicina, cefquinoma y cefoperazona.

El andlisis del Grafico N° 3 que corresponde a ganado destinado a carne, se
observa que la resistencia en un plano global es menor que en ganado lechero. El orden
decreciente de resistencia de cada antimicrobiano es: sulfametoxazol-trimetoprim con
10%, oxitetraciclina con 4%, y ceftiofur con 3%. Un 1% de las cepas fue resistente a
cefquinoma, cefoperazona, ciprofloxacino y gentamicina. Frente a enrofloxacino el

total de cepas fue sensible.

11.- Perfiles de resistencia.

En el Cuadro N° 3 se observa el porcentaje de cepas resistente a 1, 2 y 3 0 méas
antimicrobianos y en el Cuadro N° 4 los perfiles de resistencia.

El analisis del Cuadro N° 3, permite observar que en ganado lechero el mayor
porcentaje de resistencia fue a cuatro antimicrobianos con un 46%, seguido del perfil a
un antimicrobiano con un 26% siendo el mas bajo para tres antimicrobianos con un 2%

de cepas resistentes.



En ganado destinado a carne sélo se encontraron cepas resistentes a 1, 2 y mas
de 5 antimicrobianos, siendo el mayor porcentaje el perfil a 1 antimicrobiano con un 7%
de las cepas; para 2 antimicrobianos con un 2,8% y para méas de 5 antimicrobianos un
1,4% de cepas resistentes. En este Gltimo caso, este porcentaje corresponde solo a una
cepa que fue resistente a 7 antimicrobianos de los 8 estudiados.

e Analisis de los perfiles de resistencia

Este analisis se presenta en el Cuadro N° 4, observandose en las cepas aisladas
de ganado lechero los siguientes perfiles:

¢ Para 1 antimicrobiano: Sulfametoxazol-trimetoprim, 1 cepa.
Oxitetraciclina, 12 cepas.

e Para 2 antimicrobianos: Sulfametoxazol-trimetoprim/ oxitetraciclina, 2 cepas.

e Para 3 antimicrobianos: Sulfametoxazol-trimetoprim/ oxitetraciclina/

enrofloxacino, 1 cepa.

e Para 4 antimicrobianos: Oxitetraciclina/ enrofloxacino/ ciprofloxacino/

ceftiofur, 23 cepas.

e Para 5 0 mas antimicrobianos: Oxitetraciclina/ enrofloxacino/ ciprofloxacino/

ceftiofur/ sulfametoxazol-trimetoprim, 4 cepas.

En las cepas aisladas de ganado destinado a carne se presenta una situacion un
poco diferente (Cuadro N°4), observandose lo siguiente:
e Para 1 antimicrobiano: Sulfametoxazol-trimetoprim, 4 cepas.
Ceftiofur, 1 cepa.
¢ Para 2 antimicrobianos: Sulfametoxazol-trimetoprim/ oxitetraciclina, 2 cepas.
. Para méas de 5 antimicrobianos: Oxitetraciclina/
ceftiofur/ cefquinoma/  cefoperazona/ Sulfametoxazol-trimetoprim/ enrofloxacino

[ciprofloxacino, 1 cepa.



Gréfico N° 1
Porcentajes de cepas de E. coli aisladas de a) ganado lechero y b) ganado destinado a

carne resistentes al menos a un antimicrobiano.
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Cuadro N° 1

Valores de MIC de las 50 cepas de E. coli aisladas de ganado lechero.

oT | % 6 2 3 4 | | 218 2 18
ENR | 50 | 2 5 1 4 15 4 2 18
P | % | 2 1 1 3 1 2 8 2 18
STX | 50 n | ou |1 6 2 2 8
NN E NN 1 % (2 18 |2 18
Ch | 50 | 8 | 2 <015 < 015
CFP | 50 | 14 | 19 | 16 1 025 05
CN [ 50| 1 | 5] % 05 05

oT OXITETRACICLINA

ENR ENROFLOXACINO
XNL-Cb-CFP CEFTIOFUR-CEFQUINOMA-CEFOPERAZONA

CIP CIPROFLOXACINO

STX SULFAMETOXAZOL+TRIMETOPRIM




oT

72

Valores de MIC de las 72 cepas de E. coli aisladas de ganado destinado a carne.

Cuadro N° 2

20 49 2 8

ENR | 72| 70 1 1 <015 [< 0125
CP | 7| 1 1 < 0125 < 01%
SIX | 72 2 3 2 2
XNL | 72 7 21 3 4 05 05
Ch | 6 3 < 0125 < 01%
CFP | 2| 12 ki) 23 2 2 025 05
05 05

oT

ENR

CIP
STX

XNL-Cb-CFP

CEFTIOFUR-CEFQUINOMA-CEFOPERAZONA

OXITETRACICLINA
ENROFLOXACINO

CIPROFLOXACINO

SULFAMETOXAZOL+TRIMETOPRIM




Grafico N° 2
Porcentajes de resistencia de cepas de E. coli aisladas de ganado lechero frente a cada

antimicrobiano en estudio.
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Grafico N° 3

Porcentajes de resistencia de cepas de E. coli aisladas de ganado destinado a carne
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Cuadro N° 3

Porcentajes de cepas de E. coli resistentes a uno 0 mas antimicrobianos, segun tipo de

proposito(*).

GANADO 26% 4% 2% 46% 8%

LECHERO

GANADO % 3% _ _ 1,40%
CARNE

* Ganado lechero y Ganado destinado a carne

1AB Resistente a un antimicrobiano

2 AB Resistente a dos antimicrobianos
3AB Resistente a tres antimicrobianos
4AB Resistente a cuatro antimicrobianos
5 AB 0 més |Resistente a cinco 0 mas antimicrobianos




Cuadro N°4
Perfiles de resistencia de E. coli aislada de ganado lechero y ganado

destinado a carne.

GANADO | 1 STX |2 STX-OT| 1 STX-OT-ENR] 23 OT-ENR-CIP-XNL 4 OT-ENR-CIP-XNL-STX

LECHERO| 12 OT

GANADO | 4 STX |2 STX-OT _ _ 1 XNL-Cb-CFP-OT-ENR-CIP-STX

CARNE 1 XNL

OXITETRACICLINA

oT
ENR ENROFLOXACINO

XNL-Cb-CFP CEFTIOFUR-CEFQUINOMA-CEFOPERAZONA
CIP CIPROFLOXACINO

STX SULFAMETOXAZOL+TRIMETOPRIM







DISCUSION

El método para definir la resistencia en este trabajo es reconocido como oficial
para los analisis de sensibilidad a nivel internacional; para su aplicacién se siguieron las
recomendaciones del National Commitee for Clinical Laboratory Standard (NCCLS,
1999); tiene un caracter cuantitativo, determinando de manera exacta la concentracién a
la cual el antimicrobiano inhibe el crecimiento bacteriano.

Como se puede observar de estos resultados la situacién entre ambos grupos de
animales es diametralmente opuesta; para el ganado lechero existe un alto porcentaje de
resistencia, en cambio para el ganado destinado a carne se observa un bajo porcentaje de
resistencia. La diferencia entre ambos grupos puede atribuirse a diversas causas; entre
las cuales es importante destacar algunas de ellas:

a.- Se puede explicar en parte por la variacién de la carga animal que se observa
en ambos sistemas productivos. Es asi, que en los sistemas de produccion de ganado
lechero de la Region Metropolitana el manejo es principalmente de tipo intensivo en
confinamiento, favoreciendo asi la diseminacion de las bacterias. Por otro lado, los
sistemas de produccién de carne tienen un manejo a potrero, lo cual es una ventaja
comparativa porque se disminuye el riesgo de transmision de patologias de origen
bacteriano lo que puede tener como consecuencia una disminucion en la aplicacién de
terapias antimicrobianas.

b.- La presentacion de enfermedades y la edad de ambos grupos de animales es
otro punto que permite discutir el por qué de la diferencia de sensibilidad entre ambos
tipos de ganado. La crianza en lecherias presenta una mayor incidencia de enfermedades
bacterianas y por ende un uso mayor de los antimicrobianos. Respecto a la diferencia de
edad entre ambos grupos, por un lado el ganado destinado a carne tiene una edad de
faenamiento en promedio de 24 meses, existiendo un rango que, dependiendo de la raza
puede ser de 13 a 30 meses. A su vez en ganado lechero las vacas adultas de tres 0 méas
partos son la que presentan altas probabilidades de un uso mayor de antimicrobianos,
esto por que estan expuestas a mas casos de mastitis tanto clinicas como subclinicas,
endometritis y metritis dentro de su vida reproductiva versus una vaquilla de primer
parto. Para el caso de las metritis, su presentacién en ganado lechero es mas frecuente
en vacas adultas productoras de leche a los 2-4 dias post parto. Los factores que se
relacionan estrechamente con una elevada incidencia de esta patologia son: rebafios

grandes, distocias y retencion de membranas fetales entre otras, ain cuando en estos



cuadros clinicos existen diferentes alternativas terapéuticas, los antimicrobianos siguen
siendo una de las principales.

Las patologias podales, es otro motivo de exponer a los animales a
antimicrobianos, casi la totalidad de las lecherias de la Region Metropolitana estan en
confinamiento y en muchas ocasiones con un suelo en mal estado favoreciendo alin mas
el desarrollo de este tipo de patologias.

Por otro lado, debemos sefialar que la terapia de secado es otro factor que puede
incidir en la alta resistencia encontrada en ganado lechero, ya que esta consiste en la
aplicacion intramamaria de antimicrobianos inmediatamente después de la Ultima
ordefia que persisten en la ubre por 45 a 60 dias; estos pueden traspasar la barrera de la
glandula mamaria y alterar asi la microflora intestinal, generando en ella, diversos
mecanismos de resistencia. En términos generales el tratamiento y control de las
mastitis representan el mayor porcentaje de uso de antimicrobianos en la lecheria
(Radostits et al., 2002).

De acuerdo a lo sefialado anteriormente se puede decir que el ganado lechero
durante toda su vida productiva esta siendo expuesto a antimicrobianos ya sea en forma
terapéutica o profilactica.

c.- Otro factor a considerar es que no todos los médicos veterinarios frente a la
necesidad de utilizar antimicrobianos realizan antibiogramas; generalmente realizan una
terapia empirica con antimicrobianos de amplio espectro favoreciendo el desarrollo de
resistencia en las bacterias.

El alto porcentaje de resistencia observado era previsible, ya que en Chile a
pesar que existen estudios locales de sensibilidad (San Martin et al., 1991; Borie et al.,
1993; Ledn, 1997; San Martin et al.,, 2000), no hay programas organizados de
monitoreo que informen de manera periédica y sistematica sobre los niveles de
resistencia, con el fin de evitar el uso de los antimicrobianos que estén generando
resistencia. Al respecto, los paises que integran la Unién Europea, con el fin de
disminuir este factor de riesgo, han instaurado programas permanentes de monitoreo de
resistencia en todas las especies animales productoras de alimentos, y los resultados
emanados de ellos son informados periédicamente a instituciones privadas y
gubernamentales (Moreno et al., 2000). Por otro lado, estos farmacos pueden ser
adquiridos y administrados solo por médicos veterinarios.

Respecto a los resultados obtenidos al analizar cada antimicrobiano en

particular, se debe considerar que en ganado destinado a carne, pese a no presentar una



eleva resistencia para oxitetraciclina, hay que considerarla como referencia para futuros
estudios de sensibilidad. En cambio, presentd la mayor resistencia en las cepas de E.
coli aisladas de ganado lechero; es importante sefialar que ya en el afio 2000 la
resistencia que presentaban las cepas de E. coli aisladas de mastitis clinica y subclinica
para este antimicrobiano era alta en nuestro pais, con un 71,9% (San Martin et al., 2000;
Borie et al., 2000). Estos resultados coinciden con otros trabajos internacionales; es asf,
que en paises como Israel y Finlandia se han reportado altos valores de resistencia para
tetraciclinas, siendo mas altos en Israel que en Finlandia (Kaipainen et al., 2001).
También hay estudios en Suecia y Holanda, donde se midi6 la resistencia en cepas de E.
coli aisladas de muestras fecales de cerdos (Van den Bogaard y Stobberingh, 2000).
Actualmente la oxitetraciclina es considerada como droga de segunda eleccion, debido a
la gran capacidad que tienen las bacterias de generar resistencia a este fa&rmaco (San
Martin et al., 2002).

Otro grupo de antimicrobianos que se incluyé en este estudio fue las
fluoroquinolonas; al respecto enrofloxacino present6 un alto porcentaje de resistencia en
ganado lechero, con un 56%. Esto contrasta con los resultados obtenidos el afio 2000 en
nuestro pais, donde se evaluaron cepas de E. coli aisladas de mastitis clinica y
subclinica, y la resistencia fue tan solo de 4,5% (San Martin et al., 2000; Borie et al.,
2000) para este antimicrobiano. Posteriormente, otro estudio nacional, donde se aislaron
cepas de E. coli en vacas lecheras con mastitis, reveld que la resistencia a enrofloxacino,
fue mayor en la V Region y Regién Metropolitana con 21,9% respecto a la X Region
(San Martin et al., 2002).

Debido a que la resistencia bacteriana es cruzada entre las distintas quinolonas
(Campbell, 1992; Burns, 1995) en este estudio se incorporé a ciprofloxacino, que aln
cuando no se utiliza en medicina veterinaria es importante conocer si el uso de las
quinolonas en animales de produccion pueden estar generando resistencia a
antimicrobianos que solo se utilizan en medicina humana, como ha sido observado en
otros paises. Al respecto, las cepas de E. coli aisladas de ganado lechero presentaron un
54 % de resistencia a este antimicrobiano, este resultado debe ser considerado como una
alarma, ya que en paises de la Union Europea se ha prohibido en animales de
produccion la utilizacion de antimicrobianos que generen resistencia cruzada con
aquellos que se utilizan en medicina humana (Moreno et al., 2000). Al respecto, en

Estados Unidos de Ameérica con el apoyo del FDA (Food and Drug Administration), en



el afio 2000 propusieron el retiro para el uso de los antimicrobianos del grupo de las
fluoroguinolonas, especialmente enrofloxacino en aves de corral. Las razones que
llevaron al FDA a tomar estas determinaciones se basaron en datos obtenidos de
programas de monitoreo de resistencia a antimicrobianos a nivel nacional con la
colaboracion del Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) y el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), junto a literatura publicada y
otras fuentes. Como modo de ejemplo los datos indican que el uso de las
fluorogquinolonas en aves de corral es una causa significativa de la resistencia en
Campylobacter spp. en humanos (FDA, 2000).

Es importante destacar que del total de cepas de E. coli aisladas de ganado
lechero, un 54% de ellas fue resistente tanto a enrofloxacino como ciprofloxacino, un
2% solo presentd resistencia a enrofloxacino y ninguna cepa fue resistente solo a
ciprofloxacino.

A nivel internacional los resultados difieren; por ejemplo, en Espafia los
programas de monitoreo de resistencia bacteriana que incluyen antimicrobianos tales
como &cido nalidixico y ciprofloxacino los niveles de resistencia detectados son bajos,
aunque destacan que son mas elevados en aves que en cerdos para ambos
antimicrobianos (Moreno et al., 2000).

Otros estudios realizados en Israel y Finlandia con cepas de E. coli aisladas de
mastitis clinica bovina, sefialaron que para ciprofloxacino no se detect6 resistencia en
ambos paises (Kaipainen et al., 2001).

Estudios realizados en otras especies animales, revelaron que la prevalencia de
cepas de E. coli resistentes a ciprofloxacino es significativamente alta no sélo en pavos
y sus criadores, sino también en criadores de cerdos (Van den Bogaard y Stobberingh,
2000).

Respecto a las sulfonamidas, existe resistencia en ambos tipos de ganado siendo
mayor en el lechero. Debemos recordar que fueron el primer grupo de agentes
antimicrobianos disponibles en la quimioterapia frente a enfermedades infecciosas, sin
embargo, desde que aparecieron y comenzaron a utilizarse, se observé que los agentes
patdgenos fueron capaces de generar mecanismos de resistencia a éstas.

Posteriormente la solucion a este problema fue la bdsqueda de nuevas

estructuras quimicas con capacidad antimicrobiana, apareciendo asi la asociacion



sulfonamida con trimetoprim. Esta combinacion, actualmente también est4 generando
mecanismos de resistencia entre los diversos microorganismos patogenos.

Por otro lado, su empleo en animales mayores fue disminuyendo
considerablemente, producto del desarrollo y promocién de un nimero cada vez mayor
de antimicrobianos, por lo que; con frecuencia, no se les considera en la eleccion inicial

para la terapia, aunque todavia tienen considerable valor en animales de engorde.

Para el grupo de las cefalosporinas, el Gnico antimicrobiano al cual las cepas
presentan resistencia fue ceftiofur y sélo en ganado lechero (con un 54%). Las otras
cefalosporinas no presentaron resistencia. Trabajos anteriores realizados en nuestro pais,
sefialan que los porcentajes de resistencia para cepas de E. coli aisladas de mastitis
clinica, son de 2,2 - 3,9 - 6,7% para cefquinoma, cefoperazona y ceftiofur
respectivamente (San Martin et al., 2000; Borie et al., 2000). Al comparar ambos
trabajos es importante considerar el aumento significativo de la resistencia a ceftiofur en
tan s6lo 3 a 4 afios. Cuando se realizd el primer estudio (2000-2001), ceftiofur era una
de las moléculas de reciente incorporacion al mercado nacional; de hecho sélo se podia
tener acceso a ella por la distribucién que realizaba un solo laboratorio farmacéutico.
Esta situacion fue revirtiéndose en estos Gltimos afios, y su oferta de venta se expandio a
otros laboratorios nacionales e internacionales, motivo por el cual ha aumentado su uso
favorablemente por parte de los médicos veterinarios. Esta puede ser una de las razones
que llevo al aumento de la resistencia.

Para el ganado destinado a carne el porcentaje de resistencia fue bajo para las

cefalosporinas.

Dentro del grupo de antimicrobianos con espectro de accion reducido a
gramnegativos, se analizaron los aminoglucésidos y dentro de ellos a gentamicina. En
ganado lechero todas las cepas fueron sensibles a este antimicrobiano lo que implica
que aun no se han generado mecanismos de resistencia a este farmaco. Similar es la
situacion en las cepas aisladas de ganado destinado a carne, aunque se encontré una
cepa resistente, lo cual es muy bajo. Estos resultados coinciden con estudios
internacionales, donde se observa un 100% de sensibilidad para este antimicrobiano en
cepas de E. coli aisladas de mastitis clinicas (Kaipainen et al., 2001).

La alta sensibilidad bacteriana a este farmaco se puede atribuir a que

gentamicina sélo se utiliza frente a la sospecha de infecciones por E. coli y por via



parenteral, ya que no existen presentaciones en pomos intramamarios, motivo que

disminuye su uso en lecherias.

Respecto a las determinaciones de MIC como valores absolutos para cada cepa
aislada y su respectiva determinacion de MICsy y MICq, se puede observar que para
ganado lechero la situacién nacional no es muy favorable producto que de los ocho
antimicrobianos analizados, solo tres estan en excelentes condiciones para seguir
siendo utilizados, ellos son: dos cefalosporinas cuyas concentraciones a las cuales son
capaces de ser efectivas en el 50% y 90% de la poblacion son las mas bajas,
destacandose cefquinoma, en primer lugar y luego cefoperazona. Otro antimicrobiano
que present6 una buena condicion para seguir siendo utilizado en este tipo de ganado es
el aminoglicésido, gentamicina. Esto era una situacion esperable, ya que posee un
espectro de accion reducida a gramnegativos, y concuerda con trabajos internacionales
(Kaipainen et al., 2001). Esto podria atribuirse al escaso uso que tiene en ganado por
dos razones, la primera por la via de administracién y la segunda al ritmo horario que
implica administrarla cada ocho horas, lo que puede considerarse engorroso y
complicado.

Respecto al ganado destinado a carne, la situacion es mucho mejor por que se
observd tres antimicrobianos con valores de MICso y MICyy mas bajos; esto podria
deberse a que este tipo de producciones poseen un manejo menos intensivo, con menor
uso de antimicrobianos y de requerirlos, son en un nimero inferior al ganado lechero.
La mejor respuesta fue con las quinolonas, lo cual llama la atencién por que es una
situacion totalmente opuesta al ganado lechero. Esta situacion particular permite poner
en evidencia cdmo un mismo grupo de quimioterapéuticos puede tener efectos
diametralmente distintos, en dos producciones de manejo diferente.

También con excelente concentracién para inhibir el crecimiento bacteriano
fueron cefquinoma, cefoperazona, y gentamicina. Esto demuestra que para el
tratamiento de infecciones bacterianas, el ganado bovino destinado a carne aln cuenta

con varias alternativas terapéuticas y con diferentes grupos de drogas.

Otro punto importante de discutir, es la diferencia encontrada en los perfiles de
resistencia. Para ganado lechero era previsible encontrar varios perfiles, producto del
uso indiscriminado de antimicrobianos que se manejan a nivel nacional, incluso sin

control médico veterinario. Esta razon explicaria la deteccidn de seis tipos de perfiles,



siendo los antimicrobianos que mas se repitieron aquellos que presentaron sus MIC mas
altas, entre ellos, oxitetraciclina, enrofloxacino y sulfametoxazol-trimetoprim; de estos
tres, ya se conoce desde hace algin tiempo la resistencia a oxitetraciclina. Estudios
realizados a nivel nacional revelaron altos valores para este antimicrobiano, como
también para enrofloxacino (San Martin et al., 2000; Borie et al., 2000); en dicho
estudio, realizado en cepas de E. coli aisladas de vacas lecheras con mastitis, se
determiné que la resistencia fue mayor en la V Regién y Region Metropolitana.

En el caso del ganado destinado a carne solo se detectaron cuatro perfiles, lo
cual deberia considerarse como una situacion de nivel favorable.

La multiresistencia se puede explicar por varias vias, entre las cuales podemos
sefialar; muchos de los genes denominados “ resistentes” se localizan en plasmidos y/o
transposones, de manera que pueden transferirse facilmente entre diferentes cepas y
especies bacterianas (Chartone de Souza, 1999). Otra manera de que ocurra esta
transferencia es mediante los integrones, los cuales acumulan genes de resistencia y por
ende, podria explicar la constante aparicion de enterobactereas multirresistentes a una
amplia variedad de antimicrobianos, en los ultimos afios, se ha relacionado fuertemente
la multirresistencia con la presencia de integrones ya que no es necesario que la bacteria
acumule grandes cantidades de material genético como lo son los pldsmidos, para lograr
la resistencia frente a un determinado antimicrobiano, sino que con unos pocos
segmentos de ADN en el interior del integrén se alcanza la resistencia (Martinez, 2004).

El gran nimero de posibilidades de recombinacion e intercambio que poseen los
integrones, hace que las bacterias los incluyan en su estructura, logrando asi una gran
versatilidad para hacer frente a los antimicrobianos. Seria importante en un futuro no
muy lejano, saber si los niveles de resistencia nacional estan relacionados con esta
estructura extracromosomica y poder detectar que tipos de integrones son los que se
encuentran en nuestro pais, ya que se sabe que el mas predominante en otros paises

como Espafia es el tipo | (Arakawa et al., 1995).

Estos resultados demuestran que la terapéutica antimicrobiana en ganado bovino
en nuestro pais no esta ajena de la problematica mundial de resistencia bacteriana. Esto
refuerza la idea de imponer en el corto plazo, el uso y control racional de los
antimicrobianos, ya que son una fundamental herramienta terapéutica frente a
enfermedades de origen bacteriano. Por otro lado, para que un pais pueda establecer

lineas de trabajo orientadas al control y disminucion de la resistencia bacteriana, tiene



que poseer informacion respecto a la prevalencia de la resistencia microbiana por droga,
especie animal y de los cambios que ocurren a través del tiempo; esto puede lograrse
mediante la instauracién de programas permanentes de monitoreo, cuyo objetivo
principal sea que los resultados obtenidos sean periddicamente informados a los
médicos veterinarios y organismos gubernamentales.

Por otro lado, una de las principales ventajas que ofrece un sistema de vigilancia
para los médicos veterinarios, es orientar la terapéutica empirica, ya que en muchos
casos no es posible esperar a que se reciban del laboratorio los resultados de un
antibiograma para instaurar un tratamiento; asi, los datos locales de una red de
vigilancia permiten adecuar continuamente los tratamientos empiricos, aumentando asi
el éxito terapéutico (Moreno et al., 2000).

Ya en el afio 1998, Francia demostré la necesidad de instaurar un control
racional de los antimicrobianos, realizando entre otras medidas programas de monitoreo
sistematicos coordinados por la Agencia Francesa de Seguridad Sanitaria de los
alimentos (AFSSA). Tomando como ejemplo el monitoreo de la especie bacteriana
Salmonella spp., el afio 1998 recolectaron 22.100 datos; de estos un 64% fue desde
animales de produccién y sanos, un 31,4% desde alimentos procesados y un 4,3% desde
el medio ambiente. De estos datos, 6600 cepas fueron aisladas y sometidas a anélisis de
sensibilidad. Del total de cepas estudiadas, se revelé que un 75,4% fueron resistentes al
menos a un antimicrobiano y un 20% mostrd sensibilidad intermedia. Un rango muy
alto de resistencia fue observado para los antimicrobianos ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina, tetraciclina y sulfonamidas. Esta resistencia fue mas frecuente en
ganado bovino (25,3%) que en cerdos (18,3%) y aves de corral (9%). Por otro lado, se
detectd resistencia para los antimicrobianos &cido nalidixico y sulfametoxazol-
trimetoprim, para cada una de las especies de animales en estudio (Martel et al., 2000).

Esto confirma la importancia que tienen los programas de monitoreo, siempre y
cuando se informen sus resultados, ya que el objetivo es tomar medidas necesarias para
controlar el avance de la resistencia bacteriana. Se debe recordar que ya en el afio 1999,
Aaerestrup sefialdé que los mayores niveles de resistencia se observan en paises donde
no existen normativas de restriccion en el uso de antimicrobianos, como es también el
caso de Argentina (Gentilini et al., 2000), Brazil (Costa et al., 20000) y Finlandia
(Myllys et al., 1998).



Actualmente, el tema de la resistencia bacteriana incluye también Ia
problemética de la contaminacién ambiental. Internacionalmente, la evaluacion de la
ecotoxicidad es un requisito obligatorio para toda solicitud de licencia de
comercializacion de productos de uso veterinario, incluyendo en éstos los

antimicrobianos.



CONCLUSIONES

Segun los objetivos planteados en este estudio podemos decir:;

a)

b)

c)

Las cepas de E. coli, indicadoras de resistencia bacteriana y aisladas de
ganado bovino lechero de la Region Metropolitana, presentan altos niveles
de resistencia; en cambio, las aisladas de ganado destinado a carne sus
niveles de resistencia son bajos.

El nimero considerable de cepas multiresistentes en ganado lechero, nos
sugiere que se deberia estar en alerta respecto al tipo de antimicrobianos que
se utilizan en este tipo de explotacion en la Region Metropolitana.

De acuerdo a los resultados del presente trabajo y otros realizados a nivel
nacional, es necesario que en un corto plazo Chile instaure programas de

monitoreo de la resistencia bacteriana.
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