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RESUMEN

Dada la compleja epidemiologia que siguen las infecciones con Salmonella spp. y el
impacto de la enfermedad en salud publica, es que se vuelve importante reconocer a los animales
portadores de la bacteria. Estos individuos que en forma asintomatica diseminan el microorganismo
a través de sus deposiciones, contribuyen en la perpetuacion del agente en el ambiente y a la
infeccion de individuos sanos, de modo que cualquier medida destinada a la prevencion o al control
del patégeno, debe considerar el diagndstico no sélo de los enfermos, sino que también el de los

portadores.

Considerando lo anterior, este estudio se propuso conocer la portacion intestinal de
Salmonella spp. en todos los equinos existentes en dos Unidades Militares de la Region
Metropolitana, entre los meses de Abril y Agosto del afio 2009. De forma complementaria, se
propuso determinar la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas. Para este fin, se
realiz6 un muestreo fecal seriado de cinco dias consecutivos a doscientos equinos sin distincion de
sexo, raza ni edad. Como método de aislamiento bacteriano se us6 el medio de enriquecimiento
caldo Tetrationato incubado a 37 °C por 72 horas, resembrando a las 48 y 72 horas en el medio
selectivo, agar XLD. Las placas sembradas se incubaron a 42 °C por 24 horas. La identificacién de
las colonias sospechosas, se efectu6 mediante estudio de propiedades bioquimicas y por

aglutinacién con suero polivalente.

De los doscientos caballos estudiados, ninguno fue pesquisado como portador fecal de
Salmonella spp. en las cinco muestras seriadas analizadas. Estos resultados sugieren que ninguno
de estos animales representaria un riesgo sanitario de salmonelosis para la poblacién civil y militar

que se relaciona con ellos.



SUMMARY

Given the complex epidemiology which follows the Salmonella spp. infections and the
impact of this disease in public health, the recognition of the animals carrying bacteria becomes
important. These individuals, that asymptomatically disseminate the microorganism through their
stools, contribute to the agent perpetuation in environment and to infection of healthy individuals.
Therefore, any preventive or control measures must consider not only the disease diagnosis, but

the carrier state as well.

Considering this, the goal of the study was to know the intestinal carrying of Salmonella
spp. in every equine within two Military Units in “Region Metropolitana”, during the period from April
to August 2009. Also, the antimicrobial susceptibility of isolated strains was identified. In order to do
so, a fecal sampling was performed, seriating samples of five consecutive days and two hundred
equines without distinction of gender, race or age. A Tetrathionate medium enrichment method was
used for bacterial isolation, incubated at 37 C for 72 hours and re-seeded at 48 and 72 hours in the
selective medium, XLD agar. The inoculated culture mediums were incubated at 42T for 24 hours.
The identification of suspicious colonies was made through the study of biochemical properties and

by agglutination with a polyvalent serum.

Among the two hundred horses in study, no one of them was assessed as carrier of fecal
Salmonella spp. within the five seriated analyzed samples. These results suggest that none of them

could represent a sanitary risk for the civil and military population that relates with them.



INTRODUCCION

La Salmonelosis en los equinos se caracteriza por producir un cuadro diarreico agudo y en
menor medida cuadros sépticos. No obstante, existen animales que permanecen como portadores
asintomaticos de la bacteria y que la eliminan en sus deposiciones al medio en forma intermitente y
cronica. De hecho, en la actualidad se conocen una serie de factores que favorecen la eliminacion
fecal en los individuos portadores. Es por ello, que la condicion de portador es compleja, no sélo

desde el punto de vista diagnéstico sino también desde la perspectiva epidemiolégica.

Las deposiciones contaminadas con Salmonella spp., representan un riesgo para el
personal que trabaja con equinos, ya que estas pueden contaminar cursos de agua, alimentos y
ser fuente de contagio para otros caballos. Todo lo anterior genera la necesidad de reconocer a los
portadores a fin de tomar medidas sanitarias apropiadas, procurando mantener la salud del

personal y de los mismos animales.

Diversos métodos diagnosticos han sido evaluados en su capacidad de detectar la
bacteria. Entre ellos, se presentan el cultivo bacteriolégico, los métodos inmunolégicos y la
deteccién del genoma por medio de PCR (“polymerase chain reaction”). Respecto a estas técnicas,
el método bacteriolégico resulta interesante de analizar, por un lado, es el Gnico que permite aislar
la bacteria y por otro, la eficiencia de sus resultados se basa en la obtencién de muestras seriadas,
condicion que estaria dada por la eliminacion intermitente del microorganismo en las heces del
animal. Una Unica muestra no permite obtener un diagndstico certero, por lo que el resultado del

método mejoria en la medida que se obtengan mas muestras en funcién del tiempo.

Dado lo anterior, el presente estudio utiliz6é como método diagndstico, el cultivo
bacteriolégico tradicional, empleando un muestreo fecal seriado de cinco dias consecutivos, con el
objeto de detectar la portacién fecal de Salmonella spp. en equinos provenientes de dos Unidades

Militares de la Region Metropolitana de Chile.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1. DESCRIPCION DEL AGENTE

1.1. Taxonomia

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa que pueden presentar tanto los animales

como el ser humano, siendo causada por bacterias del género Salmonella.

La taxonomia de dicho agente, controversial durante mucho tiempo, la clasifica dentro de la
Familia Enterobacteriaceae y reconoce dos especies: S. enterica y S. bongori. La especie enterica
incluye a seis subespecies: enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. De todas
ellas, la subespecie enterica comprende el 99% de los aislados de muestras clinicas. Por otra
parte, siguiendo la clasificacion serolégica de Kauffmann — White, basada en la estructura
antigénica de la bacteria, se definen la presencia de antigenos somaticos O y flagelares H, que
identifican a los serogrupos y serotipos respectivamente, ademas de antigenos de superficie Vi.
Actualmente, se han identificado alrededor de 2400 serotipos distintos de Salmonella, siendo ésta,
una de las razones por la que algunos investigadores consideran a este grupo, como el mas

complejo de todas las enterobacterias (Popoff y Le Minor, 1984; Parra et al., 2002; OIE, 2004).

1.2. Ecologia

Este bacilo Gram negativo, se halla ampliamente diseminado en el ambiente y se ha
aislado en todo el mundo, fundamentalmente desde efluentes de granjas, aguas cloacales o
cualquier material sujeto a contaminacién fecal. Salmonella parece tener mayor prevalencia en

areas con crianza intensiva de animales, principalmente aves de corral y cerdos (OIE, 2004).



Ya estando en el ambiente, la bacteria puede infectar a un sinniUmero de especies
animales. Las aves y los reptiles se consideran reservorios y potencialmente puede afectar a

todos los mamiferos, entre ellos al ser humano y al equino (Warwick et al., 2001; OIE, 2004).

2. PATOGENESIS DE LA INFECCION CON Salmonella spp.

2.1. Mecanismos de Adhesién

Las infecciones con Salmonella usualmente comienzan con la ingestion del
microorganismo que contamina el agua o los alimentos. Posterior a esto, debe sortear una serie de
barreras defensivas del hospedero, tales como el bajo pH gastrico, el peristaltismo intestinal, la
flora sapréfita del tracto digestivo y por supuesto, la inmunidad local dada por la presencia de

Inmuglobulina A (IgA) (Sanchez y Cardona, 2003; Figueroa y Verdugo, 2005).

No obstante, la supervivencia del patégeno dentro del hospedero, depende en primer lugar
de su habilidad para adherirse a un determinado sustrato, siendo las adhesinas las estructuras
encargadas de dicha funcion. Las adhesinas reconocen receptores en las células del hospedero,
gque se caracterizan por presentar una estereoquimica especifica. Esta capacidad de
reconocimiento determina a qué especies animales puede afectar y el érganotropismo de la
bacteria; ademas la union adhesina-receptor tiene la capacidad de activar determinadas
respuestas inmunes, como son la activacion y proliferacion de las poblaciones de linfocitos B y

neutrofilos, asi como también la secrecion de citoquinas (Figueroa y Verdugo, 2005).

En términos generales, el proceso de adhesién puede realizarse mediante dos formas:
directamente en la superficie de la célula hospedera o bien, sobre la superficie de la matriz
extracelular; en este sentido la fimbria SEF17 media la adherencia a componentes de dicha
matriz, como por ejemplo: fibronectina, laminina y plasminégeno. Se consideran también adhesinas

la capsula vy el flagelo, aunque su presencia depende del serotipo, asi por ejemplo S. Typhi, S.
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Paratyphi C y S. Dublin presentan capsula, mientras que todas las Salmonellas se consideran
méviles a excepcion de S. Gallinarum y S. Pullorum. También se consideran las fimbrias como
factores de adhesion y Salmonella expresa una amplia variedad de ellas, aunque con diferente
especificidad de unién a su receptor. Dentro de las fimbrias més conocidas se hallan SEF 14, SEF

17 y SEF 18 (Figueroa y Verdugo, 2005).

2.2. Mecanismos de Invasién

La adhesioén de la bacteria al receptor, promueve un mecanismo de disparo o “trigger”, a
través del cual una serie de proteinas efectoras (SipA, SopB, SopE y SopE2) del Sistema de
Secrecion tipo 11, son enviadas por la bacteria al citoplasma de la célula eucariota con el fin de
inducir un reordenamiento del citoesqueleto y por lo tanto, alterar la morfologia del borde en cepillo
del epitelio intestinal, proceso denominado “ruffling”. Por medio de este proceso, la bacteria es
englobada en una vesicula e incorporada al interior de la célula. Una vez dentro de la célula, el
borde en cepillo vuelve a su normalidad y la vesicula o vacuola contenedora de Salmonella (SCV)
se dirige hacia la membrana basal dentro de la célula epitelial, eludiendo la unién con lisosomas

(Sanchez y Cardona, 2003; Figueroa y Verdugo, 2005).

Se debe considerar que este proceso de invasion, denominado por algunos autores como
endocitosis mediada por bacteria , requiere de la sintesis coordinada de mdltiples proteinas
bacterianas y se puede ver inhibida por sefiales especificas de las células del hospedero a nivel de
las vias de transduccion y organizacion del citoesqueleto de las células que invade (Ohl y Miller,

2001).

Varias rutas de invasion han sido estudiadas, por ejemplo en ratones, se ha visto que
Salmonella se adhiere y penetra con mayor frecuencia las células M (macréfagos) del epitelio
intestinal, las cuales cumplen un rol inmune ya que presentan antigenos a las células linfoides que

derivan de las placas de Peyer, actividad fundamental en la inmunidad primaria de la mucosa



intestinal. Sin embargo, lo anterior parece no ser relevante en el bovino, ya que en esta especie,
no habria una preferencia por el paso mediante células M y sélo se realizaria a través de células
comunes del epitelio intestinal. Por otro lado, algunas investigaciones sugieren que la bacteria
podria atravesar el epitelio intestinal en forma pasiva siguiendo la migracién de fagocitos CD18+,

tras ser fagocitada por los mismos (Ohl y Miller, 2001; Sanchez y Cardona, 2003).

Una vez que la bacteria cruza el epitelio, encuentra la presencia de macroéfagos en la
submucosa, a los cuales ingresa tras inducir su macropinocitosis, ademas de activar los
mecanismos que le permiten evadir las funciones microbiocidas del fagocito, permitiéndole asi,
sobrevivir y replicar dentro del ambiente intracelular. Con la migracion del macréfago hacia otros
6rganos del sistema reticulo endotelial, Salmonella facilita su propia diseminacién dentro del

hospedero (Ohl y Miller, 2001; Parra et al. 2002; Figueroa y Verdugo, 2005).

Ademas de la invasién, aquellos serotipos asociados a enteritis inducen una respuesta
secretoria en el epitelio intestinal, la cual se debe a la migracion de neutréfilos dentro del lumen
digestivo, lo que estaria dado por la produccién de Interleuquina 8. La llegada masiva de
polimorfonucleares hace que se liberen prostaglandinas que afectan el metabolismo de la adenilato
ciclasa, aumentando los niveles de AMPc, lo que genera la interrupcion de la absorciéon de sodio y
el aumento de la secrecion de cloro por parte de la célula, ocasionando clinicamente diarrea (ver

Figura 1) (Parra et al., 2002).



Figura 1. Patogénesis de la Infeccidn Intestinal por Salmonella spp.
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2.3. Islas de Patogenicidad Asociadas a Virulencia

El analisis de la estructura genética de los patdgenos bacterianos revela que los genes de

virulencia se hallan localizados en determinadas regiones del cromosoma, los cuales reciben el

nombre de islas de patogenicidad. Estas islas en el caso de Salmonella enterica son cinco (Ohl y

Miller, 2001; Parra et al., 2002):

SPI-1: que posee los genes necesarios para la invasién del epitelio intestinal y la induccién de
la respuesta inflamatoria, ademas del sistema de secrecion tipo Il (que posee los genes inv,
spa, prg y org encargados de formar las proteinas constituyentes del sistema de secrecion).
SPI-2: codifica los genes para la replicacion intracelular y la sobrevida en dicho ambiente, por
lo tanto aquellos que estan envueltos con la fase sistémica de la infeccién.

SPI-3: induce la sintesis de un transportador de magnesio de alta afinidad, el cual le permite la

sobrevida dentro del fagosoma.

Aparentemente, no es tan claro el rol de las islas de patogenicidad cuatro y cinco, sin

embargo Figueroa y Verdugo (2005) indican que:

SPI-4: codifica el Sistema de Secrecion tipo | (SSTI) que media la secrecién de toxinas y se
cree que participa en la adaptacién de Salmonella al ambiente intracelular en los macréfagos.
Actualmente, se ha demostrado la produccion de enterotoxinas por parte de S. Typhimurium y
S. Typhi, las cuales parecen ser similares a las producidas por Vibrio colera (CT) y la toxina
termolébil de E. coli (LT).

SPI-5: codifica proteinas efectoras involucradas en la secrecion fluida y reaccion inflamatoria
en la mucosa intestinal, tales como SopB (SigD) que ademas de estimular la secrecién de

cloro, se encuentra involucrada en la migraciéon de macréfagos.



3. ASPECTOS CLINICOS EN EL EQUINO

3.1. Consideraciones Generales

Algunos autores indican que la exposicién a Salmonella es frecuente tanto en el ser
humano como en los animales, pero que la cantidad de bacterias necesarias para generar la
enfermedad marca la diferencia. Sanchez y Cardona, (2003) indican un rango de 10°-10° UFC
(Unidades Formadoras de Colonias) como dosis infectante, mientras que Popoff y Le Minor, (1984)
indican que esta dosis puede reducirse hasta 10° UFC. En el otro extremo la OMS (1988), indica
gue bastaria con el consumo de 3 — 10 bacterias por gramo de algunos alimentos para cursar la

enfermedad.

Independiente de si se trate del ser humano o de los animales, la presentacion de los
sintomas va a depender de factores, tales como: los serotipos que actlen, la invasividad de la
cepa, el estado fisiolégico, la edad y la competencia del sistema inmune del hospedero (Ohl y
Miller, 2001; Parra et al., 2002; Sanchez y Cardona, 2003).

3.2. Clasificacion de los Cuadros de Salmonelosis

Para la OMS, (1988) la infeccion con Salmonella en los animales puede clasificarse como:

» Infecciones con manifestaciones clinicas patognomon icas: fundamentalmente las

infecciones que cursan con aborto en el ganado vacuno, caballar y ovino.

» Infecciones clinicas que indican una salmonelosis ¢ lasica: con sintomas gastrointestinales

0 septicémicos y cuya mortalidad parece mayor en individuos jévenes.

10



e Infeccién asintomatica : pudiendo quedar como portadores tanto los animales como las

personas.

Smith (1981), ha categorizado la infeccién por Salmonella en los equinos, de acuerdo a los

signos clinicos y a la severidad de los mismos, tal como sigue:

» Diarrea severa — aguda : esta es la forma mas cominmente reconocida en los equinos. La
diarrea disminuye en un periodo de semanas, después de lo cual la pérdida de peso corporal
se va recuperando. Como secuela pueden aparecer adhesiones sobre las serosas de las

paredes del intestino, resultando en célicos varios meses después de haberse recobrado.

e Bacteriemia: mas frecuente en potrillos, aunque también puede presentarse en adultos

con diarrea.

» Fiebre, anorexia y depresion: signos clinicos similares a los observados en el sindrome
influenza. Las deposiciones aparecen suaves, pero no severamente diarreicas. Hay absoluta

neutropenia y los sintomas remiten al cabo de cuatro o cinco dias.

e Infeccion asintomatica : en esta categoria, se presentan dos formas. La primera, es el
portador activo el cual se caracteriza por eliminar Salmonella en sus deposiciones, mientras
que el portador pasivo es aquel que no elimina la bacteria. Lo mas relevante de esta
categoria, radica en que estos caballos eliminan un pequefio nimero de la bacteria en forma
intermitente, por lo cual son requeridos multiples cultivos fecales para conseguir un aislamiento

exitoso.
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3.3. Presentacion Clinica en el Equino

Sin duda, la enterocolitis aguda toéxica es el cuadro mas comun de observar en esta
especie, pero también podria presentarse como un fenémeno séptico generalizado, siendo esto

mas frecuente en neonatos (Weese, 2002; Feary y Hassel, 2006).

Los ejemplares adultos exhiben: fiebre, anorexia depresion, dolor abdominal, diarrea
profusa y acuosa, y en algunos casos se ha asociado a impactacion del colon menor (Rhoads et
al., 1997; Divers, 2003). Por otro lado, Salmonella Abortus equi puede ser causa de aborto tardio
en yeguas de siete u ocho meses de gestacioén, retencién de placenta y metritis, mientras que en
padrillos (potros reproductores) puede ocasionar orquitis y balanitis (SPC, 2009). Los potrillos
presentan fiebre, depresién, anorexia, diarrea hemorragica, neumonia, meningitis y claudicacién
debido a artritis y fisitis séptica (Divers, 2003). La enterocolitis en potrillos es frecuente y debe ser
diferenciada de infecciones producidas por Escherichia coli, Rhodococcus equi, Clostridium difficile

y C. perfringens, ademas de Salmonella spp. (Dwyer, 2001; Carvajall, 2009).

La literatura indica que los neonatos de 12 horas de edad y los potrillos hasta los cuatro
meses, parecen ser los mas susceptibles a la infeccién, dicha susceptibilidad se atribuye al cierre
temprano del epitelio intestinal que impide el posterior ingreso de las Ig del calostro, a la inmadurez
del sistema inmune celular y del complemento, ademas de la deficiente higiene de los lugares de
parto. Una ruta de contagio, es la descrita por Slovis (2007), quien sefiala que madres portadoras
de Salmonella spp. pueden contaminar a sus crias en el momento del parto, ya que durante las
primeras fases de este, al defecar contaminarian su zona perianal y posteriormente las membranas

fetales, contribuyendo a la ingesta de la bacteria por parte del recién nacido.

! Carvajal, Sergio. 2009. [Comunicacién Personal] Médico Veterinario, Especialista en Reproduccién Equina. Presidente

de la Asociacién Chilena de Veterinaria Equina (ACHVE).
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3.4. Tratamiento y Manejo General del Animal Enferm o

El uso de antimicrobianos en la terapia de los equinos con salmonelosis es controversial,
fundamentalmente porque su administracion prolonga la eliminacion fecal de Salmonella
favoreciendo la eliminacion de la bacteria en caballos con infeccién latente. De hecho, no existe
evidencia de que la terapia antimicrobiana sea benéfica y altere el curso de la infeccién en caballos
adultos. Frente a estas evidencias, hoy en dia se sugiere que las terapias sean enfocadas a casos
de septicemia o inmunocompromiso del caballo. En estos casos, se deberd seleccionar un
antimicrobiano de estrecho espectro de accién, bactericida, buena penetracion celular y minimo

efecto sobre la flora comensal (Feary y Hassel, 2006).

Divers (2003), indica que los datos de sensibilidad de la cepa en cuestién son claves en la
eleccién del antimicrobiano, dado el fenémeno de multiresistencia de estas. En cuanto al uso de
bactericidas, también lo sugiere como alternativa frente a casos de compromiso inmunitario y
procedimientos invasivos como abdominocéntesis. En el caso de potrillos, donde la septicemia es
frecuente, se ha documentado la eficacia in vivo e in vitro de Amikacina y Cefalosporinas de

tercera generacion.

En los adultos en cambio, se ha utilizado Enrofloxacino en dosis de 5 mg/kg cada 24 horas
via endovenosa o bien, Gentamicina en dosis de 6,6 mg/kg una vez al dia via endovenosa o
intramuscular. En ambos casos, se ha visto una escasa resistencia antimicrobiana de las cepas

aisladas desde equinos (Feary y Hassel, 2006).

La multiresistencia a antimicrobianos complica y retarda las terapias, ademas deja de
manifiesto que los serotipos con resistencia maltiple presentes en equinos, pueden presentarse
también en el ser humano. Un ejemplo de esto, es el serotipo Typhimurium fagotipo DT 104

resistente a Ampicilina, Cloramfenicol, Estreptomicina, Sulfisoxazol y Tetraciclina, que aparecié en
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la década de los noventa y que hoy en dia se ha aislado no sélo en las personas sino también en

varios animales domésticos y por supuesto en el equino (CDC, 2003).

En términos de cifras, investigaciones como las de Zhao et al. (2007), muestran que en
cepas de Salmonella de origen equino, la resistencia a mas de un antimicrobiano es del 20%. Ward
et al. (2005b), describieron un brote de salmonelosis presentado por caballos del Hospital de
Ensefianza Veterinaria de la Universidad de Pardua durante el afio 2000, en el cual identificaron a
S. Typhimurium multiresistente como responsable de los casos observados. El serotipo fue
considerado resistente a: Amoxicilina, Ampicilina, Cefazolina, Cefoxitina, Ceftiofur, Cefalotina,
Cloramfenicol, Gentamicina, Ormetoprim, Rifampicina, Tetraciclina, Ticarcilina vy

Sulfadiazina/Trimetoprim.

En forma explicita, algunos autores indican que las cepas multiresistentes de Salmonella
aisladas desde equinos, pueden ser transferidas a los humanos a través de contacto directo o

indirecto (CDC, 2003; Espie et al., 2005; Vo et al., 2007).

En los equinos, muchos brotes de salmonelosis nhosocomial han sido reportados y algunos
de estos se han asociado a cepas multiresistentes de ciertos serotipos tales como S. Anatum, S.
Infantis, S. Heidelberg, S. Agona, S. Krefeld, S. Saintpaul, S. Give y S. Newport (Traub-Dargatz et

al., 2002; Dargatz y Traub-Dargatz, 2004).

Dado todo lo anterior, es que hoy en dia se considera a la terapia de soporte , como el eje
central en el tratamiento de la salmonelosis equina. Esta terapia, debera incluir al menos tres
aspectos: la reposicion de fluidos, el control de los procesos inflamatorios y el control de los

procesos oxidativos (Divers, 2003).
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4. EPIDEMIOLOGIA DE LA INFECCION

4.1. Transmision del Patégeno

La transmisién de Salmonella spp. en los equinos, al igual que en la mayoria de los
animales y en el ser humano, ocurre fundamentalmente por la via oro-fecal, aunque también puede
ocurrir a través de las membranas mucosas de los ojos y por la nariz, mediante aerosoles. En
general, la ruta de infeccion para el equino, involucra la contaminacién del alimento y del agua de
bebida con las deposiciones de los diseminadores de la bacteria, pudiendo ser estos:. aves,
roedores u otros caballos infectados (ADDL, 2005). Un ejemplo de lo anterior ocurrié en la
Republica de Islandia en Diciembre de 2008, donde 41 equinos se infectaron con el agente,
presentando una letalidad del 53%. El estanque de agua, desde el cual se regaban las pasturas
gue los animales consumian, fue identificado como la fuente de contaminacioén, sin embargo la

forma en que este se contamind, no quedd claramente establecida (Weese, 2008).

4.2. Importancia del Portador

El estado de portador, es el estado epidemiolégico de mayor importancia en los animales.
La falta de sintomas en la mayoria de los casos y las dificultades técnicas para detectar estos
individuos antes de la inspeccion de la carne o durante la misma, los convierte en una fuente
continua de contaminacion del medio ambiente y de los productos de origen animal. Una vez que
el portador contamina el ambiente con sus deposiciones infectadas, se puede aislar Salmonella
desde cursos de agua, barro cloacal y diversos productos agricolas, siendo todos ellos, fuentes de

contagio para el ser humano y para otros animales (OMS, 1988).

Un portador asintomético, elimina la bacteria en sus deposiciones hacia el ambiente, en

una pequefa cantidad y en forma intermitente (Smith, 1981).
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En el caso especifico de los caballos que se recuperan de salmonelosis clinica, pueden
eliminar la bacteria por un periodo de tiempo desconocido; respecto a esto, Slovis (2007) indica
que en el 60% de los casos no se ha podido detectar al microorganismo una vez que transcurren
30 dias desde la recuperacion de los sintomas clinicos y que a los 90 dias, en el 95% de los casos
no se detecta la bacteria. Esta razén, hace que en la practica, los caballos que se han recuperado
de la enfermedad, pasen un periodo minimo de 30 dias aislados fisicamente del resto de los

caballos u otros animales.

Cuando un caballo enfermo o no (asintomatico) libera Salmonella al ambiente, es dificil
erradicarla de ese sitio, porque la bacteria posee la capacidad de sobrevivir en el suelo por 300
dias, en el agua por mas de nueve meses y en deposiciones por 30 meses. La congelacion, no la
mata, particularmente si se halla protegida con materia organica, mientras que la exposicién a la

luz solar, si (ADDL, 2005).

4.3. Prevalencia de la Eliminacién Fecal de  Salmonella

La prevalencia de la eliminacién fecal de la bacteria en los equinos se ha estudiado en dos
condiciones: en primer lugar como prevalencia en la poblacién general y en segundo, como
prevalencia en hospitales veterinarios , toda vez que la bacteria se encuentra asociada a
infecciones intrahospitalarias 0 nosocomiales (Carter et al., 1986; Ravary et al., 1999; Traub-
Dargatz et al., 2000a; Ewart et al., 2001; Ward, et al., 2003; Cepeda, 2005; ADDL, 2005; Traub-

Dargatz, 2005; Feary y Hassel, 2006).

* Prevalencia de Eliminacion Fecal en la Poblacion Ge  neral:

Traub-Dargatz et al. (2000a), indican que en Estados Unidos el “National Animal Helth
Monitoring Systems” (NAHMS), realiz6 una estimacién de la prevalencia de eliminacion fecal en la

poblacién general de caballos. Para ello, se incluyeron 28 Estados norteamericanos, desde donde
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se seleccionaron predios que contaran con al menos tres equinos, muestreandose cada predio de
la siguiente forma: con 10 6 menos equinos residentes se muestrearon todos; entre 11-19 equinos
se muestrearon 10; entre 20-49 equinos se muestrearon 15 y sobre 50 equinos se muestrearon
s6lo 20 de ellos. En la seleccién de ejemplares, no se consideré la edad, el sexo, ni la raza, asi
como tampoco la presencia o ausencia de sintomatologia sugerente de salmonelosis. De cada
animal se obtuvo s6lo una muestra de deposicion la cual fue evaluada a través de cultivo
bacteriolégico tradicional. En el estudio participaron 972 predios y se obtuvo un total de 8.417
muestras de heces fecales, de las cuales 4.643 fueron colectadas en verano (entre Junio y
Septiembre de 1998) y 3.774 fueron obtenidas en Invierno (entre Noviembre de 1998 y Marzo de
1999). Los resultados del estudio estimaron la prevalencia de eliminacion fecal de Salmonella del
0,8% en la poblacidon general de individuos, valor que cambidé segun la estacion del afio, de tal
modo que en verano la prevalencia fue menor que en Invierno. También se encontraron diferencias
en la prevalencia de eliminacion segln zona geografica, atribuyéndose una prevalencia de 1,4% a

los Estados del sury de 0,2% a los Estados del norte.

Traub-Dargatz et al. (2000b), indican que la prevalencia en caballos de granjas podria ser

levemente mayor, llegando al 1,8%.

En Chile, los datos publicados de prevalencia son escasos. Entre Noviembre de 2004 y
Agosto de 2005 se estudié la portacidon fecal de Salmonella en 45 equinos en confinamiento
(pertenecientes a dos centros ecuestres de la V region) y 45 equinos en semiconfinamiento
(pertenecientes a tres Criaderos de la Tercera Region). De los animales, se obtuvieron dos
muestras de heces, separadas cada una por una semana. Las muestras, cuyo peso aproximado
fue de 10 g, fueron puestas en un medio de pre-enriquecimiento (agua peptonada) por 24 horas a
37 °C y posteriormente tres alicuotas de 1 mL cada uno fueron resuspendidas, en 9 mL de caldo
de Tetrationato, caldo Selenito Cistina y caldo Rappaport Vassiliadis, respectivamente. Los tres
caldos se incubaron a 37 °C por 24 horas y posteriormente fueron sembrados en placas de agar

XLD y Shigella-Salmonella. Se realiz6 ademas, la serotipificacion de las cepas. Los resultados de
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la investigacion indicaron que tres de 45 caballos en semiconfinamiento portaban Salmonella en
sus deposiciones. El microorganismo no se aislé a partir de animales en confinamiento. Con estos
datos se puede inferir que la prevalencia de eliminacién fecal de Salmonella en la poblacion
estudiada fue 6,6 % (3/45). Por otra parte, los serotipos aislados fueron S. Typhimurium y S.

Minnesota (Cepeda, 2005).

« Prevalencia de Eliminacién Fecal en Hospitales Vete  rinarios

En este punto, hay que considerar dos hechos, en primer lugar la prevalencia de
eliminacién que puede alcanzar una poblacion de equinos bajo condiciones de brote de
salmonelosis dentro del hospital y en segundo lugar, la prevalencia de eliminacion que existe en
forma endémica dentro del hospital, sin que esto esté asociado a ningln evento clinico como en el

caso anterior.

Respecto a la prevalencia de eliminacion en condiciéon de brote , las cifras aumentan
respecto a la estimada en la poblaciéon general, alcanzando valores entre el 1-70% (ADDL, 2005;
Traub-Dargatz, 2005; Feary y Hassel, 2006). Otros autores recopilan cifras menores, asi por
ejemplo, en la Universidad de California los brotes ocurridos entre 1971 y 1982 ocasionaron una
prevalencia de eliminacion fecal del 1,7% (Carter et al., 1986). Otro ejemplo, lo constituye la
Universidad del Estado de Michigan, donde se detectdé una prevalencia de eliminacién fecal de
5,5% entre 1996-1999 (35/638 caballos involucrados) (Ewart et al., 2001). Mientras que en 1996, el
Hospital de Ensefianza Veterinaria de Animales Mayores de la Universidad de Montreal en
Canada, sufrié un brote de salmonelosis, que ocasion6 una prevalencia del 10,9% y una incidencia

de 0,94% (Ravary et al., 1999).

Sobre la prevalencia de eliminacion endémica , el Hospital Veterinario de la Universidad
de Purdue, realizdé entre Octubre de 2000 y Junio de 2001 un estudio, con 956 equinos (724

admitidos y 232 hospitalizados), a los cuales se les tomaron al menos tres muestras de
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deposiciones y se analizaron mediante cultivo tradicional. Los resultados mostraron que la
prevalencia estimada para la eliminacién fecal de Salmonella en pacientes admitidos fue de 0,5%,

mientras que la incidencia de eliminacion durante la hospitalizacion fue 4,3% (Ward et al., 2003).

La prevalencia de eliminacién fecal de Salmonella en caballos admitidos en hospitales
veterinarios, generalmente ha sido estudiada en condiciones de brotes, sin embargo, en pacientes
asintomaticos la ocurrencia de dicha eliminacion es un reflejo de la infeccidn inaparente y entrega
una linea basal que permite identificar de mejor forma la presencia de brotes potenciales (Ward et

al., 2003).

4.4. Factores de Riesgo de Infeccion

Al parecer, el entorno puede verse ampliamente contaminado por heces de un caballo
diarreico, situacién que estaria determinada porque la bacteria se disemina sobre una extensa area
que incluye las grietas de muros y puertas, los bebederos y la cama del animal. Si Salmonella
queda en las deposiciones diarreicas, puede ser transportada por los cascos del caballo y
diseminarse a otras pesebreras o caminos segun el transito del animal, por tanto, cualquier
condicion que propicie lo anterior, puede considerarse como un factor de riesgo de infeccion

(ADDL, 2005).

Respecto a esto, diversas condiciones propician la infeccion con Salmonella. Para los
caballos, se sabe que la alta densidad de pacientes en hospitales les otorga cierto grado de
vulnerabilidad. Se han asociado varios factores a la posibilidad de aislar la bacteria desde caballos
hospitalizados, entre estos: diarrea, fiebre, cambios en la dieta, mezclas de afrecho, impactacién
del colon mayor, dolor cdlico, retencién de alimento, tratamiento con antibiéticos tales como
Penicilina G potasica, intubacidn nasogéstrica y altas temperaturas ambientales. Lo importante es

gue muchos de estos factores, pueden desencadenar respuestas de estrés y volver al hospedero
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mas susceptible a la infeccion. Es importante reconocer que los factores de riesgo que se
relacionan con la eliminacion fecal de Salmonella no han sido claramente definidos en individuos

portadores y clinicamente enfermos (Hird et al., 1986; Feary y Hassel, 2006; Ekiri et al., 2009).

No obstante lo anterior, un estudio desarrollado por el Hospital de Ensefianza Veterinaria
de la Universidad de Davis, California entre 1993 y 1996, evalu6 muestras fecales de 78 equinos
que ingresaron a la unidad de cuidados intensivos (UCI) con el objeto de identificar las variables
asociadas a infeccién nosocomial. Fueron consideradas variables propias del animal (edad y sexo),
ambientales, de manejo, de hospitalizacién y otras enfermedades. Segun el modelo propuesto, las
variables que fueron asociadas significativamente con el riesgo de infeccion nosocomial por
Salmonella fueron: el promedio de caballos que eliminaron S. Krefeld y S. Typhimurium en los
cuatro dias previos al estudio, impactaciéon de colon mayor, nimero de dias en que se alimentaron
con afrecho, la duraciéon del tratamiento con Penicilina G potasica y el promedio diario de
temperatura ambiental (mayor riesgo a mas de 27 °C). Es necesario aclarar que se consider6 a S.
Krefeld debido a que era un serotipo endémico en el hospital desde 1977, mientras que S.

Typhimurium fue introducido al hospital en 1991 (House et al., 1999).

En cuanto al dolor abdominal agudo (célico), Palmer et al., (1985), reportaron que en el
13% de los caballos admitidos en el Hospital de George D. Widener de la Universidad de
Pensilvania, se aisl6 Salmonella. De ellos, ocho animales (62%) al momento de ser admitidos
venian infectados con la bacteria, mientras que los cinco restantes (38%) se infectaron durante su
estadia en el Hospital. Estos resultados sugieren que el sindrome célico en los equinos favorece la

eliminacién del microorganismo y que puede ser considerado como un factor de riesgo mas.

Traub-Dargatz (2005), afirma que el uso de sondas nasogastricas, muchas veces
empleadas para aplicar medicamentos y otras sustancias que exponen al animal a desarrollar
infecciones gastrointestinales, incluyendo salmonelosis, ya que compromete una barrera natural de

defensa del organismo. Para este autor, surge nuevamente el sindrome célico como uno de los
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principales factores de riesgo que posibilita la eliminacion fecal de Salmonella, pero también
reconoce el valor del estrés al que se somete al caballo, entre los que destaca el transporte, la

anestesia y la restriccion de alimentos.

4.5. Serotipos de Salmonella Aislados en Equinos

Diversos trabajos han informado sobre los serogrupos y serotipos aislados en equinos,
fundamentalmente en condiciones de brote intrahospitalario. En este sentido, Palmer et al. (1985),
encontraron los siguientes serotipos en caballos hospitalizados: S. Seftenberg (56%), S.

Typhimurium (25%), S. London (13%) y S. Agona (6%).

Luego, Carter et al. (1986), identificaron 18 serotipos, donde cinco de ellos (S.
Typhimurium, S. Typhimurium var Copenhagen, S. Anatum, S. Kottbus, S. Saint-Paul) se asociaron
al 84% de los casos y al 90% de la mortalidad. En el mismo afio (1986), Ikeda et al., realizaron un
estudio retrospectivo que pretendia caracterizar los aislados de Salmonella obtenidos a partir de
diversas especies animales entre 1974 y 1983, en el Hospital Veterinario la Universidad Davis,
California. De los equinos involucrados, se obtuvieron 318 aislados, de los cuales S. Agona
representaba el 22%, S. Typhimurium el 21%, S. Krefeld 17%, S. Saint-Paul 14%, S. Typhimurium
var Copenhagen 11,3%. Los serotipos S. Arizonae, S. Bornum, S. Cerro, S. Cubana, S. Give, S.
Heidelberg, S. Infantis, S. Johannesburg, S. Kentucky, S. Kottbus, S. Newport, S. Oranienburg, S.
Rubislaw, S. San Diego, S.Taksony, S. Tennessee, S. Thompson, S. Warthington, fueron hallados

en menor proporcion.

Van Dujkeren et al. (1994), determinaron la prevalencia y los serotipos de Salmonella
aislados a partir de equinos admitidos en el Departamento de Medicina de la Universidad de
Utrech. Obtuvieron 380 muestras fecales y en el 18% de ellas se aisld la bacteria. Los serotipos
identificados fueron S. Typhiumurium (62%), S. Hadar (4,3%), S. Arizona y S. Enteritidis (2,8%

cada uno), S. Virchow, S. Blockley y S. Bareilly (1,4% cada uno).
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El afio 2000, Traub-Dargatz et al.(a), identificaron en las cepas aisladas de equinos a los
serotipos S. Munchen (22%), S. Newport (11%), S. Schwarzengrund, S. Thompson y S.
Typhimurium var. Copenhagen (8%), S. Agona, S. Infantis, S. Rubislaw, S. Newbrunswick y S.
Uganda (5%). Otros serotipos en menor porcentaje fueron S. Cerro, S. Mississippi y S.

Warthington.

Finalmente, a nivel nacional Cepeda (2005) identific6 en su estudio dos serotipos: S.
Typhimurium y S. Minnesota, provenientes ambos de caballos en condiciones de
semiconfinamiento, vale decir, los animales eran estabulados por las noches y puestos en

praderas durante el dia.

5. DIAGNOSTICO DE Salmonella spp.

5.1. Diagnéstico diferencial

El diagnostico de Salmonella en los caballos adultos con diarrea y sintomas clinicos
sugerentes de Salmonelosis, requiere de la diferenciacion de otras causas infecciosas de diarrea,
tales como la enterocolitis producida por Clostridium difficile, C. perfringens; asi como también por
parasitos como Ciatostomas y cuadros téxicos tales como diarrea asociada al uso de antibioticos
como Sulfas més Trimetoprim, Eritromicina, Penicilinas, Tetraciclinas, Ceftiofur y diarrea asociada
al uso de antiinflamatorios no esteroidales (AINES), principalmente por las extensas terapias con
Fenilbutazona, Flunexin Meglumine o Ketoprofeno (Divers 2000; Divers 2003; Oliver y Stampfli,

2006).

Respecto a los Clostridios, es dificil establecer su causalidad en los cuadros de colitis, ya
que usualmente estan presentes en las deposiciones de los equinos. Divers (2003), sugiere que
para definir a C. perfringens como agente etiolégico es necesario hallar mas de 10° UFC/mL de

heces fecales, signos de esporulacién y presencia de la enterotoxina en las heces. Mientras que el
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diagnostico de C. difficile parece mas sencillo y se basa principalmente en la historia clinica del
paciente, caracterizandose por tener antecedentes de antibiéticoterapia por uno a seis dias previo
al inicio de la diarrea, la tinciébn Gram revela un alto nUmero de microorganismos, debe hallarse la
toxina A, B 0 ambas en la muestra fecal, mediante ELISA (“enzime-linked inmunosorbent assay”) o
bien la deteccién en la bacteria aislada del gen responsable de su produccion, a través de PCR.
Por ultimo, las heces aparecen verdes o pardas y en pocos casos se observan hemorragicas como

podrian llegar a serlo por C. perfringens (Divers, 2003).

El diagnéstico de eleccion para las formas enquistadas de pequefios Estréngilos
(Ciatostomas) en la pared del ciego o colon, es la biopsia de la pared. Se le debe restar valor al
examen coproparasitario y la sospecha puede presentarse frente a planes de desparasitacion

deficientes (Divers, 2000; Divers, 2003).

La diarrea cuando se presenta asociada al uso de antimicrobianos, aparece dos a seis dias
después de iniciado el tratamiento y se debe al sobrecrecimiento de C. perfringens y C. difficile. A
pesar de que los antimicrobianos descritos anteriormente son los mas frecuentemente
relacionados, cualquier otro antibiético que sea administrado via oral, podria ocasionar diarrea

(Divers, 2000).

Frente a la sospecha de toxicidad por antiinflamatorios se deben considerar obviamente los
antecedentes de terapia con AINEs, asi como también las lesiones de la mucosa oral, esofagica,
géastrica e intestinal, las cuales pueden ser observadas por medio de endoscopia. Usualmente la
guimica sanguinea arroja hipoproteinemia al inicio del cuadro, con valores de proteinas

plasmaticas menores a 4,5 g/dL (Divers, 2000; Cohen, 2003).
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5.2. Diagnéstico directo

Posterior al diagnéstico diferencial, el clinico que sospecha de Salmonella spp. como
agente causal, podra tomar diversas muestras dependiendo de la presentacién del cuadro, a

saber:

e Septicemia: principalmente en potrillos febriles con méas de 39,4 °C y otros signos compatibles
con el cuadro. De ser asi, se sugieren muestras de sangre para hemocultivo. Para ello, se
deben obtener al menos tres muestras de sangre (central y periférica) por medio de una
técnica aséptica, colectando cada vez un volumen de 10-30 mL. Eventualmente, en los potrillos
podrian enviarse muestras de liquido intrarticular, para realizar el aislamiento de la bacteria,

cuando hay poliartritis (Hyatt y Weese, 2004; Slovis, 2007).

»  Enterocolitis . en potrillos y caballos adultos cuyo signo cardinal fuera la diarrea, se
obtendran muestras de deposiciones 0 en su defecto, se usaran esponjas rectales durante
varios dias consecutivos (tres a cinco dias), en ambos casos para realizar coprocultivo (Divers,

2000; Divers, 2003).

e Aborto: considerando que S. Abortus equi es un patégeno adaptado al huésped y que puede
ser causa primaria de aborto en yeguas; también puede ser una causa secundaria, toda vez
que se presente posterior a la infeccion por Herpes virus equino. Para su diagndstico, se
requiere la evaluacidon anatomopatoldgica de la placenta y del feto. En la primera, hay signos
de placentitis necrética, focos hemorragicos y edema; mientras que en el segundo, hay edema
subcutaneo, hemorragias petequiales subpleurales, edema pulmonar y hemorragias difusas
subepicardiales y subendocardiales. Ambos exdmenes deben realizarse antes de las 24 horas
posteriores al aborto. El aislamiento bacterioldgico entrega el diagnostico definitivo y para ello,
puede enviarse el timo, pulmén, corazén e higado del feto, asi como también otros 6rganos

que presenten lesiones, ademas de la placenta (Cérdova, 2006).
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5.3. Diagnéstico del portador

Aunque hoy en dia, los aspectos clinicos de la salmonelosis en el caballo se conocen bien,
es la identificaciébn de los casos subclinicos lo que representa un verdadero desafio para los
distintos métodos diagnésticos existentes. En primer lugar, debe tenerse claro que varios métodos
han sido evaluados en su capacidad de detectar la bacteria, teniendo todos distinta sensibilidad y
especificidad. No obstante, el método convencional, usado con mayor frecuencia en caballos a
nivel mundial corresponde al cultivo bacterioldgico tradicional, mientras que el método molecular
PCR (deteccién genémica) parece ser muy usado en Norteamérica. Lo anterior, no significa que no
se conozcan otras técnicas, de hecho hoy en dia se utilizan métodos inmunol6gicos tales como

ELISA (directo e indirecto) (Hyatt y Weese, 2004; Gall et al., 2006; Feary y Hassel, 2006).

Nuevamente, los caballos sospechosos de portar Salmonella, deben ser evaluados
mediante la obtencién de deposiciones , cuyo peso fluctle entre los cinco y veinticinco gramos.
Respecto a este tipo de muestra, surgen algunas interrogantes, tales como cuantas muestras
deben evaluarse antes de considerar al animal negativo. La intermitencia de eliminacion,
particularmente en los caballos no diarreicos hace que una Unica muestra negativa a Salmonella
no sea suficiente para declarar al animal como no infectado. Sin embargo, diversas investigaciones
recopiladas, muestran como mejora el rendimiento de la prueba en la medida que se obtienen mas
muestras en funcién del tiempo. Asi por ejemplo van Dujkeren et al. (1994), han reportado que al
menos una de tres muestras de heces consecutivas, da positiva al microorganismo en el 55% de
los casos. Palmer y Benson en 1984 (citado por Hyatt y Weese, 2004) observaron que una Unica
muestra de heces sdélo detecta la bacteria en un 44% de los casos, con dos muestras esto

aumenta al 66%, a 82% con tres muestras y a 97% con cinco muestras.

Por lo tanto, y considerando las cifras anteriores, el estdndar para muchas instituciones hoy
en dia, es obtener cinco muestras en dias consecutivos y realizarles cultivo a todas a fin de definir

el estatus sanitario respecto al patégeno. Con cinco cultivos negativos, se puede declarar al animal
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libre de Salmonella, de acuerdo a la sensibilidad y especificidad de la técnica empleada (Hyatt y

Weese, 2004; ADDL, 2005; Feary y Hassel, 2006).

Por otra parte, cuando se sospecha de portacion en animales muertos, es posible enviar
tejido linfoide asociado al tracto gastrointestinal, fundamentalmente linfonodos mesentéricos.
También pueden enviarse érganos digestivos (o trozos de ellos) tales como pared rectal, pared
de ciego, colon, ileon, bazo e higado (Smith, 1981; Hyatt y Weese, 2004; ADDL, 2005; Feary y
Hassel, 2006). Sobre esto, Smtih (1981), indica que aproximadamente el doble de caballos
portadores pueden detectarse mediante cultivo bacteriolégico si se usan 50 gramos de mucosa de

colon o de ciego respecto a utilizar tres gramos.

5.4. Transporte de las muestras

Cuando se ha obtenido una muestra fecal, es necesario resguardar su integridad a fin de
optimizar los resultados del cultivo posterior. Entre las condiciones que deben ser consideradas en
la mantencion de la muestra durante su transporte hacia el laboratorio, esta la temperatura , ya
gue valores extremos inducen cambios en el nimero y viabilidad de los microorganismos presentes
en la muestra. Se ha visto que la temperatura apropiada para el transporte de la muestra fluctia
entre 4-24 °C. A fin de mantener una temperatura acorde, se sugiere utilizar neveras de transporte
0 “coolers” en cuyo interior se dispongan “ice pack” cubiertos de material absorbente a fin de evitar

la congelacién de los microorganismos (Hyatt y Weese, 2004).

En la actualidad, se ha disefiado el medio de transporte Cary Blair, para muestras fecales,
el cual forma parte de las pautas seguidas para la obtencion de deposiciones en medicina humana.
Este medio de transporte semisélido, tiene un minimo aporte de nutrientes que permite la
recuperacion de los microorganismos sin que haya replicacion, posee ademas tioglicolato de sodio
para proveer un bajo potencial redox y un pH relativamente alto que minimiza la destruccién

bacteriana por acidificacién (Anénimo, 2009).
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6. CULTIVO BACTERIOLOGICO TRADICIONAL

Este método, es sin duda alguna, el menos estandarizado entre los distintos laboratorios
microbiol6gicos veterinarios, a diferencia de lo que ocurre en laboratorios de medicina humana o

de alimentos (Hyatt y Weese, 2004).

El procesamiento de las muestras para realizar el cultivo bacterioldgico, sigue en general,
un esquema que consta de cuatro etapas: primero: pre-enriqguecimiento de la muestra en medios
liguidos no selectivos, segundo: enriguecimiento en medios selectivos, tercero: aislamiento
bacteriano sobre medios sélidos selectivos y cuarto: confirmacion bioquimica de la cepa

estudiada.

Adicionalmente puede realizarse la deteccién de antigenos de superficie, mediante

serologia (Velilla et al., 2004).

6.1. Pre - enriquecimiento no selectivo

Esta etapa ha sido destinada para muestras de origen alimentario, aungque investigaciones
nacionales han hecho uso de este medio en muestras clinicas (Cepeda, 2005). El objetivo del pre-
enriquecimiento, es recuperar al microorganismo que se halla en baja cantidad dado el estrés

derivado del procesamiento tecnoldgico aplicado (ISPCH, 2009).

Se trata entonces, de medios liquidos, siendo los mas cominmente usados el Agua
Peptonada, Caldo Nutritivo, Caldo Tripticasa y Caldo Lactosado. Ninguno actta inhibiendo la flora
acompafiante de la muestra, sin embargo en el caso del Agua Peptonada Tamponada (pH 7.2),
esta asegura la mantencion del pH durante 24 horas, lo que sumado al periodo de incubacion
permite el incremento de células que son sensibles a la disminucién del pH, factor muy importante

en el crecimiento de Salmonella (Jiang et al., 1998; ISPCH, 2009).
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6.2. Enriquecimiento selectivo

Corresponde a un medio liquido usado en muestras con flora bacteriana mixta, tal como es
el caso de heces, tejidos, muestras ambientales y también muestras de alimentos. Contienen
sustancias nutritivas y diversos agentes selectivos que retardan o favorecen el crecimiento de
ciertas bacterias dentro de la muestra. Este tipo de medio, es de gran utilidad en aquellas muestras
que se sospecha presentan un bajo numero de bacterias, tal como es el caso de los portadores

(Popoff y Le Minor, 1984).

Tres son los medios mas utilizados en el enriquecimiento de Salmonella, estos son: Caldo
Rappaport-Vassiliadis (RV), Caldo Selenio Cistina (SC) y Caldo Tetrationato (TT). Variantes de los
caldos anteriores, corresponden a SC Verde Brillante, TT Verde Brillante, TT Hajna, TT Mueller-
Kauffman. Otros medios, igualmente utilizados corresponden al Caldo F Selenito, Caldo Verde
Brillante y al medio semi-sélido Rappaport-Vassiliadis. Estos medios en general se incuban a

temperaturas de 37-43 °C por 16-48 horas (Carter, 1984; OIE, 2004; ISPCH, 2009).

6.3. Medios selectivos soélidos

Los medios selectivos se caracterizan por estimular el desarrollo de ciertas bacterias e

inhibir el desarrollo de otras (Koneman et al., 1988).

Dusch y Altwegg (1995), analizaron diversos medios de cultivo para recobrar salmonelas
no tificas desde muestras de heces. Entre los medios analizados, utilizaron: agar Hektoen Entérico
(HE), agar Rambach (Ra), medio SM-ID (SM), agar Xilosa-Lisina-Tergitol-4 (XLT4), agar
Novobiocina-Verde Brillante-Glicerol-Lactosa (NBGL), y al medio semisdlido Rappaport Vassiliadis
modificado (MSRV). Las conclusiones de su trabajo fueron que MSRV lograba una mayor
recuperacion de Salmonella que los otros medios, ademas de presentar mejor sensibilidad y

especificidad.
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En resumen, se consideran buenos medios selectivos para Salmonella los siguientes: agar
Verde Brillante, agar Xilosa - Lisina — Desoxicolato (XLD), agar Rambach, y agar Sulfito de Bismuto
(OIE, 2004). Koneman et al. (1988), definen al agar McConkey y al agar Azul Eosina Metileno
como medios selectivos diferenciales para Enterobacterias, mientras que al agar Shigella-
Salmonella (SS), agar Hektoen Enterico (HE) y al agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD), como

medios altamente selectivos para recobrar enterobacterias.

6.4. Confirmacion bioquimica

Esta confirmacion esta dada por las caracteristicas bioquimicas que posee el género
Salmonella, tales como: reduccién de nitrato a nitrito, fermentacién de D-glucosa y produccién de
gas, produccién de H,S en agar TSI “triple sugar iron”, no producir indol ni urea, usar citrato como
Unica fuente de carbono, descarboxilar lisina y orinitina, no desaminar fenilalanina ni triptéfano, no
fermentar sucrosa, salicina, inositol, amigdalina, no producir lipasa ni desoxirribonucleasa, entre

otras propiedades (Popoff y Le Minor, 1984).

En Estados Unidos, la mayoria de los laboratorios basa la confirmacion de sus cepas
sospechosas en “kits” comerciales que incluyen varias pruebas bioquimicas. Por ejemplo, Micro
ID®, Remel, demora alrededor de cuatro horas en desarrollar la identificacién, mientras que
API20e ®, BioMériux y BBL Crystal E/NF ID®, Difco; pueden tardar entre 18-20 horas (Hyatt y

Weese, 2004).

6.5. Serologia

Muchos laboratorios hoy en dia determinan el serogrupo de las cepas aisladas apoyados
en la determinacion hecha por Kauffman White (Popoff y Le Minor, 1984). En general, la forma de
identificar el serogrupo y serotipo, es mediante una prueba de aglutinacion, para lo cual se utilizan

diversos antisueros comerciales.
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7. IMPACTO EN SALUD PUBLICA

El mayor impacto de Salmonella en salud puablica, radica en que puede generar una
Enfermedad Transmitida por los Alimentos (ETA), hallandose en productos tales como: carnes de
vacuno, cerdo, équidos, aves, cecinas, lacteos, frutas y verduras (Anderson y Lee, 1976; OIE,
2004). Un ejemplo de esto, se observa en Estados Unidos, donde salmonelas no tificas son la
primera causa de gastroenteritis aguda de origen alimentario, reportdndose 1,4 millones de
enfermos al afio y 600 muertes. El huevo y sus derivados, han sido identificados como una de las
fuentes de infecciébn mas frecuente, de hecho en el noreste de este pais, uno de cada 10.000
huevos puede estar contaminado con la bacteria. En la costa atlantica, un estudio evalué muestras
de diversos alimentos y aislo la bacteria en el 40% de la carne de vacuno, 25% de los chorizos,
13% del queso, 13% de la carne de cerdo, 4,2% de la carne de pollo y 4,2% de la arepa de huevo,

siendo este Ultimo un plato preparado (Parra et al., 2002).

A pesar de que la carne equina también puede contaminarse con la bacteria y que existen
escasos reportes en la literatura internacional, no se ha podido definir su consumo como causa de
ETA en la magnitud que se hace con los alimentos antes mencionados. Respecto a esto, en paises
europeos donde el consumo de esta carne es mayor, existen antecedentes que dan cuenta de la
contaminacién de canales equinas y del contagio de Salmonella mediante su consumo. Mientras
gue en los paises latinoamericanos esta situacion es diferente, ya que el nivel de consumo es
menor, tendiendo mas bien a exportar dicha carne, condiciéon que se observa en los mercados
desde la década de 1960 y 1970 donde hubo un extraordinario incremento de las exportaciones de
productos carnicos de équidos de paises de América del Sur hacia Europa y Japén, lo que
aumenté el riesgo de vehiculizar la bacteria hacia otras poblaciones humanas y animales. No
obstante, desde entonces muy poca informacidon se encuentra en la literatura respecto a la

incidencia de Salmonella en carnes de caballo (Anderson y Lee, 1976; Hofer et al., 2000).
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Respecto a los reportes que muestran la efectiva contaminacién de las canales con
Salmonella, van Schothordt y Kampelmacher (1967), mostraron que las carcasas equinas
congeladas exportadas desde Sudamérica hacia paises de Europa, se hallaban contaminadas,
aislandose la bacteria en el 34,7% de las muestras (278/800). Luego, Meara en 1973 (citado por
Anderson y Lee, 1976), analiz6 la carne que importaba Reino Unido y hallé un 42% de la carne y
un 50% de despojos de caballo positivos a Salmonella a partir de cultivo bacteriolégico. Anderson
y Lee (1976), en Estados Unidos evaluaron 270 muestras de ciegos de caballos, 233 muestras de
carne de caballos y 158 muestras de heces provenientes de empleados de una planta empacadora
de carne de caballo. Como resultado, se aislé la bacteria en un 15,1% de las muestras de ciego
(41/270), 26,6% de las muestras de carne (62/233) y 1% de los empleados result6é ser portador de
la bacteria (2/158). McCain y Powell (1990), realizaron un estudio dentro de una planta faenadora,
gue consider6 a 70 caballos clinicamente sanos, de los cuales se obtuvieron linfonodos
mesentéricos para realizar el posterior aislamiento bacteriano. Los resultados de su trabajo
indicaron un 71,4% de portacién de la bacteria, vale decir, 50 caballos presentaron infeccidén
extraintestinal. En la década de 1980, se analizaron en Pernambuco, Brasil 19.238 fragmentos
carnicos provenientes de las porciones mas externas de las carcasas de équidos (61% Equus
caballus y 39% de E. asinus) aparentemente sanos y sacrificados para el consumo humano fuera
del pais. Como resultado, se aisl6 Salmonella en el 3,4% de las muestras (666/19.238), este
porcentaje provenia de 433 équidos (260 caballos y 173 asnos). El estudio sugiri6 que las carnes
se habrian contaminado a partir de las deposiciones de los animales sacrificados o bien, por
posible contaminaciéon ambiental, dado que los portadores humanos podrian ser una fuente de

contaminacioén (Hofer et al., 2000).

Con los antecedentes presentados, se debe considerar que la salmonelosis es una de las
zoonosis mas probleméticas en salud publica, sobre todo porque son muchas las especies
animales involucradas en la epidemiologia de la infeccion, donde por cierto, el equino tiene un rol,

ya que su carne es una fuente mas de proteina para el ser humano. A pesar de la limitada
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informacion disponible, se sabe que es posible aislar Salmonella desde la carne de caballo,

aunque la incidencia podria ser baja (Hofer et al., 2000; Gill, 2005).

Tal como se ha dicho, existen pocos reportes que asocian a la bacteria con el consumo de
carne de caballos, dentro de estos reportes existe uno que destaca porque logra esclarecer
justamente este punto. En Francia el afio 2003, 14 personas fueron infectadas con cepas de S.
Newport multiresistente, siendo esta la primera vez que este pais presenta un brote de ETA a
causa de este serotipo. Durante la investigacion, se logré aclarar que la causa de la infeccion fue el
consumo de carne de caballo importada contaminada con la bacteria, sin embargo no fue posible

reconocer el pais de origen de la misma (Espie et al., 2005).

Considerando todo lo mencionado, es que toma relevancia la productividad y el consumo
de la misma en Chile. Al respecto, las cifras entregadas por ODEPA para el mes de Septiembre de
2009, muestran que la produccion de carne equina en vara alcanza apenas las 681 ton., esta cifra
parece insustancial si se compara con valores como los que presenta la produccién porcina con
42.408 ton. o la produccién bovina con 29.880 ton. Por otro lado, el consumo per capita anual para
la carne de caballo es de 0,73 Kg., mientras que el consumo unitario (consumo de todas las
carnes) es aproximadamente 82 kg., es decir, el consumo de carne equina representa apenas el
0,8% del consumo total de carnes. A pesar de que su produccibn y consumo sean
considerablemente menores, no se debe menospreciar su impacto en salud publica, aln cuando
en la literatura nacional consultada no existen antecedentes que asocien el consumo de carne de

caballo con cuadros de salmonelosis en personas de Chile (ODEPA, 2009).

En resumen, el equino tiene un papel importante dentro de las ETA, ya sea a través de

canales contaminadas con la bacteria que se destinan a consumo humano o bien, por el riesgo de

contaminacion directa entre ser humano-caballo con serotipos multiresistentes.
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HIPOTESIS

Existen equinos portadores de Salmonella spp. en centros ecuestres de la RM de Chile.

OBJETIVO GENERAL

Detectar la infeccion de Salmonella spp. en equinos provenientes de dos Unidades

Militares de la Region Metropolitana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Identificar equinos portadores fecales de Salmonella spp. en dos centros ecuestres de la

Regién Metropolitana.

« Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas.
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MATERIALES Y METODOS

1. Animales

1.1. Total en estudio

Se incluyeron 200 equinos sin distincidon de sexo, edad o raza, en condiciones clinicamente
normales, asi como también se incluyé un animal (identificado como IV-75) que presentd
signologia compatible con célico por impactaciéon. No se incluyeron animales que estuvieran

recibiendo terapias con antimicrobianos.

1.2. Procedencia

De los 200 animales, 114 equinos provenian de la Unidad Militar A correspondiente al
Regimiento de Artilleria N° 1 Tacna y 86 de la Unidad Militar B correspondiendo esta a Escuela
Militar del General Bernardo O Higgins. Ambas Unidades, ubicadas en la Region Metropolitana.
Para este estudio, se utilizaron 150 caballos Fiscales (108 animales de la Unidad A y 42 de la
Unidad B) y 50 caballos Particulares (seis de la Unidad A y 44 de la Unidad B). La distincién Fiscal

o Particular, fue determinada en funcién de la propiedad de los ejemplares.

1.3. Grupos

Con los animales de cada Unidad, se formaron grupos aleatorios de caballos, los cuales

fueron designados con nimeros romanos, como lo muestran las Tablas 1y 2.
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Tabla 1. Grupos de caballos de la Unidad Militar A

Unidad Militar A

Grupo N° n Numero de caballos por grupo
I 20 desde el animal 1 hasta el 20
II 20 21-40
III 20 41-60
v 20 61-80
A% 20 81-100
VI 14 101-114
Tabla 2. Grupos de caballos de la Unidad Militar B
Unidad Militar B
Grupo N° n NUmero de caballos por grupo
VII 20 desde el animal 115 hasta el 134
VIII 20 135-154
IX 23 155-177
X 23 178-200
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2. Sistema de Muestreo

2.1. Tipo de muestra y frecuencia de muestreo

Se obtuvieron muestras de heces de cada animal, siguiendo las recomendaciones de Hyatt
y Weese (2004), es decir, una muestra diaria durante cinco dias consecutivos (1°°, 2%, 3°°, 4° y
5° dia). La frecuencia de muestreo entre cada grupo fue la siguiente: las heces del grupo | fueron
obtenidas de Lunes a Viernes y su procesamiento se realizd durante la misma semana y la
siguiente. Al finalizar con el muestreo y procesamiento del primer grupo, se procedié a realizar los
mismos pasos con los grupos restantes, de forma tal, que durante dos semanas, cada grupo fue

evaluado en forma independiente.

2.2. Obtenciéon de muestras

Bajo la supervisién del Médico Veterinario de cada
Unidad Militar, se obtuvieron aproximadamente 30
g de heces de cada animal. En el caso de los
equinos de procedencia fiscal, la muestra fue
obtenida directamente desde el recto, mientras que
en los equinos de procedencia particular fue
obtenida en algunos casos desde el recto y en

otros desde la pesebrera, siempre y cuando la

Fotografia 1 deposicion fuese recién emitida.

Obtencion de la muestra fecal
mediante manga de palpacion y brete
de contencion.
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Para la obtencién de las muestras, los animales fueron dispuestos en bretes de contencion
(ver Fotografia 1) a fin de resguardar la integridad de los ejemplares y del personal que colaboré
en el procedimiento. Para la recoleccion de heces a nivel del recto, se usaron mangas de
palpacion, guantes desechables y vaselina liquida (CentroVet ®) para facilitar el procedimiento. Es
importante mencionar, que las muestras fueron obtenidas por la misma persona durante todo el
estudio y que cada animal fue reconocido previamente, a fin de evitar errores de identidad. Para
ello, cada caballo fue reconocido por medio de una Hoja de Filiacion, que contiene sus sefias
particulares (color de la capa, manchas, remolinos etc.), ademas de un nimero tatuado en el flanco
o bien, por medio de un sistema de deteccién electrénico capaz de reconocer un “chip” Unico que

cada animal posee implantado a nivel del cuello en la masa muscular.

Las muestras de heces se colocaron en tubos Falcon estériles de 50 mL, con su respectiva
identificacion (grupo / N° del animal / fecha) y se transportaron dentro de una nevera manteniendo
una temperatura de refrigeracién (4-8 °C) con ayuda de un conservador de frio. Dentro del dia, las
muestras fueron llevadas para su procesamiento al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile.

2. Procesamiento de las muestras

Se pesaron 50 + 0,5 g de cada muestra,
utilizando para ello una balanza de precisién (Belltronic®).
Esta cantidad fue transferida dentro de una bolsa plastica
estéril (Nasco WHIRL-PAK®) identificada con el namero

del grupo, nimero del caballo y fecha de la muestra

(véase Fotografia 2). Para el aislamiento e identificacion

Fotografia 2
bacteriana se siguieron las pautas descritas por Murray y Identificacion de la muestra
pesada con los datos del
Barton, (1993) para muestras no alimentarias. caballo.
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3.1. Aislamiento bacteriano

Fotografia 3
Adicion del medio caldo
Tetrationato a la muestra.

Fotografia 4
Siembra en medio agar XLD
mediante método de relo;j.

Medio de Enriquecimiento: a la bolsa con los 5 g de heces, se
le adicioné el medio de enriquecimiento Caldo Tetrationato
(Difco®) en razon de 1:10, al cual previamente se le afiadi6 2
mL de solucion yodo yodurada por cada 100 mL de caldo. El
contenido de la bolsa fue homogeneizado suavemente, para
luego ser llevado a la estufa a 37 °C por 72 horas (véase
Fotografia 3). A las 48 y 72 horas de incubacién, se procedi6 a

sembrar en un medio selectivo.

Medio Selectivo: se utilizé para este fin, placas de Agar XLD
(Difco®), las que fueron sembradas con cinco asas del caldo
Tetrationato incubado a 48 horas. Las placas sembradas, se
incubaron a 42 °C por 24 horas (ver Fotografia 4). Toda muestra
negativa con el caldo de 48 horas fue sembrada nuevamente a
partir del caldo con 72 horas de incubaciéon. Cuando los cultivos
de 48 y 72 horas fueron negativos, la muestra para ese dia fue

considerada negativa.
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3.2. Identificacion bacteriana

Fotografia 5
Bateria corta de pruebas bioquimicas.
Tubos A, B y C corresponden a medios
liquidos (A: Prueba de Urea, B: Prueba de
- Indol, C: Voges-Proskauer).
~ Tubos D, E, Fy G corresponden a medios
sélidos (D: agar Fenilalanina, E: agar
Citrato de Simmons, F: agar LIA 'y G: agar
TSI).

‘ABC

De cada placa de agar XLD, se seleccionaron como maximo 10 colonias sospechosas
(centro negro y borde transparente) y se les sometié a una bateria corta de pruebas bioguimicas:
desaminacion de fenilalanina en Agar Fenilalanina (Difco®), fermentacién de azlcares y
produccion de acido sulfhidrico en medio Kligler o TSI (Difco®), desaminacion de lisina en medio
LIA (Difco®), crecimiento en Agar Citrato de Simmons (Difco®), hidrélisis de urea en Caldo Urea,
produccion de indol a partir de triptéfano (Prueba de Indol) y prueba Rojo de Metilo (ver Fotografia
5). Toda colonia con bioquimica coincidente sera confirmada con el Kit BBL crystal para entéricos

no fermentadores (Becton y Dickinson®).

3.3. Serologia A todas las colonias con bioquimica coincidente con
Salmonella se les realiz6 una prueba de aglutinacion (ver
Fotografia 6). Sobre la superficie de un portaobjeto, limpio,
seco y desengrasado, se homogenizé una gota de suero
fisiolégico estéril con el cultivo bacteriano para observar la

posibilidad de autoaglutinacién, de no ocurrir esto, se le aplicé

una gota del suero polivalente A-1 y Vi (Difco®) y se

Fotografia 6

homogeneizé nuevamente. La interpretacién de la prueba de
FPrueba de aglutinacidn en portachjeto.
aglutinacion se realiz6 méximo a los dos minutos.
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4. Susceptibilidad Antimicrobiana

Esta técnica, consider6 el método de difusion de Kirby Bauer, siguiendo las
recomendaciones del “National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS, 2002).
Las cepas en estudio y la cepa control Escherichia coli ATCC 25922 se siembran en caldo comun
e incuban a 37 °C por 18-24 horas, tras lo cual, la turbidez de las suspensiones se ajusta mediante
la adiciéon de suero fisioldgico estéril hasta conseguir el equivalente al tubo N° 0,5 del nefelémetro
de Mc Farland. Una vez ajustadas, se siembran en placas de agar Mueller Hinton Il (Difco®),
utilizando una térula de algodén estéril. Posteriormente, se llevan a la estufa a 37 °C para secar, y
finalmente se colocan equidistantes entre si, sensidiscos impregnados con los siguientes
antimicrobianos: Enrofloxacino (Arlab® 15 ug), Ampicilina (Arlab® 10 ug), Gentamicina (Arlab®
10ug), Sulfametoxazol / Trimetoprim (Arlab® 25ug), Cefradina (Arlab® 30ug), Cefoxitina (Arlab®
30ug), Cefotaxima (Arlab® 30ug) y Cloramfenicol (Arlab® 30ug). Las placas se incuban a 37 °C

por 18 a 24 horas para luego realizar la lectura de la prueba.

Usando un vernier de precision se realiza la lectura del didmetro del halo de inhibicién del
crecimiento bacteriano, expresado en mm., interpretdndose como Sensible (S), de Sensibilidad

Intermedia (1) o Resistente (R), segun los puntos de corte establecidos por el NCCLS (2002).

5. Bioseguridad

Para la seguridad de las personas relacionadas con la obtencién de muestras, los caballos
fueron dispuestos en bretes de contencion, procedimiento a cargo del Médico Veterinario de cada
Unidad Militar. Durante el procesamiento de las muestras, en el Laboratorio de Microbiologia, se
siguieron las Normas de Bioseguridad correspondientes al Nivel 2 para Salmonella no tifica, esto

es, uso de delantal, guantes, mechero y desinfectantes (CDC, 1999).
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RESULTADOS

Durante la experiencia y mediante la metodologia utilizada, no se detectaron portadores
fecales de Salmonella spp. en los doscientos equinos evaluados, durante los cinco dias

consecutivos que consideraba el muestreo seriado.

Tampoco se aislé Salmonella spp. del Unico ejemplar (IV-75) que presentd un factor de

riesgo de eliminacién (c6lico por impactacion) al momento de la obtencién de sus cinco muestras.
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DISCUSION

A través del muestreo seriado durante cinco dias consecutivos, no se detectaron
portadores fecales de Salmonella en los doscientos caballos analizados en las dos Unidades
Militares de la Region Metropolitana. Este resultado, concuerda con lo reportado por Cepeda
(2005), para equinos de la Escuela de Caballeria Blindada de Quillota y la Escuela de Equitacién
de Carabineros, mantenidos en condiciones de confinamiento permanente, donde tampoco se

hallaron portadores de la bacteria.

El no aislamiento de la bacteria en las dos unidades militares analizadas, podria deberse a
las condiciones epidemioldgicas de los equinos estudiados y/o a factores metodoldgicos. El que se
trate de animales clinicamente sanos y con escasa exposicién a factores de riesgo tales como
diarrea, fiebre, cambios en la dieta y en los piensos, impactacién de colon mayor, cuadros célicos,
terapias con determinados antimicrobianos, alta temperatura ambiental; hace que se dificulte la
posibilidad de adquirir la bacteria y por lo tanto de portarla a nivel digestivo (Palmer et al., 1985;
Hird et al., 1986; Feary y Hassel, 2006; Ekiri et al.,, 2009). Por otra parte, el alto grado de
confinamiento en que se hallan, también disminuye la probabilidad de infeccién a partir del
contacto con otros huéspedes tales como roedores, aves silvestres, bovinos, canidos o bien a
partir del consumo de agua o0 pastos contaminados por diversas rutas; adicionalmente en el
entorno de ambas unidades son frecuentes las acciones orientadas al control de roedores y otras

plagas (Acufia, 2009"; Landero, 2009%; Nufiez, 2009°).

! Acufia, Mario. 2009. [Comunicacion Personal] Médico Veterinario. Teniente Coronel (OSV). Asesor Veterinario Division
Logistica del Ejército de Chile.

2 Landero, Cristian. 2009. [Comunicacién Personal] Médico Veterinario. Mayor (OSV). Comandante de la Seccién
Veterinaria de Escuela Militar Bernardo O'Higgins.

% NGfiez, Ivan. 2009. [Comunicacion Personal] Médico Veterinario. Mayor (OSV). Comandante de la Seccién Veterinaria del

Regimiento de Atrtilleria N° 1 Tacna.
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En forma especifica, los caballos de ambas unidades son alojados en pesebreras
individuales y en general no existe intercambio de ellas, este hecho sumado a que no existe un
area de hospitalizacion como tal, evita que un animal infectado con una bacteria la pueda
diseminar en otras areas de alojamiento que podrian ser eventualmente utilizadas durante la
hospitalizacién de cualquier ejemplar.

Como parte del manejo ambiental se consideran periddicas acciones de higienizacion por parte de
la respectiva seccién veterinaria que son coordinadas por un Médico Veterinario, el cual también
vela por las caracteristicas de inocuidad de los alimentos administrados y el origen de los mismos

(Acufia, 2010%).

Un factor epidemiolégico a considerar es el tipo de alimentacién que recibe el caballo, ya
gue en general su racién esta basada en la administracién de pastos frescos, henos y granos; a
diferencia de lo que ocurre con otras especies como el cerdo y las aves de corral que son
alimentados con productos de origen animal, los cuales de acuerdo a la literatura revisada han sido
reportados como fuentes de contaminacién de Salmonella (Vial, 1983; Isequilla et al., 1988;
Sanhueza, 2003). Al respecto Sanhueza (2003), trabajé con 187 cepas de Salmonella spp.
aisladas entre Junio de 1998 y Abril del 2002 a partir de harinas de origen animal procedentes de
distintos paises de Latinoamérica, donde 75 cepas correspondieron a aislados de harina de
plumas, 62 a harina de carne y hueso, 22 a harina de pescado, 17 a harina de visceras de pollo y
11 a harina de sangre. En Sudameérica, en particular en Argentina, una investigacién evalué el nivel
de contaminacion con el patégeno en harinas de carne y hueso, encontrandose un 69% de los
lotes positivos a la bacteria (Isequilla et al., 1988). A nivel nacional, existen informes que dan
cuenta del nivel de contaminacién en harina de pescado, alcanzando este el 10%, mientras que en

harina de subproductos de mataderos de aves, llega al 17% (Vial, 1983).

! Acufia, Mario. 2010. [Comunicacién Personal] Médico Veterinario. Teniente Coronel (OSV). Asesor Veterinario Division

Logistica del Ejército de Chile.
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Dicho esto, queda claro que la falta de aislamiento de Salmonella puede deberse a factores
epidemiolégicos y al manejo ambiental presente en ambos centros ecuestres. Pese a lo anterior,
se debe considerar que la metodologia planteada pudiera eventualmente afectar los resultados,

sobre todo lo que respecta al peso de la muestra fecal y el método de cultivo.

En cuanto al peso de la muestra fecal obtenida para el andlisis bacterioldgico, la literatura
consultada indica que este puede variar entre 5 — 30 gramos (Palmer et al., 1985; House et al.,
1991; Ward et al., 2003; Hyatt y Wesse, 2004). A pesar de esto, Ikeda et al. (1986), Traub-Dargatz
et al. (2000a) y Ekiri et al. (2009), utilizaron un peso inferior a este rango, de apenas uno o dos
gramos logrando aun asi aislar la bacteria. En el caso particular de Ikeda et al. (1986), es probable
que la deteccion de Salmonella en la escasa cantidad de muestra analizada se deba a la exclusiva
evaluacion de caballos con sospecha de salmonelosis clinica por un periodo de nueve afios;
mientras que en el trabajo realizado por Traub-Dargatz et al. (2000a) se deba al elevado nimero
de equinos analizados (8.417) y a las diversas condiciones sanitarias que presentaron cada uno
de ellos. Por otra parte Ekiri et al. (2009), expusieron en forma experimental a caballos a un
ambiente contaminado con la bacteria a fin de identificar factores de riesgo de infeccion
nosocomial, lo que habria aumentado la posibilidad de pesquisarla en una pequefia cantidad de
deposiciones. Otro grupo de investigaciones, entre ellas la reportada por Ward et al. (2003),
hallaron una prevalencia de 0,5% en caballos admitidos en un hospital veterinario utilizando 10
gramos de heces y Palmer et al. (1985), encontraron una prevalencia de eliminacion del 13% en
caballos con sospecha de salmonelosis clinica usando entre 15-30 gramos. House et al. (1991),
utilizaron el mismo peso que la presente investigacion, es decir cinco gramos e identificaron 4,9%
de los equinos en su estudio, aunque habria que considerar que nuevamente se trata de caballos
con sospecha de salmonelosis. Por lo expuesto, el peso utilizado en esta investigacion pareceria
adecuado y dentro del rango recomendado, no obstante es I6gico pensar que en la medida que se
utilicen muestras de mayor peso se aumente la probabilidad de aislamiento. Es dable mencionar,
que la seleccion del peso de la muestra utilizada en este estudio, obedecié en parte a condiciones

econdmicas y operativas.
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Otro factor a considerar, es la metodologia de cultivo empleada. En primer lugar, esta
investigacién no consideré el uso de pre-enriguecimiento con agua peptonada tamponada, debido
a que se plante6 seguir las pautas establecidas por Murray y Barton (1993), para muestras clinicas.
Dentro de la literatura consultada referente a portacion fecal de Salmonella spp. en equinos, sélo
un trabajo considerd el uso de pre-enriquecimiento para las muestras, no obstante, obtuvieron los
mismos resultados que la presente investigacién en la poblacion de caballos confinados (Cepeda,
2005). La mayoria de los estudios utilizan la metodologia de aislamiento para muestras clinicas,
incluyendo el uso de algin medio de enriquecimiento (Palmer et al., 1985; House et al., 1991; van
Duijkeren et al., 1994; Traub-Dargatz et al., 2000b; Ewart et al., 2001; Ward et al., 2003; Ekiri et al.,
2009). Los medios de pre-enriquecimiento en cambio, han sido sujetos a muestras de origen

alimentario (Anderson y Lee, 1976; Hofer et al., 2000).

En esta investigacion, se utilizd6 como medio de enriquecimiento Caldo Tetrationato, aln
cuando este medio es capaz de inhibir el crecimiento de serotipos tales como S. Choleraesuis y S.
Typhisuis (Carter, 1984). De acuerdo a lo informado, ninguno de los dos serotipos en cuestion es
de relevancia en el equino, a diferencia de lo que ocurre en el cerdo donde estos se encuentran en

una proporcion considerable (Ikeda et al., 1986; Zhao et al. 2007).

Dado que la mayoria de las Enterobacterias son mesofilas, es decir, crecen a temperaturas
entre 20 y 40 °C (Popoff y Le Minor, 1984), es que este estudio planted el empleo de un método
disgenésico térmico, como es la incubacién de las placas de agar a 42 °C, a fin de inhibir el
excesivo crecimiento de la flora microbiana presente. En forma particular, este método logré
disminuir el crecimiento del género Proteus, cuyas colonias se parecen tanto en morfologia como

en caracteristicas bioguimicas a las colonias de Salmonella.

En cuanto al nimero de colonias sospechosas que se estudiaron mediante confirmacion
bioquimica, escasas investigaciones dan informacién al respecto, sin embargo este estudio se

planteé analizar un maximo de 10 colonias sospechosas por placa, con el objeto de aumentar la
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probabilidad de aislar e identificar colonias de Salmonella. Este ndimero de colonias parece
apropiado comparado con las tres o cinco analizadas por lkeda et al., 1986 y Hofer et al., 2000. En
investigaciones nacionales de blsqueda activa de Salmonella en otras especies animales
portadoras, esta cantidad de colonias ha demostrado ser adecuada (Sobarzo, 2005; Pefialoza,

2008; Torres, 2008).

Diversos trabajos (Albala, 2007; Carvajal, 2007; Santibafiez, 2008; Hauva, 2009; Quiroga,
2009) realizados en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile, confirmaron a través de PCR la ausencia de Salmonella en
muestras cuyo cultivo tradicional resulté negativo a la bacteria, confirmando que la metodologia
propuesta otorga una buena sensibilidad y que por lo tanto es Optima en la busqueda del

microorganismo (Borie, 20101).

Dado que en esta investigacion, no se aisl6 Salmonella a partir de ninguna de las muestras
obtenidas de cada animal, se puede inferir entonces, la ausencia de portadores fecales de
Salmonella en las dos Unidades Militares evaluadas. Aln cuando los resultados sean positivos
desde este punto de vista, es importante sugerir la evaluacién de algunas situaciones que podrian
llevar a perder este estatus. Tal como es el caso de un grupo de equinos de la Unidad Militar A,
quienes son llevados a praderas durante medio dia, en las cuales coexisten con bovinos cuya
condicion sanitaria puntual frente a Salmonella, es desconocida. Respecto a este punto, Pefialoza
(2008), report6 la presencia de Salmonella en seis muestras de un total de 630 (0,95%) bovinos
provenientes de las regiones V y Metropolitana, hecho que permite inferir que esta especie animal

podria transmitir la bacteria a otros animales susceptibles.

! Borie, Consuelo. 2010. [Comunicacién Personal] Médico Veterinario. Laboratorio de Microbiologia. Facultad de Ciencias

Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile.
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A pesar de contar con medidas de control de plagas, es complejo el control de aves
silvestre y palomas, ya que sobre ellas no existe ninguna medida de control eficaz. Al respecto,
Toro et al. (1999), encontraron un 3% de palomas portadoras de Salmonella en la ciudad de
Santiago, mientras que Gonzalez-Acufa et al. (2007), hallaron una portacién del 4% en las mismas
aves en la ciudad de Chillan. Ambos trabajos corroboran el posible rol de estas aves como fuentes

de infeccion.

A modo de sugerencia y, considerando el impacto en salud publica que representan las
infecciones con Salmonella, es que investigaciones futuras podrian identificar el estado de portador
asintomatico a nivel de plantas faenadoras de equinos destinados a consumo humano, ya que en

la literatura nacional no existen antecedentes de estudios sobre contaminacién a este nivel.

Finalmente, es posible concluir que ninguno de los 200 equinos provenientes del
Regimiento de Atrtilleria N° 1 Tacna y de Escuela Militar del General Bernardo O"Higgins, son
considerados portadores fecales de Salmonella, condicion que se debe fundamentalmente al tipo
de confinamiento que presentan y a los manejos ambientales que se desarrollan en cada unidad
militar y que por lo tanto, no representan un peligro sanitario para el personal militar que se
relaciona con ellos, asi como tampoco para la comunidad civil que dispone de los mismos a través

de diversa actividades, tales como equitacion o hipoterapia.
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CONCLUSION

Los 200 equinos provenientes del Regimiento de Artilleria N° 1 Tacna y de Escuela Militar

del General Bernardo O"Higgins, NO son portadores fecales de Salmonella spp.
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Anexo 1

Carta enviada por la Direccién General de Fomento Equino y Remonta del Ejército de
Chile, solicitando un estudio de portacion fecal de microorganismos del género Salmonella spp. en
equinos pertenecientes al Regimiento de Artilleria N° 1 Tacna y Escuela Militar del General

Bernardo O"Higgins.

ComMiaNDU DE APUYU A LA FUERZA RVITA. (U) N TIZ507__F\6 7ESC.IVIL.
Division Logistica
REF.: Programa de Salud Animal 2008 -
2010.
OBJ.: Estudio de investigacion en ganado de
cargo.

SANTIAGO, 073 ABR. 2008
DEL COMANDANTE DE LA DIVISION LOGISTICA
AL, DIRECTOR DE LA ESCUELA MILITAR

1. En el contexto de fomentar la investigacion en materias referidas a la salud del
recurso humano y del cargo de ganado caballar, se informa a US sobre dos
trabajos cientificos a realizar en caballares racionados en el Centro Ecuestre
Militar de Alto Rendimiento de ese Instituto.

a. En 26 caballares a seleccionar, y a partir del presente mes de Abril, se
determinardn los niveles en sangre de los antiparasitarios que
habitualmente se les administran, y para lo cual se obtendrdn muestras
seriadas de sangre.

b. En la totalidad del cargo de ganado caballar se efectuara un muestreo de
fecas para pesquisar la presencia de bacterias del genero Salmonella, las
cuales constituyen un riesgo para la salud humana y por lo cual se cuenta
con el apoyo del Servicio de Medicina Preventiva del COSALE.

2. Ambas investigaciones, al igual que la obtencion de las muestras requeridas,
seran efectuadas por el TCL (V) MARIO ACUNA BRAVO, Asesor de
Veterinaria de la Division Logistica, quien en su condicién de académico de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad de Chile, dirigirda y
financiara ambos estudios con recursos de la citada entidad.

3. Atendida la importancia de ambos estudios se solicita a US, disponer se le den
las facilidades del caso y autorizar las coordinaciones de detalle, via canal

técnico, con el Oficial de Veterinaria de esa Escuela Militar.

Saluda a US
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cumiaNnwU DE APOYO A LA FUERZA RMTA. (O) N°ITZ50/__ /XYy /RUBL.T.

saNTIAGO, 03 ABR. 2009

Division Logistica

REF.: Programa de Salud Animal 2008 -
2010.

OBIJ.: Estudio de investigacion en ganado de
cargo.

DEL COMANDANTE DE LA DIVISION LOGISTICA

AL COMANDANTE DEL REGTO. DE CAB. BL. N° 1 “GRANADEROS”

1

DISTRIBUCION:

En el contexto a fomentar la investigacion en materias referidas a la salud del
recurso humano y del ganado caballar, se informa a US, sobre un trabajo
cientifico a realizar en el cargo equino de esa UR.

. A partir del presente mes de Abril y en la totalidad del ganado, se efectuard un

muestreo de fecas para pesquisar la presencia de bacterias del género
Salmonella, las cuales constituyen un serio riesgo para la salud humana y por
lo cual se cuenta con el apoyo del Servicio de Medicina Preventiva del
COSALE.

. Bsta investigacion, al igual que la obtencién de muestras requeridas, serd

dirigida por el TCL (V) MARIO ACUNA BRAVO, Asesor de Veterinaria de
la Divisién Logistica, quien en su condicién de académico de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad de Chile, dirigird y financiara ambos
estudios con recursos de la citada entidad.

. Atendida la importancia de este estudio, se solicita a US disponer se den las

facilidades del caso y autorizar las coordinaciones de detalle, via canal técnico
con el Oficial de Veterinaria de esa unidad.

Saluda a US

1. REBL.1

2. DGFER /
3. Fac.Cs.Vet.U.de Chile

4

. DIVLOG (Arch.SAN.MIL.)
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Anexo 2

Identificacion, sexo y edad de los caballos que participaron en el estudio, ordenados de

acuerdo a la Unidad Militar y al Grupo en que fueron muestreado.

Unidad Militar A

Regimiento de Artilleria N° 1 Tacna, San Bernardo

GRUPO | GRUPO I GRUPO I1I

Edad Edad Edad
N° Nombre  Sexo (afios) N° Nombre Sexo  (afios) N° Nombre Sexo (afios)
1 Cachiyuyo M= 23 21 Helice H ND 41 Navidad H 11
2 Ayuyes M 21 22 Fuyan H ND 42 Copo M 19
3 Dakar M 20 23 Paniri H ND 43 Julianito M 12
4 Karakorum M 11 24 Jinete M ND 44 Nangaton M 9
5 Karkar M 11 25 Espinoso M ND 45 Guijoso M 15
6 Estaquilla H* 17 26 Rajo M ND 46 Epucura H 17
7 Jote M 12 27 Hortensia H ND 47 lIfulco M 13
8 Distinta H 21 28 Machina H ND 48 Desfiladero M 19
9 Lampara H 10 29 Inferior M ND 49 Jatita H 12
10 Festin M 16 30 Gualle M ND 50 Garruda H 16
11 Huincha H ND*+ 31 Mahuida H ND 51 Kabuki M 12
12 lan H 14 32 Busquillo M ND 52 Destello M 18
13 Macetero M 10 33 Kalambaca H ND 53 Lincay M 10
14 Entonada H 17 34 Forrahue M ND 54 Estuco M 17
15 Kapok M 11 35 Quicio M ND 55 Kepi M 12
16 Catalufio M 20 36 Simbad M ND 56 D.Barbara H 23
17 Panteon M 6 37 Machucao M ND 57 Huallijaro M 14
18 Hierro M 14 38 Kerima H ND 58 Beni M 21
19 Gringa H 15 39 Imperiosa H ND 59 Demdsteles M 18
20 Palermo M 6 40 Matahari H ND 60 Jerarquia H 13

M*: macho; H**: hembra; ND***: dato No Disponible
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Unidad Militar A

Regimiento de Artilleria N° 1 Tacna, San Bernardo

GRUPO IV GRUPO V GRUPO VI

Edad Edad Edad
N° Nombre Sexo (afios)| [ N° Nombre Sexo (afios) Ne Nombre Sexo (afios)
61 Higirio M* 14 81 Napelo M 9 101 Clandestina H ND
62 Jungla H** 12 82 Huillilhue M 15 102 Flecha H ND
63 Izamel M 11 83 Nociva H 9 103 Lucero H 8
64 Gallito M 16 84 Quecha H 6 104 Nordico M 9
65 llta M 13 85 Mahuincha H 10 105 Manquehue M 14
66 Pampita H ND*** 86 Olfativa H 8 106 Kentucky M 12
67 Botino M 20 87 Epuchi M 18 107 Quiyet H 5
68 Jiguata H 12 88 Jilguero M 13 108 Kaleb M 7
69 Bronquina H 20 89 Inclemente M 13 109 Gaspar M 16
70 Rambo M 17 90 Esperanza H 18 110 Whisky M ND
71 Kilovatio M 11 91 Gardel M 16 111 Duqueco M 19
72 Quilon M 5 92 Huencheco M 14 112 Templanza H 3
73 D. Javiera H ND 93 Quinqué H 5 113 Quingo M 6
74 Karma H 11 94 Madreporico M 9 114 Skarto M 10
75 Procaz H 7 95 Incidiosa H 14
76 Caravana H 22 96 Halagada H 15
77 Indio delsur M 14 97 Kilovoltio M 11
78 Hormiga H 14 98 Quiosco M 6
79 Tres Bond M 5 99 Escarlata H 18
80 Jubilado M 12 100 Quillango M 5

M*: macho; H**: hembra; ND***: dato No Disponible
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Unid ad Militar B

Escuela Militar del General Bernardo O Higgins, Santiago

GRUPO VII GRUPO VI

Edad Edad
N° Nombre Sexo (afios) Ne Nombre Sexo (afios)
115 Fresia Q. H** 17 135 Imahue M 14
116 Gaban M* 16 136 Acética H 25
117 Guadalo M 16 137 Ellantte H 18
118 Jordana H 13 138 Goliat M 16
119 Lazarillo M 11 139 Guilleria H 16
120 Ligamento M 11 140 Indiana H 14
121 Pancho M 11 141 Imperio H 13
122 Predilecto M 8 142 Jiron M 13
123 Aromo M 15 143 Majestuoso M 9
124 Tabacalero M 18 144 Oasis M 8
125 Jalisco M 13 145 Quellancahua H 6
126 Kaurea H 12 146 Sombra H 4
127 Letania H 11 147 Gran Dama H ND
128 Liverpool M 11 148 Jaguar M 13
129 Ollahue M 9 149 Cartagena H 5
130 Ovalada H 8 150 Lord Abdula M 8
131 Emblema M 11 151 Q.R. Pillan M 10
132 Ciclon M 14 152 Olimpia H 8
133 Eufrates M ND*** 153 Q.R. Flandes M 10
134 Harpdcrates M ND 154 Nicollette H 8

M*: macho; H**: hembra; ND***: dato No Disponible
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Unidad Militar B

Escuela Militar del General Bernardo O Higgins, Santiago

GRUPO IX GRUPO X
Edad Edad
Ne Nombre Sexo (afios) | | N° Nombre Sexo (afios)
155 Betty Blue H** 11 178 Tincuda H 10
156 Adic Z M* 8 179 Gran Sefior M 14
157 Alborada H 13 180 Romeo M ND
158 Cantarito M 17 181 Lefiador M 11
159 Badejoz M 7 182 Forrajido M ND
160 Caqueliris H 12 183 Recoleta H 6
161 Mary Quini H 12 184 Mala Cara H 10
162 Marejada H 10 185 Frida H 14
163 Sam M 5 186 Juapiter M 5
164 Naranjero M 13 187 Preg6n M 8
165 Queni H 10 188 Wisky M 11
166 Moroco M ND*** 189 Oceénico M 8
167 Natalia H ND 190 Taliban M 9
168 Tita H ND 191 King of Flower M 9
169 Versado M 16 192 Caribefia H ND
170 Diamante M 14 193 Quide Trimp M ND
171 Esperanza H 11 194 Carey M 17
172 Madmoiselle H 10 195 Super Goffi M 10
173 Don Furry M 4 196 Petrohue M 12
174 Don Augusto M 7 197 Crisanta H 8
175 Espartano M ND 198 Don Fernando M ND
176 Mister M 13 199 Principe Moro M 18
177 Gran Sefior I M ND 200 Sagitario M ND
M*: macho; H**: hembra; ND***: dato No Disponible
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