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RESUMEN

La aparicion de la resistencia antimicrobiana por parte de bacterias zoondéticas es
una preocupacion actual en la salud puablica. Salmonella enterica es un patdégeno
emergente que ha cobrado mayor importancia en este Ultimo tiempo y se
desconoce su impacto en especies acudticas. El objetivo de este estudio fue
determinar fenotipos de resistencia a antibioticos en cepas de Salmonella enterica

y su asociacion con distintos hospederos en Chile.

Se analizaron 111 cepas correspondientes 49 de aves acudticas, 30 de aves
comerciales y 32 humanas. Se utilizé el método de difusion en placa Kirby Bauer
segun las normas recomendadas por el Clinical Laboratory Standards Institute
(2007) para determinar los fenotipos de resistencia. Los antibidticos utilizados
fueron 10: enrofloxacino, amoxicilina - &cido clavulanico, cefotaxima, gentamicina,
tetraciclina, sulfametazol - trimetoprim, ceftofiur, cefradina, ampicilina vy
cefradroxilo. Para analizar la asociacion de los fenotipos de resistencia con su

hospedero de origen se utilizé el programa Infostat version 2010.

Del total de cepas de S. enterica analizadas se encontraron 42 cepas resistentes
en aves acuaticas, 16 en aves comerciales y 10 en humanos. Dentro de las cepas
de aves acuaticas 33 demostraron resistencia al antimicrobiano tetraciclina. En el
caso de aves comerciales y humanos los valores absolutos de resistencia no

fueron significativos.

En relacion a la asociacién de los fenotipos de resistencia con su hospedero de
origen, se demostrd en aves acuaticas en relaciéon a 4 agentes antimicrobianos:

Tetraciclina, amoxicilina + acido clavulanico, ampicilina y gentamicina.

De acuerdo al estudio realizado, se demuestra el efecto del uso de
antimicrobianos en la fauna silvestre como es el caso de las aves acuaticas y de

gqué manera se ve desfavorecido el medio ambiente con los altos niveles de



resistencia. Los resultados sugieren que las infecciones con Salmonella en aves

acuaticas podria tener un gran impacto en la salud publica y animal.

Palabras claves: Salmonella enterica, resistencia antimicrobianos, aves acuaticas.



ABSTRACT

The emergence of antimicrobial resistance among zoonotic bacteria is a current
public health concern. Salmonella enterica is an emerging pathogen that has
recently gained importance and its impact on aquatic species is unknown. The aim
of this study was to determine antibiotic resistance phenotypes in strains of
Salmonella enterica and its association with various hosts in Chile.

In this study, 111 strains from 49 waterfowl, 30 from commercial birds and 32 from
human samples were collected and analyzed. Kirby Bauer Disk diffusion method
was used as recommended by the Clinical Laboratory Standards Institute (2007) to
determine the phenotypes of resistance. The antibiotics used were 10:
enrofloxacine, amoxicillin - clavulanic acid, cefotaxime, gentamicin, tetracycline,
trimethoprim - sulfametazol , ceftiofur, cefradine , ampicillin and cefradroxil. To
analyze the association of resistance phenotypes with its host of origin, the Infostat

2010 version program was used.

Of the strains of S. enterica analyzed, 42 resistant strains were found in waterfowl,
16 and commercial birds and 10 in humans. Antimicrobial resistance to tetracycline
was found in 33 strains from waterfowl, values from the commercial birds and

humans groups were not significant.

Resistance phenotypes found in waterfowl demonstrated resistance to 4
antimicrobials: tetracycline, amoxicillin + clavulanic acid, ampicillin and gentamicin.
According to this study, the effect of antimicrobial use on wildlife such as waterfowl
is shown to be desfavourable due to high levels of resistance. These results
suggest that Salmonella infection in waterfowl in Chile could be impacts on public

an animal health.

Keywords: Salmonella enterica, antibiotic resistance, waterfowl.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) constituyen un gran problema en
la salud publica presentdndose tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo.
Su importancia radica en aspectos que van desde la pérdida de la inocuidad que posee
un producto, hasta la enfermedad que adquieren las personas al consumir un alimento

contaminado, conduciendo en ocasiones a la muerte.

Actualmente, se han descrito alrededor de 250 agentes causantes de ETA, entre los
cuales se incluyen bacterias, virus, hongos, parasitos, priones, toxinas y metales. En
relaciébn a las toxiinfecciones de origen bacteriano, estas generan un gran impacto

econdmico alterando 2 areas: salud publica e inocuidad de los alimentos.

En Chile los brotes de ETA son de notificacion obligatoria y en el afio 2005 entrdé en
vigencia el actual programa de vigilancia con el propésito de disponer de un sistema
automatizado que permitiera el facil acceso y uso para la notificacion estos brotes.

Existen identificados mas de 2500 serotipos de Salmonella enterica, dentro de los cuales
un pequefio nUmero estan asociados con enfermedades en animales y humanos, entre

ellos se incluyen: Typhimurium, Enteritidis, Newport, Heidelberg y Montevideo.

La apariciéon de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos agrava aun mas esta
situacion y se ha convertido en un gran problema alrededor del mundo. Si bien gran parte
de la resistencia observada en medicina humana se atribuye a distintos factores, entre
algunos se mencionan: excesiva prescripcion de medicamentos por médicos humanos, el
gran consumo de antibidticos por parte de la poblacién humana, y el uso inadecuado de
antimicrobianos en animales, este Ultimo puede seleccionar patégenos resistentes que

pueden ser transmitidos a través de los alimentos a las personas.

Este proyecto tiene como objetivo principal detectar resistencia a antibiéticos de cepas de

S. enterica y asociarlas a sus distintos hospederos en Chile.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
Caracteristicas del Agente

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae, conformado por bacterias
Gram negativas que se agrupan en 2 especies: S. enterica y S. bongori. Actualmente se
han identificado mas de 2500 serotipos de S. enterica algunos de los cuales se han
asociados con infecciones humanas (OIE, 2008).

Salmonella spp. coloniza un amplio rango de hospedadores y a la mayoria de las
especies del ganado productivo como aves, bovinos y cerdos. Frecuentemente infecta
especies productivas de manera asintomatica, produciendo eventualmente la
contaminacién de carne y otros productos alimenticios, ademas de ser un foco constante

de diseminacion del patdgeno en el plantel productivo (Newell et al., 2010).
Infeccién en el ser humano

La mayoria de las infecciones se transmiten desde los animales portadores sanos a los
seres humanos a través de alimentos contaminados. Las infecciones humanas con S.
Enteritidis se originan principalmente por el consumo de huevos y productos derivados

cuando son ingeridos de manera cruda o mal cocinada (Martelli & Davies, 2012).

Los huevos pueden ser infectados por Salmonella mediante la ruta vertical y horizontal. La
transmision vertical (transovarica) es la contaminacion directa de la yema, albumina,
membrana de la cascara o cascara antes de la ovoposicion, debido a la colonizacién de la
bacteria en los 6rganos reproductivos. En cambio la transmision horizontal se lleva a cabo
mediante la penetracion de la bacteria a través de la cdscara durante o después de la

ovoposicion (Messens et al., 2005).

S. Enteritidis es el serotipo mas frecuentemente asociado con la infeccién del huevo, lo
que se debe a dos factores principales: en primer lugar debido a su capacidad Unica para
colonizar el ovario y oviducto de las gallinas ponedoras, y en segundo lugar por su
propagacion y persistencia en la poblacién de aves reproductoras en la mayor parte del
mundo (Martelli & Davies, 2012).

En seres humanos las manifestaciones mas comunes de infecciones por especies de
Salmonella no tifoideas consisten en una leve a moderada gastroenteritis, con sintomas

como diarrea, calambres abdominales, vomito y fiebre. EIl desarrollo de la enfermedad
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varia entre las 6 a 72 horas después de la ingestion de la bacteria. Los sintomas son
usualmente autolimitantes, resolviendo la enfermedad dentro de los 2 a 7 dias siguientes
(Moore et al.,, 2011). En un pequefio porcentaje de casos puede ocurrir septicemia e
infeccion invasiva de érganos y tejidos, conduciendo a una osteomielitis, neumonia y
meningitis. La poblacibn méas susceptible son los nifios, ancianos y personas

inmunocomprometidas las que requieren de terapia antimicrobiana (Foley & Lynne, 2008).
Patogenia de Salmonella

La ruta primaria de infeccién con Salmonella en animales es la transmisién fecal-oral. Por
el contrario, en los seres humanos la principal via de contaminacién es el consumo de
alimentos de origen animal cuando son consumidos de manera cruda o poco cocinada.
Se estima que el nimero requerido de microorganismos necesarios para causar la
enfermedad es bastante variable y se debe en parte, al contenido de comida contaminada
con Salmonella y factores intrinsecos de los organismos infectados (Foley & Lynne,
2008).

Salmonella es capaz de sobrevivir a las condiciones antimicrobianas del estomago,
incluyendo el bajo pH y la presencia de acidos organicos (Bearson et al., 2006). Una vez
en el tejido intestinal Salmonella es fagocitada por células dendriticas y macréfagos y es
transportada al tejido linfoide y los linfonodos mesentéricos. Los macrofagos son la célula
blanco de la infeccién. A las pocas horas en el ambiente intracelular, la bacteria reside en
un compartimento atipico acido denominado Vacuola que contiene a Salmonella (SCV,
del inglés “Salmonella containing-vacuole”), donde evade la actividad litica de los
lisosomas y es capaz de multiplicarse y sobrevivir dentro de los macréfagos difundiéndose
hacia el tejido intestinal desde donde en ocasiones desarrolla una infeccion sistémica
(Cossart & Sansonetti, 2004).

Epidemiologia

Las infecciones con S. enterica son una gran preocupacion en la salud publica alrededor
del mundo (Voetsch et al., 2004). En el caso de Chile, en los ultimos afios ha existido un
cambio epidemiolégico desde S. Typhi a S. Enteritidis, siendo la Ultima endémica en
nuestro pais, esto se debe principalmente a medidas de mejoramiento basicas como

cobertura de agua potable, correcta disposicion de excretas y aplicacion de medidas



bésicas de higiene que han logrado modificar sustancialmente la transmision impidiendo

la contaminacion de los alimentos con aguas servidas (Fica et al., 2001).

Olea et al. 2012, basados en un estudio realizado sobre la vigilancia de brotes de
enfermedades transmitidas por los alimentos en Chile, indican que en nuestro pais se
desconoce la real magnitud de los brotes de ETA, dado que son pocas las personas que
consultan a centros asistenciales por sintomas gastrointestinales. Por otra parte, sélo a
una fraccion de personas se les extraen muestras clinicas para determinar el agente
causal. Sin embargo segln su investigacion, se determind que durante los afios 2009 y
2010 aumentd el porcentaje de brotes asociados a S. Enteritidis, al igual que en paises

europeos.

Por lo tanto, los dos cambios mayores en la epidemiologia de la salmonelosis ocurrieron
en la segunda mitad del siglo XX, por un lado relacionado con la emergencia de
enfermedades transmitidas por alimentos en humanos por S. Enteritidis y también por la

multiple resistencia a antibiéticos presentes en cepas de Salmonella (Velge et al., 2005)
Resistencia a los productos antimicrobianos

La resistencia bacteriana a los productos antimicrobianos representa un fenémeno natural
resultado de la evolucion. Su principal consecuencia se debe a que conduce a la falla
terapéutica y se hace aun mayor cuando un microorganismo es multiresistente o cuando
tiene la facultad de transmitir la resistencia a bacterias de especies distintas. El exceso de
uso de antibiéticos en la comida animal ha significado un gran impacto en la salud publica
ya que ha permitido la selecciébn de genes de resistencia a antibiéticos en bacterias

zoondticas los cuales pueden ser transmitidos a los seres humanos (WHO, 2011).

Existen multiples mecanismos de resistencia a antimicrobianos en las bacterias, dentro de
los cuales se encuentran: disminucién de la permeabilidad de la membrana externa o
interna (a través de la expresion de proteinas de membrana llamadas porinas o presencia
de bombas de eflujo), enzimas que inactivan a los antimicrobianos (hidrolizando o
modificando su estructura), alteracion de la molécula blanco o mediante vias metabdlicas
alternativas (Sefton, 2002; Davies & Davies, 2010).

El uso de antimicrobianos en animales destinados al consumo selecciona patégenos
resistentes y estos genes de resistencia pueden ser transferidos a las personas a través

del consumo o la manipulacion de los alimentos de origen animal. En la comida animal los
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antimicrobianos son usados para el control y tratamiento de infecciones bacterianas y
también como promotores del crecimiento. Sin embargo, una consecuencia no deseada
es la seleccion de bacterias zoonéticas resistentes a los antimicrobianos y su posterior

transmision a través de la comida contaminada (White et al., 2002)

Estudios recientes han demostrado que la adquisicion de resistencia entre las bacterias
transmitidas por los alimentos puede causar un mayor niamero de morbilidad en las
personas, duracion prolongada de la infeccion, aumento de las tasas de bacteremia,
hospitalizacion y muerte (Tollefson & Karp, 2004).

Ademas, la resistencia a los antimicrobianos no solo implica a bacterias patégenas, sino
también a bacterias comensales que pueden actuar como un gran reservorio de genes de
resistencia a los antimicrobianos. Esta resistencia puede transferirse a través de distintos
elementos genéticos. Uno de ellos son los plasmidos, elementos extracromosémicos, no
esenciales para la bacteria que a menudo portan genes que confieren ciertas
caracteristicas a las bacterias como son resistencia, virulencia, persistencia a condiciones

extremas, etc. (Beceiro et al., 2012).

Debido al fracaso terapéutico con antibiéticos convencionales en el tratamiento de
infecciones causadas por serotipos de Salmonella resistentes a multiples farmacos es que
las cefalosporinas de espectro extendido y las fluoroquinolonas se han convertido en los
farmacos de eleccion en humanos. Las cefalosporinas son la droga de eleccién en nifios
ya que las fluoroguinolonas son téxicas y estan contraindicadas, en cambio las
fluoroquinolonas se utilizan en adultos y personas inmunocomprometidas (Velge et al.,
2005).

La resistencia a las fluoroguinolonas es determinada por inhibiciéon de la actividad de la
DNA girasa, activacién de bombas de eflujo y alteracion en las proteinas de la membrana
plasmatica (Alés, 2009). En las cefalosporinas su resistencia se debe a la adquisicion de
plasmidos multiresistentes que codifican para un variado y extendido espectro de B

lactamasas tipo Amp C (Miriagou et al., 2004).

En un estudio realizado por Alvarez et al., 2012 sobre la comparacion de la prevalencia y
resistencia antimicrobiana de serotipos de Salmonella aislados de aves comerciales en

Espafia, demostr6 que los porcentajes de resistencia aumentaron desde un 3,98% en
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1996 a un 5% en 2006, donde los farmacos involucrados en esta resistencia fueron
cefalotina, enrofloxacino y tetraciclina. En el caso de los humanos en un estudio realizado
por Toro et al., 2013 sobre la resistencia a antibiéticos y factores de virulencia en aislados
clinicos de S. enterica en humanos, de los 114 aislados clinicos (2009-2010) se
detectaron 18 serotipos distintos destacando entre ellos Typhimurium (61%) y Enteritidis
(16%), observandose también altos porcentajes de resistencia a sulfamidas (68%),

tetraciclinas (58%), ampicilina (55%) y estreptomicina (46%).
Importancia de las aves acuéaticas como agente diseminador de Salmonella

Las aves acudticas, debido a su comportamiento migratorio son vectores de una amplia
gama de microorganismos, dentro de los cuales se encuentran agentes zoonéticos que
pueden ser transmitidos a los seres humanos (Tsiodras et al., 2008). La salmonelosis
califica como una enfermedad emergente ya que su prevalencia ha aumentado
considerablemente en los dltimos 40 afios. En el caso de las gaviotas son relativamente
resistentes a la enfermedad y pueden actuar como vectores eficaces de Salmonella y en

consecuencia ser una importante fuente de infeccién para otros animales (Tizard, 2004).

Las gaviotas, principalmente del género Larus, comiUnmente transportan Salmonella,
adquiriéndola a partir de las actividades humanas. Lopez-Martin et al., 2011 sugieren que
la gaviota dominicana (L. dominicanus) es un ave centinela de algunos agentes biolégicos
en las zonas costeras de Chile, considerandola como un indicador ambiental tanto de las

actividades humanas y animales.

La bacteria Salmonella puede estar presente en el medio silvestre a causa de dos
razones. En primer lugar ya que puede ser adaptada por el hospedador y establecerse
como parte de la flora intestinal. Y en segundo lugar debido a la presentacién en las
heces, resultando en una constante contaminacion ambiental (Tizard, 2004). Asi también
la fauna silvestre, la fauna doméstica y los seres humanos han sido responsables de la
contaminaciéon de productos alimenticios como los vegetales, generando un gran impacto
en la agricultura, lo cual se debe al agua utilizada para el riego que se encuentra

contaminada con Salmonella a causa del material fecal (Hanning et al., 2009).

Segun un estudio realizado por Molina et al., 2011 en relaciéon a la presencia de
Salmonella y susceptibilidad antimicrobiana en 121 aves rapaces del Centro de

Rehabilitacion Torreferrusa en Catalonia (Espafia), de las cuales ninguna presentaba
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tratamiento previo con antibiéticos, determiné que el 10% de aves rapaces presentd
Salmonella, 67% fueron resistentes al menos a un antimicrobiano y el 44% mostro
resistencia a multiples farmacos. Asi también, en otro estudio para determinar resistencia
a antibioticos en cepas de Salmonella realizado por Dolesjké& et al., 2009 en gaviotas de
cabeza negra (Larus Ridibundus), determin6 que en un 24% se encontro la presencia de
Salmonella y un 28% resistencia a antibioticos. Finalmente en una investigacion realizada
por Se- Yeoun Cha et al., 2013, en patos Pekin en Corea del Sur junto con identificar a S.
Enteritidis (51,8%) como el serotipo mas prevalente, concluyd que la resistencia a
antibidticos aislada fue muy alta. Por lo tanto en Chile se requiere de estudios que
evallen las especies acuaticas como reservorios de Salmonella y conocer si estas son
resistentes a los antibiéticos, generando evidencias sobre los ciclos de transmision de
infecciones zoondticas en los animales acuaticos y de qué manera repercuten en la vida

humana, en los animales domésticos y en los propios animales silvestres.



HIPOTESIS

En cepas de S. enterica existen diferencias asociadas a hospederos en los perfiles de

resistencia a antibioticos.
OBJETIVO GENERAL

Determinar fenotipos de resistencia a antibidticos en cepas de S. enterica serovar

Enteritidis aisladas desde aves acuaticas, aves comerciales y seres humanos en Chile.
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Detectar fenotipos de resistencia a antibiéticos en cepas de S. Enteritidis.

2. ldentificar fenotipos de resistencia a antibiéticos asociados a hospederos en cepas
de S. Enteritidis.



3. MATERIALES Y METODOS
Muestras y Seleccién

Esta Memoria de Titulo se realiz6 en el marco del proyecto FONDECYT 11110398
“Diversidad genotipica y fenotipica de cepas de Salmonella Enteritidis aisladas desde
aves acuaticas, aves comerciales y seres humanos en Chile”, en el Laboratorio de
Enfermedades Infecciosas, perteneciente al Departamento de Medicina Preventiva Animal

de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias ( FAVET) de la Universidad de Chile.

Muestras: Se utilizaron cepas de S. enterica aisladas desde aves acuaticas 49 (gaviota
dominicana), aves comerciales 30 (reproductoras broiler) y seres humanos 32 existentes
en el cepario de la Unidad de Enfermedades Infecciosas de FAVET, Universidad de Chile,
con un total de 111 cepas analizadas.

Deteccidén de fenotipos de resistencia a antibiéticos

El ensayo se realizé mediante el método de difusion en placa Kirby- Bauer de acuerdo a
las normas recomendadas por el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007).

Antimicrobianos:

Los antimicrobianos (Oxo0id®) evaluados (pg/disco) fueron los siguientes:

- Enrofloxacino ENR (10), Amoxicilina + Acido Clavulanico AMC(30), Cefotaxima
CTX (30), Gentamicina CN (10), Tetraciclina TE (30), Sulfametoxazol +
trimetoprim STX (25), Ceftiofur EFT (30), Cefradina CE (30), Ampicilina AMP (10),
Cefadroxilo CFR (30)

Cepa Control : Escherichia coli ATCC 25922

Estos antimicrobianos se eligieron en base a las recomendaciones sefialadas por el CSLI
2007, CLSI 2008 y antimicrobianos registrados para aves en el Servicio Agricola
Ganadero.

Procedimiento

Preparacion de las placas.

Se utilizé el agar Mueller — Hinton (OXOID), preparado de acuerdo a las instrucciones
recomendadas por el fabricante. Las placas poseian superficie uniforme y una

profundidad de aproximadamente 4 mm.



2. Preparacion deinéculos bacterianos
Las cepas en estudio se sembraron en 2 mL de caldo APT (AES Laboratorie) y se
incubaron por 18 a 24 h a 36+1°C. Luego 100 pyL de la suspension bacteriana se
inocularon en 5 mL de APT, se midid la concentracién bacteriana en espectofotometro
(ODgoo) Y Se incubd en agitacion a 37°C hasta alcanzar una ODgy de 0,25 (1-5 x 10°
UFC/mL).

3. Inoculacién de placas y aplicacion de sensidiscos
Cada suspension bacteriana, fue sembrada uniformemente sobre la superficie de una
placa de agar Mueller - Hinton usando una térula de algodén estéril. Una vez inoculadas,
las placas se secaron en reposo por algunos minutos para luego colocar sensidiscos
(Oxo0id®) equidistantes entre si sobre el agar, utilizando un equipo dispensador de
sensidiscos (Oxoid®). Posteriormente las placas fueron incubadas a 36+1°C por 18 a 24h.

4. Lecturae Interpretacion de Resultados:
La lectura se realizé6 midiendo con un piedemetro el diametro del halo de inhibicion del
crecimiento bacteriano proyectado desde el sensidisco, interpretandose como Sensible
(S) o Resistente (R) usando como pauta los rangos establecidos por el CLSI (2008). Las
mediciones del rango intermedio se consideraron resistentes en el estudio (Tabla 1).
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Tabla 1. Interpretacién de la zona de diametro en patdogenos de Medicina Veterinaria

(CLSI, 2008).
Zona de Diametro Estandar (mm)

E. coli
Antibiotico Cdédigo Resistente | Intermedio | Susceptible | ATCC 25922
Ampicilina AMP-10 <13 14-16 >17 16-22
Amoxicilina — Acido
clavulanico AMC-30 <13 14-17 >18 18-24
Cefotaxima CTX-30 <14 15-22 223 29-35
Gentamicina CN-10 <12 13-14 215 19-26
Tetraciclina TE-30 <14 15-18 219 18-25
Sulfametazol-trimetoprim STX-25 <10 11-15 216 23-29
Enrofloxacino ENR-5 <15 16-20 221 32-40
Cefadroxilo CFR-30 <14 15-17 =18 21-27
Ceftiofur EFT-30 <14 15-22 223 26-31
Cefradina CE-30 <14 15-17 =18 21-27

Analisis estadistico

Para el cumplimiento del objetivo especifico 2, los resultados fueron analizados con el
programa Infostat (v2010) en tablas de contingencia para analisis de datos categdricos,

utilizando el estadistico de X2.

Bioseguridad

S. enterica es clasificada como un agente de riesgo intermedio de acuerdo al Manual de
Estandar de Bioseguridad (2008) generado por CONICYT (2008), el cual sugiere medidas

gue corresponden al Nivel 2 de Bioseguridad. En este trabajo se considerara:
= Entrenamiento en la manipulacién de muestras y procedimientos experimentales.

= Los procedimientos en que se manipulen bacterias vivas deberdn ser realizados
en cabina de bioseguridad clase IIA, o bien en el mesoén alrededor de un mechero

encendido.
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Las manos se desinfectaran con alcohol 70% antes y después de trabajar con los
agentes bacterianos.

Los guantes y delantal seran los principales elementos de proteccion individual a
utilizar.
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4. RESULTADOS

Del total de cepas analizadas se obtuvo un total de 43 cepas susceptibles (39%) y 68
cepas resistentes (61%) al menos a un agente antimicrobiano (Tabla 2 y Figura 1).

Tabla 2: Valores relativos de cepas resistentes a antimicrobianos en aves silvestres, aves

comerciales y humanos.

Deteccion de fenotipos de resistencia a antibiéticos en cepas de S.

Enteritidis

ANTIMICROBIANOS

Hospedero ENR* AMC* | CTX* CN* TE* STX* EFT* CE* AMP* | CFR*
Aves
Acudticas 18% | 8% 6% | 12% | 67% | 4% | 12% | 12% | 29% | 4%
Aves
Comerciales 7% 0% | 3% | 0% | 17% | 7% | 23% | 10% | 3% | 7%
Humanos

0% 0% | 3% | 3% 6% 3% | 9% 6% | 3% 3%

*ENR Enrofloxacino, AMC Amoxicilina + Acido Clavulanico, CTX Cefotaxima, CN
Gentamicina, TE Tetraciclina, STX Sulfametazol +Trimetoprim, EFT Ceftiofur, CE

Cefradina, AMP Ampicilina, CFR Cefadroxilo.

Figura 1: Valores absolutos de cepas resistentes a antimicrobianos segun hospederos.
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Resistencia antimicrobiana en Aves Acuaticas

Para el estudio de aves acuaticas de un total de 49 cepas (100%), se encontraron 7 cepas
(14%) susceptibles y 42 cepas resistentes (86%). Los fenotipos de resistencia

antimicrobiana se demuestran en la Tabla 3.

Tabla 3: Fenotipos de resistencia a antimicrobianos en cepas de Salmonella enterica

aisladas desde aves acuaticas.

ID * Serotipo Resistencia Antimicrobiana

SEN 17 S. Enteritidis Susceptible
(Grupo D)

SIN1 S. Infantis CFR

SE 19 Salmonella spp TE, EFT

SEN 19 S. Enteritidis CTX, EFT
(Grupo D)

SIN 2 S. Infantis ENR, CN, EFT, AMP

SEN 95 S. Enteritidis AMC, AMP

SSE 2 S. Senftenberg ENR, TE

SGB 1 Salmonella Grupo TE
B (14,5, 12, b)

SIN 3 S. Infantis AMP

SDhU 1 S. Dublin Susceptible

SHE 1 S. Heidelberg ENR, AMP

SAG 2 S. Agona Susceptible

SHE 2 S. Heidelberg TE, AMP

SHE 3 S. Heidelberg ENR, TE

SSE 3 S. Senftenberg ENR, TE

SHE 4 S. Heidelberg AMC

SAN 1 S. Anatum AMP

SHA 2 S. Habana ENR

SEN 97 S. Enteritidis AMC, TE

SEN 98 S. Enteritidis CTX, TE

SEN 99 S. Enteritidis CTX, CN, TE, CE
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SEN 101 S. Enteritidis TE

SEN 103 S. Enteritidis TE, AMP

SEN 104 S. Enteritidis ENR, CN, TE, EFT, AMP
SEN 105 S. Enteritidis CN, TE, AMP

SEN 106 S. Enteritidis ENR, AMC, TE, AMP
SEN 107 S. Enteritidis TE, CE, AMP

SEN 108 S. Enteritidis CN, TE, AMP

SEN 109 S. Enteritidis TE

SEN 110 S. Enteritidis ENR, TE, STX, CE
SEN 111 S. Enteritidis CN, TE, STX, AMP, CFR
SEN 112 S. Enteritidis TE, CE, AMP

SEN 113 S. Enteritidis TE

SEN 114 S. Enteritidis Susceptible

SEN 115 S. Enteritidis TE

SEN 116 S. Enteritidis Susceptible

SEN 117 S. Enteritidis TE

SEN 118 S. Enteritidis TE

SEN 119 S. Enteritidis TE

SEN 120 S. Enteritidis TE

SEN 121 S. Enteritidis TE, CE

SEN 122 S. Enteritidis TE, EFT

SEN 123 S. Enteritidis TE, CE

SEN 124 S. Enteritidis TE

SEN 125 S. Enteritidis TE

SEN 126 S. Enteritidis TE

SEN 127 S. Enteritidis TE, EFT

SSE 6 S. Senftenberg Susceptible

SSE 7 S. Senftenberg Susceptible

ID* Identificacion de la cepa.

*ENR Enrofloxacino, AMC Amoxicilina + Acido Clavulanico, CTX Cefotaxima, CN
Gentamicina, TE Tetraciclina, STX Sulfametazol +Trimetoprim, EFT Ceftiofur, CE
Cefradina, AMP Ampicilina, CFR Cefadroxilo.
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Resistencia antimicrobiana en Aves Comerciales

Para el andlisis de aves comerciales se trabajo con un total de 30 cepas (100%), de las
cuales 14 cepas (47%) fueron susceptibles y 16 (53%) resistente al menos a un agente
antimicrobiano. Los fenotipos de resistencia de cada antimicrobiano se muestran en la
tabla 4.

Tabla 4: Fenotipos de resistencia a antimicrobianos en cepas de Salmonella enterica

aisladas desde aves comerciales.

ID* Serotipo Resistencia Antimicrobiana
SEN 1 S. Enteritidis CTX, EFT
SEN 2 S. Enteritidis Susceptible
SEN 3 S. Enteritidis Susceptible
SEN 5 S. Enteritidis ENR
SEN 6 S. Enteritidis TE, STX
SEN 7 S. Enteritidis ENR, TE, STX
SEN 10 S. Enteritidis Susceptible
SEN 11 S. Enteritidis EFT
SEN 12 S. Enteritidis Susceptible
SEN 13 S. Enteritidis Susceptible
SEN 14 S. Enteritidis Susceptible
SEN 31 S. Enteritidis Susceptible
SEN 32 S. Enteritidis AMP
SEN 37 S. Enteritidis Susceptible
SEN 38 S. Enteritidis EFT
SEN 39 S. Enteritidis EFT
SEN 45 S. Enteritidis EFT
SEN 80 S. Enteritidis EFT, CFR
SEN 81 S. Enteritidis TE
SEN 82 S. Enteritidis CE
SEN 83 S. Enteritidis Susceptible
SEN 84 S. Enteritidis TE, EFT, CE
SEN 85 S. Enteritidis Susceptible

16



SEN 86 S. Enteritidis CE

SEN 87 S. Enteritidis TE

SEN 88 S. Enteritidis Susceptible
SEN 89 S. Enteritidis Susceptible
SEN 90 S. Enteritidis Susceptible
SEN 91 S. Enteritidis CFR

SEN 92 S. Enteritidis Susceptible

ID* Identificacién de la cepa.
*ENR Enrofloxacino, AMC Amoxicilina + Acido Clavulanico, CTX Cefotaxima, CN
Gentamicina, TE Tetraciclina, STX Sulfametazol +Trimetoprim, EFT Ceftiofur, CE
Cefradina, AMP Ampicilina, CFR Cefadroxilo.

Resistencia antimicrobiana en Humanos

Para el andlisis de cepas humanas se trabajo con un total de 32 cepas (100%), de las

cuales 22 cepas (69%) fueron susceptibles y 10 (31%) resistentes al menos a un agente

antimicrobiano. Los fenotipos de resistencia se exponen en la Tabla 5.

Tabla 5: Fenotipos de resistencia a antimicrobianos en cepas de Salmonella enterica

aisladas desde humanos.

ID * Serotipo Resistencia
Antimicrobiana

SEN 21 S. Enteritidis Susceptible

SEN 22 S. Enteritidis Susceptible

SEN 24 S. Enteritidis Susceptible

SEN 25 S. Enteritidis STX, CFR

SEN 27 S. Enteritidis Susceptible

SEN 29 S. Enteritidis EFT

SEN 30 S. Enteritidis Susceptible

SEN 50 S. Enteritidis Susceptible

SEN 51 S. Enteritidis Susceptible

SEN 52 S. Enteritidis Susceptible

SEN 53 S. Enteritidis Susceptible

SEN 54 S. Enteritidis EFT
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SEN 55 S. Enteritidis Susceptible
SEN 56 S. Enteritidis Susceptible
SEN 62 S. Enteritidis Susceptible
SEN 63 S. Enteritidis Susceptible
SEN 64 S. Enteritidis CN

SEN 65 S. Enteritidis Susceptible
SEN 66 S. Enteritidis Susceptible
SEN 67 S. Enteritidis Susceptible
SEN 68 S. Enteritidis CTX

SEN 69 S. Enteritidis Susceptible
SEN 70 S. Enteritidis Susceptible
SEN 71 S. Enteritidis CE

SEN 72 S. Enteritidis TE

SEN 73 S. Enteritidis TE, AMP
SEN 74 S. Enteritidis Susceptible
SEN 75 S. Enteritidis CE

SEN 76 S. Enteritidis Susceptible
SEN 77 S. Enteritidis Susceptible
SEN 78 S. Enteritidis Susceptible
SEN 79 S. Enteritidis EFT

ID* Identificacién de la cepa.

*ENR Enrofloxacino, AMC Amoxicilina + Acido Clavulanico, CTX Cefotaxima, CN
Gentamicina, TE Tetraciclina, STX Sulfametazol +Trimetoprim, EFT Ceftiofur, CE
Cefradina, AMP Ampicilina, CFR Cefadroxilo.
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1. Identificar fenotipos de resistencia a antibidticos asociados a

hospederos en cepas de S. Enteritidis.

A través del programa Infostat (v2010) se analizaron las cepas en tablas de contingencia

para andlisis de datos categéricos utilizando el estadistico de Chi cuadrado X? (Tabla 6).

Tabla 6: Antimicrobianos evaluados y significancia (valor de p).

Antimicrobiano P
Enrofloxacino 0,2190
Amoxicilina + Acido clavulanico 0,0474
Cefotaxima 0,4406
Gentamicina 0,0258
Tetraciclina < 0,0001
Sulfametoxazol + Trimetoprim 0,7745
Ceftofiur 0,2555
Cefadrina 0,2642
Ampicilina 0,0016
Cefadroxilo 0,7203

Dentro de los fenotipos de resistencia que fueron estadisticamente significativos (p < 0,05)
se encuentran: Amoxicilina + Acido Clavulanico, Gentamicina, Tetraciclina y Ampicilina,

los cuales estan asociados a la gaviota dominicana como su hospedero de origen.
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5. DISCUSION

La aparicion de resistencia a antimicrobianos por parte de las bacterias zoon6ticas es un
problema de la salud publica a nivel mundial. Este involucra un componente médico,
social, econémico y ético, dado a que las infecciones producidas por estas bacterias
traen como consecuencia prolongadas hospitalizaciones, ausencia laboral y terapias con

antibiéticos mas costosos, lo cual afecta a toda la sociedad.

A nivel macro este proyecto entrega la informacién necesaria para insertarse en la
problematica de resistencia a antimicrobianos, a través del estudio de cepas de
Salmonella enterica aisladas desde aves acuaticas, aves comerciales y seres humanos
durante los afios 2011 y 2012. Presenta datos innovadores sobre la situacién de las aves
acuaticas, debido a que en Chile existen pocos estudios sobre la resistencia a
antimicrobianos en esta especie. También, permite evaluar nichos ecolégicos,
describiendo a las aves acuaticas como un importante reservorio en cepas de Salmonella
resistentes. Asimismo exponen los riesgos en que se encuentran insertas las personas y

en consecuencia permite abordar una mirada critica de la situacion.

Al analizar los datos existe una clara diferencia entre los niveles de resistencia a
antibiéticos entre las especies analizadas, teniendo un mayor porcentaje de resistencia
las cepas de aves acuaticas, seguidas de las aves comerciales y en ultimo lugar los seres

humanos (Tabla 2).

Resistencia a antimicrobianos en Aves Acuaticas

Las gaviotas Dominicanas (Larus dominicanus), se consideran una especie residente
exitosa a los habitos antrépicos debido a su estrecho contacto con los seres humanos y
animales domésticos. Lo anterior, se explica ya que estas aves junto con otras especies

silvestres, han sido desplazadas de su medio natural por causa humana.

Entre los principales motivos de alteracion del nicho ecoldgico se encuentran: expansion
de ciudades, deforestacion permanente, contaminacién del agua, construccion de puertos
y otras infraestructuras cerca del habitat natural del ave, entre otros. Como resultado de la

constante comunicacion entre los seres humanos y las aves, es posible la adquisicion de
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ciertos patdégenos zoonoticos, como es el caso de Salmonella. Tal cual lo describe un
estudio realizado en la ciudad de Talcahuano, Chile por Lopez- Martin et al. 2011 cuyo
objetivo fue la deteccidén de especies de Salmonella en gaviotas dominicanas y gaviotas
de Franklin. Los autores indican un 25,2% de aves positivas a Salmonella, sefialando el
importante rol que cumplirian éstas como diseminador de bacterias tanto a humanos

como animales. Sin embargo la via de transmision, no esté totalmente esclarecida.

Levantesi et al., 2012, sugieren al agua como uno de los principales vehiculos de
transmisién de Salmonella, sin embargo su fuente de origen es discutible. La bacteria se
ha detectado en lugares tan diversos como: rios, lagos, estanques, aguas subterrdneas y
agua potable, por lo tanto entre las posibles fuentes de la bacteria se encuentran:; seres
humanos, animales domésticos y animales de vida silvestre. El estudio del agua como
vehiculo de transmision de bacterias zoonéticas entre ellas, Salmonella, ha cobrado
mayor importancia durante este Ultimo tiempo. Dentro de las ultimas investigaciones
desarrolladas por el Instituto de Salud Publica (Area Microbiologia de los Alimentos) se
detectd la presencia de Salmonella spp. y E. coli diarreogénico en cursos de aguas
superficiales de la Regién Metropolitana por Ultrafiltracién Tangencial, obteniendo como
resultado la deteccion de Salmonella spp. en 15 muestras e identificando 12 serogrupos
(Rojas- Aedo et al., 2013).

Salmonella puede ingresar al medio ambiente acuético directamente con las heces de los
seres humanos, animales domésticos y silvestres infectados o indirectamente a través de
la descarga de aguas residuales o escorrentia de tierras agricolas. Se ha descrito que las
plantas, los insectos y las algas son capaces de albergar a la bacteria y podrian estar

implicados en la transmision de este patégeno entérico.

Junto con detectar Salmonella, es de suma importancia indicar la resistencia a antibiéticos
que ésta posea, debido a que los antibiéticos son las herramientas a utilizar frente a

enfermedades prolongadas y complicadas.

Miller et al., 2009 realizaron un estudio sobre la resistencia a antibiéticos entre bacterias

aisladas desde agua de mar y muestras fecales de pingiinos en la Estacion Palmer,

Antartida. En sus resultados vieron que la presencia humana ha impactado la microflora

natural del sitio, comprobando la resistencia a antibiéticos. En relacion a las heces de
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pinglinos también se determind que la resistencia fue mayor donde residia una gran
colonia, y que ademas ésta era bastante variable. A la luz de lo expuesto, nos permite
contrastar esta situacion con los datos analizados en las gaviotas, ya que estas no viven
en un ambiente inhabitado como los pinguinos, sino mas bien con un estrecho contacto
con la poblacién humana, con sus desechos biolégicos, farmacolégicos y proximas a las
ciudades, por lo tanto se sugiere un evidente ciclo de transmision humano- silvestre y
viceversa, donde los humanos pueden actuar como foco diseminador de enfermedades o
transportadores de cepas multi-resistentes y las gaviotas como receptores y portadores

de agentes de importancia zoonética.

Evidencia real de esta transmision inter-especies se explica por el gran porcentaje de
resistencia a antimicrobianos detectada en cepas de Salmonella enterica aisladas desde
aves acuaticas, donde se obtuvo un total de 42 cepas resistentes (Tabla 3), lo cual
equivale al 86% del total de cepas de aves acuaticas analizadas. En este caso las cepas
mostraron mayor resistencia al antibiético tetraciclina, con un total de 33 cepas resistentes
(Figura 1).

En relacién a la asociacion de fenotipos de resistencia asociado a sus hospederos, se
determin6 que las aves acuaticas presentan cepas de Salmonella asociada a su
hospedero de origen, demostrando una resistencia significativamente mayor a 4
antibiéticos: amoxicilina + acido clavulanico, gentamicina, tetraciclina y ampicilina (Tabla
6).

La mayor resistencia a tetraciclina se asemeja al estudio realizado en gaviotas de cabeza
negra por Dolesjka et al., 2009 en el noreste de la Republica Checa, quienes evaluaron
resistencia a antibiéticos en Salmonella, donde el serotipo Hadar, compartié el perfil de

resistencia a tetraciclina al igual que nuestro estudio.

Sin embargo es necesario analizar como tetraciclina llegar a ser el antibiético al cual las

cepas presentan mayores porcentajes de resistencia en relacion a los otros

antimicrobianos evaluados. Las tetraciclinas constituyen una familia de productos

naturales (clortetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina) y semisintéticos (metaciclina,

doxiciclina, minociclina, limeciclina, rolitetraciclina y tigeciclina) que actdan inhibiendo la

sintesis de proteinas bacterianas (Vicente & Pérez-Trallero, 2010). Una de las principales
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producciones pecuarias en que se utilizan estos antibiéticos es la acuicultura, como es el

caso de la industria del salmén.

La salmonicultura ha tenido un explosivo aumento durante los ultimos afios, lo que la ha
convertido en uno de los negocios mas rentables en nuestro pais. Esta situacion ha sido
amparada por las condiciones favorables y Unicas que han situado a Chile como el
segundo productor de este alimento (Fortt, 2007). Sin embargo, uno de los principales
factores que afecta a la industria acuicola, son las pérdidas en la produccién a causa de

morbilidad y mortalidad en los salménidos.

Segun los datos presentados por SERNAPESCA 2012, en el Informe sobre uso de
antimicrobianos en la salmonicultura nacional, los antibiéticos mas utilizados durante este
periodo fueron: florfenicol 54%, oxitetraciclina 43%, amoxicilina 1%, flumequina 1% y
eritromicina 1%. Este gran uso de antibi6ticos en Chile, es muy diferentes a otros paises
como Noruega y Estados Unidos, en los cuales el uso de antibiéticos es ain mas limitado
(Cabello, 2003).

Ante los datos presentados resalta en primer lugar la gran participacion de antibiéticos en
la industria, donde es predominante el tratamiento con antimicrobianos los cuales no se
utilizan como terapia sino mas bien como medida profilactica. En segundo lugar podemos
notar el exagerado uso de oxitetraciclina y amoxicilina en la industria salmonera. En los
resultados de esta tesis, estos dos antibiéticos se encuentran asociados a su hospedero
de origen (Tabla 6), las gaviotas dominicanas, por lo tanto se puede sugerir que la gran
utilizacion de este antibidtico en la industria acuicola, podria tener repercusiones en la
fauna silvestre, como se evidencié en este caso en las aves acuaticas, sin embargo se

necesitan mas estudios para confirmar esta aseveracion.

Por ende, nos enfrentamos a un escenario donde el antibidtico utilizado en masivas
cantidades en la industria acuicola, pertenece a la misma familia que presento la mayor
resistencia a antibiéticos en muestras fecales encontradas en gaviotas que es tetraciclina
(Tabla 2 y Figura 1), esto nos permite acentuar la relacion entre el sistema productivo
(salmones) con el ciclo silvestre (gaviotas) y aseverar que este ciclo silvestre puede llegar

a la contaminacion humana.
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Los antibiéticos son administrados a los peces a través del alimento. Si bien gran
porcentaje de este alimento es ingerido, porciones menores quedan en cantidad suficiente
suspendidas en el mar y son consumidas por otras especies marinas. Lo anterior se
afirma en un estudio realizado por Fortt et al., 2006 quienes evaluaron “Residuos de
tetraciclinas y quinolonas en peces silvestres en una zona costera donde se desarrolla la
acuicultura del salmén en Chile”. En el estudio se investigo la presencia de oxitetraciclina
y quinolonas: acido oxolinico y flumequina, ambos antimicrobianos mas utilizados en la
industria acuicola en Chile. Los resultados confirmaron que los peces silvestres, que viven
alrededor de los recintos de acuicultura y que son consumidos por los humanos, ingieren
alimento preparado para salmén; y que si este alimento estd medicado con
antimicrobianos u otros farmacos, éstos pasan a la carne de los peces y permanecen en
ellas en cantidades detectables. Por lo tanto en relacion a estas evidencias del impacto
del uso de antimicrobianos, es que se requieren de mas estudios tanto del recurso hidrico

como las explotaciones para evaluar la situacion en las que nos encontramos.

Resistencia a antimicrobianos en Aves Comerciales

En el area de la produccion animal, se utilizan mayoritariamente moléculas muy eficientes
de bajo costo y amplio espectro como tetraciclinas, penicilinas, macroélidos y sulfas. Los
antimicrobianos en aves mas consumidos en nuestro pais, son las tetraciclinas,

quinolonas y fluoroquinolonas (Lapierre, 2007).

El uso de antibiéticos en la comida animal selecciona genes de resistencia que pueden
ser transferidos a los humanos a través del consumo o manipulacion de alimentos de
origen animal. Es por eso que la disponibilidad y seguridad de una efectiva terapia

antimicrobiana en humanos y animales depende del uso responsable de estos.

En un estudio sobre la prevalencia de Salmonella asociado con la mortalidad de pollos y
su susceptibilidad a agentes antimicrobianos realizado por Muhammad et al., 2010 en
Nigeria, se aislo principalmente Salmonella Kentucky y Salmonella Hadar, y se obtuvo
como resultado un 100% de resistencia a gentamicina, enrofloxacino, acido nalidixico,
tetraciclinas y estreptomicina. A diferencia, los resultados obtenidos en esta memoria
revelaron un total de 16 cepas resistentes en aves comerciales (Tabla 4), lo que equivale
al 53% del total de cepas analizadas respecto a esta especie. Las cepas de S. enterica
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fueron en primer lugar mas resistentes al antimicrobiano ceftofiur, seguido por tetraciclina
(Figura 1).Sin embargo los serotipos analizados son distintos en ambos casos, por lo que

las diferencias no son concluyentes.

Si bien existi6 un pequeno porcentaje de resistencia a antimicrobianos en aves, esta no
es significativa y tampoco existe asociacion con su hospedero de origen (Tabla 6) por
ende permite concluir que en la industria avicola posiblemente se rigen por las normas de
minimizar el uso de antibiéticos como promotores del crecimiento y como medida
profilactica. Sin embargo, se debe considerar que las muestras analizadas corresponden
precisamente a planteles de exportacion, por lo que la realidad de aquellos destinados al

consumo interno puede ser totalmente distinta.

Resistencia a antimicrobianos en Humanos

El incremento de las tasas de resistencia a los agentes antimicrobianos tradicionales
(ampicilina, cloranfenicol, sulfametaxol- trimetoprim) se ha convertido en un gran
problema para el tratamiento de las infecciones causadas por Salmonella no tifoideas.
Actualmente las fluoroquinolonas y las cefalosporinas son las drogas de eleccién. Sin
embargo la emergencia de la resistencia a estos medicamentos es de gran preocupacion
ya que estas son las drogas utilizadas en infecciones por cepas de Salmonella no

tifoideas resistentes a multiples drogas en humanos (Tsai et al., 2010).

Diversos trabajos como el realizado por Tsai et al., 2010 junto con Hung-Ming et al., 2013,
concluyen que una terapia corta con Ceftriaxona durante 3 a 5 dias en pacientes con

enfermedad sistémica es una terapia eficaz para la recuperacion clinica.

En esta tesis se evalud la resistencia a dos generaciones de cefalosporinas: primera y
tercera generacion. Entre las de primera generacion encontramos: cefadroxilo y cefradina

y en tercera generacion cefotaxima y ceftofiur.

Los resultados indicaron que en el caso de las cefalosporinas hubo un total de 10 cepas
resistentes (Tabla 5) lo que equivale al 31% del total de cepas humanas analizadas. De
estas, 3 cepas fueron resistentes a primera generacion y sélo 4 a tercera generacion

(Tabla 5). Esta resistencia es minima, lo que puede significar que existe una mayor
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regulacion por parte de los médicos humanos en la prescripcion de medicamentos.
Posiblemente medidas como una correcta prescripcion de medicamentos, junto con
realizacién de antibiograma antes de iniciar una terapia empirica ha permitido evitar el

abuso de antibidticos, lo cual es una situacién muy favorable para la salud publica.

Sin embargo, se debe considerar que debido a que la mayoria de las infecciones
entéricas por Salmonella son en su mayoria autolimitantes y son pocas las personas que
acuden a centros asistenciales, y menos con las que llegan a un diagnéstico oportuno
mediante examenes de laboratorio, es que esta cantidad podria encontrarse subestimada
y tal vez seria necesario analizar en proximos trabajos una mayor cantidad de muestras

para asi tener una mejor interpretacion de los resultados.
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CONCLUSIONES

Existen diferentes fenotipos de resistencia en cepas de S. Enteritidis aisladas
desde aves acuaticas, aves comerciales y humanos detectados en Chile.

Existen fenotipos de resistencia a antibioticos asociados a hospederos en cepas

de S. Enteritidis, dentro de ellos encontramos: Tetraciclina, Amoxicilina - Acido

Clavulanico, Gentamicina y Ampicilina.
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