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RESUMEN

En la actualidad la deteccion de cepas bacterianas resistentes a multiples agentes
antimicrobianos parece ir en aumento y se atribuye principalmente a la inadecuada
utilizacion de ellos. Estos farmacos han permitido la seleccion de genes de resistencia en
bacterias zoondticas, como Salmonella, los cuales pueden diseminarse a los seres humanos
a través de la cadena alimentaria. Ademas cobra importancia el rol de las aves silvestres
como reservorios y agentes diseminadores de genes de resistencia a antibidticos hacia los
seres humanos y otros animales. El objetivo de esta Memoria de Titulo fue comparar los
perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana de cepas de S. enterica ser. Enteritidis
aisladas desde aves silvestres, aves comerciales y seres humanos en Chile, y determinar su

relacion con el hospedero de origen de estas cepas.

Se analizaron 96 cepas en total, de las cuales 33 fueron aisladas desde aves silvestres, 31 de
aves comerciales y 32 de seres humanos. Se utiliz6 la técnica de Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR) para determinar los perfiles de resistencia antimicrobiana. Los genes
seleccionados fueron: tet(A), tet(B), tet(G) (resistencia a tetraciclinas), blapse-1, blatem,
blacmy (resistencia a -lactamicos), aadB, aacC (resistencia a aminoglicosidos) y ademés
se detectd la presencia de integrones clase 1. Para determinar la asociacion de los perfiles
genéticos de resistencia con su hospedero de origen se utilizé el programa Infostat®.

De las 96 cepas analizadas en esta Memoria, se encontraron 13 perfiles genéticos de
resistencia antimicrobiana diferentes, los cuales resultaron estar asociados con el hospedero
de origen de las cepas. Adicionalmente, los datos obtenidos fueron analizados con la
finalidad de determinar la asociacidn de genes de resistencia antimicrobiana con hospedero
de origen de las cepas, siendo tet(A) el Unico gen asociado a cepas obtenidas de aves

silvestres.

Los resultados de esta Memoria proporcionan evidencia sobre los efectos colaterales que
provoca la sobreutilizacion de antimicrobianos en el medio ambiente, impactando

indirectamente en la fauna silvestre.

Palabras claves: Salmonella enterica ser. Enteritidis, genes de resistencia antimicrobiana,

hospederos.



ABSTRACT

Detection of bacterial strains resistant to multiple antimicrobial agents seems to be
increasing nowadays, mainly due to their inadequate use. These drugs have allowed the
selection of resistant genes on zoonotic bacteria, such as Salmonella, which can spread to
human beings through the food chain. In addition, it is important the role of wild birds as
reservoirs and spreading agents of antimicrobial resistance genes towards human beings
and other animals. The objective of this work was to compare the genetic profiles of
antimicrobial resistance of S. enterica ser. Enteritidis strains from wild and commercial
birds, as well as from human beings in Chile, and to determine their relationship with the

host of origin.

Ninety six strains were analyzed, from which 33 were isolated from wild birds, 31 from
commercial birds, and 32 from human beings. Polymerase Chain Reaction (PCR) technique
was used to determine the antimicrobial resistance profiles. Selected genes were: tet(A),
tet(B), tet(G) (tetracycline resistance), blapse-1, blarem, blacmy (B-lactam resistance), aadB,
aacC (aminoglycloside resistance) and also the presence of class 1 integrons was detected.
The program Infostat® was used to determine the association of genetic profiles of

resistance with their host of origin.

Thirteen different genetic profiles of antimicrobial resistance were found from the 96
strains analyzed, which were associated with the strain’s host. Also, the tet(A) gene was

associated with strains isolated from wild birds.

The results of this study provide evidence about the collateral effects in the environment
that come from the overuse of antimicrobials, indirectly affecting wildlife.

Key words: Salmonella enterica ser. Enteritidis, antimicrobial resistance genes, hosts.



INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) constituyen un importante
problema de salud publica a nivel mundial. Estas enfermedades se originan por la ingestion
de alimentos contaminados con microorganismos 0 sustancias quimicas en cantidades

suficientes para afectar la salud de los consumidores.

Entre los principales agentes bacterianos cominmente reconocidos como causantes de
ETA, se encuentra Salmonella enterica, siendo el consumo de productos avicolas, la fuente
de infeccién mas frecuente para los seres humanos. Sin embargo, las aves silvestres
también son reservorios de Salmonella, y podrian representar una fuente de diseminacion

del patdgeno para los animales y seres humanos.

En la actualidad, el desarrollo de resistencia antimicrobiana en patdgenos de importancia
clinica genera gran interés sanitario, tanto por sus implicancias médicas, como
socioecondmicas. La emergencia de cepas de Salmonella resistentes a multiples agentes
antimicrobianos parece ir en aumento y se atribuye principalmente a la inadecuada

utilizacion de ellos, tanto en medicina humana como veterinaria.

El excesivo uso de antimicrobianos en la produccion pecuaria ha generado un impacto en la
salud publica, ya que ha permitido la seleccion de genes de resistencia en bacterias
zoondticas, como Salmonella, los cuales pueden ser transmitidos hacia los seres humanos a
través de la cadena alimentaria. Por otro lado, es importante considerar a las aves silvestres
como posibles reservorios de genes de resistencia a antimicrobianos y estudiar su rol en la

diseminacion de estos hacia los seres humanos y otros animales.

El objetivo principal de esta Memoria de Titulo es comparar los perfiles genéticos de
resistencia antimicrobiana de cepas de S. enterica serotipo Enteritidis aisladas desde aves
silvestres, aves comerciales y seres humanos en Chile, y determinar su relacion con el

hospedero de origen de estas cepas.



REVISION BIBLIOGRAFICA
Caracteristicas del agente

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa zoonética producida por bacterias del género
Salmonella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. De acuerdo a la nomenclatura
actual, el género Salmonella esta compuesto por dos especies: Salmonella enterica y
Salmonella bongori. A su vez, S. enterica se subdivide en seis subespecies: enterica,

salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica (Sanchez et al., 2011).

En la actualidad se reconocen mas de 2.500 serotipos de Salmonella, siendo S. enterica la
subespecie que contiene los serotipos mas comunmente asociados a infecciones en los seres
humanos y en animales de abasto. Los serotipos de Salmonella no tifica se encuentran
ampliamente distribuidos en la naturaleza, incluyendo el tracto gastrointestinal de
mamiferos, reptiles, aves e insectos. Se describe que esta bacteria es capaz de sobrevivir
por largos periodos de tiempo fuera de su hospedero y persistir en el medio ambiente,
siendo aislada con frecuencia en vertidos de granjas, en aguas residuales humanas y en

cualquier material con contaminacion fecal (OIE, 2008; Ethelberg y Mglbak, 2014).
Infeccion en animales y seres humanos

Especies productivas, especialmente aves y cerdos, pueden estar infectados con Salmonella,
pero no mostrar signologia clinica, siendo portadores sanos de la infeccion. Estos animales
cobran especial relevancia en la diseminacion del patdgeno dentro de las explotaciones
animales, ya que la bacteria coloniza el tracto gastrointestinal y se excreta a traves de las
heces, representando una fuente de infeccion persistente para el resto de los animales
debido a la transmisidn fecal-oral (OIE, 2008; Hur et al., 2011).

Existen diversas formas de transmision de Salmonella desde los animales hacia los seres
humanos, tales como el contacto con animales domésticos y silvestres infectados, y la
contaminacion fecal de alimentos y/o fuentes de agua. Sin embargo, la infeccién en los
seres humanos se adquiere generalmente por el consumo de alimentos contaminados de

origen animal, principalmente carnes (ave, vacuno y cerdo) y huevo. Estos productos



alimenticios, al ser consumidos crudos o insuficientemente cocidos, originan la enfermedad
en humanos (Hald, 2013).

La principal fuente alimenticia asociada a la salmonelosis humana corresponde a los
alimentos de origen avicola, especialmente los huevos y sus productos derivados, siendo S.
enterica ser. Enteritidis el serotipo méas frecuentemente asociado con la infeccion de éstos
(Martelli y Davies, 2012).

Sin embargo, durante los ultimos afios se ha incrementado el interés sobre el rol que juegan
las aves silvestres como vectores de agentes patdgenos zoondticos que pueden ser
transmitidos a los seres humanos. Especial relevancia cobran las especies migratorias
debido a su capacidad de recorrer grandes distancias, contaminando pastizales y fuentes de
agua alrededor del mundo (Tsiodras et al., 2008; Ramos et al., 2010). Actualmente se ha
observado un incremento en la poblacion de gaviotas, las cuales han sobrepoblado los
centros urbanos en busca de alimentos, principalmente alrededor de vertederos y sitios de
descarga de aguas residuales, por lo tanto, producto de la contaminacién fecal de estos
lugares, las gaviotas pueden adquirir la infeccion por Salmonella. Estas aves son
relativamente resistentes a la enfermedad, pero son portadoras de la bacteria y, por lo tanto,
representan una potencial fuente de infeccion para seres humanos y animales de granja
(Tizard, 2004; Ramos et al., 2010; Rodriguez et al., 2012a).

Generalmente los seres humanos al adquirir la infeccién s6lo presentan una gastroenteritis
aguda, que se manifiesta 18-48 horas después de la ingestion de la bacteria y se caracteriza
por la presencia de fiebre, dolor abdominal, diarrea, nauseas y vomitos. Usualmente, en
individuos sanos, la infeccion es autolimitante y los sintomas gastrointestinales evolucionan
satisfactoriamente al cabo de dos a cinco dias, sin necesidad de requerir tratamiento
antimicrobiano. Sin embargo, ocasionalmente, pueden presentarse cuadros mas graves en
que la bacteria invade el torrente sanguineo, ocasionando cuadros sistémicos que pueden
Ilegar a comprometer otros 6rganos y producir lesiones localizadas, tales como meningitis,
endocarditis, neumonia y osteomielitis, situacion en la cual el uso de antimicrobianos

constituye una herramienta terapéutica importante (Hald, 2013; Percival y Williams, 2014).



Epidemiologia

Durante el siglo X1X y comienzos del siglo XX, en varios paises del mundo, las infecciones
por Salmonella eran provocadas principalmente por S. enterica ser. Typhi, que corresponde
al agente causal de la fiebre tifoidea. Sin embargo, con el transcurso de los afios se produjo
un descenso importante de la incidencia de este serotipo en los paises industrializados,
debido a las mejoras en la higiene y sanitizacion, ya que esta enfermedad se asocia

principalmente a deficiencias de saneamiento ambiental (S&nchez et al., 2011).

Esta misma situacion se replica en Chile, ya que segin reportes de vigilancia
epidemioldgica del Ministerio de Salud, S. enterica ser. Typhi era el serotipo mas
frecuentemente identificado por el Laboratorio de Referencia hasta el afio 1993. Sin
embargo, a partir del afo 1994 se produce un descenso abrupto en la incidencia de este
serotipo, principalmente debido a que el aumento de la cobertura de agua potable y la
aplicacion de medidas basicas de higiene, provocaron un blogueo de la transmision de este
patégeno, impidiendo la contaminacion de los alimentos. Es asi como comienza a emerger
S. enterica ser. Enteritidis asociado fundamentalmente al crecimiento de la industria avicola
nacional, donde los animales son sometidos a condiciones productivas que facilitan la
diseminacion de este patdgeno y la contaminacién e infeccion de un gran nimero de aves
(Fica et al., 2001; Instituto de Salud Publica, 2012).

Resistencia a agentes antimicrobianos

La resistencia bacteriana a los agentes antimicrobianos es un problema multifactorial, con
implicancias microbiolégicas, terapéuticas, epidemiolégicas y de salud puablica. Su
principal consecuencia consiste en los fracasos del tratamiento antimicrobiano, debido a
que las opciones terapéuticas para bacterias resistentes son menores y, en ocasiones, menos
eficaces (Martinez y Calvo, 2010). Esta situacion provoca que las enfermedades sean mas
graves y tengan una mayor duracion, ademas de ocasionar aumentos en las tasas de
hospitalizacion y en el numero de muertes, lo que conlleva un alto costo para la sociedad
(WHO, 2011).

Se reconoce que los antimicrobianos son indispensables para el control de infecciones
bacterianas, tanto en medicina humana como veterinaria, sin embargo, una consecuencia
4



ineludible de la utilizacion de estos, corresponde a la seleccion de poblaciones bacterianas
naturalmente resistentes o que han adquirido genes involucrados con la resistencia a dichos
agentes (Martinez y Calvo, 2010; Butaye et al., 2014).

La resistencia a antimicrobianos representa un importante problema de inocuidad
alimentaria, puesto que en animales destinados a consumo los antibidticos no sélo son
utilizados para el tratamiento de las enfermedades infecciosas, sino que también como
medida profilactica y como promotores del crecimiento. Por lo tanto, el excesivo uso de
estos farmacos en animales productivos, promueve la seleccidn de bacterias resistentes y la
propagacion de genes implicados en dicha resistencia hacia los seres humanos a través de la
cadena alimentaria (WHO, 2011).

Las bacterias resistentes a agentes antimicrobianos tienen la capacidad de transmitir genes
de resistencia mediante transferencia horizontal y, de esta manera, contribuir a la
diseminacion de estos genes entre poblaciones bacterianas (Butaye et al., 2014). La
diseminacion horizontal de genes de resistencia se produce a través de elementos genéticos
moviles o movilizables, tales como plasmidos, transposones e integrones (De Toro et al.,
2014). La transferencia horizontal de estos elementos entre diferentes bacterias puede
ocurrir por conjugacion, transformacién o transduccién, que corresponden a los procesos
basicos de transferencia de genes entre bacterias, permitiendo la adquisicion de multiples

secuencias por la bacteria receptora (Glenn et al., 2013).

Las bacterias poseen diversos mecanismos de resistencia a agentes antimicrobianos, tales
como la produccion de enzimas que inactivan estos agentes, disminucion de la
permeabilidad celular de la bacteria hacia los antibidticos a través de la expresion de
bombas de eflujo o porinas, y la modificacion de la molécula blanco del antimicrobiano
(Sefton, 2002).

Durante los Gltimos afios, se ha estudiado la resistencia antimicrobiana en varios serotipos
de S. enterica realizando pruebas de susceptibilidad antimicrobiana frente a una serie de
antibioticos de importancia clinica. Ademas, se han realizado estudios genotipicos con la
finalidad de detectar genes asociados a la resistencia antimicrobiana en cepas aisladas desde

seres humanos y animales.



Zou et al. (2012) realizaron una investigacion en cepas de S. enterica ser. Enteritidis
aisladas de seres humanos, en la que determinaron la susceptibilidad antimicrobiana de
doce antibidticos (amikacina, gentamicina, estreptomicina, kanamicina, amoxicilina/acido
clavulanico, ceftriazona, cefalotina, ampicilina, ciprofloxacino,
trimetoprim/sulfametoxazol, cloranfenicol y tetraciclina). Los resultados mostraron que la
mayoria de las cepas analizadas (n=409; 96,2%) eran susceptibles a todos los antibidticos, y
solo unas pocas cepas mostraron resistencia a alguno de ellos, siendo la ampicilina el
antimicrobiano que mostré la més alta frecuencia de resistencia (2,35%), seguida por la
estreptomicina (2,17%) y cefalotina (1,4%). Ademaés, solo se detectaron siete cepas
resistentes a multiples farmacos (MDR), es decir, que mostraban resistencia a tres 0 mas
categorias de antimicrobianos. Estos resultados coinciden con los obtenidos en otros
estudios, donde se postula que el serotipo Enteritidis exhibe una baja frecuencia de
resistencia a antimicrobianos, en comparacion al serotipo Typhimurium, que a menudo se

relaciona con fenotipos de multirresistencia (De Toro et al., 2014).

En ese mismo estudio se realiz6 la caracterizacion molecular de los determinantes de
resistencia antimicrobiana utilizando la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), con la finalidad de determinar los genes responsables de codificar resistencia a los
diferentes antimicrobianos. Se identificaron once genes: blatem y blapse (B-lactdmicos de
espectro extendido); tet(A), tet(B) y tet(G) (tetraciclina); aadAl/A2 y strA/B
(aminoglicésidos); cml  (cloranfenicol); aphAl  (kanamicina); sull 'y sul2
(trimetoprim/sulfametoxazol). Estos autores determinaron que la resistencia a
aminoglicésidos fue predominantemente codificada por el gen strA/B (75%), mientras que
la resistencia a la tetraciclina fue codificada mayoritariamente por el gen tet(A) (60%).
Todas las cepas resistentes a la ampicilina portaban el gen blarem, lo cual coincide con
datos publicados que describen que la resistencia bacteriana a p-lactamicos se debe
principalmente a la produccién de la enzima TEM (Hur et al., 2011). Ademas, en este
estudio una sola cepa resistente resultd positiva para la presencia de integrones clase 1, lo
que concuerda con otros autores que plantean que estos elementos genéticos no se
encuentran muy difundidos en cepas de S. enterica ser. Enteritidis, a diferencia del serotipo
Typhimurium, los cuales cumplen un importante rol en la diseminacion de resistencia

antimicrobiana.



Por otro lado, Hur et al. (2011), realizaron un estudio en 46 cepas de S. enterica ser.
Enteritidis aisladas desde aves de corral, donde evaluaron la susceptibilidad antimicrobiana
de 21 agentes, con el objetivo de determinar la base genética que codifica los fenotipos
observados en este estudio. Los resultados mostraron que todas las cepas fueron resistentes
a al menos un agente antimicrobiano, con el 65,2% de las cepas resistentes a tres 0 mas
antimicrobianos. Se determiné que las cepas fueron resistentes principalmente a
sulfisoxazol (97,8%), acido nalidixico (87%), penicilinas (52,2%), estreptomicina (52,2%)
y tetraciclina (27,7%). Luego, mediante la técnica de PCR se evaluaron 14 genes de
resistencia antimicrobiana (blarem, blactx-m, sull, sul2, sul3, strA, strB, aadA2, tet(A),
tet(B), tet(G), gnrA, gnrB y gnrS), los cuales confieren resistencia a cinco categorias de
antimicrobianos, incluyendo penicilinas, sulfonamidas, aminoglicésidos, tetraciclinas y
quinolonas. Los resultados mostraron que 19/23 cepas resistentes a la penicilina portaban el
gen blarem, 37/45 de las cepas resistentes a sulfisoxazol portaban el gen sul2, mientras que
23/24 cepas resistentes a la estreptomicina portaban los genes strA y strB, ademas todas las

cepas resistentes a la tetraciclina portaban el gen tet(A).

Ademas se han realizado estudios para determinar resistencia antimicrobiana en aves
silvestres, como es el caso de la investigacion de Dolejska et al. (2009), donde se detecto
resistencia en cepas de Salmonella aisladas desde fuentes de agua y heces de gaviotas. Los
resultados de este estudio mostraron que de un total de 87 muestras tomadas de estanques
de agua, el 16% fue positivo a Salmonella, siendo S. enterica ser. Enteritidis el serotipo
mas prevalente, el cual fue detectado en el 50% de las muestras positivas a Salmonella. En
las muestras fecales de 216 gaviotas, el 24% portaba Salmonella, siendo el serotipo
Enteritidis el méas prevalente. Ademas, las muestras fueron sometidas a una prueba de
susceptibilidad antimicrobiana frente a un panel de 12 antibi6ticos, donde se detectd
resistencia a uno o mas antibioticos en 14% y 29% de las cepas aisladas desde estanques de
aguas y heces de gaviotas, respectivamente. Finalmente, mediante la técnica de PCR se
identificaron tres genes asociados con resistencia antimicrobiana, blatem, strA y tet(A),

detectando resistencia a ampicilina, estreptomicina y tetraciclina, respectivamente.

Estos resultados revelan la importancia de monitorear resistencia antimicrobiana en

especies animales destinadas a consumo, sobre todo resistencia a fluoroquinolonas y
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cefalosporinas de tercera generacion, ya que son los farmacos de eleccion para el
tratamiento empirico de las infecciones humanas por Salmonella (De Toro et al., 2014). Por
otro lado, en la actualidad ha crecido el interés por realizar estudios en aves silvestres para
detectar resistencia antimicrobiana, sobre todo en gaviotas, debido a su rol como posibles

reservorios de genes asociados a dicha resistencia.

En el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias (FAVET), de la Universidad de Chile, se realiz6 un estudio (Lillo, 2014) que
tenia como objetivo detectar fenotipos de resistencia en un total de 111 cepas de S.
enterica, aisladas desde aves silvestres (49 cepas), aves comerciales (30 cepas) y seres
humanos (32 cepas). Los antimicrobianos evaluados fueron enrofloxacino, amoxicilina +
acido clavulanico, cefotaxima, gentamicina, tetraciclina, sulfametoxazol + trimetoprim,
ceftiofur, cefradina, ampicilina y cefadroxilo. Los resultados de este estudio arrojaron que
del total de cepas analizadas, se obtuvieron 43 cepas susceptibles (39%) y 68 cepas
resistentes (61%) a al menos un agente antimicrobiano. Las cepas aisladas desde aves
silvestres presentaron un mayor porcentaje de resistencia (86%), seguida por las aves
comerciales (53%) y, finalmente, los seres humanos (31%).

Los valores relativos de cepas resistentes a antimicrobianos en aves silvestres, aves

comerciales y humanos se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1: Valores relativos de cepas resistentes a antimicrobianos segun hospederos.

Antimicrobianos

Hospedero ENR* | AMC* | CTX* | CN* | TE* | STX* | EFT* | CE* | AMP* | CFR*

Aves 18% 8% 6% 12% | 67% 4% 12% 12% 29% 4%
silvestres
Aves 7% 0% 3% 0% 17% 7% 23% 10% 3% 7%
comerciales
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.

En base a la mencionada evidencia fenotipica de resistencia antimicrobiana, esta Memoria
de Titulo tiene por objetivo comparar los perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana de
estas cepas de S. enterica ser. Enteritidis aisladas desde aves silvestres, aves comerciales y

seres humanos en Chile, y determinar su relacion con el hospedero de origen de estas cepas.



HIPOTESIS

Los perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana de cepas de S. enterica ser. Enteritidis

tienen una presentacion variable segun el hospedero de origen.

OBJETIVO GENERAL

Comparar los perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana de cepas de S. enterica ser.
Enteritidis aisladas desde aves silvestres, aves comerciales y seres humanos en Chile y

determinar su relacion con el hospedero de origen de estas cepas.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar los perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana de cepas de S. enterica

ser. Enteritidis aisladas de aves silvestres, aves comerciales y seres humanos.

2. Comparar los perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana entre hospederos de

origen de las cepas.
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MATERIALES Y METODOS
Muestras

En esta Memoria de Titulo se analizo un total de 96 cepas de S. enterica ser. Enteritidis
aisladas desde aves silvestres (33 cepas), aves comerciales (31 cepas) y seres humanos (32
cepas), las que se encuentran disponibles en el cepario del Laboratorio de Enfermedades
Infecciosas de FAVET, Universidad de Chile. Las cepas evaluadas en este estudio, especie
de origen y perfiles fenotipicos de resistencia a antimicrobianos detectados por Lillo

(2014), se encuentran disponibles en Anexos, Tabla 2.
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se seleccionaron genes que codifican resistencia a tetraciclina (tet(A), tet(B) y tet(G)),
amoxicilina + acido clavulanico y ampicilina (blapsg-1, blatem y blacwmy), ceftiofur (blacmy),
gentamicina (aadB y aacC), ademas se detectd la presencia de integrones clase 1. Como
controles positivos se utilizaron cepas de S. enterica ser. Enteritidis facilitadas por el ISP,
cuyos perfiles de resistencia fueron previamente determinados por esta institucion. Como
controles negativos se utilizaron mezclas de reaccion sin templado. Los genes evaluados en

este estudio y sus respectivos partidores se detallan en la Tabla 3.

Tabla 3: Genes asociados a resistencia antimicrobiana y caracteristicas de los partidores
utilizados para su deteccion.

Gen PCR Secuencia 5"-3° Producto (pb) Tm (°C) Resistencia* Referencia
tet(A) D gctacatcctgcttgecttc 210 56.2 TET Ng et al.,
R catagatcgccgtgaagagg 55.1 1999
tet(B) D ttggttaggggcaagttttg 659 53.5 TET Ng et al.,
R gtaatgggccaataacaccg 53.9 1999
tet(G) D gctcggtggtatctetgctc 468 57.3 TET Ng et al.,
R agcaacagaatcgggaacac 55.5 1999
blapse-1 D tttggttccgegctatctg 131 55.5 AMC/AMP  Carlson et
R tactccgagcaccaaatccg 57.0 al., 1999
blarem D gcacgagtgggttacatcga 290 57.2 AMC/AMP  Carlson et
R ggtcctccgategttgtcag 57.5 al., 1999
blacmy D gacagcctctctttctccaca 1000 56.4 AMC/AMP  Randall et
R tggaacgaaggctacgta 52.9 EFT al., 2004
aadB D gagcgaaatctgecgcetctgg 319 60.8 CN Randall et
R ctgttacaacggactggccge 61.0 al., 2004
aacC D ggcgcgatcaacgaatttatccga 489 59.7 CN Lynne et
R ccattcgatgccgaaggaaacgat 59.7 al., 2008
Integron D ggcatccaagcagcaagc 1000-1200 57.7 Integrén Randall et
R aagcagacttgacctgat 50.7 al., 2004
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* TET Tetracicling, AMC Amoxicilina + Acido Clavulanico, AMP Ampicilina, EFT
Ceftiofur, CN Gentamicina.

Para la deteccion de los genes asociados con resistencia antimicrobiana se utiliz6 PCR
convencional, segun las condiciones de amplificacién indicadas en las Tablas 4 y 5.

Tabla 4;: Mix PCR convencional.

Reactivo Concentracion Vollmenes (uL)
Buffer Tag 10x X 1
MgCl, 50 mM 1,35 mM 0,27
dNTPs 10 mM 0,2 mM 0,2
TagPol platinum 0,25U 0,05
DNA Templado 10-100 ng 0,5
Partidor 1 10x 500 nM 0,5
Partidor 2 10x 500 nM 0,5
H.O csp 6,98
Volumen final 10

Tabla 5: Condiciones PCR.

T° (°C) Tiempo N° ciclos
94 5 min 1
94 30 seg
55 30 seg 35
72 50 seg
72 7 min 1

Posteriormente, se procedié a realizar la electroforesis en gel de agarosa al 2% y se utilizd

tincion con GelRed® para la visualizacion de los amplificados.
Anélisis de datos

La presencia de un gen fue registrada con un valor de 1, y su ausencia con un valor de 0. De
esta manera, cada cepa tiene un perfil de genes de resistencia antimicrobiana con un

namero de 10 digitos.

La presencia de variabilidad en los perfiles de genes de resistencia antimicrobiana entre
cepas de distintos hospederos se determiné utilizando el estadistico de X? para datos
categorizados, mediante el uso de tablas de contingencia en el programa Infostat®.
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Para determinar la asociacion entre genes de resistencia antimicrobiana y hospedero de
origen de las cepas de S. enterica ser. Enteritidis, se utilizo el Test exacto de Fisher como

prueba de significacion estadistica.
Bioseguridad

Durante todo el proceso experimental, se utilizaron guantes y delantal como elementos de
proteccion individual. Las manos y las superficies de trabajo fueron desinfectadas
rutinariamente utilizando alcohol 70%. La observacion de los geles en transiluminador UV

se realiz6 con uso de filtro UV y lentes de proteccion UV.
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RESULTADOS

1. Determinacion de perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana de cepas de S.
enterica ser. Enteritidis aisladas de aves silvestres, aves comerciales y seres

humanos.

En esta Memoria de Titulo se obtuvo un total de 13 perfiles genéticos de resistencia

antimicrobiana diferentes (Tabla 6 y Figura 1).

Tabla 6: Perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana y su frecuencia segiin hospedero

de origen de las cepas.

Perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana NUmero de cepas por hospedero (%)
N° | tet(A)-tet(B)-tet(G)-blapse-1-blatem-blacwy-aadB-aacC-Int-Int |  A.S.* AC.* H.* Total
1200 700
110 0 0 0 0 0 0 0 0 O 6 (18) 22(71) 30(94) 58(55)
210 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0(0) 1(3) 0(0) 1(1)
310 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0(0) 3(10) 0 (0) 3(3)
4 10 0 0 0 0 0 1 0 0 O 0 (0) 1(3) 0 (0) 1(1)
510 0 0 0 0 1 0 0 1 0 0(0) 1(3) 0(0) 1(1)
6 | 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0(0) 1(3) 0(0) 1(1)
7 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 | 21(64) 0(0) 2 (6) 23 (24)
8/1 0o o0 0 0O O 0 0 0 1 0 (0) 1(3) 0(0) 1(1)
9/1 o o0 0 0O O 0 0O 1 O 1(3) 0(0) 0(0) 1(1)
10| 1 0 0 0 0 0 0 1 0 O 1(3) 0(0) 0(0) 1(1)
17/{1 0o 0 0 0 O 0 1 1 0 1(3) 0(0) 0(0) 1(1)
2(1 0 0 0 1 0 0 0 0 O 3(9) 0(0) 0(0) 3(3)
13| 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0(0) 1(3) 0(0) 1(1)
Cepas totales 33 31 32 96

1 = presencia del gen, 0 = ausencia del gen.
Int-1200, Int-700 = Secuencia del integron de 1.200 pb o 700 pb, respectivamente.

* A.S. = Aves silvestres; A.C. = Aves comerciales; H. = Humanos.
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Figura 1: Grafico de perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana y su frecuencia segun

hospedero de origen de las cepas.
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Perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana

De las 96 cepas de S. enterica ser. Enteritidis analizadas en esta Memoria, se encontraron
13 perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana, de los cuales el nimero 1 fue el Unico
compartido entre cepas aisladas desde los tres hospederos en estudio. Cabe mencionar que
este perfil genético corresponde al que no contiene ningun gen de resistencia

antimicrobiana.

Ademas se determind que el perfil genético nimero 7 (cepas que contienen el gen tet(A)),
estd presente en cepas obtenidas de aves silvestres y seres humanos. Sin embargo, la
mayoria de los perfiles genéticos solo fueron hallados en cepas aisladas desde un
hospedero, como es el caso de los perfiles nimero 2 (Int-700 pb), 3 (Int-1200 pb), 4
(aadB), 5 (blacmy e Int-1200 pb), 6 (blatem e Int-1200 pb), 8 (tet(A) e Int-700 pb) y 13
(tet(A), blatem e Int-700 pb), que sélo estan presentes en cepas obtenidas de aves
comerciales. Mientras que los perfiles genéticos nimero 9 (tet(A) e Int-1200 pb), 10 (tet(A)
y aacC), 11 (tet(A), aacC e Int-1200 pb) y 12 (tet(A) y blatem), s6lo se encontraron en

cepas aisladas desde aves silvestres.

Adicionalmente al estudio de los perfiles genéticos, los datos obtenidos en esta Memoria
fueron analizados con la finalidad de determinar la asociacién de genes de resistencia
antimicrobiana con hospedero de origen de las cepas de S. enterica ser. Enteritidis (Tabla 7
y Figura 2).
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Tabla 7: Genes de resistencia antimicrobiana y su frecuencia seguin hospedero de origen de

las cepas.
Hospedero

Gen de resistencia Aves silvestres Aves comerciales Humanos Total

antimicrobiana (%) (%) (%) (%)
tet(A) 27 (82) 2 (6) 2 (6) 31 (32)

tet(B) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

tet(G) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

blapse-1 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

blatem 3(9) 2 (6) 0 (0) 5 (5)

blacmy 0(0) 1(3) 0 (0) 1(1)

aadB 0 (0) 1(3) 0 (0) 1(1)

aacC 2 (6) 0 (0) 0 (0) 2(2)

Int-1200 pb 2 (6) 5 (16) 0 (0) 7(7)

Int-700 pb 0 (0) 3 (10) 0 (0) 3(3)

* Int-1200 pb, Int 700 pb = Secuencia del integrén de 1.200 pb o 700 pb, respectivamente.

Figura 2: Gréfico de genes de resistencia antimicrobiana y su frecuencia segun hospedero

de origen de las cepas.
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Genes de resistencia antimicrobiana

Del total de 96 cepas de S. enterica ser. Enteritidis analizadas, 38 (40%) de ellas fueron
positivas a al menos uno de los genes de resistencia antimicrobiana incluidos en este
estudio, mientras que en las 58 cepas restantes (60%) no se encontré ningln de resistencia
antimicrobiana.
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En relacion a las 33 cepas aisladas desde aves silvestres, 27 (82%) fueron positivas a al
menos uno de los genes de resistencia antimicrobiana. En el caso de las cepas obtenidas de
aves comerciales, los resultados mostraron que de un total de 31 cepas, 9 (29%) fueron
positivas a al menos uno de los genes de resistencia antimicrobiana. Finalmente, en el caso
de las 32 cepas aisladas desde seres humanos, 2 (6%) fueron positivas a al menos uno de
los genes de resistencia antimicrobiana incluidos en este estudio (Tabla 8).

Tabla 8: Genes de resistencia antimicrobiana presentes en cepas de S. enterica ser.
Enteritidis aisladas desde aves silvestres, aves comerciales y humanos.

Aves silvestres Aves comerciales Humanos

ID Genes ID Genes ID Genes
SPP57 tet(A), 1-1200 SE7 tet(A), 1-700 SE28 ND
SPP64 tet(A) SE89 ND SE76 tet(A)
SPP52 tet(A) SE1 aadB SE32 ND
SPP59 tet(A) SE6 tet(A), blarem, 1-700 SE67 ND
SPP63 tet(A) SE84 1-1200 SE71 ND
SPP58 tet(A) SE5 ND SE74 ND
SPP60 tet(A) SE11 ND SE75 tet(A)
SPP61 tet(A), aacC SE35 ND SE78 ND
SPP65 tet(A) SE41 ND SE82 ND
SE21 ND SE42 ND SE57 ND
SPP24 ND SE48 ND SE24 ND
SPP50 tet(A) SE86 ND SE25 ND
SPP51 tet(A) SE87 ND SE27 ND
SPP53 tet(A) SE91 ND SE30 ND
SPP56 tet(A), aacC, 1-1200 SE92 ND SE33 ND
SPP74 tet(A) SE96 ND SE53 ND
SPP75 tet(A) SE2 1-700 SE54 ND
SPP76 tet(A) SE3 blatem, 1-1200 SE55 ND
SPP80 tet(A) SE10 ND SE65 ND
SPP54 tet(A) SE12 ND SE66 ND
SPP62 tet(A) SE13 ND SE68 ND
SPP66 tet(A) SE14 ND SE69 ND
SPP68 tet(A) SE34 ND SE70 ND
SPP70 tet(A) SE40 ND SE72 ND
SPP71 ND SE88 blacwmy, 1-1200 SE73 ND
SPP72 tet(A), blatem SE90 1-1200 SE77 ND
SPP73 tet(A) SE93 ND SE79 ND
SPP77 tet(A), blarem SE94 1-1200 SES80 ND
SPP78 tet(A) SE95 ND SES81 ND
SPP79 tet(A), blarem SE97 ND SE56 ND
SE17 ND SE50 ND SE58 ND
SPP67 ND SE59 ND
SPP69 ND

*1-1200, 1-700 = Secuencia del integron de 1.200 pb o 700 pb, respectivamente. ND = No
detectados.
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2. Comparacion de perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana entre hospederos

de origen de las cepas.

Los perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana fueron comparados utilizando el
estadistico de Chi cuadrado para datos categorizados, mediante el uso de tablas de

contingencia en el programa Infostat®.

El andlisis estadistico de los perfiles genéticos arrojo un valor de p < 0,0001, menor al nivel
de significancia establecido (p > 0,05). Por lo tanto, en Chile, hay cepas de S. enterica ser.
Enteritidis que presentan perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana que efectivamente

estan asociados al hospedero de origen de estas cepas.

Por otro lado, para determinar la asociacion entre genes de resistencia antimicrobiana y
hospedero de origen de las cepas, se utilizd el Test exacto de Fisher como prueba de
significacion estadistica. Los resultados fueron estadisticamente significativos (p < 0,05)
solo para el caso del gen de resistencia tet(A) (p < 0,0001) (Tabla 9), el cual result6 estar
asociado a cepas obtenidas de aves silvestres. Mientras que en el resto de los genes de
resistencia antimicrobiana incluidos en este estudio, no se encontré6 asociacion

estadisticamente significativa.

Tabla 9: Genes de resistencia antimicrobiana evaluados y significancia estadistica (valor de
p).

Gen de resistencia antimicrobiana Valor de p
tet(A) < 0,0001
tet(B) 1,0
tet(G) 1,0
blapse.1 1,0
bIaTEM 0,2778
blacmy 0,3229
aadB 0,3229
aacC 0,3265

Int-1200 pb 0,0587
Int-700 pb 0,2694

* Int-1200, Int-700 = Secuencia del integron de 1.200 pb o 700 pb, respectivamente.
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DISCUSION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) representan un importante
problema de salud puablica en el mundo. Por un lado, en paises subdesarrollados, son la
principal causa de enfermedad y muerte, mientras que en paises desarrollados producen

grandes pérdidas de productividad y altos costos econdémicos.

Segln los ultimos reportes publicados por el Departamento de Epidemiologia del
Ministerio de Salud de Chile (25 de noviembre de 2014), durante el afio 2014 se habian
notificado 850 brotes de ETA, de los cuales solo el 7% tenia un agente etiologico
identificado, siendo Salmonella spp. el agente mas frecuente (85,2% del total de las
muestras) (Ministerio de Salud, 2014). Ademas, los datos de vigilancia de Salmonella spp.
proporcionados por el Instituto de Salud Publica de Chile sefialan que durante el periodo
comprendido entre enero de 2009 y julio de 2014, se confirmaron 16.214 cepas de
Salmonella spp. provenientes de aislamientos de origen clinico, observandose un
predominio del serotipo Enteritidis (65,3%), seguida del serotipo Typhimurium (12,7%)
(Instituto de Salud Publica, 2014). Estos datos concuerdan con los obtenidos en la Union
Europea, donde Enteritidis y Typhimurium son los dos principales serotipos detectados
durante el afio 2012, con 34.019 y 18.248 casos de salmonelosis reportados,
respectivamente (European Food Safety Authority and European Centre for Disease
Prevention and Control, 2014). En el caso de Estados Unidos, los datos también indican
que el serotipo Enteritidis es el que predominantemente provoca la infeccion en seres
humanos (34%) (Morbidity and Mortality Weekly Report, 2013).

En la actualidad, Salmonella spp. no s6lo implica una preocupacion para la salud publica
debido a la cantidad de casos descritos alrededor del mundo, sino que ademés por la
emergencia de cepas resistentes a diversos agentes antimicrobianos, ocasionando fracasos
en los tratamientos con antibioticos convencionales. Actualmente los antimicrobianos mas
utilizados para los casos de salmonelosis son las fluoroquinolonas y las cefalosporinas de
tercera generacién, sin embargo, la aparicion de mecanismos de resistencia a dichos
antibidticos, limitan las opciones terapéuticas. Se han reportado altos niveles de resistencia
para el acido nalidixico y ciprofloxacino (18,7% y 9,3% en 2010) en cepas de S. enterica

ser. Enteritidis de origen humano. La resistencia a ciprofloxacino (fluoroguinolona) es
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clinicamente relevante, ya que representa una de las opciones terapéuticas para la
salmonelosis severa en pacientes de edad avanzada o inmunocomprometidos (Palomo et
al., 2013; De Toro et al., 2014).

A pesar de que la resistencia antimicrobiana en cepas de S. enterica ser. Enteritidis es
menos frecuente en comparacion con otros serotipos, se ha descrito en varios paises, por lo
tanto, es importante realizar una vigilancia continua para monitorear la emergencia de
cepas resistentes a antimicrobianos (Zou et al., 2012). La mayoria de los aislamientos
clinicos del serotipo Enteritidis son susceptibles a varios agentes antimicrobianos y la
multirresistencia (resistencia a 3 0 mas categorias de antimicrobianos) es raramente
reportada. Sin embargo, la alta tasa de resistencia y multirresistencia encontrada en algunos
estudio realizados en cepas de S. enterica ser. Enteritidis, pueden complicar futuras
opciones para el tratamiento de infecciones de salmonelosis (Hur et al., 2011).

En base a estos antecedentes, en esta Memoria de Titulo se estudio la presencia de diversos
genes asociados a resistencia antimicrobiana en cepas de S. enterica ser. Enteritidis aisladas
desde distintos hospederos, con la finalidad de determinar los perfiles genéticos de

resistencia antimicrobiana y compararlos entre los hospederos de origen de las cepas.

Segun los datos proporcionados por este estudio, en Chile, existen diferentes perfiles
genéticos de resistencia antimicrobiana en cepas de S. enterica ser. Enteritidis aisladas
desde aves silvestres, aves comerciales y seres humanos, los que ademas resultaron estar
asociados a algunos de los hospederos de origen de las cepas. En bacterias aisladas desde
aves comerciales existen varios perfiles genéticos asociados a su hospedero, 1o mismo
ocurre en cepas obtenidas de aves silvestres, pero no asi en cepas de origen humano (Tabla

6y Figura 1).

En este estudio no se encontr6 ningdn perfil genético de resistencia antimicrobiana que esté
presente tanto en cepas obtenidas de aves comerciales como en cepas de origen humano.
Los estudios sobre la resistencia antimicrobiana en cepas de S. enterica mayoritariamente
se han enfocado en la interaccion que existe entre animales productores de alimentos y
seres humanos, debido a la relevancia que tienen en el &mbito de inocuidad de los

alimentos, ya que se reconoce que los humanos adquieren este patdgeno principalmente a
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través de productos alimenticios de origen animal contaminados (Hald, 2013). Por lo tanto,
los resultados de este estudio sugieren que a raiz de que existe mayor conocimiento en este
tema, es probable que se estén tomando medidas sobre el uso de antimicrobianos en
planteles de produccién animal, disminuyendo la utilizacion de estos farmacos, y de esta
manera reduciendo la transmision de bacterias resistentes desde estos animales hacia los

seres humanos a través de la cadena alimentaria.

Un hallazgo interesante de esta Memoria es que se encontrd6 un perfil genético de
resistencia antimicrobiana que esta presente tanto en cepas aisladas desde aves silvestres
como en cepas de origen humano, el cual corresponde a bacterias que sélo contienen el gen
de resistencia tet(A). Para comprender esta situacion es necesario reconocer la relaciéon que
existe entre las aves silvestres y los seres humanos. Por un lado, las aves silvestres son
vectores de una serie de patdgenos zoonoticos, entre ellos Salmonella, los que pueden ser
transmitidos a los seres humanos, especial relevancia cobran las especies migratorias
debido a su capacidad de recorrer grandes distancias, contaminando pastizales y fuentes de
agua (Tsiodras et al., 2008; Ramos et al., 2010). Ademas, durante los ultimos afios se ha
observado un incremento en la poblacion de gaviotas, las cuales han ampliado su habitat
méas alld de las zonas costeras, sobrepoblando areas urbanas en busca de alimentos,
principalmente alrededor de vertederos y sitios de descarga de aguas residuales,
encontrandose en estrecho contacto con los seres humanos. Se ha descrito que las aves
silvestres adquieren bacterias resistentes a antibidticos principalmente a través de fuentes
de agua contaminadas, por lo tanto, es importante considerar la contaminacién ambiental
con bacterias que contienen genes de resistencia antimicrobiana, ya que se han aislado
bacterias resistentes desde varios ambientes acuéticos, incluyendo agua potable, rios, aguas
residuales y agua marina, lo que genera un gran impacto medio ambiental (Dolejska et al.,
2009; Hilbert et al., 2012; Martins Da Costa et al., 2013). Bajo esta premisa, bacterias
resistentes de origen humano pueden ser descargadas a fuentes de agua, llegando de esta
manera a las aves silvestres, y a su vez estas Gltimas pueden actuar como reservorios de

estos genes y diseminarlos hacia los seres humanos y otros animales.

Respecto a la asociacion de genes de resistencia con hospedero de origen de las cepas, los

resultados fueron estadisticamente significativos sélo para el gen tet(A), el cual esta

21



asociado a cepas de S. enterica ser. Enteritidis aisladas desde aves silvestres (Tabla 7 y
Figura 2). Este resultado es concordante con el estudio sobre fenotipos de resistencia
antimicrobiana realizado por Lillo (2014), donde se encontrd que el fenotipo de resistencia

de tetraciclina estd asociado a las aves silvestres como su hospedero de origen.

En primer lugar, de los tres genes de resistencia estudiados para el antimicrobiano
tetraciclina (tet(A), tet(B) y tet(G)), s6lo se encontro la presencia del gen tet(A) en las cepas
analizadas, lo cual concuerda con otros estudios realizados en S. enterica ser. Enteritidis,
donde la resistencia a tetraciclina fue codificada mayoritariamente por este gen de
resistencia antimicrobiana (Hur et al., 2011). De la totalidad de las cepas analizadas (96), el
gen tet(A) esta presente en 31 cepas (32%), de las cuales 27 (87%) corresponden a aves
silvestres, mientras que s6lo se encontrd en 2 cepas (6,5%) aisladas de aves comerciales y
en 2 cepas (6,5%) de origen humano.

Respecto a los genes que codifican resistencia a -lactamicos (blapse-1, blatem y blacwmy), el
mas frecuentemente detectado fue el gen blarem. Estos resultados sugieren que las cepas
resistentes a B-lactamicos estan asociadas principalmente con la produccion de enzimas -
lactamasas del tipo TEM, lo que concuerda con datos obtenidos en estudios previos (Hur et
al., 2011; Zou et al., 2012; De Toro et al., 2014). De la totalidad de cepas analizadas en
esta memoria (96), el gen blatem estd presente en 5 cepas (5%), de las cuales 3 (3%)
corresponden a cepas aisladas desde aves silvestres y 2 (2%) corresponden a cepas aisladas
desde aves comerciales, mientras que no se encontré presencia de este gen en las cepas de
origen humano. El gen blacmy estd cominmente asociado con resistencia a ceftiofur en
cepas de Salmonella spp. (Lynne et al., 2008), sin embargo, en este estudio sélo fue
detectado en una de ellas (1%), la cual fue aislada desde aves comerciales. Mientras que el

gen blapse-1 no fue detectado en ninguna de las cepas incluidas en esta Memoria.

Los genes de resistencia a gentamicina, aadB y aacC, han sido reportados previamente en
S. enterica (Randall et al., 2004; Lynne et al., 2008), sin embargo, en el presente estudio el
gen aadB solo fue detectado en una cepa (1%) aislada desde aves comerciales, mientras que
el gen aacC fue hallado en dos cepas (2%) obtenidas desde aves silvestres. En cepas de

origen humano no se encontraron genes de resistencia a gentamicina.
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En esta Memoria también se incluyo el estudio de integrones clase 1, que corresponden a
estructuras genéticas que tienen la capacidad de capturar elementos moviles denominados
casetes genéticos que otorgan resistencia a agentes antimicrobianos. Los integrones se
clasifican en clases de acuerdo a la secuencia de la integrasa, siendo los de clase 1 los mas
frecuentemente detectados en Salmonella. Estos juegan un importante rol en la
diseminacion de resistencia antimicrobiana y han sido reportados en otros miembros de la
familia Enterobacteriaceae, tanto en humanos como en animales (Gonzalez et al., 2004;
Zou et al., 2012; Hall, 2013; De Toro et al., 2014).

En este trabajo se encontré un total de 10 cepas (10%) positivas para la presencia de
integrén clase 1, de las cuales 8 fueron aisladas desde aves comerciales y 2 desde aves
silvestres. Puntualmente, respecto a la presencia de integrones en bacterias aisladas desde
animales de produccién, en Chile, se habia reportado su ausencia en cepas de Salmonella
spp. obtenidas de aves (Lapierre, 2007; Ledn, 2007), sin embargo, estos resultados difieren
con los hallados en esta Memoria. En el caso de las cepas de origen humano, no se reporto
la presencia de integrones clase 1, a diferencia de los resultados obtenidos por otros autores
en aislados de S. enterica, donde se ha detectado la presencia de estos elementos genéticos
en cepas aisladas desde este hospedero (Randall et al., 2004; Zou et al., 2012; De Toro et
al., 2014). Respecto a la presencia de integrones en cepas bacterianas obtenidas de aves
silvestres, existe muy poca informacidn disponible. Un estudio realizado por Dolejska et al.
(2009) detectd su presencia en cepas de E. coli aisladas desde gaviotas, lo que evidencia la
necesidad de realizar méas estudios que determinen su presencia en otros patdgenos de

importancia, como es el caso de S. enterica, aislados desde animales silvestres.

Otro aspecto interesante de esta Memoria es que se detectaron integrones clase 1 con
secuencias de 1.200 pb y 700 pb. En relacion a los poseen una region variable de 1.200 pb,
se sugiere que podria tratarse de un integron encontrado frecuentemente en serotipos de S.
enterica, que contiene el casete genético blapse-1 de ese tamafio molecular, el cual otorga
resistencia a ampicilina, sin embargo, se requiere realizar méas estudios para aseverar esta
hipdtesis. Este integron forma parte de una region de la Isla Gendmica de Salmonella
(SGI1), denominada region MDR, la que contiene los genes de resistencia floR (resistencia

a cloranfenicol) y tet(G) (resistencia a tetraciclina), situados entre dos integrones clase 1,
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denominados InC e InD. EIl integron InC contiene el casete genético aadA2 de 1.000 pb
(resistencia a estreptomicina y espectinomicina), mientras que InD corresponde al integron
que porta el casete genético blapse-1 de 1.200 pb (resistencia a ampicilina) (Ng et al., 1999;
Hur et al., 2012).

En el caso de los integrones clase 1 que presentan una region variable de 700 pb, cabe
mencionar que recientemente en Europa se ha descrito un plasmido presente en S. enterica
ser. Enteritidis de origen humano, denominado pUO-SeVR1, que justamente contiene un
integron clase 1 de 700 pb con el casete genético dfrA7, el cual otorga resistencia a
trimetoprim (Rodriguez et al., 2011; Rodriguez et al., 2012b). Por lo tanto, se sugiere que
en este trabajo posiblemente se esté en presencia de este integréon, sin embargo, se necesitan

mas estudios para aseverar este supuesto.

Finalmente cabe mencionar que no existe una buena concordancia entre la presencia de
genes de resistencia antimicrobiana y los fenotipos de resistencia determinados en el
estudio de Lillo (2014), puesto que hay cepas que son resistentes a nivel fenotipico y sin
embargo no se detectd la presencia de genes que se asociaran a dicha resistencia. Esto
sugiere que esas resistencias observadas fenotipicamente, sean codificadas por genes que

no fueron incluidos en el presente estudio.

Esta Memoria de Titulo proporciona antecedentes sobre la importancia de estudiar el rol
que tienen los diversos hospederos en la diseminacién de bacterias que contienen genes de

resistencia a agentes antimicrobianos.

Por un lado, las cepas aisladas desde seres humanos son las que presentan la menor
cantidad de genes de resistencia a antimicrobianos, lo que podria asociarse a que
probablemente existe una mayor regulacion de la utilizacion de estos farmacos en la
medicina humana, en comparacion a lo que ocurre en el caso de la medicina veterinaria. En
animales destinados a produccion, los antimicrobianos son administrados en dosis sub-
terapéuticas con el fin de prevenir enfermedades. Ademas estos farmacos usualmente son
utilizados en animales destinados a consumo con la finalidad de mejorar su crecimiento y la

eficiencia alimenticia (promotores del crecimiento). Ambas practicas proporcionan
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condiciones favorables para la seleccion de bacterias resistentes a antimicrobianos en las

explotaciones animales.

Por otro lado, a pesar de que las aves silvestres no tienen exposicion evidente a los agentes
antimicrobianos, los resultados de esta Memoria plantean que las cepas aisladas desde estos
hospederos son las que precisamente contienen la mayor cantidad de genes de resistencia a
dichos medicamentos, y ademas proporciona evidencia sobre los efectos colaterales que
puede provocar la sobreutilizacion de antibiéticos en el medio ambiente, impactando

indirectamente en la fauna silvestre.

Estos antecedentes dejan en evidencia la importancia de implementar un programa nacional
de monitoreo y vigilancia de resistencia antimicrobiana en patégenos animales de
importancia para la salud publica, como es el caso de Salmonella, que proporcione
informacion actualizada de la situacion chilena de la resistencia a antibidticos. Este
programa debiera ser integral y considerar las interconexiones existentes entre los distintos
hospederos, reconociendo el vinculo que existe entre la salud humana y animal, con la
finalidad de adoptar estrategias eficaces orientadas a prevenir la emergencia y diseminacion

de bacterias resistentes a agentes antimicrobianos.
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CONCLUSIONES

1. Existen diferentes perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana en cepas de S.
enterica ser. Enteritidis aisladas desde aves silvestres, aves comerciales y seres

humanos en Chile.

2. Existen perfiles genéticos de resistencia antimicrobiana asociados a hospederos en

cepas de S. enterica ser. Enteritidis.

3. El gen de resistencia antimicrobiana tet(A) estad asociado a cepas de S. enterica ser.

Enteritidis aisladas desde aves silvestres.
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ANEXOS

Tabla 2: Cepas evaluadas, especie de origen y perfiles fenotipicos de resistencia a

antimicrobianos detectados por Lillo (2014).

ID* Serotipo Especie de Origen Fenotipo de Resistencia
Antimicrobiana**
SPP57 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres ENR, CN, TE, EFT, AMP
SPP64 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres CN, TE, STX, AMP, CFR
SPP52 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres CTX, CN, TE, CE
SPP59 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres ENR, AMC, TE, AMP
SPP63 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres ENR, TE, STX, CE
SE7 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales ENR, TE, STX
SE89 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales TE, EFT, CE
SPP58 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres CN, TE, AMP
SPP60 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres TE, CE, AMP
SPP61 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres CN, TE, AMP
SPP65 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres TE, CE, AMP
SE1 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales CTX, EFT
SE6 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales TE, STX
SE84 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales EFT, CFR
SE28 S. enterica ser. Enteritidis Humanos STX, CFR
SE76 S. enterica ser. Enteritidis Humanos TE, AMP
SE21 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres CTX, EFT
SPP24 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres AMC, AMP
SPP50 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres AMC, TE
SPP51 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres CTX, TE
SPP56 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres TE, AMP
SPP74 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres TE, CE
SPP75 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres TE, EFT
SPP76 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres TE, CE
SPP80 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres TE, EFT
SPP53 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres TE
SE5 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales ENR
SE11 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales EFT
SE35 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales AMP
SE41 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales EFT
SE42 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales EFT
SE48 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales EFT
SE86 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales TE
SE87 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales CE
SE91 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales CE
SE92 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales TE
SE96 S. enterica ser. Enteritidis Aves comerciales CFR
SE32 S. enterica ser. Enteritidis Humanos EFT
SE67 S. enterica ser. Enteritidis Humanos CN
SE71 S. enterica ser. Enteritidis Humanos CTX
SE74 S. enterica ser. Enteritidis Humanos CE
SE75 S. enterica ser. Enteritidis Humanos TE
SE78 S. enterica ser. Enteritidis Humanos CE
SE82 S. enterica ser. Enteritidis Humanos EFT
SE57 S. enterica ser. Enteritidis Humanos EFT
SPP54 S. enterica ser. Enteritidis Aves silvestres TE
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SPP62
SPP66
SPP68
SPP70
SPP71
SPP72
SPP73
SPP77
SPP78
SPP79
SE2
SE3
SE10
SE12
SE13
SE14
SE34
SE40
SE88
SE90
SE93
SE9%4
SE95
SE97
SES0
SE24
SE25
SE27
SE30
SE33
SE53
SE54
SES55
SEG5
SE66
SEG68
SE69
SE70
SE72
SE73
SE77
SE79
SE80
SE81
SE56
SE58
SE59
SE17
SPP67
SPP69

. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.
. enterica ser.

Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis
Enteritidis

Aves silvestres
Aves silvestres
Aves silvestres
Aves silvestres
Aves silvestres
Aves silvestres
Aves silvestres
Aves silvestres
Aves silvestres
Aves silvestres
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Aves comerciales
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Humanos
Aves silvestres
Aves silvestres
Aves silvestres

TE

TE

TE

TE

TE

TE

TE

TE

TE

TE
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible
Susceptible

* ID = Identificacion de la cepa.
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** 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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