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RESUMEN

Durante la ultima década la presencia humana en la Antartica se ha incrementado en forma
progresiva, debido al desarrollo de la industria del turismo y a la gran cantidad de
asentamientos humanos que existen en la actualidad. Este fenébmeno, coincide con las altas
tasas de infeccion registradas en los ultimos afios y con los recientes aislamientos de
microbios que infectan humanos, presentes en animales silvestres que habitan en la
Antartica y zonas sub-antarticas, algunos de los cuales, han mostrado resistencia a
antibiodticos. Esto ha llevado a varios investigadores a pensar que el efecto antropogénico

podria estar influyendo sobre estos territorios.

En esta investigacion se intentd detectar la presencia de cepas de Salmonella enterica
resistente a antibioticos en pinguinos Papua (Pygoscelis papua) que habitan la Antartica
Chilena. Para esto, se tomaron 200 muestras fecales de cuatro zonas de la Peninsula
Antértica con diferente grado de exposicion a la presencia humana. De estas muestras, se
aislaron cuatro cepas de S. enterica, todas ellas provenientes de las muestras tomadas en la
base General Bernardo O’Higgins. Las cuatro cepas fueron resistentes al menos a tres
agentes antimicrobianos, siendo una de ellas multirresistente, mostrando resistencia contra

B-lactdmicos, fluoroquinolonas y contra la asociacion de Sulfametoxazol mas Trimetoprim.

Los resultados de esta investigacion sugieren que los asentamientos humanos estarian
afectando negativamente el medioambiente antartico, alterando la flora intestinal de la vida

silvestre con la presencia de patdgenos zoonoticos resistentes a antibidticos.

Palabras claves: Salmonella enterica - pinglinos - Antartica



ABSTRACT

During the last decade the human presence in the Antarctica has increased progressively,
due to the development of the tourism industry and the increasing number of human
settlements that currently exist. This phenomenon, coincides with the high infection rates
registered during the last years and with the recent isolation of microbes that infect humans,
present in wild animals that inhabit in Antarctic and sub-antarctic zones, some of which
have showed antibiotic resistance. In consequence, it has been hypothesized that the

anthropogenic effect could be a factor influencing these territories.

In this research the detection of the presence of antibiotic resistant Salmonella enterica
strains in Gentoo penguins (Pygoscelis papua) that inhabit in Chilean Antarctica was
attempted. 200 fecal samples were collected from four areas of the Antarctic Peninsula, all
of them exposed to the human presence at different demographic levels. From these
samples, four strains of S. enterica were isolated from samples collected at General
Bernardo O’Higgins base. The four strains were resistant to at least three antimicrobial
agents, and only one of them showed simultaneous resistance against p-lactam antibiotics,

fluoroguinolones and the association of Sulfamethoxazole with Trimethoprim.

The results of this research suggest that the human settlements would be negatively
affecting the antarctic environment, altering the wildlife intestinal flora with the presence of

antibiotic resistant zoonotic pathogens.

Key words: Salmonella enterica - penguins - Antarctica



INTRODUCCION

Existe un creciente interés cientifico por estudiar los efectos del impacto humano en el
continente antartico, el cual ha generado alteraciones en su ecosistema, afectando suelos,
flora y fauna nativa, e incluso ha facilitado la introduccidn de especies exoticas vegetales y
animales. En cuanto a la presencia de microorganismos, se sospecha que el ser humano
podria ser responsable de introducir agentes infecciosos en el territorio antartico, ya que se
han aislado microbios, que son patogenos para el ser humano, en aves y mamiferos marinos
de la Antértica y de zonas sub-antarticas. No obstante, no se descarta la posibilidad de que
el ingreso de estos patdgenos se deba a otros vectores.

Resulta interesante rescatar la propuesta que vincula al ser humano como agente causal del
ingreso de microorganismos infecciosos, ya que en la tltima década, se ha incrementado la
presencia de visitantes en la Antartica debido al turismo y a la gran cantidad de
asentamientos humanos que existen en la actualidad, lo cual coincide con las mayores tasa

de infeccidn registradas en los Gltimos afios causadas por estos microorganismos.

Este escenario mantiene alerta a la comunidad cientifica y motiva la busqueda de la
relacion entre el efecto antropogénico en la Antartica y la presencia de ciertos agentes
bioldgicos de posible origen humano.

En este estudio se determind la presencia de cepas de Salmonella enterica en materia fecal
de pinguinos Papla (Pygoscelis papua) de la Antartica Chilena y se evalud la
susceptibilidad de éstas a 10 antibidticos diferentes. Para ello, se usaron muestras
facilitadas por un intermediario, las cuales fueron colectadas de cuatro zonas con diferente
grado de exposicion a la presencia humana. A través de este analisis se espera contribuir en
el conocimiento de una posible asociacién entre la presencia de S. enterica y la actividad

humana en el continente antartico.



REVISION BIBLIOGRAFICA

1- Descripcion del género Salmonella

Salmonella es un género de bacterias pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae,
compuesta por bacilos gramnegativos, anaerobios facultativos, no esporulados (Garcia,
2011). La mayoria de las bacterias que integran este género son moviles, contando con
flagelos peritricos para su desplazamiento, pero existen algunas excepciones como S.
enterica serovar Gallinarum (Agbaje, et al.,, 2011; Garcia, 2011) y algunas variantes
inmoviles de otros serotipos (Garcia, 2011). Salmonella spp. es capaz de fermentar glucosa,
pero no lactosa (lactosa negativa), es oxidasa negativa, ureasa negativa, acetil-metil-
carbinol negativa, cianuro negativa y utiliza el citrato (Agbaje et al., 2011). Actualmente se
reconocen dos especies: S. enterica y Salmonella bongori. S. enterica a su vez se subdivide
en seis subespecies: subespecie enterica, subespecie salamae, subespecie arizonae,
subespecie diarizonae, subespecie houtenae y subespecie indica (Murray et al., 2002).
Tanto S. enterica como S. bongori presentan una gran variedad de serotipos (Brooks y
Carroll, 2011a), pero S. enterica es la especie que agrupa a la mayoria de las bacterias de
este género y que son responsables de generar enfermedad en los animales (Garcia, 2011) y
el ser humano (Garcia, 2011; Murray et al., 2002), presentando cerca de 2500 serotipos
(Agbaje et al., 2011; Brooks y Carroll, 2011a; Moxley, 2013) de los cuales el 60% de ellos

pertenecen a la subespecie enterica (Moxley, 2013).

Salmonella spp. es responsable de producir infecciones intestinales y sistémicas en las
personas, infectandolas generalmente a través de la ingestion de alimentos contaminados
(Murray, 2002; OIE, 2013). Lo mas comin es que se presente como una enfermedad
entérica para el ser humano y los animales, pero puede tener presentaciones clinicas
extraintestinales como septicemia aguda, aborto, artritis y enfermedad respiratoria (OIE,
2013). Afecta a un amplio rango de hospedadores debido a su gran capacidad de adaptacion
y también se distribuyen ampliamente en el medio ambiente (Garcia, 2011). Algunos
reservorios de Salmonella spp. son: roedores, aves, animales domésticos, entre otros
(Garcia, 2011). También forma parte de la flora normal en los reptiles y muchos anfibios
(Fisher y Boyce, 2005).



2- El ser humano, un riesgo microbiologico para la vida silvestre en la Antartica

En la ultima década la presencia del ser humano en el continente antartico se ha
incrementado debido a la fuerte expansion de la industria del turismo, movilizando a miles
de visitantes anualmente (Bonnedahl et al., 2005; Dimitrov et al., 2009; Pertierra et al.,
2011) alcanzando la cifra de 29.530 turistas el afio 2006 (IAATO, 2008). Asi como ha
aumentado el nimero de visitas, se han incrementado el nimero de accidentes maritimos,
registrando un alarmante aumento en las Ultimas campafias, poniendo en grave riesgo el

medioambiente antartico por la contaminacion del agua (Pertierra et al., 2011).

Otro motivo por el cual el turismo representa una amenaza para la vida silvestre del
continente antartico es que las visitas se enfocan en las zonas costeras, significando un
riesgo para la fauna silvestre que ocupa estos lugares para realizar sus actividades diarias
(Dimitrov et al., 2009). Ademas, el turismo concentra principalmente sus visitas en la
temporada de verano, que corresponde a un periodo critico para las aves y mamiferos
marinos (Dimitrov et al., 2009; Pertierra et al., 2011), ya que entran en juego distintos
factores como las épocas de apareamiento y de muda, y los deshielos propios de la
temporada, creando un escenario que favorece la diseminacién de microorganismos, y
justamente estas fechas coinciden con una mayor presencia de Salmonella spp. (Dimitrov et
al., 2009).

Por otra parte, los asentamientos humanos de la Antartica también representan una amenaza
para el ecosistema, ya que estas instalaciones podrian diseminar microorganismos que son
propios del ser humano hacia el entorno (Bonnedahl et al., 2005; Palmgren et al., 2000),
debido a que la actual normativa de proteccion ambiental, contemplada en el Tratado
Antartico, aun permite la descarga de residuos liquidos y alimenticios hacia el mar
(Gonzalez, et al., 2013), los cuales son comunmente consumidos por las aves locales
(Bonnedahl et al., 2005).

Distintas especies de pinguinos, que habitan en las cercanias de estos asentamientos, han
presentado anticuerpos contra enfermedades que afectan a aves domésticas (Palmgren et
al., 2000). También se han hallado microorganismos que infectan humanos alrededor de
estas instalaciones (Bonnedahl et al., 2005), en sus vertederos y en sus residuos liquidos
(Palmgren et al., 2000). Ademas, se ha evidenciado que los asentamientos humanos son

capaces de influir sobre los niveles de resistencia a antibidticos de los microorganismos
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acuaticos que se encuentran en sus alrededores, como también, de microorganismo que han
sido aislados a partir de animales que habitan en las cercanias de estos lugares (Miller et al.,
2009).

Bonnedahl et al. (2005) indican que los asentamientos humanos en la Antartica podrian
significar un riesgo mayor que la presencia de turistas, ya que los turistas, por la normativa
vigente en el Tratado Antartico, no pueden tener interaccion directa con los animales,
mientras que en las estaciones antarticas existe una permanente posibilidad de que los
pinguinos estén expuestos al efecto de la actividad humana. Ademas en su investigacion no
hallaron ningtn microorganismo vinculado al ser humano en zonas de alta presencia de

turistas.

3- Resistencia a antibioticos. Un método sensible de evaluacion del impacto humano
El estudio de la resistencia a antimicrobianos en las poblaciones bacterianas es una

herramienta util para evaluar el impacto humano sobre los ecosistemas (Pedraza, 2011).

Segun Miller et al. (2009), la evaluacion de la resistencia antimicrobiana del
bacterioplancton de la Antartica podria ser quizas uno de los métodos mas sensibles para
evaluar el efecto antropogénico sobre este medio ambiente. Complementando lo anterior,
Baquero et al. (2008), mencionan que es importante estudiar la resistencia a antibidticos en

microorganismos acuéaticos para observar el impacto humano sobre el medio ambiente.

Evidencias experimentales y epidemioldgicas indican que el factor que induciria la
seleccion de bacterias resistentes a antibidticos es la presencia de sustancias
antimicrobianas en el medio ambiente (Cabello, 2004). Este factor injuriante (presion
selectiva inducida por antibidticos) actla sobre las bacterias, suprimiendo la poblacion
susceptible, mientras que favorece la proliferacion de los mutantes resistentes. (Brooks y
Carroll, 2011b; Millanao et al., 2011).

Segun lo indicado por Bonnedahl et al. (2008), la presion de seleccion producida por los
antibidticos o el contacto con humanos serian un prerrequisito para una alta prevalencia de
bacterias resistentes, por lo tanto, altos niveles de resistencia pueden ser relacionados con el
incremento del contacto con humanos. Sin la presencia humana el nivel de resistencia seria

indetectable (Pedraza, 2011) o dejaria de existir (Cabello, 2004). Sin embargo, la presencia
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humana no es la Unica forma por la cual surgirian variantes resistentes, ya que se sabe que
ocasionalmente aparecen bacterias que muestran resistencia a antibioticos sin haber estado
sometidas a una presion selectiva inducida por el ser humano (Bonnedahl et al., 2008;
Pallecchi et al., 2008; Pedraza, 2011). Esto podria explicarse por la capacidad de resistencia
intrinseca propia de una especie (Bonnedahl et al., 2008; Pedraza, 2011) o por una
seleccion inducida ante la presencia natural de antibidticos en el medio ambiente
(Bonnedahl et al., 2008; Pallecchi et al., 2008; Pedraza, 2011). Esto ocurre debido a la
presencia de microorganismos en el ambiente que portan genes de resistencia para
protegerse de sus propios elementos sintetizados, al igual que las bacterias que compartan
el mismo nicho (Pedraza, 2011).

4- Situacion de Salmonella en la Antartica y zonas sub-antarticas

Palmgren et al. (2000) estudiaron la presencia de Salmonella spp. en cinco especies de
animales silvestres de la Isla P4jaro, ubicada en Islas Georgia del sur. Ellos observaron que
la prevalencia de Salmonella aumentd de un 2% a un 10% entre 1996 y 1998. La especie
animal que influyd principalmente en estos resultados corresponde al lobo marino antartico
(Arctocephalus gazella) que registré un aumento de un 5% a un 22% entre esos afios.
Palmgren et al. (2000), en su investigacion, también hacen referencia a la baja
heterogeneidad presentada dentro de cada serotipo de S. enterica, lo cual se hace evidente
por la gran similitud en el patron de bandas electroforéticas dentro de cada uno de ellos. La
baja heterogeneidad podria deberse a una alta adaptacion genética, una baja presion
selectiva inducida por el medio ambiente o una reciente introduccion de S. enterica en el
area. Ademas, la mayoria de los asilados de S. enterica serovar Enteritidis que se
encontraron en este estudio pertenecian a los fagotipos 4 y 4-like, siendo el fagotipo 4 el
mas comunmente encontrado a nivel mundial en humanos con cuadros de salmonelosis, lo
cual podria indicar que los aislados tienen un origen humano y por lo tanto podrian haber
sido recientemente introducidos por la actividad humana (Palmgren et al. 2000). En
muestras tomadas el mismo afio, Vigo et al. (2011) aislaron S. enterica serovar Enteritidis y
S. enterica serovar Newport de 8,9% de petreles gigantes antarticos (Macronectes
giganteus) y en el verano del 2003 aislaron S. enterica serovar Enteritidis en 1,5% de

pingulinos Adelia (Pygoscelis adeliae); en 5,5% de aves del género Stercorariu; en 5,4% de
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gaviotas dominicanas (Larus dominicanus) y en 5,6% de focas de weddell (Leptonychotes
weddellii).

Bonnedahl et al. (2005), en muestras tomadas en febrero del afio 2002, no detectaron
Salmonella spp. en ninguna de las seis colonias de pingliinos que muestrearon, siendo
algunas de ellas muy frecuentadas por turistas. Tampoco se aislaron de otras aves
muestreadas en el mismo estudio. Afios mas tarde, Dimitrov et al. (2009) detectaron S.
enterica en dos de tres colonias de pingiiinos Papua sélamente visitadas por cientificos, con
una tasa elevada de infeccion (43,8% en poblacion de estacion Peter Lenie y 31,3% en
poblacion de Punto Rakussa). Los autores, ademas observaron en este estudio, que los
humanos influyen en la diversidad microbiana de la flora intestinal de pingtiinos Papua, ya
que en las dos colonias con resultados positivos, existe cercania a una colonia de pinguinos
Adelia, muy frecuentada por turistas, mientras que la poblacion que arrojo resultados
negativos, se encuentra mas apartada de esa colonia. Ademas, Dimitrov et al. (2009)
destacan que los serotipos predominantes correspondian a S. enterica serovar Typhimurium
y S. enterica serovar Enteritidis, las cuales resultan ser cepas patdgenas para el ser humano.
Ambos serotipos son la causa mas comun de salmonelosis en humanos (Palmgren et al.,
2000).

Entre los afios 2011 y 2012, en la investigacion de Pardo (2013) se logro aislar cuatro cepas
de S. enterica de un total de 645 muestras de material fecal de pingilinos magallanicos
(Spheniscus magellanicus) en la regién de Magallanes y Antértica Chilena, registrando una
tasa de infeccion de 0,61%. Los serotipos encontrados resultaron ser Agona y Enteritidis.
De ellos, s6lo el serotipo Agona mostré resistencia a antimicrobianos, observandose

fenotipos de resistencia a Ceftiofur, Cefotaxima y Ampicilina.

Entre esos mismos afios, en la investigacion realizada por Gonzéalez et al. (2013) no se
encontrd la presencia de Salmonella spp. en muestras fecales tomadas de pinglinos Papua
de dos localidades de la Peninsula Antartica y de una localidad de las Islas Shetland del

Sur.

Entre los afios 2012 y 2013, en el estudio de Meza (2013), se logro aislar ocho cepas de S.
enterica de un total de 2.114 muestras de material fecal de pingiiinos magallanicos en la

region de Magallanes y Antartica Chilena. Sus resultados arrojaron una tasa de infeccion de



0.38 % causada por los serotipos Agona y Enteritidis. Ademas se observaron fenotipos de
resistencia a antimicrobianos para Tetraciclina, Ampicilina, Ceftiofur y Cefotaxima.

Otra teoria que se postula sobre el origen de Salmonella spp. en el continente antartico y
zonas sub-antarticas hace referencia a otras especies de aves silvestres como posibles
vectores bioldgicos. Estas aves, al abarcar una mayor amplitud territorial, podrian
vectorizar el agente desde zonas distantes en que efectivamente se encuentre este
microorganismo, introduciéndolo en la Antartica (Dimitrov et al., 2009; Palmgren et al.,
2000).

Segun Dimitrov et al. (2009), la presencia de Salmonella spp. en los pingliinos podria ser
usada como indicador de impacto humano directo o indirecto en la fauna nativa del
continente antartico. Estos animales podrian ser buenos centinelas, ya que en general, las
aves acuaticas poseen una amplia distribucion geografica, su identificacion es relativamente
facil y son un componente fundamental de los ecosistemas acuéticos. Ademas, son
especialmente sensibles a los cambios que se producen por la influencia del ser humano
sobre sus habitats (Jerez, 2012).



HIPOTESIS

Existen cepas de Salmonella enterica con resistencia a antibioticos en pinglinos PapUa

(Pygoscelis papua) que habitan en la Antartica Chilena.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de cepas de S. enterica resistentes a antibidticos en pingiinos

Papua que habitan en la Antéartica Chilena.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Identificar cepas de S. enterica en las colonias de pingliinos Papua que habitan en la isla
Kopaitic, base General Bernardo O’Higgins, base Gabriel Gonzéalez Videla y Puerto

Neko, ubicadas en la Antartica Chilena.

2. Determinar fenotipos de resistencia a antibidticos en las cepas de S. enterica aisladas.



MATERIALES Y METODOS

Muestreo

Para este estudio se colectaron un total de 200 muestras de material fecal de pinguinos
Papua durante los meses de enero y febrero del afio 2014. Las zonas de muestreo fueron
cuatro: base Bernardo O’Higgins, isla Kopaitic, base Gabriel Gonzalez Videla y Puerto
Neko, todas ellas ubicadas en el Territorio Antartico Chileno (Ver anexo, Figura Nro. 1).
De cada una de ellas se tomaron 50 muestras utilizando térulas estériles, las cuales fueron
introducidas en medio de transporte Cary Blair. Una vez llegada las térulas al laboratorio,
se refrigeraron a 4° C hasta su procesamiento. Las muestras obtenidas de la base Bernardo
O’Higgins y la isla Kopaitic se colectaron directamente desde la cloaca de los animales,
mientras que en la base Gabriel Gonzélez Videla y Puerto Neko fueron obtenidas desde el

medio ambiente.

La base militar Bernardo O’Higgins (63°19°15”” S, 57°51°01°°W) se localiza en el extremo
noroeste de la Peninsula Antartica. La base Gabriel Gonzélez Videla (64°49°00” S,
62°51°00° W) es una base cientifica chilena ubicada en la costa Danco, al norte de la
Peninsula Antartica. Puerto Neko est4 ubicado en la zona centro-oeste de la Peninsula
Antértica y corresponde al punto mas visitado por los turistas dentro de esta &rea
geografica. La zona centro-oeste comprende un grupo de puntos turisticos y corresponde a
la segunda area geogréafica més visitada por turistas. La isla Kopaitic (63°17°00”* S,
57°55°00°” W), es una isla ubicada a un km de la base militar Bernardo O’Higgins. En esta
zona no hay presencia de turistas, ni asentamientos humanos, so6lo hay presencia de

cientificos ocasionalmente.

Procesamiento de muestras

El procesamiento de las muestras se realizd segin el procedimiento estandar del
Laboratorio de Enfermedades Infecciosas del Departamento de Medicina Preventiva
Animal, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile (Fresno et al.,
2013). Brevemente, cada muestra fue suspendida en el medio de pre-enriquecimiento
selectivo: Agua Peptonada Fosfatada (APT) adicionada con novobiocina a una

concentracion de 20ug/mL. Estas suspensiones se incubaron por 18-24 hrs. a 37°C. Luego,
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los cultivos fueron inoculados en el Medio Semisélido Modificado Rappaport Vassiliadis
(MSRV) adicionado con novobiocina a concentracion de 20ug/mL y se incubaron por 24
hrs. a 41,5°C. Posteriormente, se tomd una asada de aquellas placas con crecimiento
sospechoso (halo de difusion por crecimiento bacteriano) para sembrarlas por agotamiento
en el agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD) y se incubaron por 24 hrs. a 37°C. Las
colonias sospechosas se identificaron mediante una reaccion de polimerasa en cadena
(PCR) para el gen invA con el fin de corroborar la presencia de S. enterica. Las cepas
obtenidas fueron identificadas con un numero que les asigno el Director del Laboratorio de

Enfermedades Infecciosas.

Prueba de resistencia a antibioticos

La prueba de resistencia a antibioticos se realizd empleando el método de difusion en placa
indicado en el ensayo de Kirby-Bauer, el cual contempla las recomendaciones establecidas
por el Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) e incorpora leves modificaciones
(CLSI, 2006). Brevemente, Las cepas obtenidas fueron suspendidas en 2 mL de APT y se
incubaron por 18-24 hrs. a 37° C, luego dicha suspension se inoculé en 5 mL de APT y se
incubd a 37° C hasta alcanzar un ODgy de 0,25 (1-5 x 10° UFC/mL) que se determin6
mediante la utilizacion de un espectrofotometro. Esta técnica reemplazé el método basado
en la escala de turbidez de Mc Farland que recomienda el CLSI. Una vez que se alcanzo la
turbidez buscada, se extrajo parte de esta suspension con una térula de algodon esteéril y se
sembro en forma uniforme en el agar Muller-Hinton. Una vez secas las placas se procedié a
colocar los siguientes sensidiscos impregnados con antibioticos: Ampicilina (10 pg),
Amoxicilina con acido clavulanico (20/10 pg), Cefotaxima (30 pg) Gentamicina (10 pg)
Sulfatenoxazol con trimetoprim (1,25/23,75 ug) Tetraciclina (30 ug), Ciprofloxacino (5
Kg), Cefradina (30 pg), Ceftiofur (30 ug), y Enrofloxacino (10 ug). Se utilizo la cepa de
Escherichia coli ATCC25922 como cepa control. Luego de la aplicacion de los sensidiscos,
se dejaron las placas en incubacion por 18-24 hrs a 36+1° C dentro de una estufa.
Concluido esto, se midi6 el didmetro de los halos de inhibicidn de crecimiento bacteriano,
de cada cepa, formados alrededor de los sensidiscos, expresando las medidas en milimetros
de diametro. Estas mediciones se clasificaron en las categorias Sensible (S), Sensibilidad

Intermedia (SI) y Resistente (R) usando como pauta los valores de referencia estandar
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establecidos por el CLSI. Con ello, se determind la susceptibilidad de las cepas frente a los
diferentes antimicrobianos y se tabularon empleando la misma nomenclatura (S, SI y R);
(Ver anexo, Tabla Nro. 2). Se definid como cepa multirresistente a aquella que presentara

resistencia contra tres 0 mas antimicrobianos pertenecientes a familias diferentes.
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RESULTADOS

De un total de 200 muestras de material fecal de pingliinos Papua, colectados de cuatro
zonas dentro del Territorio Antartico Chileno durante los meses de enero y febrero del afio
2014, se logro aislar cuatro cepas de S. enterica. Todas las cepas aisladas provenian de las
muestras tomadas en la base General Bernardo O’Higgins, representando una tasa de
reaccion de un 8% en la colonia de pingiinos Papla muestreados en esa zona (50
ejemplares), lo que corresponde a una tasa de reaccion de un 2% en la poblacién total
muestreada (200 ejemplares); (Ver anexo, Tabla Nro. 1). En la prueba de resistencia a
antibidticos se observd que todas las cepas fueron resistentes al menos a tres agentes
antimicrobianos, siendo una de ellas multirresistente, la cual present6 resistencia contra p-
lactdmicos, fluoroquinolonas y contra la asociacién de Sulfametoxazol mas Trimetoprim
(Ver anexo, Tabla Nro. 2).
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DISCUSION

Las cuatro zonas geograficas en las que se colectaron las muestras poseen caracteristicas
distintivas en cuanto al nivel de presencia humana (nimero de personas) y el tipo de
actividad que en ellas se realiza. La base General Bernardo O‘Higgins (GBO) es una base
militar chilena, de carcter permanente, con presencia humana durante todo el afio, capaz
de albergar un maximo de 50 personas durante el verano (MRE, 2007) y representa una
fuente permanente de contaminacion humana a la cual se expone la vida silvestre, ya que en
los asentamientos humanos esta permitida la descarga de residuos liquidos y alimenticios
hacia el mar, dando paso a que el ser humano intervenga sobre el ecosistema antartico
(Bonnedahl et al., 2005; Gonzélez et al., 2013). La base Gabriel Gonzélez Videla (GGV) es
un asentamiento humano de caracter estacional, funcionando sé6lo durante la temporada de
verano, con la capacidad de albergar un maximo de 23 personas. Su presencia implica
similares consecuencias a las de la base GBO, con la diferencia de que la base GGV
alberga un menor nimero de personas y se establece por un periodo de tiempo
determinado. Puerto Neko es un punto turistico altamente frecuentado, donde todos los
afios hay un constante recambio de visitantes. Al igual que la base GGV, el turismo se
realiza en una temporada determinada dentro del afio. Ademas, esta actividad esta sujeta a
estrictas medidas de proteccion medio ambiental que pretenden mitigar el impacto humano
sobre el ecosistema, entre ellas, manejar de los desechos humanos dentro del buque,
prohibir el contacto con animales, no dejar ninguna pertenencia en los lugares visitados y
prohibir la eliminacion de residuos al sur de la convergencia antartica (Bonnedahl et al.,
2005). La isla Kopaitic es un lugar en la cual no hay presencia de turistas ni asentamientos

humanos, sélo llegan cientificos ocasionalmente a realizar estudios.

Considerando que la principal forma de diseminacion de S. enterica al continente antartico
es por medio de la eliminacion de desechos humanos, ya que este agente se transmite por
via fecal-oral, la forma en que cada entidad (turismo, asentamientos humanos, cientificos
en terreno) dispone los desechos humanos podria entregar luces de cuél es la actividad
humana que mayores repercusiones trae al medio ambiente, siendo incluso méas importante

que el nivel de presencia humana, el cual también es un factor que contribuye a la
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diseminacion de microbios, ya que mientras mayor sea el nimero de visitantes aumenta el

riesgo de contagio o ingreso del agente.

De las cuatro zonas muestreadas, solamente las muestras de la base GBO arrojaron
resultados positivos a S. enterica, por lo tanto, es posible pensar que la base GBO genere un
mayor impacto ambiental en el ecosistema antartico en comparacion a los otros puntos de

muestreo.

Basandose en la l6gica antes mencionada, en términos generales, se puede atribuir mayor
grado de responsabilidad a los asentamientos humanos que a las actividades turisticas en la
diseminacion agentes patdgenos zoondticos. Sin embargo, para aclarar esta hipotesis se

requieren mas estudios.

A pesar de que tanto la base GGV como la base GBO son asentamientos humanos, solo la
base GBO arrojo resultados positivos. Esto podria deberse a que la base GBO es de caracter

permanente y ademas alberga un mayor nimero de individuos.

Por otra parte, hay que considerar que la técnica usada para el procesamiento pudo influir
sobre los resultados obtenidos, debido a que el procesamiento de las muestras se extendio
por varios meses, pudiendo ocurrir una pérdida de viabilidad bacteriana. Por esto, no se
puede descartar la situacion de que el patégeno buscado haya estado presente en alguno de
los otros puntos geograficos o que la tasa de reaccion en la base GBO haya sido mayor a la
obtenida. Sin embargo, se debe considerar que Salmonella spp. es un género de bacterias
muy resistentes a las condiciones medioambientales, teniendo una extraordinaria capacidad
de adaptacion a diversos ambientes. Esto le permite una amplia distribucion en la
naturaleza, colonizar un amplio rango de hospederos (Dominguez, et al., s.f.), sobrevivir en
forma libre en suelos humedos y sombrios (Ruiz, 2009) y sobrevivir a temperatura de
refrigeracion por largos periodos (MPS, 2011), como también en las gélidas aguas de la
Antartica (Palmgren et al., 2000). Ademas es un agente muy poco exigente en sus

requerimientos nutricionales (Dominguez et al., s.f..; Ruiz, 2009).

Otra variable es el método de coleccion de la muestra, el cual fue desigual entre aquellas
tomadas en enero (cloacales) con respecto a las tomadas en febrero (ambientales), lo cual
pudo haber incidido sobre los resultados obtenidos. Una forma despejar esta variable es

emplear sélo una técnica de muestreo 0 ambas a la vez para cada zona. Esta dltima
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entregaria informacion adicional, ya que permite ver como influye la técnica de muestreo

en los resultados.

En cuanto a la prueba de resistencia a antibioticos, se observd que todas las cepas fueron
resistentes al menos a tres agentes antimicrobianos, donde la mas resistente de ellas
presentd resistencia contra antimicrobianos pertenecientes a tres familias diferentes (cepa
multirresistente) (Ver anexo, Tabla Nro. 2). Estos niveles de resistencia sugieren que el ser
humano, particularmente, los asentamientos humanos, estarian influyendo negativamente
sobre el ecosistema antartico, ejerciendo una presion selectiva en el medio ambiente,
posiblemente por la descarga de aguas residuales con restos de antibidticos. Dicha presion
selectiva contribuiria a la seleccion paulatina de mutantes resistentes (Brooks y Carroll,
2011b; Millanao et al., 2011) dentro de la poblacion de bacterias presentes en el medio
acuatico, representando un reservorio natural de genes con determinantes de resistencia,
capaces de transferirse de forma horizontal entre diferentes bacterias acuéticas no
patdgenas, patdgenos de animales, patdgenos zoonéticos y patdgenos humanos (Angulo,
2000; Baquero et al., 2008; Millanao et al., 2011). Por otra parte, dicha resistencia pudo
haberse originado en el intestino de humanos tratados con antibiéticos en la Antartica,
dispersandose en este caso bacterias resistentes. Esta resistencia se pudo generar por
mutaciones cromosomicas y transferencia horizontal de genes de resistencia entre
microorganismos comensales Yy microorganismos patdgenos, como por ejemplo,

Salmonella spp.

Otro escenario posible es que la resistencia observada no se haya originado dentro del
territorio antartico, sino en otras partes del mundo, es decir, que hayan sido vectorizados
desde a fuera del continente microorganismos resistentes y multiresistentes, los que se
habrian propagado en el medioambiente antartico, posiblemente a través de la descarga de
residuos liquidos y desperdicios humanos (heces, alimentos, etc.) hacia el mar o a través de

fomites contaminados que entran en contacto con los suelos antarticos.

Cualquiera sea el escenario, los hallazgos del presente estudio sugieren que las medidas
implementadas por las autoridades no son suficientes para combatir el efecto antropogénico
0 que la aplicacion de estas medidas no se esta realizando de la forma adecuada por parte
de las diferentes entidades (empresas de turismo, asentamientos humanos, cientificos en
terreno).
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Con respecto a otras posibles rutas de entrada de S. enterica a la Antartica, diversos autores
plantean que la vida silvestre podria estar implicada en la diseminacion de
microorganismos resistentes como consecuencia de su exposicion al efecto antropogénico
(Palmgren et al., 2000; Pedraza, 2011). Distintos estudios han confirmado la presencia de
Salmonella spp. en animales silvestres de comportamiento migratorio, cuyos rangos
geogréficos abarcan variadas zonas en la que hay presencia de actividad humana (Palmgren
et al., 2000; Fresno et al., 2013; Vigo et al., 2011). Entre estos, es destacable el papel que
juegan las aves migratorias como una probable ruta de entrada de microorganismos
exoticos, ya que estas cubren amplias extensiones geograficas (Palmgren et al., 2000; Vigo
et al., 2011) y a lo largo de su recorrido pasan sobre desperdicios humanos, rios y lagos
contaminados y campos fertilizados con abono derivado de la produccion animal (Vigo et
al., 2011). Ademas representan comdnmente un reservorio natural de Salmonella spp.
(Garcia, 2011). Cabe destacar que algunas de estas aves recorren las costas chilenas en su
longitud y es sabido que en Chile el litoral, las aguas de sus rios y sus lagos presentan
contaminacion con los mas variados patdgenos bacterianos de humanos y animales, varios

de los cuales son resistentes a antibidticos (Cabello, 2004).

Un posible candidato que pudiera vectorizar S. enterica a la Antartica es el pingtiino Papua,
ya que se distribuye ampliamente por las zonas sub-antarticas, abarcando la zona sur de
Chile y Argentina, hasta la Peninsula Antartica. Esta distribucion geogréafica las hace
propensas a exponerse al efecto antropogénico propio del extremo sur de Sudamérica. En
estas zonas hay muchos asentamientos humanos, entre ellos, existen empresas dedicadas a
la piscicultura, cuya presencia puede ser un factor de riesgo para la aparicion de bacterias
resistente que podrian estar infectando a los pingiinos. De acuerdo a Millanao et al., (2011)
el uso industrial de antibioticos, incluyendo el rubro de la piscicultura, constituye
probablemente la principal causa de la proliferacion de bacterias resistentes a antibioticos
en Chile, debido a la alta presion selectiva que generan sobre el medio ambiente.
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CONCLUSION

Se confirma la presencia de cepas de S. entérica con fenotipos de resistencia
antimicrobiana en pingliinos Papua que habitan en la Antartica Chilena. Estos resultados
sugieren que los asentamientos humanos estan afectando negativamente el medio ambiente
antartico alterando la flora intestinal de la vida silvestre con patégenos zoondticos

resistentes a antibiéticos, en este caso, Salmonella enterica.
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ANEXOS

Figura Nro. 1. Zonas de muestreo
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En esta imagen se observan los cuatro puntos geograficos de donde se colectaron las
muestras de heces de pingiinos PapUa. Peninsula Antartica, Territorio Antartico Chileno.

Tabla Nro. 1. Muestras positivas a Salmonella enterica y resistencia a antibidticos
observada, segun zona de muestreo, expresadas en valores numéricos (N°) y porcentajes

(%).

N° de Muestras Aislados
Zona de muestreo muestras positivas resistentes
N° (%) N° (%)
Base General Bernardo O'Higgins 50 4 (8%) 4 (100%)
Base Gabriel Gonzélez Videla 50 0 0
Isla kopaitic 50 0 0
Puerto Neko 50 0 0
Total 200 4 (2%) 4 (100%0)
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Tabla Nro. 2. Susceptibilidad observada en las cepas 122, 123, 124 y 125, segln

antibiotico.
Antibitticos Susceptibilidad por cepa
122 123 124 125

Amox. + AC.? - R R R
Ampicilina - R - R
Cefadroxilo R R R R
Cefotaxima R - Sl R
Cefradina - R - -
Ceftiofur R - R R
Enrofloxacino - - - R
Gentamicina - - - -
Sulf. + Trim.? - - - R
Tetraciclina - R Sl Sl

R: cepa resistente, Sl: cepa con sensibilidad intermedia, “-”: cepa sensible.

# Amoxicilina con Acido Clavulanico
b Sulfametoxazol con Trimetoprim
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