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RESUMEN

Actualmente, los antimicrobianos son la principal herramienta terapéutica
para tratar las infecciones bacterianas tanto en el ser humano como en los
animales. No obstante, pocos afios después de su utilizacion comercial, se
comenzO0 a observar que éstos inducian la aparicion de mecanismos de
resistencia en las bacterias susceptibles. Este tema es actualmente una gran
preocupacion mundial en Medicina Humana y Veterinaria y dentro de las
medidas utilizadas para enfrentar este riesgo, estan el uso de antimicrobianos
bajo receta médica y la instauracion de programas permanentes de monitoreo

de la resistencia bacteriana.

El objetivo de este estudio, es evaluar los niveles de resistencia en
bacterias indicadoras aisladas de bovinos de carne de la X y Xl region frente a
diferentes antimicrobianos, con el fin de entregar informacion que permita al
médico veterinario utilizar adecuadamente estos agentes quimioterapeuticos,
como también aportar a los futuros programas de monitoreo de la resistencia

antimicrobiana que se puedan realizar a nivel nacional.

Para evaluar la resistencia bacteriana, se utilizé el Método de Dilucién en
Placa con el fin de determinar la Concentracion Minima Inhibitoria (MIC) de

cada cepa bacteriana.

Se trabajé con 168 cepas previamente aisladas de materia fecal de
bovinos de las provincias de Valdivia, Osorno, Llanquihue y Coyhaique de
Chile, 77 correspondientes a E.coli y 91 a Enterococcus spp. Estas fueron,
aisladas vy tipificadas en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de

Medicina Veterinaria de la Universidad Austral de Chile.

En un 9% de las cepas de E.coli se detectd resistencia a oxitetraciclina;

todas las cepas resultaron sensibles a cefotaxima, cefazolina, gentamicina,



estreptomicina, flumequina, enrofloxacino, ciprofloxacino, sulfametoxazol +

trimetoprim, &cido nalidixico y acido oxolinico.

En el caso de Enterococcus spp. se encontr6 un bajo porcentaje de
resistencia: fue de un 3% a oxitetraciclina y todas las cepas fueron sensibles a
penicilina, amoxicilina + &cido clavulanico, enrofloxacino, ciprofloxacino,

eritromicina, gentamicina, estreptomicina, cloramfenicol y vancomicina.



SUMMARY

At the present time antimicrobial drugs are the main therapeutic tool to
much treat the bacterial infections in human beings as in animals. However, a
few years after their commercial use, it has begun to observe some resistance
mechanisms that they induced on susceptible bacteriums. At the beginning, this
resistance was recognized as a scientific curiousity but then it has become a
menace for treatment efficacy. This subject is at the moment a great
preoccupation for human and veterinary medicine and within the measures
taken to confront this risk are the use of antimicrobials under medica
prescription only and the instauration of permanent monitorying programs on

the bacterial resistance.

The objective of this study, is to measure a detection of resistance levels
in isolated indicative bacterium from cattle of the provinces of Valdivia, Osorno,
Llanquihue and Coyhaique of Chile to different antimicrobials, with the purpose
of gather information that allows veterinary doctors to use these chemotherapic
agents appropriately and to obtain the basis for monitorying studies that they

are possible to be made at national level.

To evaluate the bacterial resistance, the Plaque Dilution Method was
used in order to determine the Minimun Inhibitory Concentration (MIC) of each

bacterial strain.

This work was done with a total of 168 bacterial strains previously
isolated from beef cattle for the X and Xl region of Chile’s beef. Obtained,
isolated and distinguished in the Microbiology Laboratory on Medicine Faculty
of the Austral University of Chile. From these bacterial strains, 77 were E. coli

and 91 corresponding to Enterococcus spp.

In a 9% of E.coli strains has detected resistance to oxitetracycline;

all the strains were sensible to cefotaxime, cefazoline, gentamicine,



streptomycine, flumequine, enrofloxacin, ciprofloxacin, sulphametoxazol +

trimetoprim, nalidixic acid and oxolinic acid.

In Enterococcus spp. strains a low percentage was observed: it
was of a 3% to oxitetracycline, while all the strains were sensible to penicillin,
amoxicillin  + clavulanic acid, enrofloxacin, ciprofloxacin, eritromycin,

gentamicine, streptomycin, cloramfenicol and vancomycin.
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[.- INTRODUCCION

Actualmente, los antimicrobianos son la principal herramienta terapéutica
para tratar las infecciones bacterianas tanto en el ser humano como en los
animales. Desde su descubrimiento, han transformado completamente la
perspectiva de la humanidad con respecto a las enfermedades infecciosas y
actualmente, el uso de estos farmacos, combinado con mejoras en el
saneamiento, la vivienda y la nutricién, junto con el advenimiento de los
programas de vacunacién, han dado lugar a una notable disminucion de las
enfermedades infecciosas que décadas atras eran comunes y aniquilaban a
poblaciones enteras. No obstante, se comenzd a observar, pocos afos
después de su utilizacibn comercial, que éstos inducian la aparicion de

mecanismos de resistencia en bacterias susceptibles.

En un principio, la resistencia se reconoci®6 como una curiosidad
cientifica y luego como una amenaza a la eficacia del tratamiento. Pese al
desarrollo de nuevas familias de antimicrobianos en las décadas de 1970 y
1980, como las cefalosporinas y fluoroquinolonas, lo cual cre6 una falsa
sensacion de seguridad, la resistencia se ha ido incrementando, siendo
actualmente una gran preocupacion mundial en Medicina Humana vy
Veterinaria. Es asi como a nivel mundial se han diseflado medidas para la
contencion de dicha resistencia entre las cuales se encuentra la

implementacion de programas de monitoreo de la resistencia bacteriana.



Il.- REVISION BIBLIOGRAFICA

1.- Uso de antimicrobianos en produccién animal

Los agentes antimicrobianos son productos quimicos naturales, semi
sintéticos o sintéticos que matan o inhiben el crecimiento de los
microorganismos (EMEA, 2001). En los animales de produccion se han
utiizado fundamentalmente como medida profilactica (para prevenir
enfermedades), tratamiento en dosis terapéuticas y como promotores del
crecimiento en dosis subterapéuticas (OMS, 2001%).

Las cantidades de antimicrobianos que se consumen anualmente en
animales de produccibn son muy superiores a aquellas que se usan en
humanos, asi por ejemplo, en Dinamarca se determind que el consumo total
estimado de antimicrobianos prescritos en animales para el consumo fue de
112,5 toneladas el afio 2004. En cambio en humanos el consumo de
antimicrobianos para uso sistémico fue de solo 44,1 toneladas el afio 2004
(Emborg et al., 2004).

En Chile no existen datos exactos del consumo total de antimicrobianos
en animales de produccion; sin embargo, sobre la base de diversos estudios
nacionales, es posible inferir que existe una amplia gama de agentes
antimicrobianos para el tratamiento de ciertas patologias de origen bacteriano,
tales como la mastitis en bovinos, enfermedad frente a la cual se administran
entre otros penicilina, ampicilina, cefoperazona, cloxacilina, neomicina y
estreptomicina (Zurich, 1993) siendo cloxacilina asociada a ampicilina uno de
los productos intramamarios mas utilizados actualmente en los predios

lecheros de la X Regién (Aguilar, 2002).



2.- Consecuencias del uso de antimicrobianos en producciéon animal:

Uno de los efectos inevitables del uso de los antimicrobianos en medicina
humana y veterinaria, es la emergencia y diseminacion de resistencia, ya sea en

bacterias comensales, patdgenas o zoondticas (OMS, 2000).

Poco tiempo después de comenzada la era antimicrobiana con el
descubrimiento de la penicilina por Sir Alexander Fleming en 1928, y su
posterior uso clinico durante la segunda guerra mundial, en 1943, se comunicé
la existencia de cepas resistentes a ella. Posteriormente, se documento para el
caso de otros antimicrobianos como la tetraciclina (1946), eritromicina (1955),
estreptomicina (1956), gentamicina (1968), fluoroquinolonas (1985) vy
vancomicina (1994) (Errecalde, 2004).

La resistencia bacteriana a los antimicrobianos se fue propagando con
rapidez; en Espafia la resistencia de Staphylococcus aureus nosocomiales a
penicilina fue aumentando de un 14% en 1946, a un 59% en 1950 (Torroba et
al., 2000). En los ultimos afios existen diversos estudios que muestran un
incremento en los niveles de resistencia bacteriana a algunos antimicrobianos
(Molbak et al., 2001; Nachamkin et al., 2002; Shannon y French, 2004), asi
como un aumento en los niveles de resistencia a multiples drogas en algunas
cepas bacterianas provenientes de seres humanos (Alvseike et al., 2002; Oteo
et al., 2004").

La resistencia bacteriana a un antimicrobiano se define como la
capacidad de una bacteria de sobrevivir a una concentracion definida del
antimicrobiano; puede ser una propiedad natural de la bacteria 0 un mecanismo

secundariamente adquirido (Acar y Rostel, 2001). Al respecto se sefiala como:
- Resistencia unica: una bacteria posee resistencia sélo a un antimicrobiano.

- Resistencia cruzada: mecanismo de defensa bacteriana que confiere

resistencia a los antimicrobianos relacionados de la misma o diversas clases



antimicrobianas. Por ejemplo, la resistencia cruzada es comun entre los

macrolidos, las fluoroquinolonas y entre los macrolidos y lincosamidas.

- Resistencia multiple: una bacteria tiene varios mecanismos de resistencia
con los cuales disminuye su sensibilidad a diferentes antimicrobianos o clases
de éstos. Generalmente las bacterias son designadas como multiresistentes
cuando estas han adquirido por lo menos tres mecanismos de resistencia.
(IZSLT, 2002)

2.1.- Factores que influyen en el desarrollo y diseminacion de resistencia

Tanto en los seres humanos como en los animales, la resistencia
bacteriana es un problema complejo que se debe a diversos factores

relacionados: al antimicrobiano, al hospedero y al microorganismo .

En el caso de los antimicrobianos, se producen problemas cuando se
emplean para tratar enfermedades cuando no corresponde utilizarlos, en dosis
inapropiadas, durante periodos de tiempo inadecuado y en preparacion

farmacéutica incorrecta (OMS, 2000).

Con respecto al hospedero, la probabilidad de adquirir una infeccién por
un microorganismo resistente difiere segun la edad del paciente, su
procedencia, el sindrome clinico o localizacién de la infeccion y si es una

infeccion significativa o s6lo una colonizacién.

En cuanto a los factores relacionados al microorganismo, se puede
mencionar entre ellos, el tipo de microorganismo involucrado, la resistencia
multiple que posean a los antimicrobianos y la emergencia de resistencia,
relacionada con el aumento del porcentaje de resistencia;, este nivel se
considera cercano a cero cuando el antimicrobiano es introducido al mercado
(Garcia, 2003)



2.2.- Mecanismos de resistencia:

Los mecanismos mediante los cuales los microorganismos generan
resistencia a los medicamentos pueden ser diversos y los genes de la
resistencia pueden transmitirse a sus descendientes o a otras bacterias

(Klugmann, 2000). Entre estos se puede mencionar:

- Produccion de enzimas que destruyen el antimicrobiano activo.

- Cambios de la permeabilidad al antimicrobiano.

- Eflujo activo del antimicrobiano mediante bombas de expulsion.

- Desarrollo de un blanco estructural alterado para el antimicrobiano.

- Alteracion de una via metabdlica, que funciona como derivacion de la

reaccion original que esta siendo inhibida por el antimicrobiano.

Finalmente una célula bacteriana puede poseer mas de un mecanismo
de resistencia a un antimicrobiano. La cooperacion entre distintos mecanismos

puede generar altos niveles de resistencia.

2.3.- Transferencia de resistencia:

La transferencia de genes de resistencia entre bacterias es uno de los
factores fundamentales, que junto a la presién selectiva debida al empleo de
los antimicrobianos, han impactado en la emergencia y extension de la

resistencia a los antimicrobianos (Kruse y Sorum, 1994).

En un estudio desarrollado el afio 2003 a través de una simulacion in
vitro del ileum porcino se observo la transmision de resistencia a antibioticos
entre E.coli comensal, E.coli 0157 y Salmonella spp, concluyendo con ello que
el material genético que confiere resistencia a los antimicrobianos es facilmente
transmisible entre miembros de la familia Enterobacteriaceae (Blake et al.,
2003). Otro estudio realizado en Dinamarca en el afio 2004 indica que las
bacterias resistentes pueden ser transferidas desde animales de consumo a
humanos (Molbak, 2004).



Finalmente el hallazgo de determinantes de resistencia con propiedades
similares en organismos y ecosistemas notoriamente distantes, sugiere la
ocurrencia de un flujo genético entre células de diferentes comunidades
microbianas. Es asi como los genes de resistencia a ciertos antimicrobianos,
demuestran ser idénticos en bacterias filogenéticamente no relacionadas, como

por ejemplo en bacterias gram positivas y negativas (Gonzalez, 2004).

Se han identificado varios elementos que participan en la transferencia
de genes de resistencia, entre los cuales se encuentran los plasmidios, los
transposones, los bacteriofagos y los integrones que portan cassettes

genéticos de resistencia.

Las modalidades identificadas para transferir esta resistencia bacteriana
son:

e Transduccion, consistente en la transferencia de informacion genética de
una bacteria a otra por medio de un bacteriéfago

e Transformacién, donde el ADN desnudo de la célula de una especie es
captado desde el medioambiente por otra célula, alterando, por lo tanto,
su genotipo (Murray et al., 2004).

e Conjugacion, proceso de transferencia de informacién genética desde
una célula donante a otra receptora, promovido por determinados tipos
de plasmidios. Requiere contacto directo entre ambas células, con
intervencidn de estructuras superficiales especializadas (pilis) y de

funciones especificas (Todar, 2002)

Es cada vez mas evidente que algunos antimicrobianos se hacen mas
ineficaces tanto en medicina veterinaria como humana, aunque en esta ultima,
el problema no es atribuible exclusivamente a la utilizacion de antimicrobianos
en animales. Asi por ejemplo, a partir de diversos estudios realizados en
EEUU, se puede indicar que menos de un 5% de la resistencia a los

antimicrobianos observada en los microorganismos es atribuible a los



antimicrobianos utilizados en veterinaria y el 95% restante, corresponde al uso

y al abuso de antimicrobianos en el ser humano (Calvo, 2004).

3.- Consecuencias de la emergencia de cepas resistentes.

La resistencia microbiana en bacterias de origen animal puede significar
fracasos terapéuticos en medicina veterinaria y humana (San Martin y Cafon,
2000). Ademés en el primer caso, puede ir acompafado de pérdidas
econémicas para el productor pecuario, debido a que estos fracasos
terapéuticos obligan a comenzar una segunda o tercera terapia que hace
aumentar la permanencia de los animales en el plantel y a eliminar una mayor
cantidad de leche o huevos que no pueden ser enviados a consumo humano
(Moretain, 1996).

4 .- Medidas de control frente a la resistencia bacteriana

En el ambito internacional son diversos los organismos preocupados por
este tema, asi el “Codex alimentarius”, creado en 1962 por la Organizacion de
las Naciones Unidas para la alimentacion y agricultura (FAO), (OMS, 2004) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS, 2001%) sefalan al respecto que, los
médicos humanos y veterinarios deben abordar este problema de una manera
integral realizando esfuerzos comunes y creando medidas que permitan
controlar, en lo posible, la resistencia a los antimicrobianos que pueden
comprometer el tratamiento de procesos infecciosos tanto en humanos como
en animales. Estas medidas permiten establecer lineas de trabajo orientadas al
uso adecuado de estos farmacos de acuerdo a las realidades y objetivos de

cada pais.

Dentro de las medidas mencionadas anteriormente se encuentra la
utilizacién obligatoria de receta veterinaria, la retirada progresiva de los
promotores del crecimiento (Kathleen, 2000) y la instauracién de programas de
monitoreo de resistencia antimicrobiana (Caprioli et al., 2000).



En animales de produccion, a manera prioritaria, debiera estar
restringido el uso de antimicrobianos y utilizarlos sélo cuando se manifiesta un
cuadro clinico de origen bacteriano. Se debiera ademas, utilizar medidas
preventivas como optimizacibn de la higiene, vacunas, alimentacion
balanceada y manejo del estrés, las cuales no deben ser sustituidas con el uso
exclusivo de los antimicrobianos (Wierup, 2000).

5.- Programas de vigilancia de la resistencia antimicrobiana.

5.1.- Situacion Mundial:

En algunos paises se han implementado programas de vigilancia de
resistencia antimicrobiana, los cuales consisten en procesos sistematicos de
recoleccion, comparacion y analisis de datos con el proposito de difundir esta

informacién a quien lo requiera (OMS, 2001%).

Entre estos destacan: el Sistema Nacional de Monitoreo de la
Resistencia Antimicrobiana (NARMS) en EE.UU. (Headrick, 2005); el Programa
de Monitoreo Veterinario de Resistencia Antimicrobiana (SVARM) en Suecia
(Bengtsson et al, 2002); el Programa de Monitoreo de Resistencia a
Antibidticos (VAV) en Espafa (Moreno et al., 2000); el Programa de Monitoreo
de la Resistencia Antimicrobiana (DANMAP) en Dinamarca (Bager, 2000) y el
Sistema de Monitoreo de la Resistencia Antimicrobiana Veterinaria (JVARM) en
Japon (Kijima-Tanaka et al., 2003). Estos programas estudian los cambios en
los niveles de resistencia en bacterias patégenas, zoondéticas e indicadoras,
aisladas principalmente de especies animales productoras de alimentos como
bovinos, cerdos y aves, siendo en algunos paises extendido a otras especies
tales como ovejas, cabras, conejos y peces (Caprioli et al., 2000). El objetivo de
la vigilancia de resistencia antimicrobiana es el de proporcionar la informacion
necesaria para asegurar un manejo apropiado de las enfermedades
trasmisibles, con el fin de minimizar la morbilidad y mortalidad de estas y
contener el surgimiento de patdégenos resistentes a antimicrobianos. La

informacion generada es utilizada principalmente para la optimizacion del uso
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de antimicrobianos y ayudar en la prevencion y control de la resistencia en el

ambito local, regional y nacional por medio de:

Definir guias de duracion de tratamientos empiricos y guias de

tratamientos estandares.

e Asegurar que las drogas administradas sean apropiadas para las
necesidades.

¢ Identificar necesidades para la implementacién de medidas de control de
infecciones.

e Monitorear el impacto de las intervenciones para mejorar el uso de los

antimicrobianos y el control de la propagacion de la infeccion.

Estos programas de vigilancia idealmente deben incluir informacién tanto de
datos clinicos como microbiolégicos (OMS, 2002), teniendo la ventaja directa
para los veterinarios de que la informacion generada permite orientar la terapia
empirica (Moreno et al., 2000), que es la que predomina a nivel mundial en el

ambito de los animales de produccion (Stohr, 2000).

Por otra parte, ya se han generado redes de vigilancia que abarcan zonas
geograficas mayores, por ejemplo en Europa se ha generado el EARSS
(Europan Antimicrobial Resistance Surveillance System), el cual es una red
internacional de los sistemas nacionales de vigilancia, cuya mision es recoger
datos comparables y validados de estos, analizar las tendencias en resistencia
antimicrobiana en un cierto plazo y entre diversos paises y regiones y
proporcionar pautas y protocolos en meétodos de prueba para mejorar la
consistencia y la calidad y asi el valor de los datos obtenidos, para los
propésitos de la salud publica en Europa. Ejemplo de esto es el analisis de
informacion procedente de una red de 40 hospitales que participaron
divulgando la informacion de la resistencia antimicrobiana en sus
establecimientos. Este reveld que entre los afios 2001 a 2003 se observo una
disminucién desde un 39.5% a un 33% de la resistencia en cepas de
Streptococcus pneumoniae aisladas en nifios provenientes de hospitales de
Espafia, disminucion que coincidié con la introduccion de una vacuna
neumococal y con una reduccién global en los niveles de consumo de

9



antimicrobianos (Oteo et al., 2004%). Esta informacion es de suma importancia
para definir los factores determinantes de las tendencias en los niveles de
resistencia antimicrobiana, con el fin de orientar las medidas tendientes a su
contencion y para monitorear el impacto de dichas medidas. Este programa
comenzé en el afo 1999, y realiza monitoreo de la susceptibilidad
antimicrobiana en bacterias indicadoras que comunmente causan infecciones
en seres humanos entre las cuales se encuentran E.coli y Enterococus spp.
(RIVM - EARSS, 2005).

Por otro lado, la “Asociacién para el Uso Prudente de los Antibioticos”,
(organizacion global sin fines de lucro que cuenta con 50 paises afiliados
fundada en 1981), desarrollé en 1998 el proyecto “Global Advisory on Antibiotic
Resistance Data” (GAARD), el cual es el primer proyecto que busca integrar los
datos de resistencia desde los diversos sistemas de vigilancia a nivel mundial
(APUA, 2004).

Con respecto a los antimicrobianos empleados como promotores del
crecimiento, los paises de la Unién Europea prohibieron la avoparcina en 1997
mediante la Comisién 97/6/CE aduciendo medida precautoria de caracter
cautelar. Posteriormente se prohibieron otros cuatro antimicrobianos:
bacitracina de zinc, tilosina, espiramicina y virginamicina mediante el
Reglamento del Consejo 2821/98 basado en una propuesta de la Comision
Europea sobre la base del principio de precaucion (Anadén et al., 1999%
Anadén et al., 1999°). A partir del afio 1998 quedé autorizado, el uso de cuatro
antimicrobianos como promotores de crecimiento: flavofosfolipol, monensina
sodica, salinomicina sodica y avilamicina, de manera temporal, ya que en el
mes de marzo del 2002 la Comision de la Unidn Europea propuso también la
prohibiciébn de estos como promotores del crecimiento a partir de enero de
2006 (Calvo, 2004).

10



5.2.- Importancia de la utilizacion de bacterias indicadoras en los

programas de monitoreo de la resistencia bacteriana.

Dentro de las bacterias indicadoras se encuentran E.coliy Enterococcus
spp. Estos microorganismos se encuentran formando parte de la microbiota del
tracto gastrointestinal del hombre y de los animales de sangre caliente; son
excretados en sus heces, de ahi que su presencia en el ambiente indique
contaminacion de origen fecal y el riesgo de apariciébn de gérmenes patdégenos
(Suarez, 2002). Por otra parte estas bacterias comensales son capaces de

transformarse en patdgenos oportunistas.

La importancia de la utilizacion de estas bacterias indicadoras se debe al
aumento que experimentan los niveles de resistencia de la microbiota entérica
normal, como resultado de la exposicién a antimicrobianos; Estas bacterias son
consideradas un buen indicador de la presion de seleccion ejercida por estos
farmacos en la poblacion que los consume y de los problemas de resistencia
que se pueden esperar en las bacterias patdégenas. Ademas, la microbiota
entérica normal es considerada un reservorio de genes de resistencia que
podrian ser transmitidos a bacterias patdégenas y zoonéticas (Van den Bogaard
y Stobberringh, 2000).

La importancia del género Enterococcus spp. radica en que pueden
adquirir resistencia, por mutacion o incorporacién de plasmidos, a penicilina,
ampicilina, eritromicina, ciprofloxacina, tetraciclinas, cloranfenicol vy
vancomicina (Otaiza et al., 2003). Este ultimo farmaco sélo se utiliza en
humanos y en algunas ocasiones es la Unica alternativa de tratamiento en
infecciones severas por Enterococcus spp. resistentes a ampicilina ; es
ampliamente utilizado en las Ultimas dos décadas como terapia de infecciones

por Staphylococcus aureus resistentes a cloxacilina (Juliet, 2002).

La aparicion de Enterococcus spp. de origen animal resistentes a

vancomicina (ERV) en los alimentos, se ha asociado al uso generalizado de
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avoparcina, glucopeptido similar a la vancomicina, que ademas posee los

mismos mecanismos de accion y resistencia (Torres y Zarazaga, 1998).

5.3.- Tendencias y situacion actual en los niveles de resistencia
bacteriana en E.coli y Enterococcus spp. en humanos y en las especies

productivas bovina, cerdo y aves:

Para observar las tendencias se remitira a los resultados obtenidos por
el programa de monitoreo de la resistencia en Dinamarca (DANMAP), por ser
éste uno de los mas completos sistemas de monitoreo a nivel mundial. Las
tendencias de resistencia bacteriana que se sefialaran, son en base de las
cifras obtenidas por ese programa en los afios 2000 y 2004 y sélo se
identificaran los antimicrobianos utilizados en este estudio. La observacion de
la situacion actual se referira a los datos entregados por el Instituto de Paises
Bajos para la Salud Publica y el Ambiente - Sistema de Vigilancia de
Resistencia Antimicrobiana Europeo (RIVM — EARSS, 2005).

E.coli:

En bovinos de Dinamarca se informa un incremento en los niveles de
resistencia para tetraciclina y eritromicina desde un 2% en el afio 2000 a un
12% el 2004, y desde un 5% en el afio 2000 a un 18% el 2004
respectivamente. En cambio, se ha mantenido un 100% de sensibilidad para
gentamicina, ciprofloxacino y acido nalidixico. Actualmente se observan
resistencias para tetraciclina de un 12%, 33% y 41% en Dinamarca, Grecia y

Francia, respectivamente.

En aves (broilers), los porcentajes de resistencia entre los afios 2000 y
2004 han disminuido para las tetraciclinas desde un 14% a un 11%; en tanto se
han incrementado para estreptomicina desde un 6% a un 8%, para acido
nalidixico de un 11% a un 13% y se han mantenido con un 100% de

sensibilidad para cloranfenicol, gentamicina y ciprofloxacino. Actualmente en
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aves (Gallus gallus) por su parte se informd de un alto nivel de resistencia a
quinolonas en varios paises Europeos, salvo en Dinamarca, Noruega y Suecia
donde se divulgaron generalmente bajos niveles de resistencia, con Suecia y
Noruega revelando un gran niamero de aislados completamente susceptibles
(85% y 65%, respectivamente) y la mayoria de los paises informé niveles bajos
de resistencia a las fluoroquinolonas (RIVM - EARSS, 2005).

En cerdos, los niveles de resistencia han experimentado un aumento
para la estreptomicina desde un 43% en el aflo 2000 a un 48% en el afio 2004,
para tetraciclinas de un 24% a un 44%, y cloranfenicol de un 4% a un 9%; en
tanto se ha mantenido un 100% de sensibilidad para ciprofloxacino.
Actualmente existen grandes variaciones de resistencia a tetraciclina con un
9,6% en Noruega y un 95.6% en Espafa; se informd alta resistencia a
sulfonamidas en Italia (78%) Espania (73%) y Reino Unido (62%). La
resistencia a las quinolonas estaba generalmente en un nivel bajo, a excepcion
de Espafia y de Estonia que divulgaron 20% y 33% de resistencia

respectivamente.

En humanos la situaciébn es preocupante debido al aumento de la
resistencia de E.coli para todos los tipos de antimicrobianos usados para el
tratamiento empirico de infecciones causadas por esta especie bacteriana
desde el afio 2001 en Europa, es asi como se observa un aumento de los
niveles totales de resistencia para aminopenicilinas de un 43% en el 2001 a un
48% en el 2004, para fluoroquinolonas de un 9% a un 14%, para
cefalosporinas de tercera generacién de un 1,5% en el 2001 a un 2,9% en el
2004, y para aminoglucésidos de un 4 a un 5,3%. Actualmente los mayores

porcentajes de resistencia en Europa siguen el orden anterior.
Enterococcus:
Para este grupo bacteriano en general en Europa aun no existen datos

totales de resistencia en especies productivas, salvo paises como Dinamarca

gue entrega informacién para los afios 2000 a 2004.
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Asi en bovinos se informa de una disminucion de los niveles de
resistencia de Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis; para
Enterococcus faecium la disminucion desde el afio 2000 al 2004 para
tetraciclina fue de 46% a 7%; para penicilina de 29% a 0%, eritromicina de 38%
a 5% y estreptomicina de 23% a 2 %. En Enterococcus faecalis, en el mismo
periodo también disminuyeron los niveles de resistencia a tetraciclina desde un
70% a un 7%, a eritromicina desde un 18% a un 5%, a estreptomicina desde un
18% a un 2% y de penicilina desde un 3% a un 0%. Tanto Enterococcus
faecium como Enterococcus faecalis han permanecido con un 100% de
sensibilidad para gentamicina, cloranfenicol y vancomicina en el mismo

periodo.

En aves broilers, los niveles de resistencia de Enterococcus faecium, en
este periodo, han experimentado una disminucion para penicilina desde un
67% a un 35%, tetraciclina desde un 6% a un 4%, vancomicina de un 6% a un
2% y a estreptomocina de un 3% a un 2%. En cambio, se ha observado un
incremento en los niveles de resistencia para eritromicina desde un 13% a un
28%. En Enterococus faecalis han disminuido los niveles de resistencia a
tetraciclina desde un 48% el afio 2000 a un 41% el afio 2004, eritromicina de
un 26% a un 18%, de estreptomicina de un 5% de resistencia a un 100% de
sensibilidad, manteniéndose los niveles de resistencia para cloranfenicol con

un 1% y vancomicina con un 100% de sensibilidad.

En cerdos los niveles de resistencia en Enterococcus faecium han
disminuido durante el mismo periodo para los antimicrobianos tetraciclina
desde un 68% a un 48%, penicilina desde un 45% a un 15%, estreptomicina
desde un 27% a un 26% , cloranfenicol de 1% a un 100% de sensibilidad,
mientras que han incrementado los porcentajes de resistencia de eritromicina
desde un 47% a un 50% y manteniéndose un 100% de sensibilidad a
gentamicina. En Enterococcus faecalis los niveles de resistencia han
aumentado para tetraciclinas desde un 77% a un 86%, eritromicina desde un
28% a un 40%, estreptomicina de un 22% a un 32%, gentamicina y
cloranfenicol desde un 2% a un 9% y 10 % respectivamente, manteniéndose un

100% de sensibilidad para penicilina.
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Los estudios de resistencia de Enterococcus en seres humanos de
Europa indican que no ha habido grandes cambios en las tendencias de
resistencia a los antimicrobianos, salvo por un claro aumento de la resistencia a
vancomicina de un 3,3% el 2001 a un 7,8% el 2004 (RIVM - EARSS, 2005),
representado por los niveles de resistencia de Enterococcus faecium que
aumentaron de 1,4% en el 2001 a 10,6% en el 2004 en Grecia; de un 1,6% a
5% en Francia y de 11,1% a 22,1% en Irlanda. Enterococcus faecalis, por su
parte, mantuvo sus niveles de resistencia a los aminoglucosidos salvo por un
aumento en Finlandia desde un 23% a un 38% Yy en Israel desde un 24% un
46%; también mantuvo sus niveles de resistencia a vancomicina salvo en
Republica Checa y Grecia, paises en los cuales esta resistencia disminuy6 de
1,6% a 0,4% y de 7.4% a 4.1% respectivamente (Bager, 2000; Emborg et al.,
2004)

En el caso de la resistencia a vancomicina en seres humanos, dicha
resistencia estaria asociada al uso de avoparcina en animales; esto se ha
podido demostrar gracias al sistema DANMAP el cual inform6é que como
consecuencia de la prohibicién de la avoparcina como promotor del crecimiento
en Dinamarca, se observo una disminuciéon en la ocurrencia de E. faecium
resistente a vancomicina en pollos patrrilleros y cerdos, uno y tres afos
después de su prohibicion respectivamente (Bager et al., 2002). Esta relacion
también ha sido observada en otros paises, asi donde la avoparcina ha sido
usada como promotor del crecimiento, cepas de Enterococcus spp resistentes
a Vancomicina (VRE) han sido aisladas frecuentemente desde animales de
consumo, en cambio en paises donde la avoparcina no ha sido empleada no se
han detectado VRE. Estos resultados son consistentes con la hipotesis de que
el uso de avoparcina ha generado un reservorio de VRE en animales de

consumo (Wegener et al., 2000).
En Europa los VRE en humanos siguieron un patron de resistencia

acorde, entre otras cosas, al uso de avoparcina en animales, como lo

demuestra una tendencia a la declinacion de la presencia de Enterococcus
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resistentes en el intestino humano en Europa, luego de la prohibicion de la

avoparcina (Klare et al., 1999).

5.4.- Situacion Nacional:

En Chile, aunque a partir del afio 1996 las exigencias para el registro
farmacéutico han aumentado por parte del Servicio Agricola y Ganadero
(SAG), no existen actualmente programas gubernamentales de monitoreo
sistemético de la resistencia bacteriana en aislados de animales de produccion,
frente a los antimicrobianos que se ofrecen en el mercado nacional; tampoco
existe restriccibn al uso de estos farmacos en especies o0 sistemas de

produccién (San Martin y Cafién, 2000).

En veterinaria existe muy poca informacion sobre resistencia
antimicrobiana en E. coli aislados de bovinos. En un estudio de resistencia en
cepas patdgenas aisladas de mastitis, en vacas lecheras provenientes de tres
regiones de Chile, se observé que esta bacteria exhibe en general bajos
porcentajes de resistencia a los antimicrobianos analizados, observandose
resistencia inferior al 25% frente a cada uno de éstos. Los porcentajes mas
altos de resistencia fueron a oxitetraciclina (24.2%), enrofloxacino (21.9%) y
gentamicina (18%) en la V Region y en la Region Metropolitana; en tanto que
en la X Region, los mas altos porcentajes de resistencia en E.coli se
observaron a enrofloxacino (21.9%), cefquinona (15%) y ceftiofur (15%) (San
Martin et al., 2002). Un estudio mas reciente, que utilizd bovinos de carne
faenados en el Frigorifico Lo Valledor S.A. y vacas de lecherias de la Region
Metropolitana, arrojé que la mayor resistencia en cepas aisladas de ganado
lechero fue para oxitetraciclina (84%), seguida de enrofloxacino (56%),
ciprofloxacino y ceftiofur (54%) y sulfametoxazol-trimetropim con un 16%. En
ganado de carne fue para sulfametoxazol-trimetropim con un 10% de
resistencia, seguido de oxitetraciclina con 4% y ceftiofur con un 3% (Figueroa,
2004).
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Por otro lado, en nuestro pais no existen datos de resistencia de
Enterococcus spp en bovinos, pero si en otras especies productivas y en el ser
humano. En el afio 1999, se aislo la primera cepa de Enterococcus resistente a
vancomicina en humanos (Pinto, 2002). Durante el afio 2000, el Instituto de
Salud Publica (ISP) registro resistencias de 5% en 97 cepas de E. faecalis y de
un 29% en 42 cepas de E. faecium, referidas de todo Chile (Juliet, 2002). En el
2003, por primera vez, se notific6 un brote de Enterococcus resistente a
vancomicina que comprendié a tres pacientes de una Unidad de Cuidados
Intensivos, en localizaciones superficiales (piel). En el mismo afio, el 31,6% de
los hospitales del pais notificaron al menos una cepa de Enterococus con

sensibilidad intermedia o resistente (Otaiza et al., 2003).

Los sistemas para obtener informacion en relacion a la resistencia
bacteriana en humanos han tenido inconvenientes, tales como el bajo nivel de
cobertura en el ambito nacional, y por lo tanto la poca representatividad de las
cifras obtenidas. Por otra parte, la inexistencia de registros de control de
calidad de los laboratorios que proveen los resultados de resistencia
bacteriana, no permite certificar que las cifras obtenidas sean exactas y
precisas (Garcia, 2003). Entre estos sistemas de informacion se encuentran: la
vigilancia en patdgenos asociados a infecciones ambulatorias del Instituto de
Salud Publica (ISP) de Chile; el Programa de Control de Infecciones del
Ministerio de Salud, que recopila informacién de resistencia bacteriana en
patdogenos de importancia nosocomial; la Red PRONARES, proyecto de la
Universidad de Chile para obtener informacion de resistencia bacteriana con
relacion al sitio de aislamiento bacteriano y a la procedencia de las muestras
qgue funcioné entre los afios 1998 al 2002 (Prado et al.,1999); Los Programas
de vigilancia mundial como SENTRY, coordinado por la Universidad de lowa en
Estados Unidos que recibe informacion desde nuestro pais, ademas de datos
locales publicados en la Revista Chilena de Infectologia o en la Revista Médica

de Chile y encuestas a los centros de salud.

Al tomar conciencia de estos problemas, en el afio 2002 la Sociedad
Chilena de Infectologia, en conjunto con el ISP de Chile, decidieron

implementar una Red Nacional para la Vigilancia de la Resistencia a los
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antimicrobianos, la cual comenz6 a funcionar en abril de 2003 con la
participacion de 42 centros de salud de los 47 que fueron convocados (Garcia,
2003).

En otras especies productivas de nuestro pais se han realizado andlisis de
resistencia en E.coli, y Enterococus spp. En cerdos, de una muestra de 100
cepas de E.coli, se encontraron altos niveles de resistencia a oxitetraciclina y
estreptomicina con porcentajes de 96% y 84% respectivamente, en tanto que
para sulfametoxazol-trimetopim fue de un 21%, para flumequina (7%), &cido
oxolinico 9% y para acido nalidixico 12%. Para enrofloxacino y ciprofloxacino
la resistencia fue de un 6% y gentamicina presento un 2% de resistencia; todas
las cepas fueron sensibles a cefazolina y cefoptaxima. En una muestra de 98
cepas de Enterococcus spp., se observo que el nivel de resistencia para
tetraciclina fue de un 82,3%, para eritromicina y estreptomicina de 51% y 45%
respectivamente, encontrandose para enrofloxacino, ciprofloxacino,
cloranfenicol y gentamicina bajos porcentajes de resistencia, no mayores al
2%; para penicilina se observé un 4,9% de resistencia y finalmente todas las
cepas fueron sensibles a amoxicilina + &cido clavulanico, vancomicina y

teicoplanina (Adasme, 2005).

En aves, en una muestra de 98 cepas de E.coli, los mayores porcentajes de
resistencia se observaron para oxitetraciclina y acido nalidixico, alcanzando
80.61% y 59,18% respectivamente; para estreptomicina, flumequina y acido
oxolinico, se observé un nivel de resistencia de 57,14%; para enrofloxacino fue
de un 28,57%, ciprofloxacino de un 20,4% y sulfametoxazol + trimetopim con
un 16,32% y todas las cepas fueron sensibles para cefotaxima y cefazolina. En
una muestra de 96 cepas de Enterococcus spp. se encontraron altos niveles de
resistencia para oxitetraciclina, enrofloxacino, ciprofloxacino y eritromicina con
porcentajes de 81,25%, 78,12%, 76,04% y 64,58%, respectivamente, mientras
que para estreptomicina, penicilina y gentamicina los porcentajes de resistencia
fueron de 22,91%, 17,7% y 5,2%, observandose un 100% de sensibilidad a
vancomicina, teicoplanina, cloranfenicol y amoxicilina + &cido clavulanico
(Campos, 2005).
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[ll.- OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar, en bacterias indicadoras aisladas de bovinos, la resistencia

frente a diferentes antimicrobianos empleados a nivel nacional.

Objetivos Especificos

1) Determinar la susceptibilidad de cepas previamente aisladas de

Escherichia coli y Enterococcus spp. frente a diferentes antimicrobianos.

2) Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de cepas de Enterococcus

Spp. a vancomicina.

3) Establecer perfiles de multiresistencia de las cepas estudiadas.

19



IV.- MATERIAL Y METODOS

1. Estudio de resistencia: Se realizd en el Laboratorio de Farmacologia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile a partir
del afio 2004.

2. Obtencion, aislamiento y caracterizacion de las cepas bacterianas:

El aislamiento y caracterizacion de las 77 cepas de E.coli y 91 de
Enterococcus spp., provenientes de muestras de materia fecal obtenidas de
bovinos aparentemente sanos faenados en la Empresa Procesadora de Carnes del
Sur S.A de la ciudad de Valdivia, fue realizado en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Austral
de Chile el afio 2004.

Los bovinos muestreados proceden de las provincias de Valdivia (10,3%),
Osorno (46,2%), Llanguihue (36,8%) y Coyhaique (6,8%). Las
razas predominantes fueron Frison Negro con un 54,7%, Frison Rojo
con un 20,5% y un 8,6% correspondi6 tanto a Holstein Freesian como a
Hereford. El 16,2% de los bovinos restantes no respondian a caracteristicas
raciales especificas. En cuanto al sexo, los bovinos muestreados se pudieron
subdividir en 64 (54,7%) machos, todos correspondientes a la categoria de
novillos y 53 (45,3%) hembras, de las cuales 10 (8,5%) correspondieron a vacas
y 43 (36,8%) a vaquillas (Fry, 2004).

3. Prueba de sensibilidad in vitro: Todas las cepas aisladas fueron sometidas al
método de dilucion en placa, siguiendo las normas del Comité Nacional de
Estandares de Laboratorios Clinicos (NCCLS, 1999).

Con este método se determind la concentracion minima inhibitoria (MIC) definida
como la minima concentracion de antimicrobiano (en ug/ml) que inhibe el crecimiento
visible de los microorganismos testeados (Andrew, 2001) y por ser cuantitativo y
reconocido internacionalmente como oficial, fue el método que se utilizd para

determinar los perfiles de resistencia.
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Los estdndares de antimicrobianos (droga pura) se obtuvieron directamente
de los laboratorios proveedores, los cuales debian sefalar su potencia. Con
cada uno de ellos, se prepararon soluciones stock de 2000 pg/ml,
refrigerandose a 4°C hasta por una semana. A partir de ellas se prepararon
diluciones a la mitad: 640, 320, 160, 80, 40, 20, 10, 5 pg/ml. De cada dilucién
se tomaron 2 ml que se combinaron con 18 ml de Agar Mueller - Hinton por

placa petri con el objeto de lograr la proporcion 1:10.

Para el caso de la estreptomicina de alta carga, con la solucion Stock de
2000 pg/ml se prepararon diluciones de 1000 pug/mly de 500 pg/ml. En cambio
para gentamicina de alta carga se preparé una solucién Stock de 1000 ug/ml, a

partir de la cual se prepararon diluciones de 500 y 250 ug/ml.

Por otro lado, las cepas bacterianas se reactivaron por pasajes sucesivos en medio
liquido, caldo comun para E.coli y caldo infusion cerebro corazén para Enterococcus
spp. Las cepas reactivadas se ajustaron con suero fisiologico, a una concentracion del
0.5 del nefelometro de McFarland. De cada suspension bacteriana ya estandarizada, se
tom6 1 ml que a su vez se diluyd con 9 ml de suero fisiolégico. Esta Ultima
concentracion bacteriana constituyd el indculo utilizado para cada siembra sobre las
placas de Agar ya preparadas. Para sembrar las placas se utilizo el indculo-replicador de
Steers. La inoculacion del medio comenzd por la placa control sin antimicrobiano,
continuando con las placas de menor concentracion de antimicrobianos y siguiendo un

orden ascendente.

Las determinaciones del MIC se realizaron por duplicado y se incubaron a 37°C
por 18 horas. Como cepas control se utilizaron E. faecalis ATCC/29212 y E. coli
ATCC/25922. Las MIC se expresaron en valores absolutos (ug/ml) y se definié la
MICs y la MICg (concentracion minima necesaria para inhibir el crecimiento del 50%
y del 90% de los organismos testeados, respectivamente) para cada grupo bacteriano
frente a cada antimicrobiano. La sensibilidad o resistencia de cada cepa bacteriana se
determind en base a los puntos de corte establecidos por el NCCLS (NCCLS, 1999);

con fines practicos se definid la sensibilidad intermedia como resistente.
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Los antimicrobianos a analizar fueron:

Para Escherichia coli; cefotaxima (Oxoid®, potencia 950 ug/mg),
cefazolina (Oxoid®, potencia 950 pjg/mg), gentamicina (Sigma®,
potencia 638 ug/mg), estreptomicina (Arlab®, potencia 773 ug/mg),
flumequina (Arlab®, potencia 946 pg/mg), enrofloxacino (Arlab®,
potencia 1003 ug/mg), ciprofloxacino (Oxoid®, potencia 1000 ug/mg),
oxitetraciclina (Oxoid®, potencia 960 pg/mg), sulfametoxazol +
trimetoprim (Arlab®, potencia 1000/980 ug/mg), (Arlab®, potencia
Mg/mg), acido nalidixico (Oxoid®, potencia 970 ug/mg),y acido oxolinico

(Ox0id®, potencia 990 pg/mg).

Para Enterococcus spp.: penicilina (Sigma®, potencia 1477 Ul/ mg),
amoxicilina + &cido clavulanico (Oxoid®, potencia 558 pg/mg), enrofloxacino
(Arlab®, potencia 1003 pg/mg), ciprofloxacino (Oxo0id®, potencia 1000
pg/mg), oxitetraciclina (Oxo0id®, potencia 960 pg/mg), eritromicina (Sigma®,
potencia 850 pg/mg), gentamicina de alta carga (Sigma®, potencia 638
pug/mg), estreptomicina de alta carga (Arlab®, potencia 773 pg/mg),
cloranfenicol (Ox01d®, potencia 980 pg/mg), y vancomicina(Oxo1d®, potencia
1000 ug/ml).

Los antimicrobianos empleados en este estudio fueron seleccionados debido a
que han sido los de mayor uso en animales de produccion (bovinos, cerdos y aves) y por
estar registrados oficialmente en nuestro pais. Ciprofloxacino y vancomicina,
antimicrobianos utilizados s6lo en humanos, fueron analizados en este trabajo producto
de la resistencia cruzada que se pudiese generar al utilizar en el primer caso
enrofloxacino (antimicrobiano ampliamente utilizado en ganado bovino) y el segundo
caso al emplear avoparcina (antimicrobiano que ha sido utilizado como promotor del

crecimiento en medicina veterinaria).
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4. Andlisis de los resultados: Para poder llevar a cabo los objetivos

planteados se realizaron los siguientes analisis descriptivos:

1) Para cada grupo bacteriano, una distribucion de frecuencia (porcentajes) de

la resistencia frente a cada antimicrobiano estudiado.

2) Una distribucion de frecuencia (porcentajes) de las cepas de Enterococcus

spp., resistentes a vancomicina.
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CUADRO 1. Concentraciones minimas inhibitorias de 77 cepas de E.coli aisladas de bovinos de carne de la X
Y Xl Region.

3 o Valores de MIC (ug/ml)

Ant™ %R 925 (025 [05 1 | 2] 4] 8 |16 ][32] 64 ] 128] MICs M1Cao
CIP| o 77 2 <025 <0.25
ENR 10 77 <0.25 <0.25
EST | o 9 |3 |65 <1 <1

G 0 77 <0.25 <0.25
OXI 9.1 69 1 ql 6 <0.25 <2
AN | ¢ 21 15 4 |37 <4 <8
AO 0 77 <0.25 <0.25
CEF 1 0 77 <0.25 <0.25
FLU- o 77 <0.25 <0.25
S+T| 0 - <0.25 <0.25

a) CIP (Ciprofloxacino); ENR (Enrofloxacino); EST(Estreptomicina); G (Gentamicina); OXI (Oxitetraciclina); AN (Acido
Nalidixico) AO (Acido Oxolinico); CEF (Cefazolina); FLU (Flumequina); S+T (Sulfa + Trimetopim).
b) El limite entre las areas blancas y sombreadas corresponde a los puntos de corte para cada antimicrobiano

(Concentracién Minima Inhibitoria con la cual un microorganismo puede ser clasificado como sensible o resistente).
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CUADRO 2. Concentraciones minimas inhibitorias de 91 cepas de Enterococcus spp. aisladas de bovinos de carne de la
X Y Xl Region.

Valores de MIC (ug/ml)

Ant? 1% R [_0o5 025 |05 1 [2]4]816]32]64] 128 | 250 | 500 | 1000 | 2000 MICso MICeo
CIP | o 91 b) <0.25 <0.25
ENR | ¢ 89 | 2 <0.25 <0.25
ERI | ¢ 91 <0.25 <0.25
EST 0 919 <500 <500

G 0 91 919 < 250 < 250
OXI |33 88 3 <0.25 <0.25
A+C | o 91 <0.25 <0.25
CL | o 4 | 9 |78 <1 <1

P 0 82 | 4 |5 3 <0.25 <0.25

v 0 91 <0.25 <0.25

a) CIP (Ciprofloxacino); ENR (Enrofloxacino); ERI (Eritromicina); EST(Estreptomicina); G (Gentamicina); OXI (Oxitetraciclina); A+C
(Amoxicilina + Acido Clavulanico); CL (Cloranfenicol); P (Penicilina); V (Vancomicina).

b) El limite entre las areas blancas y sombreadas corresponde a los puntos de corte para cada antimicrobiano (Concentracion Minima
Inhibitoria con la cual un microorganismo puede ser clasificado como sensible o resistente).

c¢) La concentracién minima inhibitoria que inhibié el crecimiento de estas cepas de Enterococccus spp. fue < 500.

d) La concentracion minima inhibitoria que inhibio el crecimiento de estas cepas de Enterococccus spp. fue < 250.
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3.- Sensibilidad a vancomicina en cepas de Enterococcus spp.

Ninguna de las 91 cepas de Enterococcus spp. presento resistencia a

vancomicina. El rango de MIC fue de (0.25 ug/ml — 0.25 ug/ml ).

4 - Perfiles de multirresistencia

No se encontrd resistencia a mas de un antimicrobiano en las cepas

analizadas.
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VI.- DISCUSION

Los porcentajes de resistencia y los valores de MICsg . g9 determinados
en las 77 cepas de E.coli (Cuadro 1), para oxitetraciclina, muestran un 9.1% de
resistencia con rangos de MIC (0.25 - 64), MICspy MICgo de < 0.25 pg/mly <2
pg/ml respectivamente, valores que concuerdan en parte con estudios tanto a
nivel nacional como internacional. En nuestro pais la resistencia obtenida en
cepas de E. coli aisladas de bovinos muestran resistencia para oxitetraciclina
de un 4% en bovinos de carne de la X region, lo cual no difiere en gran medida
del porcentaje obtenido en este estudio, con rangos de MIC para todas las
cepas analizadas de 1 — 128, MICso < 2 pg/ml y MICg < 8 ng/ml (Figueroa,
2004), los cuales permiten observar que en el ultimo estudio los niveles de
resistencia alcanzan valores superiores, sin embargo son pocas las cepas que
llegan a estos niveles de resistencia, ya que el 95.8% de las cepas crecid a
una concentracion minima inhibitoria < 2 pg/ml, sin embargo Ahora bien, si se
comparan con las cifras obtenidas por el programa DANMAP, en Dinamarca
cuyos porcentajes de resistencia antimicrobiana durante el afio 2004 frente a
oxitetraciclina fueron un 12% en 97 cepas estudiadas, con un rango de MIC
para todas las cepas analizadas de 2 — 64 y cuyos valores fueron <2 pug/mly
< 64 pg/ml para MICsoy MICg respectivamente, se puede apreciar que tanto el
porcentaje como el nivel de resistencia indicado por el rango de MIC y los
valores de MICsp y MICgo SOn mayores en Dinamarca que este estudio, sin
embargo se debe indicar que el 83.5% de las cepas estudiadas por DANMAP
crecid a una concentracion minima inhibitoria < 2 pg/ml, lo cual permite
observar que pocas cepas manifestaron un alto nivel de resistencia. (Emborg et
al., 2004).

Los niveles de resistencia observados a este antimicrobiano pueden
atribuirse entre otras cosas, a su uso por mas de cincuenta afios para tratar
diversas patologias y su incorporacion en premezclas como promotores del
crecimiento; este uso excesivo ha ejercido una presion de seleccion sobre los
microorganismos expuestos a este antimicrobiano que explicaria en parte esta

pérdida de sensibilidad.
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En el caso de sulfametoxazol + trimetopim, que arroj6 un 100% de
sensibilidad, con rango de MICs (0.25 — 0.25) con un valor de MICsgy MICgy <
0.25 pg/ml, los resultados obtenidos difieren de la publicacion de Figueroa en
nuestro pais el afio 2004, cuyo porcentaje de resistencia fue de un 10%, con
un rango de MIC para todas las cepas analizadas de 1 — 8, siendo su MICspy
MICgo < 2 png/ml. Lo cual refleja en el dltimo estudio un porcentaje de cepas con
niveles de susceptibilidad menores en comparacion a este estudio. Sin
embargo los resultados de este estudio son similares a los observados en otros
estudios internacionales como el realizado en Francia el afio 2004 por Bywater

et al.

Para el resto de los antimicrobianos en estudio la ausencia de resistencia
de las cepas de E.coli no difiere en gran medida tanto de estudios nacionales
como internacionales (Bengtsson et al., 2002; Kijima-Tanaka, 2003; Figueroa,
et al., 2004; Bywater et al., 2004; Emborg et al., 2004).

Con respecto a las quinolonas, acido nalidixico y acido oxolinico, los
resultados obtenidos, los cuales no arrojaron resistencias para ninguno de
éstos, no pudieron ser contrastados con cifras a nivel nacional, ya que no
existen datos previos de sensibilidad en bovinos para estos antimicrobianos,
inclusive muy pocos estudios internacionales analizan sus sensibilidades. Por
altimo, los porcentajes de sensibilidad obtenidos para flumequina no fueron
posibles de comparar con otros trabajos, debido a que este antimicrobiano no
es medido en forma rutinaria en pruebas de susceptibilidad para E. coli en la
especie bovina. Se decidié la utilizacibn en este estudio de estos
antimicrobianos, debido a que poseen resistencia cruzada con fluoroquinolonas

como enrofloxacino (Bazile-pham-khac et al., 1996).

Por otro lado se observa que los porcentajes de resistencia y los valores de
MICsp - 9o determinados en las 91 cepas de Enterococcus spp. (Cuadro 2), para
oxitetraciclina, con un 3.3% de resistencia y un rango de MIC para todas las

cepas analizadas de 0.25 — 128, MICsoy MICg < 0.25 pg/ml. no fueron posibles
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de contrastar a nivel nacional, debido a que en nuestro pais no existen estudios
anteriores que midan la sensibilidad de cepas de Enterococcus spp a los
antimicrobianos en la especie bovina. Tampoco fue posible la comparacién con
los valores entregados por DANMAP en Dinamarca el afio 2004, ya que dicho
afio no incluye en su andlisis al ganado de carne. El afio 2003 dicho estudio
reveldé una ausencia de resistencia para este antimicrobiano en Enterococcus
faecium, con un rango de MIC (1 — 1), MICsp y MICgo < 1 pg/ml (Heuer, 2003).
Enterococcus faecalis s6lo pudo ser comparado con el afio 2000 (Bager, 2000),
ya que dicho estudio no midié la resistencia del ganado bovino a este
antimicrobiano a partir del afio 2001, asi las cifras reveladas el afio 2000 son
de un 70% de resistencia a este antimicrobiano con un rango de MIC para
todas las cepas analizadas de 1 — 32, MICso < 16 pg/ml y MICg > 32 pg/ml.
Estos niveles de resistencia de Enterococcus faecium a tetraciclina no difieren
en gran medida con los de este estudio, a diferencia con los publicados por
Bager el afio 2000 para Enterococcus faecalis, los cuales superan ampliamente

los niveles observados por esta investigacion.

Este mayor porcentaje de cepas de Enterococcus faecalis resistentes a
oxitetraciclina en relacion a las cepas de Enterococcus faecium, se observa
también en otros estudios como por ejemplo el publicado por Bengtsson et al.,
el afo 2002 que revela que el porcentaje de cepas resistentes el afio 2000 en

Suecia fue de un 14% y de un 6% respectivamente

Para el glucopéptido vancomicina la ausencia de cepas resistentes revelada
en este estudio, con rango de MIC (0.25 — 0.25), MIC5p y MICgyg < 0.25 pg/ml,
concuerda con las cifras obtenidas en paises como Dinamarca donde en las
cepas de Enterococcus faecium tampoco se informé resistencia con rango de
MIC (2 — 4), MICso y MICg < 2 ng/ml, los cuales reflejan un alto nivel de
susceptibilidad de las cepas en estudio (Heuer, 2003). Asi también, las cepas
de Enterococcus faecalis revelaron una ausencia de resistencia con un rango
de MIC (1 — 4) MIC5sp y MICg < 2 ng/ml (Bager, 2000). Otro ejemplo es
Suecia (Bengtsson et al., 2002) donde también se observo una ausencia de

cepas resistentes en ambas especies bacterianas.
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Tanto en las fluoroquinolonas, enrofloxacino y ciprofloxacino, como en el
macrolido eritromicina para los cuales las cepas de este estudio no arrojaron
porcentajes de resistencia, dichos resultados difieren de los observados en
otros estudios a nivel internacional como por ejemplo aquellos realizados en
EE.UU, Suecia y Dinamarca (Bager, 2000; Bengtsson et al, 2002; Hershberger
et al., 2005), los cuales arrojaron menores porcentajes de susceptibilidad de
Enterococcus spp a estos antimicrobianos, lo cual puede deberse una mayor
presion de selecciébn en favor de estas cepas con menor susceptibilidad,
debido a un mayor uso de estos antimicrobianos en dichos paises.

Frente a los aminoglucosidos estreptomicina y gentamicina, los
Enterococcus spp. poseen mecanismos de defensa que les confieren altos
niveles de resistencia a dichos antimicrobianos, debido a esto las cepas de
este estudio, fueron enfrentadas a mayores concentraciones de estos

antimicobianos.

En lo que respecta a los niveles de resistencia encontrados para amoxicilina
+ acido clavulanico, no se pudo realizar una comparacion con otros estudios,
ya que no es un antimicrobiano que se mida en forma rutinaria para
Enterococcus en la especie bovina, sin embargo fue incluido en este estudio
debido a su utilizacion en medicina veterinaria en nuestro pais, lo cual pudiese
haber ejercido una presion de seleccion en favor de cepas con menor
susceptibilidad. La ausencia de niveles de resistencia observada en este

estudio permite indicar una alta sensibilidad de las cepas.

La ausencia de resistencia de estas cepas para cloranfenicol puede
deberse a que en nuestro pais el uso de farmacos que contengan cloranfenicol
0 cualquiera de sus sales, en animales cuyos productos y subproductos sean
destinados a la alimentacion humana esta prohibido por Resolucion Exenta N°
3599 del 29/11/1996 (Servicio Agricola y Ganadero (SAG), 2004).

En nuestro pais se han realizado trabajos anteriores que miden la

resistencia bacteriana en bacterias indicadoras en otras especies productivas
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(Figueroa, 2004; San Martin et al., 2005). La comparacion de los parametros
gue miden sus niveles de resistencia bacteriana se presentan en los Cuadros 3

y 4.
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CUADRO 3. Porcentajes y valores de Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC) de cepas de E.coli aisladas de bovinos de este
estudio, bovinos de leche, cerdos y aves de Chile.

9 BOVINOS DE ESTE ESTUDIO CERDOS b) AVES c)
Ant
% R| RangoMIC | MIC50 | MIC90 |% R | RangoMIC | MIC50 | MIC90 |%R| Rango MIC MIC50 MIC90
cp | o 0.25 <025 | <025 | 6 | 0125-8 | <025 | <05 |204 0.125-8 <0.125 <4
NR 0 6 | 0125-64 | <0125 | <05 [285| 0.125-64 <0125 <8
0.25 <0.25 <0.25
0 84 | 025-128 | 128 128 |57.1| 0.125-128 >32 > 128
EST 025-1 <1 <1
G |0 0.25 <025 | <025 | 2 | 0125-64 | <05 <1 |1.02 0.125 - 32 <0.125 <0.125
96 | 0.125-128 80.6| 0.125-128
Ox 095 - 64 <025 < >128 | =128 <64 >128
9.1
AN | 0 | 025-8 <4 <8 | 12 | 0125-128| <1 <64 |59.1| 0.125-128 > 128 >128
AO | 0 0.25 <025 | <025
CEF | 0 0.25 <025 | <025 | O
FLU | © 0.25 <025 | <025
a) CIP (Ciprofloxacino); ENR (Enrofloxacino); EST(Estreptomicina); G (Gentamicina); OXI

] (Oxitetraciclina); AN (Acido Nalidixico) AO (Acido Oxolinico); CEF (Cefazolina); FLU (Flumequina); S+T
(Sulfa + Trimetopim).
b) y ¢) San Martin, et al., 2005




CUADRO 4. Porcentajes y valores de Concentraciones Minimas Inhibitorias (MIC) de cepas de Enterococcus spp. aisladas

de bovinos de este estudio, cerdos y aves de Chile.

ANTa) BOVINOS DE ESTE ESTUDIO CERDOS ?) AVES )
%R Rango MIC MIC50 | MIC90 | %R | Rango MIC | MIC50 MIC90 %R | Rango MIC MIC50 MIC90
CIP | O 0.25 <025 <025 | -
ENR | O 0.25-05 <025 | <025 —
ERI | O 0.25 <0.25 <025 |49.9| 0.125-128 <64 >128 645 |0.125-128 <16 >128
EST | O 250 <500 <500 |44.1| 0.125-128 | <0.125 >128 229 |0.125-128 <0.125 <0.125
G 0 128 <250 <250 | 20 | 0.125-128 | <0.125 <0.125 52 |0.125-128 <0.125 <0.125
oXxl |9.1 0.25-128 <0.25 <025 |82.3| 0.125-128 >128 >128 812 |0.125-128 <64 >128
A+C | O 0.25 <025 <025 | -
CL 0 0.25-1 <1 <1 2 1-64 1 1 0 0.125-8 <0.125 <0.125
P 0 0.25-2 <0.25 <025 | 6 |0.125-64 <0.25 4 177 |0.125-32 <0.125 >32
\Y 0 0.25 <0.25 <025 | O 0.125 <0.125 <0.125 0 0.125 <0125 | <0.125

a) CIP (Ciprofloxacino); ENR (Enrofloxacino); ERI (Eritromicina); EST(Estreptomicina); G
(Gentamicina); OXI (Oxitetraciclina); A+C (Amoxicilina + Acido Clavulanico); CL (Cloranfenicol); P
(Penicilina); V (Vancomicina).

b) y ¢c) San Matrtin et al., 2005
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En los Cuadros 3 y 4, se puede observar que los niveles de resistencia a
tetraciclina, tanto en las cepas de E.coli como en las de Enterococcus spp
aisladas de bovinos en este estudio, son muy inferiores a aquellos revelados
por otros estudios cerdos y aves, realizados el afio 2005, concordando la
ausencia de niveles de resistencia de Enterococcus spp. a vancomicina en

todas estas especies productivas.

De igual forma diversos estudios han demostrado que los niveles de
resistencia bacteriana difieren entre distintas especies animales; estas
diferencias obedecen entre otras cosas al grado de utilizacion de los
antimicrobianos en el manejo de dichas especies (Bengtsson et al., 2002;
Kijima-Tanaka et al., 2003; Bywater et al., 2004).

Los niveles de resistencia a algunos antimicrobianos identificados en cepas
aisladas de bovinos, son inferiores a los encontrados en otras especies
productivas como los cerdos y las aves de corral, debido a que las condiciones
de manejo de estas dos ultimas especies usualmente es mas intensiva, lo que
puede estar asociado a una mayor probabilidad de contraer enfermedades y
por lo tanto, a una mayor tendencia a utilizar antimicrobianos para su control.
Dos ejemplos de aquellas diferencias en los niveles esperados de resistencia

se mencionan a continuacion.

Un estudio de resistencia bacteriana en bacterias comensales aisladas
desde animales de consumo en diferentes paises de la Unién Europea, usando
como método uniforme la concentracién minima inhibitoria (MIC), mostré que
los aislados de E. coli desde bovinos tuvieron generalmente bajos niveles de
resistencia a los antimicrobianos probados en comparaciéon a aves y cerdos
(Bywater et al., 2004).

En Alemania un estudio de resistencia bacteriana en aislados de E. coli
indicadoras en bovinos, cerdos y aves de corral, mostré que la resistencia fue
significativamente mas alta en las aves (61%) y en los cerdos (60%), siendo la

de los bovinos de soélo un 25% (Guerra et al., 2003).
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En nuestro pais, Figueroa (2004) informd que cepas de E. coli provenientes
de bovinos para produccibn de carne y de leche presentaron un
comportamiento diferente en ambos grupos, observando una mayor resistencia
en ganado lechero, situacion que difiere con el ganado destinado a carne, el
cual demostré que la mayoria de sus cepas fueron sensibles a las drogas en
estudio, no observandose resistencias superiores al 11%; ademas el ganado
destinado a carne arrojé un menor porcentaje de cepas multirresistentes que el

ganado lechero.

Las diferencias en los niveles de resistencia dependen por tanto de la
cantidad de antimicrobianos utilizados en la crianza de las especies productivas
y el s6lo hecho de utilizarlos en un sistema productivo, genera una mayor
seleccién de bacterias resistentes, aumentando con ello la probabilidad de
encontrar luego de su utilizacion, cepas resistentes a este antimicrobiano a
otros antimicrobianos del mismo grupo con los cuales exista resistencia
cruzada e incluso a antimicrobianos de distinto grupo frente a los cuales las
cepas bacterianas adquieren resistencia via mutacién o transferencia horizontal
de DNA (Cantén et al.,, 2003). Asi lo demuestra, un estudio realizado en
EE.UU., que evalu6 la epidemiologia de la resistencia antimicrobiana en
Enterococcus desde animales de granja y la potencial relacion de resistencia
con el uso de antimicrobianos, concluyendo que la resistencia fue mas comun
en granjas que usaban agentes antimicrobianos que en aquellas que no los
utilizaban (Hershberger et al., 2005). Este estudio se desarrollé6 en bovinos
provenientes de provincias de la X y XI Region de Chile, regiones en las cuales
si bien no existen datos formales del nivel de utilizacion de los antimicrobianos
analizados en la especie bovina, cabe suponer que su nivel es bajo a diferencia
de la Region Metropolitana, explicando en gran medida los bajos niveles de

resistencias detectados.

El nulo hallazgo de cepas bacterianas multirresistentes, tanto en las cepas
de E. coli como en Enterococus, podria deberse a que estos dos grupos
bacterianos han adquirido pocos mecanismos de resistencia en la especie
bovina y en las provincias de procedencia de dichas cepas bacterianas, por la
poca presion de seleccidn a la cual deben estar expuestos.
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Los porcentajes de resistencia encontrados en este estudio, indican que
todos los antimicrobianos utilizados salvo la oxitetraciclina pudiesen haber sido
eficaces para el tratamiento contra bacterias patdgenas que hubiesen afectado
a los bovinos muestreados y segun sus valores de MICsg - oo, €l ranking de los
antimicrobianos utilizados en este estudio, para los cuales las bacterias son
susceptibles, comenzando por los antimicrobianos frente a los cuales las cepas
analizadas presentaron menor diferencia entre MICsoy MICgqo (esto indicaria un
nivel de susceptibilidad similar de estas cepas a dicho antimicrobiano) y
finalizando con los que las cepas presentasen mayor diferencia entre MICsg y
MICyo, seria para E.coli: ciprofloxacino, enrofloxacino, estreptomicina,
gentamicina, acido oxolinico, cefazolina, flumequina y sulfa + trimetoprim en el
mismo nivel y a continuacién estaria acido nalidixico. Por otro lado para
Enterococcus spp. todos los antimicrobianos frente a los cuales las cepas

estudiadas son susceptibles estarian en la misma posicion.

Lo expuesto anteriormente, deja en claro que Chile no esta libre del
problema de la resistencia bacteriana a los antimicrobianos y que los niveles
encontrados en cepas indicadoras aisladas de bovinos de las provincias antes
mencionadas son una alerta para tomar las medidas necesarias para que en el
futuro, sea posible ejercer un mayor control sobre el uso de antimicrobianos en
medicina veterinaria. También deja en evidencia que los niveles esperados de
resistencia bacteriana a los antimicrobianos no siempre concuerdan entre
animales de distinta especie, localizacién geografica o incluso entre planteles
de distinto sistema de crianza. Por otro lado, si se agrega a esto que la
principal forma de administracion de los antimicrobianos en animales de
produccion es en forma empirica y que, entre los principios generales de una
terapia de este tipo esta el que la utilizacién de antimicrobianos, debe estar de

acuerdo con el cuadro clinico y la epidemiologia local (Pérez, 2003).

Y si se suma a ello, que los niveles de resistencia varian a traves del
tiempo, debido a que las condiciones a las que se ven expuestos los animales

son cambiantes, por ende, tampoco los factores relacionados al problema de la
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resistencia bacteriana desencadenaran siempre la misma pendiente de

aparicién o crecimiento de ésta.,

Se debe hacer hincapié en que es indispensable contar con un sistema
nacional de medicion sistematica de los niveles de susceptibilidad bacteriana a
los antimicrobianos que recoja los niveles locales de resistencia bacteriana
para lograr instaurar en cada zona geogréfica, el mejor tratamiento empirico
posible, acorde a la realidad de cada sector y que vaya registrando los cambios
gue se van experimentando a través del tiempo y los efectos producidos por las

medidas que se adopten para hacerle frente.

Dicho sistema debe involucrar la mayor cantidad de especies animales
posibles, incluyendo prioritariamente a especies productivas tales como
bovinos, ovinos, cerdos y aves e incluir a bacterias patdégenas, zoonéticas e
indicadoras, debido a que los genes bacterianos de resistencia pueden ser
transferidos de una especie bacteriana a otra, e incluso entre animales y

humanos

Por ultimo, se recomienda entonces la instauracion de un programa de
vigilancia de resistencia antimicrobiana veterinaria cuyos resultados sean
informados y publicados para estar a disposicion de todos los entes
interesados, con el fin de detectar la aparicion de cepas resistentes y de contar
con mejor informacién para disefiar, implementar, monitorear y evaluar los

programas de intervencion en salud publica.
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VIll.- CONCLUSIONES

Segun los objetivos planteados en este estudio se puede decir que:

Los niveles de resistencia determinados en cepas indicadoras en la especie

bovina de carne de la décima y undécima regidn en nuestro pais son bajos.

El antimicrobiano frente al cual presentaron resistencia las cepas indicadoras

fue Oxitetraciclina.

No se detectaron cepas de Enterococus spp. resistentes al glucopéptido

vancomicina

En las cepas indicadoras no se detecté multirresistencia.
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