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RESUMEN

Salmonella enterica es rutinariamente encontrada en el tracto gastrointestinal de una amplia
variedad de animales y generalmente no causa enfermedad en ellos. Sin embargo, cuando
causa enfermedad, las manifestaciones comunes de salmonelosis en el ganado incluyen
diarrea, neumonia, abortos y muerte. En humanos, normalmente se presenta como
gastroenteritis autolimitada; no obstante, en nifios, pacientes inmunodeprimidos o ancianos,
puede llevar a la muerte, si no es tratada apropiadamente. Esta investigacion busca detectar
y caracterizar la resistencia antimicrobiana de S. enterica en muestras de heces de bovinos
de comunas rurales de la Regién Metropolitana, Chile. Para ello se obtuvieron 670
muestras de heces ambientales de bovinos de lecheria, en un total de 14 muestreos en 4
localidades: Maria Pinto, Pefiaflor, Melipilla e Isla Maipo. Las muestras fueron procesadas
en el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas, de la Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile, donde se realiz6 el aislamiento y confirmacion por

PCR, y posteriormente se analizaron en cuanto a su resistencia a antimicrobianos.

Se registré un 6,7% de deteccidon, de las cuales un 54% correspondio a S. enterica ser.
Livingstone, 39% a S. enterica ser. Typhimurium y 7% a S. enterica ser. Infantis; con una
deteccidn de 6,7% en Isla Maipo, 9,2% en Pefiaflor y 0% para Melipilla y Maria Pinto. Los
mayores indices de resistencia antimicrobiana se presentaron contra ciprofloxacino,
tetraciclina y cefotaxima, expresados en 8 perfiles distintos. Se encontrd asociacién
estadisticamente significativa entre las variables lugar de deteccion, perfiles de resistencia
y serotipos detectados. Si bien los valores de resistencia y multiresistencia a
antimicrobianos encontrados no son excepcionalmente altos, es importante destacar que
esto no debe ser motivo de disminucidn de la atencion a esta bacteria, debido a los indices y

alertas internacionales.



ABSTRACT

Salmonella enterica is routinely found in the gastrointestinal tract of a wide variety of
animals and generally does not cause disease. However, when it causes, common
manifestations of salmonellosis in cattle include diarrhea, pneumonia, abortions and death.
In humans, it usually presents as self-limited gastroenteritis; but, in children,
immunosuppressed or elderly patients, it can lead to death, it can lead to death, if not
treated properly. This research seeks to detect and characterize the antimicrobial resistance
of S. enterica in stool samples of bovines from rural communes of the Metropolitan
Region, Chile. For this, 670 samples of environmental feces of dairy cattle were obtained,
in a total of 14 samplings from dairies located in 4 localities: Maria Pinto, Pefiaflor,
Melipilla and Isla Maipo. The samples were processed in the Laboratory of Infectious
Diseases, in the Faculty of Veterinary and Animal Sciences of the University of Chile,
where the isolation and confirmation was carried out by PCR, and later they were analyzed

in terms of their antimicrobial resistance.

There was a 6.7% detection, of which 54% corresponded to S. enterica ser. Livingstone,
39% to S. enterica ser. Typhimurium and 7% to S. enterica ser. Infantis; obtaining a
detection of 6.7% in Isla Maipo, 9.2% in Pefiaflor and 0% for Melipilla and Maria Pinto.
The highest resistance indices were presented to ciprofloxacin, tetracycline and cefotaxime,
expressed in 8 different profiles. A statistically significant association was found between
the variables detection site, resistance profiles, and serotypes detected. Although the values
of resistance and multiresistance to antimicrobials found are not exceptionally high, it is
important to emphasize that this should not be the reason for diminishing attention to this

bacterium, in response to international indicators and alerts.



INTRODUCCION

La historia de contacto entre animales y humanos siempre ha involucrado enfermedades
infecciosas, y hoy mas de la mitad de las enfermedades infecciosas de los humanos son
zoonGticas en su origen; por lo que es evidente plantear y actualizar constantemente la

investigacion en esta &rea como un importante aporte a la salud publica.

Por otra parte, el desarrollo de resistencia a antimicrobianos en poblaciones bacterianas es
actualmente un problema grave en el area de la salud. En este ambito es necesario el poder
detectar y caracterizar poblaciones bacterianas con fenotipos de resistencia, en especial
aquellas que presentan altas probabilidades de afectar a seres humanos, como son los

microorganismos zoonoticos presentes en animales de granja.

Los enteropatdgenos constituyen un grupo de gran relevancia, cuya situacion
epidemioldgica requiere una caracterizacion permanente, pues sélo con informacion
actualizada se pueden desarrollar planes eficaces de vigilancia y control de las
enfermedades que éstos causan. Esta investigacién se centra en un enteropatdgeno de
reconocido impacto en la salud publica, como es Salmonella enterica. Para ello, se tomaran
muestras ambientales de heces de animales de granja en comunas rurales de la Region
Metropolitana de Chile con el fin de detectar la posible resistencia fenotipica a
antimicrobianos que posee; enmarcado dentro del proyecto FONIS SA15110094
“Identificacion de factores de riesgo asociado a la contaminacion de predios agricolas con

agentes patdgenos zoondticos”



REVISION BIBLIOGRAFICA

Salmonella spp.

El género Salmonella contiene 2 especies, S. bongori y S. enterica (Dykes, 2016); éste se
subdivide en mas de 2500 serovares basados en caracteristicas antigenicas. S. enterica y
sus serovares son las mas comunmente asociadas con enfermedades humanas (Fanning et
al., 2015). Las células de Salmonellae tienen 2-3,4 um de longitud y 0,7-9,0 um de
didmetro, con los extremos redondeados. La mayoria tiene flagelos peritricos. El
crecimiento éptimo se produce dentro de un rango de pH desde 6,5 a 9,0 y en un rango de
temperatura de 30-37°C; no crece a pH <3,5 y >9,5 como tampoco a temperaturas <10°C y
>42°C. Es acido tolerante y puede crecer en el limite inferior de pH de 3,7-4,4 (Fanning et
al., 2015).

S. enterica es rutinariamente encontrada en el tracto gastrointestinal de una amplia variedad
de animales y generalmente no causa enfermedad en ellos, sin embargo, cuando causa
enfermedad, las manifestaciones clinicas comunes de infeccién por Salmonella en el
ganado incluye diarrea, neumonia, abortos y muerte. Esta infeccion en ganado lechero es

también asociada con disminucion en la produccién de leche (Valenzuela et al., 2017).

En la mayoria de los casos humanos, se presenta como gastroenteritis autolimitada (ISP,
2014); sin embargo, en los lactantes, en los ancianos, en los pacientes inmunodeprimidos o
en programa de hemodidlisis puede acompafiarse de bacteriemia y producir osteoartritis,
endocarditis o infeccion de protesis vasculares (Pérez et al., 2014). Anualmente, en Estados
Unidos se producen 100.000 casos de infecciones aprox. por cepas resistentes de
Salmonella no tifoidea. Los costos médicos directos son estimados en $365 millones de
ddlares anuales (CDC, 2013). La mayor parte de las infecciones se adquieren por ingesta de
alimentos contaminados, siendo las aves, los huevos y los productos lacteos los mas
frecuentes; mientras que en los nifios se produce por una transmision directa via fecal-oral
(Pérez et al., 2014). En seres humanos, S. enterica causa enfermedades incluyendo fiebre
tifoidea, fiebre paratifoidea e intoxicaciones de origen alimentario. La salmonelosis no
7



tifoidea es transmitida por alimentos, y consecuentemente, la cadena alimentaria es una ruta
de infeccion para los humanos. Signos clinicos asociados con salmonelosis incluyen

diarrea, deshidratacion, fiebre y dolor abdominal de hasta 7 dias (Fanning et al., 2015).

Prevalencia en animales

En Estados Unidos, en un estudio realizado en 57 rebafios de vacas lecheras, la prevalencia
de Salmonella en heces dentro de rebafio varié en un rango de 0 a 53%; y la resistencia a
antimicrobianos presentd un rango de 0 a 9 antimicrobianos, donde 14 (32%) de las granjas
positivas mostraron aislados multiresistentes, considerando la multiresistencia como
resistencia in vitro a cinco o mas agentes antimicrobianos (Cummings et al., 2010).

Por otra parte, el analisis de presencia de Salmonella spp. en rebafios lecheros de Francia
realizado por Lailler et al. (2005) indico que, de 489 rebafios analizados, 35 tenian estiércol
0 purines contaminados con Salmonella. Cepas multiresistentes a antimicrobianos fueron
aisladas en 9 de los 35 rebafios contaminados. La prevalencia de Salmonella spp. y las
estimaciones de prevalencia de cepas multiresistentes en estos rebafios fue, respectivamente
de, 8,1% y 1,9%.

En Chile, el estudio en 28 rebafios lecheros de la Regién de Los Lagos, realizado por
Barrientos (2005) consideréd muestras fecales de terneros entre 1 semana y 3 meses de vida,
arrojando 4 predios positivos a Salmonella spp., correspondiendo al 28% de los predios
estudiados; aparte de esta informacién, en Chile existe una escasez de conocimiento de

Salmonella en granjas lecheras (Duefias et al., 2017).

Prevalencia en humanos

Salmonella no tifoidea causa aproximadamente 1.2 millones de casos de enfermedad,
23.000 hospitalizaciones y 450 muertes cada afio en Estados Unidos. Cerca del 5% de las
cepas de Salmonella no tifoidea testeadas en “Centers for Disease Control and Prevention”
(CDC), son resistentes a 5 0 mas antimicrobianos (Anexo 1) (CDC, 2013).



En Chile, en el periodo enero 2009 a julio 2014, se confirmaron 16.214 cepas de
Salmonella spp. provenientes de aislamientos de origen clinico, de los cuales, el 23,0% fue
identificado en nifios de 0 a 4 afios, seguido por el grupo de 5 a 9 afios con el 14,2% del
total. En el periodo de estudio, el 65,3% de las cepas confirmadas de Salmonella spp.
correspondid a S. enterica ser. Enteritidis, el 12,7% a S. enterica ser Typhimurium, el 2,2%
a S. enterica ser Typhi y el 2,0% a S. enterica ser Paratyphi (Anexo 2) (ISP, 2014). Durante
el afio 2015 se notificaron 1.086 brotes de ETA, de estos, un 27% de ellos cuenta con
confirmacion diagnostica especifica para un determinado agente, en los que en primer lugar
se encuentra la infeccion por Salmonella spp. con 74 brotes por esta causa (Anexo 3)
(MINSAL, 2016).

Resistencia a antimicrobianos

La transmision de bacterias resistentes de animales a humanos puede ocurrir a través del
contacto directo con heces animales que portan cepas resistentes, asi como también
indirectamente a través de productos alimenticios o agua contaminada (Silberged et al.,
2008). El género Salmonellae es considerado en prioridad 2: Elevada por parte de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en su lista de patégenos prioritarios para la
investigacion y desarrollo de nuevos antimicrobianos (OMS, 2017). La resistencia a
antimicrobianos en serotipos de Salmonella no-tifoidea, es un problema en expansion. El
surgimiento y diseminacion de cepas bacterianas resistentes y multiresistentes constituyen
un riesgo para la salud humana y animal debido al incremento en morbilidad, mortalidad y

en el costo asociado al tratamiento de las infecciones (EFSA, 2014).

Segun los datos publicados en el Reporte Resumido de la Unién Europea (EUSR) sobre
Resistencia a Antimicrobianos (AMR) en Bacterias Zoonoticas e Indicadoras en Humanos,
Animales y Alimentos 2015, la proporcion de Salmonella spp. multiresistente, aisladas de
carcasas de bovinos menores a un afio de edad, varian desde cero de los aislados

examinados en Bélgica, aunque sélo se testearon tres aislados, hasta niveles muy altos
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(54,5-55,6%) en aquellos aislados testeados en Croacia y Espafia (Anexo 4). Dentro del
mismo estudio, se puede ver que los resultados de aislados en humanos indican que la méas
alta proporcion de resistencia en Salmonella spp. en 2015 fue para
sulfonamidas/sulfamethoxazole (32,4%), tetraciclinas (28,1%) y ampicilina (27,8%); la
resistencia a ciprofloxacino fue reportada en 13,3% de los aislados, y la resistencia a
cefotaxima o ceftazidima en un 0,9%. Estos antimicrobianos representan las clases
clinicamente méas importantes (fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera generacion)
para el tratamiento de salmonelosis (EFSA y ECDC, 2017).

En una investigacion reciente en la Region Metropolitana de Chile, realizada por Martinez
et al. (2016), se obtuvieron 35 aislamientos de cepas de Salmonella spp. a partir de
muestras de agua, de 19 sitios de muestreo, en los que la frecuencia de deteccién fue mayor
en las zonas rurales (61,9%) que en los sitios urbanos o periurbanos (31,6%). Pulsotipos de
siete cepas de Salmonella spp., que pertenecen a los serotipos Enteritidis, Typhimurium e
Infantis, eran idénticos a los aislados clinicos de brotes detectados en humanos; por lo que
se sugiere una posible dispersién ambiental de las cepas a traves de las aguas residuales o el
escurrimiento desde las granjas de produccién animal. Con estos datos, resulta evidente la
necesidad de realizar investigaciones actualizadas sobre Salmonella spp. en animales de
granja, en especial en zonas agropecuarias de importancia a nivel nacional, y su

caracterizacion respecto a la resistencia a antimicrobianos.
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HIPOTESIS

Existen cepas de S. enterica con fenotipos de multiresistencia antimicrobiana en heces de

bovinos de comunas rurales de la Region Metropolitana de Chile.

OBJETIVO GENERAL

Detectar y caracterizar la resistencia antimicrobiana de S. enterica en muestras de heces de

bovinos de comunas rurales de la region Metropolitana, Chile.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia de cepas de S. enterica en muestras de heces de bovinos de

comunas rurales de la region Metropolitana, Chile.

2. Caracterizar la resistencia a antimicrobianos de cepas de S. enterica en muestras de

heces de bovinos de comunas rurales de la region Metropolitana, Chile.

11



MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras

Para la realizacion de esta Memoria de Titulo, se obtuvieron 670 muestras de heces
ambientales de bovinos de lecheria, en un total de 14 muestreos, entre mayo de 2016 y abril
de 2017. Este numero fue calculado mediante el programa “EpiTools epidemiological
calculators” (Sergeant, 2017), considerando la deteccion de al menos 20 cepas de
Salmonella spp., en una poblacion con un 5% de prevalencia y una confianza de 95%. Estas
muestras fueron tomadas desde lecherias ubicadas en 4 localidades: Maria Pinto, Pefiaflor,
Melipilla e Isla Maipo, todas dentro de la Region Metropolitana, las cuales son
consideradas zonas de riesgo al presentar Salmonella spp. en cauces de agua, tomando en
cuenta los resultados obtenidos por Martinez et al. (2016) (Anexo 5).

Las muestras recolectadas proceden de animales de granja que beben agua de los canales
considerados de riesgo. Estas muestras fueron tomadas con térulas con medio Cary Blair y
bolsas, luego transportadas debidamente etiquetadas y a temperatura de refrigeracion, hasta
el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas, del departamento de Medicina Preventiva
Animal, de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias (FAVET) de la Universidad de
Chile, donde fueron procesadas.

Aislamiento e identificacion de S. enterica

Siguiendo el protocolo utilizado por Marchant et al. (2016), las muestras tomadas fueron
resuspendidas en suero fisiologico, para luego ser pre-enriquecidas en agua peptonada
tamponada (Difco™ Buffered Peptone Water), a la cual se le agregd 20 pg/ml de
novobiocina estéril, y fueron incubadas a 37°C por 24 hrs. Una alicuota de esta suspension
se inocul6 sobre el medio semisélido Rappaport Vassiliadis (Difco™ MSRV)
suplementado con novobiocina a 20 pg/ml, para luego ser incubado a 41,5°C por 24 a 48

hrs.
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Los crecimientos que presentaron una zona de migracion fueron considerados sospechosos,
traspasados a medio Xylose Lysine Deoxycholate (Difco™ XLD) e incubados a 37°C por
24 hrs. Las colonias sospechosas, de color rosadas con centro negro o sin él, se analizaron
por PCR considerando una colonia por muestra, para deteccion del gen invA. Para ello, una
colonia seleccionada de la placa de XLD, fue transferida a un tubo con 100 microlitros de
agua libre de nucleasas. Este tubo fue incubado a 100°C en un bafio de agua durante 10
minutos y posteriormente refrigerado. El posterior procesamiento en termociclador y
lectura de gel de agarosa, se hizo siguiendo los lineamientos indicados por Marlony et al.
(2003).

Resistencia a antimicrobianos

Las cepas, considerando una por cada muestra, que fueron identificadas como S. enterica
segun los pasos mencionados anteriormente, se sometieron al ensayo Kirby-Bauer, segun

protocolo indicado por el “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2015).

Para la preparacion del inoculo se utilizaron placas cultivadas, de las que se seleccionaron 3
a 5 colonias bien aisladas que fueron transferidas, como pool mediante un asa estéril, a un
tubo con 5ml de agua peptonada tamponada (Difco™ Buffered Peptone Water), el cual fue
posteriormente incubado a 37°C por 24 hrs. Luego del cultivo, se ajustd la turbidez del
caldo, hasta alcanzar la turbidez standard de 0,5 McFarland, correspodiente a una ODgqo de
0,25 (1-5 x 108 UFC/mL). Una vez alcanzada la turbidez indicada en el caldo, se procedi6 a
sembrar un indculo de esta solucion en placas de agar Mueller-Hinton (MHA Difco™),
estandarizadas a una profundidad de 4mm. aprox. En estas placas ya sembradas, se

dispusieron los discos antimicrobianos, y se cultivaron a 37°C por 16-18hrs.

Los antimicrobianos testeados fueron: cefotaxima 30ug (Oxoid®), ceftiofur 30ug
(Ox0id®), gentamicina 10pg (Oxo0id®), ciprofloxacino 5ug (Ox0id®), sulfametoxazol mas
trimetoprim 10pg (Oxoid®), tetraciclina 30pg (Ox0id®), cloranfenicol 30ug (Oxoid®),
amoxicilina con 4&cido clavulanico 30ug (Oxoid®), amikacina 30ug (Oxo0id®) y

kanamicina 30pg (Ox0id®); seleccionados en base al uso de estos farmacos en medicina
13



humana y veterinaria a nivel nacional, y a lo sefialado en el CLSI. Todo lo anterior,
considerando como cepa control Escherichia coli ATCC 25922.

Para la lectura de resultados se examinO cada placa, midiendo las zonas de inhibicion
resultantes con un piedemetro. Los valores fueron interpretados segln referentes
internacionales (Anexo 6) (NCCLS, 2002) (CLSI, 2015), y se clasificaron como cepas
sensibles (S) o resistentes (R). Los valores que correspondian a sensibilidad intermedia (SI)
fueron considerados como resistentes para la presentacion de resultados. Se evaluo
multiresistencia, considerando a una cepa como multiresistente en caso que presente
resistencia a 3 o mas familias de antimicrobianos. Con estos resultados se agruparon las

distintas cepas segun sus perfiles de resistencia.

Los resultados obtenidos fueron analizados con el programa Infostat® (v2010) en tablas de

contingencia para analisis de datos categoricos, utilizando el estadistico de X2.
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RESULTADOS

Se obtuvo un total de 670 muestras de heces, descrito en la tabla 1. La mayor proporcién de

muestras positivas se encontré en la comuna de Pefaflor (figura 1). Se registr6 un total de

45 (6,7%) muestras positivas a Salmonella spp.; una cepa sin serotipificacion, y las 44

restantes correspondieron en un 54% a S. enterica ser. Livingstone, 39% a S. enterica ser.

Tiphymurium y 7% a S. enterica ser. Infantis.

Tabla 1: Detalle de muestreos de heces en distintas localidades rurales de la region

Metropolitana, para la deteccion de Salmonella spp., entre mayo de 2016 y abril del

2017.
Fecha del Localidad N° muestras N° muestras Serotipificacién
muestreo tomadas positivas
02-05-2016 Maria Pinto 26 0
02-05-2016 Pefiaflor 50 0
28-06-2016 Isla Maipo 68 1 Sin Serotipificacion
18-07-2016 Isla Maipo 38 0
05-09-2016 Pefiaflor 60 0
12-09-2016 Isla Maipo 50 0
21-11-2016 Isla Maipo 50 0
28-11-2016 Penaflor 50 0
09-01-2017 Maria Pinto 28 0
18-01-2017 Pefaflor 50 14 S. enterica ser. Livingstone
23-01-2017 Melipilla 50 0
13-03-2017 Isla Maipo 50 3 S. enterica ser. Infantis
27-03-2017 Pefaflor 50 10 S. enterica ser. Livingstone
04-04-2017 Isla Maipo 50 17 S. enterica ser. Typhimurium

Totales 670 45 3 serotipos
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Figura 1: Numero de muestras por localidad y nimero de detecciones de Salmonella
spp. en heces de bovinos de zonas rurales de la region Metropolitana; entre mayo de
2016 y abril de 2017.
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Se detecto resistencia a ciprofloxacino, seguido por tetraciclina, cefotaxima y cloranfenicol
(figura 2), siendo el serotipo Typhimurium el que presenta mayores indices de resistencia
(figura 3).

Figura 2: Namero de cepas resistentes por antimicrobiano de cepas detectadas de
Salmonella spp. en heces de bovinos de zonas rurales de la region Metropolitana; entre
mayo de 2016 y abril de 2017.
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Figura 3: Numero de cepas resistentes por antimicrobiano en relacion a los serotipos
de las cepas detectadas de Salmonella spp. en heces de bovinos de zonas rurales de la

region Metropolitana; entre mayo de 2016 y abril de 2017.
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En la agrupacion de perfiles de resistencia, se observa la predominancia del perfil
pansusceptible, seguido por el perfil resistente a ciprofloxacino y tetraciclina. A partir de
los resultados obtenidos, se aprecia un 59% de resistencia a antimicrobianos (26/44), y un

6,8% de cepas que presentan multiresistencia (3/44) (Figura 4).
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Figura 4: Perfiles de resistencia a antimicrobianos de cepas detectadas de Salmonella

spp. en heces de bovinos de zonas rurales de la region Metropolitana; entre mayo de

2016 y abril de 2017.
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En el andlisis estadistico se encontr6 asociacion significativa (p<0,05) entre las variables

serotipo de las cepas y lugar de deteccion, como se aprecia en la figura 5.

Figura 5: Serotipos de Salmonella spp. detectados en heces de bovinos de zonas rurales

de la region Metropolitana; entre mayo de 2016 y abril de 2017, en relacién a su lugar

de deteccion.
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En cuanto al analisis del lugar de deteccion y los perfiles de resistencia a antimicrobianos
detectados, se encuentra que también existe asociacion significativa (p<0,05) (figura 6).

Figura 6: Perfiles de resistencia a antimicrobianos de cepas de Salmonella spp.
detectadas en heces de bovinos de zonas rurales de la region Metropolitana; entre
mayo de 2016 y abril de 2017, en relacién a su lugar de deteccion.
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*CTX, cefotaxima; EFT, ceftiofur; CN, gentamicina; CIP, ciprofloxacino; ENR, enrofloxacino; STX,
sulfametoxasol mas trimetroprima; TE, tetraciclina; C, cloranfenicol; AMC, amoxicilina con &cido

clavulanico; AK, amikacina; K, kanamicina. S, sensible; R, resistente.

Por altimo, en el analisis de perfiles de resistencia a antimicrobianos y serotipos de las
cepas detectadas también se encontrd asociacién (p<0,05). Destaca que las tres cepas del
serotipo Infantis se presentan completamente susceptibles, mientras que para el serotipo
Typhimurium se presentan todas sus cepas con resistencia a dos 0 mas antimicrobianos
(figura 7).
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Figura 7: Perfiles de resistencia a antimicrobianos pertenecientes a cepas de
Salmonella spp. detectadas en heces de bovinos de zonas rurales de la region

Metropolitana; entre mayo de 2016 y abril de 2017, en relacion a sus serotipos.
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sulfametoxasol mas trimetroprima; TE, tetraciclina; C, cloranfenicol; AMC, amoxicilina con &cido

clavulanico; AK, amikacina; K, kanamicina. S, sensible; R, resistente.
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DISCUSION

Al analizar los resultados obtenidos, se puede ver que los valores de prevalencia de
Salmonella spp. (6,7%) en predios bovinos no difieren mayormente de los publicados
anteriormente para otros paises, considerando valores como los publicados por Lailler et al.

(2005), quienes indican un 8,1% de deteccion en rebafios lecheros de Francia.

En cuanto a predominancia de serotipos, a nivel internacional en bovinos, S. enterica ser.
Typhimurium alcanza prevalencias del 14-15% (Laillier et al., 2005) (Callaway et al.,
2005), y S. enterica ser. Livingstone y S. enterica ser. Infantis no fueron detectados
(Cummings et al., 2010) (Laillier et al., 2005) (Callaway et al., 2005), mientras que en esta
memoria S. enterica ser. Typhimurium se encuentra en un 38,6%, y los serotipos

Livingstone e Infantis alcanzan valores de 54,5% Yy 6,8% respectivamente.

En relacion a la marcada resistencia a antimicrobianos que presenta el serotipo
Typhimurium con respecto a los otros dos detectados, se observa que mantiene la tendencia
mundial. Este serotipo se presenta en la literatura como portador de multiples elementos
genéticos maoviles y numerosos genes de resistencia y virulencia (De Toro et al., 2013),
razon por la cual estd en permanente observacion e investigacion. Los datos obtenidos en
esta memoria no difieren de ello, mostrando a este serotipo como el que requiere mayor
vigilancia actualmente. Respecto al serotipo infantis, se ha encontrado un creciente niUmero
de cepas multiresistentes aisladas de diferentes fuentes en Italia (Dionisi et al., 2011). Los
valores encontrados en este estudio indican pansusceptibilidad de las tres cepas
encontradas, sin embargo, ante la baja deteccidon de cepas de este serotipo, se requeririan

futuros estudios que refuercen la aparente ausencia de tales cepas en nuestro pais.

Ante la falta de datos nacionales en ganado bovino respecto a Salmonella enterica, cabe
mencionar la investigacidn en cauces de aguas de la R. Metropolitana de Chile de Martinez
et al. (2016) para contrastar resultados. En primer lugar se puede observar una gran
diferencia entre los valores de resistencia y multiresistencia obtenidos; mientras que para la
investigacion en cauces de agua se presenta un 100% de resistencia a antimicrobianos y, de

ésta, la mayoria con fenotipo de multiresistencia, en este estudio se obtuvo un 59% de
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resistencia y, de estas un 6,8% con fenotipo de multiresistencia. Los mayores valores de
resistencia se presentan ante ciprofloxacino (56,8%) y tetraciclina (36,4%); mientras que
los valores para estos mismos antimicrobianos en la investigacion de cauces de agua son
considerablemente mas bajos, siendo 20% para ciprofloxacino y 8,5% para tetraciclina. Es
importante mencionar que la resistencia a fluoroquinolonas resultaba todavia infrecuente en
S. enterica de aislados humanos, segun la literatura, probablemente supondria un alto costo
energético para la bacteria (De Toro et al., 2013). Segun O’Regan et al. (2010), la
evolucion de las cepas, en ausencia de presion selectiva del antibidtico, podria provocar
eventos mutacionales que favorezcan la reversion a un fenotipo con niveles menores de
resistencia. Seria oportuno, por lo tanto, considerar la restriccion del uso de

fluoroquinolonas en el ganado nacional.

En cuanto a la diversidad de serotipos encontrados, se observan mas diferencias con el
estudio de cauces de agua, en el que se encontraron 18 serotipos distintitos, siendo
predominantes S. enterica ser. Typhimurium, S. enterica ser. Grupo C1 y S. enterica ser.
Enteritidis (Martinez et al., 2016); mientras que en este estudio, se aprecian s6lo 3
serotipos, de los cuales, S. enterica ser. Livingstone se destaca como predominante. La
diferencia encontrada en la predominancia de serotipos de S. enterica tanto en el estudio de
cauces de agua como en valores internacionales, motiva a una investigacion mas amplia a
nivel nacional, con el fin de conocer si los serotipos predominantes en este estudio
corresponden a valores del ganado bovino nacional, o si en cambio, comprenden valores

propios de la zona rural de la Region Metropolitana.

Por otro lado, cabe preguntar si las cepas de Salmonella spp. detectadas en estos bovinos
podrian ser fuente de contaminacién de aguas, como sugiere Martinez et al. (2016), y como
ocurre en Ghana y Bangladesh (Wardrop et al., 2018), donde se encontrd asociacién entre
cantidad de ganado y contaminacion fecal de agua potable. También se describe en la
literatura que, aun cuando no haya descarga directa de los residuos al cauce de agua, podria
haber contaminacion, pues cuando grandes volumenes de aguas residuales son aplicadas a
la superficie del suelo las bacterias pasan a través de la zona vadosa y actdan como un

reservorio potencial para la contaminacién del agua subterrdnea, caso especialmente
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riesgoso en épocas lluviosas, donde grandes lluvias facilitan el transporte de bacterias
patdgenas, estableciendo un riesgo para la salud publica (Jang-Cheon, et al., 2000). Ante
esto, seria interesante en un futuro determinar la presencia de enteropatdgenos rio abajo de
tales producciones, y comparar los resultados con los obtenidos en zonas rio arriba, con el
fin de establecer si estas empresas estarian aportando a la contaminacion de las aguas de

zonas rurales.

Finalmente, es prudente mencionar que la deteccion de S. enterica realizada en este estudio
podria haber alcanzado valores mas altos, si se toma en cuenta que existen cepas de S.
enterica invA negativas, como las reportadas por Turki et al. (2012) en Tunisia, sin
embargo, como sugiere Marlony et al. (2003), la aparente ausencia de este gen indica que
aquellas cepas son no invasivas o utilizan mecanismos de invasion alternativos, razén por
la cual, no constituirian un riesgo para la salud animal ni publica en la actualidad. A pesar
de ello, es necesario mantener una mirada atenta a las nuevas publicaciones que buscan
minimizar este error, tales como la posibilidad de agregar un segundo marcador al PCR
(Gonzélez-Escalona et al., 2012) o la propuesta de otro gen marcador, como el gen siiA
(Hassena et al., 2015).
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CONCLUSION

Salmonella enterica se encuentra presente en el ganado lechero rural de la Region
Metropolitana, presentando fenotipos de multiresistencia, principalmente contra
ciprofloxacino, tetraciclina y cefotaxima, representando un riesgo potencial para la sanidad

del rebafio y para la salud publica.
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ANEXOS

Anexo 1:

Percentage of antimicrobial resistance and number of cases of disease and death for non-
typhoid Salmonella in the United States, 2009-2011 (CDC, 2013).

Percentage Estimated Estimated Estimated
of all non- number of  illnesses per number of
typhoidal illnesses 100,000 U.S. deaths
Salmonella*  per year population per year
Ceftriaxone resistance 3% 36,000 12.0 13
C]pr{_)ﬂﬂxat_:m resistance or 39, 33,000 10.9 12
partial resistance
RES?S-Fan.CE to 5 or mare 5% 66,000 21.9 24
antibiotic classes
Any resistance pattern above 8% 100,000 34.1 38

Anexo 2:

NUmero de cepas de Salmonella spp. por serotipos mas frecuentes y afio, Chile 2009-2014

(ISP, 2014).
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Anexo 3:

Distribucion de brotes de ETA notificados, segun tipo de diagnéstico, Chile afio 2015
(MINSAL, 2016)

Infeccién por Samonella (402.0, A0z.9) | 7+
Gastroenterocolitis viral (A08.3, A08.4, A02.0) [N ss
Efecto tdxico de alimentos marinos no especificado (T61.9, _ 19
T61.8, T61.2, T61.0)
Envenenamiente escombroideo por pescado (Te1.1) [N 2o

Infeccién por Escherichia coli diarrogénica (A04.0, AD4.4, _ 17
AD4.1, AD4.3)

Intoxicacién alimentaria estafilocécica (A05.3) _ 15

Intoxicacion alimentaria debida a Vibrio
parahaemolyticus{A05.3) _ 13

Intaxicacion alimentaria por Bacillus cereus (A05.4) - 4

Efecto tdxico de sustancias ingeridas como alimento (T62.9, . 3
T62.0)

Triguinosis (B75.X) l 1
Infeccion por Campylobacter spp (A04.5) I 1
Infeccion por Shigella spp. (A03.3) I 1

1] 10 20 30 40 50 60 70 80

Anexo 4:

Ocurrencia de resistencia a antimicrobianos seleccionados para Salmonella spp. en aislados
de carcasas bovinas menores de un afio de edad en paises de Europa, 2015 (EFSA y ECDC,
2017).

Ampicillin Azithromycin Cefotaxime Ceftazidime Chi henicol  Ciprofl in Colistin'®
Country N % Res N % Res N % Res N % Res N % Res N % Res N % Res
Belgium 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0
Croatia 11 54.5 11 0 11 0 11 0 11 0 11 18.2 11 0
Czech Republic 11 36.4 11 0 11 0 11 0 11 18.2 11 0 11 0
Denmark 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0 1 0
France 43 34.9 43 0 43 0 43 0 43 11.6 43 0 43 23
Portugal 2 50 2 50 2 0 2 0 2 50.0 2 0 2 0
Spain 9 66.7 9 0 9 0 9 0 9 0 9 0 9 0
Total (7 MSs) 80 40.0 80 1.3 80 0 80 0 80 10.0 80 2.5 80 1.3

icin lidixic acid If: } | Tetracycline Tigecycline™ Trimethoprim

Country

N % Res N % Res N % Res N % Res N % Res N % Res
Belgium 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0 3 0
Croatia 11 0 11 0 11 545 11 545 11 0 11 73
Czech Republic 11 9.1 11 0 11 45.5 11 364 11 0 11 9.1
Denmark 1 0 1 0 1 100 1 100 1 0 1 0
France 43 0 43 0 43 51.2 43 51.2 43 4.7 43 4.7
Portugal 2 0 2 0 2 50 2 100 2 0 2 50.0
Spain 9 0 9 0 9 55.6 9 66.7 9 0 9 111
Total (7 MSs) 80 1.3 80 0 80 50.0 80 51.3 80 2.5 80 10.0

All Saimonella isolates tested were susceptible to mempenem. N: number of isolates tested; % Res: percentage of microbiologically resistant isolates; —: no information available; MSs: Member.

{a): A number of colistin-resistant isolates are undergoing testing for the presence of the mor-I gene. The reported ocourrence of colistin resistance does not equate to the occumrence of mar-1.
ECOFF applied 2 mg/L.

(b): ECOFF applied 1 mg/L.
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Anexo 5:

Nombre y ubicacion de cauces de agua positivos a la presencia de Salmonella spp. en la
Regidn Metropolitana de Chile (Martinez et al., 2016).

Nombre Direccion Coord. UTM Comuna
punto muestreo

Aguas Claras Puente Pelvin 6279855 Penaflor

Canal Picano Camino El Transito. Pomaire. 6272943 Melipilla

Canal Carampangue | Camino carampangue (compuertas) 6270383 Isla Maipo

Estero Puangue Puente Isla de Rojas 6292889 Maria Pinto

Anexo 6:

Estandares interpretativos de zonas de diametro de completa inhibicion para prueba de
resistencia a antimicrobianos mediante discos de difusion (CLSI, 2015) (NCCLS, 2002).

Estandar zona de Diametro (mm) Control (mm)

Antibiético Cédigo | Resistente | Intermedio | Susceptible | E.coli (25922)
Amikacina AK-30 <14 15-16 >17 19-26
Amoxicilina-
o o AMC-30 <13 14-17 >18 18-24
acido clavulanico
Cefotaxima CTX-30 <22 23-25 >26 29-35
Ceftiofur EFT-30 <17 18-20 >21 26-31
Ciprofloxacino CIP-5 <20 21-30 >31 30-40
Cloranfenicol C-30 <12 13-17 >18 21-27
Gentamicina CN-10 <12 13-14 >15 19-26
Kanamicina K-30 <13 14-17 >18 17-25
Sulfametoxazol -

) ) STX-25 <10 11-15 >16 23-29
trimetoprima
Tetraciclina TE-30 <11 12-14 >15 18-25
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