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RESUMEN

Los sistemas productivos de traspatio (SPT) se encuentran ampliamente
distribuidos, especialmente en zonas rurales, siendo una fuente comun y barata
de alimento para los hogares rurales. Las especies animales criadas en estos
sistemas son reconocidas como reservorios de Salmonella enterica y Escherichia
coli productora de Shigatoxina (STEC), ambos patdégenos zoon6ticos y ubicuos,
gue pueden causar enfermedad grave en poblaciones de riesgo. El objetivo de
este estudio fue caracterizar epidemiol6gicamente los aislados de ambos
patégenos obtenidos de heces de animales criados en SPT de las regiones de
Valparaiso y Metropolitana de Chile, muestreados entre los afios 2019 y 2020.
Cada SPT muestreada fue georreferenciada y se aplicé un cuestionario para
recoger informacion epidemioldgica. La presencia o ausencia de los patdgenos
se determindé mediante cultivo bacteriano y PCR confirmatorio, determinando la
tasa de positividad a nivel nacional, regional y provincial. Se utilizé regresion
logistica multivariable para determinar la existencia de factores de riesgo
asociados a la positividad de los patégenos en SPT. Se determiné la agrupacion
espacial de los SPT positivos mediante autocorrelacion espacial y estadistica de
escaneo. Ademas, se determinaron los fenotipos de resistencia antimicrobiana
de aislados recuperados. Se determin6 una tasa de positividad de 2.88% de S.
enterica y de 14.39% para STEC en ambas regiones. El 80% de los aislados de
S. enterica recuperados eran multiresistentes, y todos los de STEC eran
resistentes a Cefalexina. No se identificaron clusters espaciales. El andlisis de
factores de riesgo sugiere que el contacto de los animales del SPT con aves
silvestres (OR = 0.06; 1C-95% = 0,00 — 0.064; p = 0.02) disminuye el riesgo de
positividad a S. enterica en SPT; la presencia de rumiantes (OR = 1.03; IC-95%
=—1.07; p = 0.036) incrementa el riesgo de positividad a STEC en el SPT; y la
presencia de rumiantes (OR = 1.05; IC-95% = 1.02 — 1.09; p = 0.004) y que el

manejo de los animales dependa exclusivamente de una mujer (OR = 3.54; IC-



95% =1.03-12.19; p = 0.045) son factores que aumentan el riesgo de positividad
a Enterobacteriaceae. Este estudio evidencia la circulacibn de cepas de
Enterobacteriaceae zoonéticas multirresistentes en animales mantenidos en
SPT; la presencia de factores que modifican el riesgo de positividad en SPT para
estos patdgenos; y la relevancia de los andlisis espaciales para detectar clusters
espaciales.

Palabras clave: S. enterica; STEC; Factores de riesgo; Resistencia
antimicrobiana; Tasa de positividad; Analisis espacial; Sistema productivo de
traspatio.



ABSTRACT

Backyard production systems (BPS) are widely distributed, especially in rural
areas, being a common and cheap source of food for rural households. Animal
species raised in these systems are recognized as reservoirs of Salmonella
enterica and Shigatoxin-producing Escherichia coli (STEC), both ubiquitous
zoonotic pathogens, which can cause severe disease in at-risk populations. The
aim of this study was to epidemiologically characterize isolates of both pathogens
obtained from feces of animals raised in BPS from the Valparaiso and
Metropolitana regions of Chile, sampled between 2019 and 2020. Each sampled
BPS was georeferenced, and a questionnaire was applied in order to collect
epidemiological information. The presence or absence of pathogens was
determined by bacterial culture and confirmatory PCR, calculating positivity rates
at national, regional and provincial level. Multivariate logistic regression was used
to determine the existence of risk factors associated with pathogen positivity in
BPS. Spatial clustering of positive BPS was determined using spatial
autocorrelation and scanning statistics. In addition, antimicrobial resistance
phenotypes were determined for the recovered isolates. A positivity rate of 2.88%
for S. enterica and 14.39% for STEC was determined in both regions. Eighty
percent of recovered S. enterica isolates were multidrug resistant, and all STEC
were resistant to Cephalexin. No spatial clusters were identified. Risk factor
analysis suggests that contact of BPS animals with wild birds (OR = 0.06; 95%ClI
= 0.00 - 0.064; p = 0.02) decreases the risk to S. enterica positivity in BPS; the
presence of ruminants (OR = 1.03; 95%CI = - 1.07; p = 0. 036) increases the risk
of STEC-positive BPS; and the presence of ruminants (OR = 1.05; 95%Cl = 1.02
- 1.09; p = 0.004) and that the animal handler is exclusively female (OR = 3.54;
95%Cl = 1.03 - 12.19; p = 0.045) are factors that increase the risk for
Enterobacteriaceae positivity. This study evidences the circulation of multidrug

resistant zoonotic Enterobacteriaceae strains in animals kept in BPS; the



presence of factors that modify the risk of BPS positivity for these pathogens; and

the relevance of spatial analyses to detect spatial clusters.

Key words: S. enterica; STEC; Risk factors; Antimicrobial resistance; Positivity

rate; Spatial analysis; Backyard production system.



1. Introduccioén

La produccion animal se realiza a distintas escalas productivas, siendo los
sistemas productivos de traspatio (SPT) los mas frecuentes. Estos se
caracterizan por criar grupos reducidos de diversas especies animales en sus
hogares, utilizando sistemas poco tecnificados y aplicando escasas medidas de

bioseguridad.

Las especies animales criadas con mayor frecuencia en SPT incluyen a
las aves de postura, cerdos, rumiantes, entre otros. Estas pueden actuar como
reservorios de patdgenos zoondticos, cuya transmision al humano puede
facilitarse por el contacto frecuente y directo e indirecto de los animales con el

grupo familiar, con la persona que realiza los manejos y con su ambiente.

Salmonella (S.) enterica y Escherichia coli productora de Shigatoxina
(STEC) pertenecen a la familia Enterobacteriacea, son bacilos Gramnegativos,
zoonaticos y ubicuos, que pueden causar enfermedad grave en las poblaciones
de riesgo, que corresponden a nifios menores de 5 y 10 afios, embarazadas,
adultos mayores y pacientes con comorbilidades. Existiendo un problema

adicional que radica en la sensibilidad a antimicrobianos de las cepas circulantes.

El objetivo de este estudio fue caracterizar epidemiolégicamente los
aislados de ambos patdgenos obtenidos de heces de animales criados en SPT
de las regiones de Valparaiso y Metropolitana de Chile, muestreados entre los
afnos 2019 y 2020.



2. Revision Bibliogréfica

2.1. Sistemas Productivos de Traspatio

Los SPT son pequefios sistemas productivos de caracteristicas extensivas
0 semi-intensivas con un numero reducido de animales domésticos como aves,
cerdos y rumiantes, que se llevan a cabo principalmente en zonas rurales y de
bajos ingresos (Conan et al., 2012; Wong et al., 2017; Di Pillo et al., 2019). Son
producciones asequibles para personas que viven en areas remotas y para
grupos culturalmente desfavorecidos, porgque requieren de pocos insumos para
su implementacion, y a menudo son sistemas mixtos con actividades agricolas y
pecuarias (Conan et al., 2012; Hamilton-West et al., 2012; SAG, 2016; Wong et
al., 2017; Pavez-Mufioz, 2020). La mayoria de los SPT tienen un sistema de
confinamiento mixto, es decir, los animales estan libres durante el dia y se
encierran en corrales durante la noche, permitiendo el libre contacto con otros
animales y humanos del mismo predio, vecinos, fauna silvestre y cursos de agua
(Henning et al., 2011; Alegria-Moran et al., 2017).

Estos SPT contribuyen en la seguridad alimentaria (capacidad de acceder
a alimentos) y nutricional de la poblacién; mejorando los ingresos del hogar;
utilizando los residuos organicos del hogar; sirven de pasatiempo; y corresponde
a una actividad econémica que empodera a las mujeres (Igbal, 2009; Wong et
al., 2017; Samanta, Joardar y Das, 2018; Di Pillo et al., 2019). Sin embargo, no
suelen ser la principal fuente de sustento econdmico, ni la actividad principal del
hogar (Conan et al., 2012; Can y Altug, 2014; Alegria-Moran et al., 2017; Di Pillo
et al., 2019; Pavez-Mufioz, 2020).

La tenencia de animales por parte de personas sin formacion en
produccion; conocimientos de bioseguridad; ni herramientas tecnoldgicas
apropiadas, aumenta el riesgo de transmision de patégenos (Beam et al., 2013,

Kauber et al., 2017). La falta de control sobre el contacto de los animales con



visitantes o la falta de higiene antes y/o después de manipular a los animales o
su alimento, aumentan el riesgo de introduccion o diseminacion de patdégenos en
el predio o hacia las personas (Hamilton-West et al., 2012; Alegria-Moran et al.,
2017; Pavez-Mufoz, 2020). En mas del 45% de los predios los cadaveres son
eliminados de forma inadecuada terminando incluso en cursos de agua o0
comidos por otros animales, sin determinar la causa de muerte (Alegria-Moran et
al., 2017; Pavez-Mufioz, 2020). Por lo tanto, los SPT constituyen una interfaz que
podria permitir el ingreso, mantencion y diseminacion de patégenos, producto del
contacto prolongado y directo entre diversas especies animales, reservorios de
una gran variedad de patégenos (Suzuki et al., 2010; Soler-Tovar y Benavides-
Arias, 2017).

2.1.1 Contexto nacional

La zona central de Chile, concentra tanto a los planteles comerciales de
aves y cerdos como a los SPT (INE, 2007). Las especies que se encuentran con
mayor frecuencia en los SPT son las aves: gallinas y pollos principalmente,
seguido de patos y gansos. Esto se asocia a su bajo costo de obtencion y
mantencion; pequefio tamafio; y ciclos productivos cortos, factores que permiten
a los productores disponer de sus animales para consumo, venta o intercambio
en momentos de necesidad, constituyendo un activo para el hogar (Fleming,
Abler y Goetz, 2010; Hamilton-West et al., 2012; Wong et al., 2017).

Las aves criadas en SPT se mantienen en pequefias parvadas con
edades, razas, especies y origenes diversos; alojadas generalmente con bajas a
nulas medidas de bioseguridad y permanentemente durante todo el afio (Conan
et al., 2012; Wong et al., 2017). Los principales productos obtenidos de las aves
de corral son huevos, carne y crias para reemplazo (Hamilton-West et al., 2012).

Por otro lado, los SPT que crian cerdos suelen ser productores con mas
experiencia y generalmente son crianzas estacionales, a menos que mantengan

reproductores durante todo el afio (Correia-Gomes et al., 2017). La mayoria de



los productores, aunque informan producir para consumo propio, también
informan que venden sus cerdos en mercados cercanos o a familiares y
conocidos para alguna festividad (Correia-Gomes et al., 2017).

En el marco de la produccion limpia y sostenible, la preferencia de los
consumidores urbanos por productos organicos, de granja, y su disposicion a
pagar un precio superior por estos productos, son beneficiosos para los
productores de SPT, pero también se convierte en una preocupacion creciente
para la salud publica (Alders y Pym, 2009; Kauber et al., 2017; Wong et al., 2017).

2.1.2 Uso de antimicrobianos

Pese a la baja o nula asistencia médica o técnica veterinaria (Pavez-
Mufioz, 2020), se utilizan medicamentos en animales de traspatio. Siendo los
antimicrobianos los de mayor interés para la salud publica (Hamilton-West et al.,
2012; Alegria-Moran et al., 2017; Pavez-Mufioz et al., 2021).

La administracion apropiada de antimicrobianos implica la supervision
veterinaria para la seleccion del farmaco, dosis y duracion de la terapia acorde a
la infeccion, minimizando el dafio al paciente y el desarrollo de resistencia
antimicrobiana (Smith & Fratamico, 2018). Durante décadas se han
sobreutilizado antimicrobianos de manera terapéutica, preventiva y como
promotores de crecimiento en animales productivos, practica prohibida desde el
2006 en la Unién Europea, lo que ha implicado la seleccion de cepas patégenas
resistentes a antimicrobianos (Barrett et al., 1998; Jones et al., 2008; Engering et
al., 2013; Jones et al., 2013; Cantas & Suer, 2014; Smith & Fratamico, 2018;
Pavez-Muioz et al., 2021).

La resistencia a los antibiéticos se produce por mutacion o adquisicion
horizontal de genes de resistencia a farmacos, que capacita a microorganismos
previamente sensibles para detener los efectos inhibidores (bacteriostaticos) o
letales (bactericidas) de los antibioticos mediante tres mecanismos principales:

eflujp o cambios en la permeabilidad o transporte del antimicrobiano;



modificacion del objetivo del antibidtico por mutacién genética o modificacion
postraduccional del objetivo; e inactivacion o modificacion del antimicrobiano.
Adicionalmente, las bacterias pueden transferirse genes de resistencia a metales
pesados y factores de virulencia (Engering et al., 2013; Van Doorn, 2014; Smith
& Fratamico, 2018).

El uso de antimicrobianos no prescritos en SPT es una contribucion
adicional a la resistencia antimicrobiana, ya que los patdégenos resistentes son
diseminados a través de los alimentos producidos en el SPT, el contacto directo
con animales y su entorno (corrales y cursos de agua), pudiendo llegar a

poblaciones de alto riesgo (Pavez-Mufioz et al., 2021).

2.2. Salmonella enterica

2.2.1 Caracteristicas del agente

El género Salmonella corresponde a un grupo de bacterias zoondticas;
ubicuas; pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos
gramnegativos; flagelados; no esporulados; intracelulares; y anaerobios
facultativos (Graziani et al., 2017). El género Salmonella consta de dos especies,
Salmonella bongori y Salmonella enterica, con seis subespecies dentro de la
altima: 1) S. enterica subsp. enterica; 1) S. enterica subsp. salamae; llla) S.
enterica subsp. arizonae; llIb) S. enterica subsp. diarizonae; IV) S. enterica
subsp. houtenae; y VI) S. enterica subsp. indica. Adicionalmente, se utiliza el
esquema de Kauffman-White para clasificar Salmonella en serotipos, basandose
en tres determinantes antigénicos principales: somatico (O), capsular (K) y
flagelar (H) (Brenner et al., 2000; Grimont & Weill, 2007; Eng et al., 2015; ISP,
2016).

Se describen mas de 2650 serotipos de Salmonella que varian en su

epidemiologia y distribucién geografica (Grimont et al., 2007; Issenhuth-Jeanjean



et al., 2014). La mayoria de los serotipos de Salmonella pertenecen a S. enterica
subsp. enterica (Brenner et al., 2000; Eng et al., 2015; Graziani et al., 2017). Los
distintos serotipos de Salmonella tienen una amplia gama de hospederos y
pueden infectar y/o enfermar tanto a humanos como a animales silvestres,
domeésticos y sinantropicos (Crump et al., 2015; Barreto et al., 2016; Graziani et
al., 2017).

En salud publica se considera a los niflos menores de 5 y 10 afos,
embarazadas, adultos mayores y pacientes con comorbilidades como grupos de
riesgo, porque son mas susceptibles a la infeccion por Salmonella que las

personas sanas (Crump et al., 2015; Graziani et al., 2017).

2.2.2 Transmisioén

En la Union Europea y Estados Unidos, S. enterica es el segundo
patbgeno mas involucrado en casos de enfermedades transmitidas por los
alimentos (ETA) (EFSA, 2019; CDC, 2020). En Chile, es el principal agente
patdgeno causante de ETA (Ulloa, 2016; DEIS, 2018), y estos casos se deben
principalmente al consumo de huevos crudos en mayonesas caseras Yy
merengues; y en menor medida al consumo de carne de ave cruda (Fica et al.,
2012; ISP, 2019).

La transmision de S. enterica es relevante en SPT por al estrecho contacto
humano-animal (Beam et al., 2013; Eng et al., 2015). Se estima que el 11% de
todas las infecciones por S. enterica son atribuibles al contacto directo con
animales, con altas tasas de enfermedad y letalidad en nifios (Hale et al., 2012).

S. enterica se transmite a traves de la ruta fecal-oral, por el contacto con
reservorios animales o fémites (Graziani et al., 2017; Martinez et al., 2017). Las
deposiciones de un animal infectado pueden contaminar tanto el ambiente como
las instalaciones del SPT (Eng et al., 2015; Graziani et al., 2017). Ademas, el
inadecuado manejo de cadaveres en los SPT contribuye a la contaminacion del
mismo (Alegria-Moran et al., 2017).



La crianza de aves de postura es una actividad frecuente en los SPT
(Hamilton-West et al., 2012). Las gallinas son mantenidas por largos periodos de
tiempo, durante el cual pueden infectarse y diseminar distintos serotipos de S.
enterica hasta que son vendidas o mueren por enfermedad o depredacién
(Conan et al., 2012). Muchas veces las infecciones son asintomaticas y su
eliminacién intermitente, lo que facilita su persistencia y diseminacion al
ambiente, permitiéndole llegar a nuevos nichos ecolégicos (Fica et al., 2001).
Ademas, entran en contacto con humanos y animales de distintas especies,
edades y estados sanitarios; con plantas que pueden ir destinadas a consumo
animal o humano; y con afluentes de agua que pueden estar dentro o fuera del
SPT (Hamilton-West et al., 2012; Eng et al., 2015; Alegria-Moran et al., 2017). El
comercio de animales vivos y productos de los SPT pueden contribuir a la

transmision de este patdgeno (Alegria-Moran et al., 2017).

2.2.3 Salmonellas no tificas

La gravedad de las infecciones en humanos varia segun el serotipo
involucrado y el estado de salud del hospedero (Crump et al., 2015; Graziani et
al., 2017). La salmonelosis tiene un periodo de incubacion de 12 a 72 horas
(Basler et al., 2016), con signologia digestiva autolimitada que puede ser de
importancia médica en pacientes del grupo de riesgo (Fica et al., 2001). Cerca
del 6% de los pacientes puede progresar a bacteriemia secundaria con
complicaciones extra-intestinales (Crump et al., 2015) que incluyen neumonia,
colecistitis, celulitis, pancreatitis, infecciones del tracto urinario, apendicitis,
endocarditis y meningitis (Eng et al., 2015).

En mamiferos domésticos pueden causar enteritis aguda y/o abortos
(Graziani et al., 2017); y en aves de corral las infecciones generalmente son
asintomaticas, aunque en aves jovenes puede causar diarrea, inapetencia,

emaciacion y muerte (Beam et al., 2013). Dado que las aves pueden ser



portadoras, es importante que los propietarios y manipuladores de aves de corral

apliguen constantemente medidas de bioseguridad (Kauber et al., 2017).

2.2.4 Reservorios

Los reservorios encontrados habitualmente en SPT corresponden a pollos,
cerdos, pavos, patos, gansos, equinos y rumiantes (Barreto et al., 2016; Alegria-
Moran et al., 2017). Adicionalmente, en los SPT se puede encontrar aves
silvestres y migratorias, roedores, reptiles, insectos y animales de otros SPT que
pueden transmitir el patdégeno entre granjas (Eng et al., 2015; Barreto et al., 2016;
Basler et al., 2016; Graziani et al., 2017).

2.3. Escherichia coli productora de Shigatoxina

2.3.1 Caracteristicas del agente

Escherichia coli es un bacilo Gramnegativo, miembro de la familia
Enterobacteriaceae. De caracter zoonoético; ubicuo; moévil; aerobio y anaerobio
facultativo; y parte de la microbiota comensal de humanos y animales (Smith &
Fratamico, 2017). Las cepas se clasifican, principalmente, segun el antigeno O
del lipopolisacarido de pared celular y el antigeno H flagelar (Bryan et al., 2015).
Hay mas de 185 grupos O descritos y 53 grupos H diferentes y el serotipo de E.
coli se define segun la combinacion de antigeno O y H (Smith & Fratamico, 2017).
Algunos serotipos han adquirido diferentes genes, por transferencia horizontal,
qgue pueden codificar factores de virulencia, toxinas o resistencia antimicrobiana
(RAM), generando diversidad de cepas patdgenas que causan signologia
intestinal o extraintestinal (Engering et al., 2013).

El patotipo E. coli productora de Shigatoxina (STEC) se caracteriza por la
produccion de una o mas toxinas extracelulares conocidas como Shigatoxina 1y
2 (Stx1l y Stx2) (Engering et al., 2013). STEC posee mas de 400 serotipos, la



mayoria relacionados con enfermedades en animales y humanos (Saeedi et al.,
2017). Stx1 es casi idéntico a la toxina de Shigella dysenteriae, diferenciandose
por un solo aminoacido, y Stx2 es exclusivo de E. coli y se encuentra en
numerosos serotipos (Bryan et al., 2015). Algunos desencadenantes ambientales
como bajo nivel de hierro y uso de antibioticos inducen la liberacion de Stx1 y/o
Stx2 (Bryan et al., 2015).

2.3.2 Transmisién

STEC es una ETA debido principalmente al consumo de carne de res, en
la que se considera un adulterante (Plowright et al., 2017); consumo de leche no
pasteurizada; de vegetales y frutas contaminados; de harina cruda; y agua
contaminada (Smith & Fratamico, 2018). Pero también se asocia a infecciones
humanas por contacto directo con pequefios rumiantes y otros animales que
pueden encontrarse en el SPT (Persad y LeJeune, 2014).

Su transmision es por via fecal-oral (Smith y Fratamico, 2017). Las heces
diarreicas de los animales infectados contribuyen en la propagacion de STEC en
el SPT, especialmente en meses calidos (ISP, 2017; Saeedi et al., 2017). Algunos
rumiantes pueden actuar como “super diseminadores”, liberando hasta 104
UFC/g de STEC en sus heces (Saeedi et al., 2017). La prolongada supervivencia
del agente en diferentes ecosistemas y superficies facilita su transmision a otros
animales o humanos susceptibles que estan en contacto directo o indirecto con
animales infectados (ISP, 2017; Saeedi et al., 2017). Se postula que la exposicién
repetida a bajas dosis del agente, puede aumentar la inmunidad del hospedero a
la infeccion (Plowright et al., 2017).

2.3.3 Cuadro clinico

STEC también se conoce como E. coli enterohemorragica (EHEC) cuando

produce enfermedad grave y sindrome hemolitico urémico (SHU) (Bryan et al.,



2015). Los serotipos de STEC causan un espectro de enfermedades que varia
desde diarrea sanguinolenta a colitis hemorragica (CH) y SHU, que puede ser
letal principalmente en nifios (Rivas et al., 2014). En paises subdesarrollados y
en desarrollo, las enfermedades diarreicas infantiles son altamente endémicas y
han identificado a STEC como un patdgeno de preocupacion en este grupo de
riesgo (Majowicz et al., 2014).

Por lo general, las infecciones por STEC son autolimitadas y no requieren
tratamiento, pero cuando el tratamiento es indispensable, hasta el 50% de los
casos graves requieren hospitalizacion (Saeedi et al., 2017), aunque la mayoria
de los pacientes resuelven los signos clinicos entre 2 y 7 dias (Bryan et al., 2015).
Se estima que entre el 5 — 25% de los pacientes con CH desarrollan SHU,
caracterizado por trombocitopenia, anemia hemolitica microangiopética y lesion
renal aguda (Saeedi et al., 2017) que requiere dialisis en hasta un 50% de los
pacientes durante la fase aguda (Rivas et al., 2014); y entre el 3 — 15% de los
pacientes con SHU fallecen (Jones et al., 2008). Entre el 6 — 9 % de los pacientes
que tuvieron SHU presentan complicaciones posteriores en el sistema renal,
gastrointestinal, cardiovascular o sistema nervioso central, cifra que asciende

hasta el 15% en nifios menores de 10 afios (Bryan et al., 2015).

2.3.4 Reservorios

El ganado vacuno ha sido reconocido como el reservorio mas importante
de STEC, pero la mayoria de los animales de sangre caliente son capaces de
actuar como reservorios sintomaticos o asintomaticos (Bryan et al., 2015). La
colonizacion en ganado adulto y otros animales es asintomatica, debido a la
ausencia de receptor de la Shigatoxina (Stx) en el endotelio vascular del tracto
gastrointestinal, impidiendo que la Stx circule por el torrente sanguineo y llegue
a otros organos (Saeedi et al., 2017). Pero la presencia de factores de virulencia
adicionales puede resultar en enfermedad (Persad et al., 2014). El contacto con

el ganado, su ambiente y los productos alimenticios que se originan del ganado
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constituyen factores de riesgo importantes para la infeccion por STEC en los
seres humanos (Smith & Fratamico, 2018).

Ademas de los bovinos, se describen otros reservorios como animales
domeésticos, silvestres y sinantropicos que pueden estar presentes en SPT como:
ovejas y cabras, cerdos, perros, gatos, aves, entre otros (Scaife et al., 2006;
Ferens & Hovde, 2011; Persad & LeJeune, 2014; Bryan et al., 2015; Himsworth
et al., 2015).

2.4. Importancia en salud publica

2.4.1 Vigilancia epidemiolégica de S. enterica

Tanto el Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC) de
Estados Unidos como la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y
el Centro Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades (ECDC),
mantienen registros actualizados de los casos y brotes de ETA (EFSA, 2019;
CDC, 2020). En ambos se posiciona la S. enterica como la segunda zoonosis
causante de brotes de ETA, después de Campylobacter spp. (EFSA, 2019; CDC,
2020). En Europa, la mayoria de los brotes del 2018 fueron causados por S.
Enteritidis, con un aumento del 36,3% respecto al afio 2017; y el serotipo mas
reportado en aves de corral y productos carnicos corresponde a S. Infantis
(EFSA, 2019).

De los casos de salmonelosis en Estados Unidos, el 23% correspondio a
nifios menores de 5 afios (CDC, 2020). Segun datos obtenidos de una encuesta
aplicada a los casos, el 68% de ellos declaré haber tenido contacto previo con
pollitos o patitos, motivando la prohibicién de tenencia de estas crias en SPT
(CDC, 2020).

El Instituto de Salud Publica de Chile (ISP) es el laboratorio nacional y de
referencia para el diagnostico de S. enterica, y segun el Decreto N°7 del

12/03/2019, que Aprueba el Reglamento sobre Notificacion de Enfermedades
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Transmisibles de Declaracion Obligatoria y su Vigilancia (antes D.S. 158/2004),
le corresponde confirmar y caracterizar los aislamientos de humanos
sospechosos de S. enterica provenientes de laboratorios clinicos publicos y
privados del pais (ISP, 2019). En contraste, la vigilancia de S. enterica en
produccion animal la realiza el Servicio Agricola y Ganadero (SAG), pero esto
s6lo se realiza en productos carnicos de exportacion provenientes de planteles
adscritos al Programa de Planteles Animales Bajo Certificacion Oficial (PABCO),
dejando de lado la vigilancia en productos de consumo nacional (Barreto et al.,
2016), y especialmente a los productos obtenidos en SPT.

Entre los afios 2014 y 2018, 10.104 cepas de S. enterica provenientes de
aislamientos de origen clinico humano fueron confirmadas por el ISP (ISP, 2019).
La obtencion de muestras presenta estacionalidad, con un mayor nimero en los
meses de primavera-verano (Olea et al., 2012). El 22% de las cepas aisladas
provenian de nifios entre 0 a 4 afios, seguido por el 13,7% del grupo de 5 a 9
afos, sin presentar diferencias por sexo (ISP, 2019). El 43,8% de las cepas
procedian de la regién Metropolitana (RM) y un 10,1% de la region de Valparaiso
(RV). De las cepas provenientes de la RM, el 71,6% provenian de centros de
salud privados (ISP, 2019), lo que podria estar indicando una sub-notificacion
desde el sistema de salud publico, tanto de hospitales como centros de salud
primaria, que se encuentran distribuidos en los asentamientos humanos de
menores recursos a lo largo del pais (Fuenzalida et al., 2011; Alegria-Moran et
al., 2017). Los serotipos identificados en humanos corresponden en un 60,3% a
S. Enteritidis; 12,9% a S. Typhimurium; 4,1% a S. Infantis; 2% a S. Typhi; 2% a
S. Paratyphi B; y 1,8% a S. Sandiego (ISP, 2019).

Alegria-Moran et al., (2017), describieron una prevalencia para S. enterica
en SPT de 8,3% en la RM; 6,6% para la RV; y 2,6% en la region del Libertador
General Bernardo O'Higgins, Chile. Los serotipos hallados fueron 52% de S.
Typhimurium, 16% de S. Infantis, 16% S. Enteritidis, 8% S. Hadar, 4% S.
Tenessee y 4% S. Kentucky. Adicionalmente, se describen como factores que

aumentan el riesgo a positividad de S. enterica en SPT: la diversidad de especies
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de aves (odds ratio (OR) = 1,04; intervalo de confianza (IC)-95%: 1,01-1,07), los
SPT con actividades productivas mixtas (agricolas y pecuarias) (OR = 5,35; IC-
95 %: 1,2 — 27,6) y los SPT que obtenian animales de reemplazo desde diversas
fuentes (OR = 5,19, IC-95%: 1,4 — 20,5) en comparacion con los que utilizan su

propio reemplazo animal (Alegria-Moran et al., 2017).

2.4.2 Vigilancia epidemioldgica de STEC

Se estima que STEC causa casi tres millones de casos agudos, 3.890
casos de SHU, 270 casos de enfermedad renal terminal y 230 muertes al afio en
todo el mundo (Majowicz et al., 2014). STEC es el tercer patégeno zoonético mas
reportado en los paises europeos, con 8.161 casos confirmados el 2018 y una
tasa de incidencia de 2,28 casos por cada 100.000 habitantes, representando un
incremento del 39% en comparacion con el 2017 (EFSA, 2019). El escenario es
similar en Estados Unidos, donde ademas se reporta una reduccién del 20% en
la tasa de incidencia de STEC 0157 y un aumento del 35% de STEC no O157
(CDC, 2019). Pese a no ser el primer patégeno zoonoético causante de brotes y
muertes humanas, STEC conduce a graves secuelas que lo priorizan en los
esfuerzos de vigilancia y control (Majowicz et al., 2014).

En Chile, STEC es objeto de vigilancia obligatoria en laboratorio, de
acuerdo con el Decreto N°7 del Ministerio de Salud. El ISP recibe los aislamientos
de pacientes humanos con diagnéstico clinico de CH o SHU desde laboratorios
publicos y privados (ISP, 2017). En el periodo 2010 - 2016 se aisl6 un total de
2.196 cepas humanas para confirmacién de STEC, de las cuales el 27,6%
(607/2196) resultaron positivas. El 71,5% de las cepas confirmadas de STEC
provenia de la RM y el 7,2% de la RV (ISP, 2017). El 81,5% de los aislados
corresponden a niflos de 1 a 9 aflos y un 7,9% eran menores de 1 afo. Los
serogrupos identificados con mayor frecuencia fueron 0157 y 026, con
porcentajes de 58,6% (356/607) y 36,9% (224/607), respectivamente. Los

serotipos identificados con mayor frecuencia en las cepas de STEC fueron
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0157:H7 (55,7%), 026:H11 (28,5%) y O26:H- (6,4%), siendo el serotipo O157:H7
el mas frecuente en la RM y RV (ISP, 2017).

En ganado bovino se reportan prevalencias de STEC O157 entre 0 a 71%,
y en algunos rebafios, la tasa de infeccion llega hasta el 100% (Persad et al.,
2014). Un estudio reciente, realizado en la zona central de Chile, denota una tasa
de positividad del 17% en bovinos, 1% en cerdos y 0% en perros y gatos (Galarce
et al., 2019), pero no se ha reportado la prevalencia de STEC en SPT en el pais.

La prevalencia de infeccion por STEC depende de la interaccion de
condiciones como: frecuencia y dosis de exposicion, susceptibilidad del
hospedero y duracion de la diseminacién al ambiente (Persad et al., 2014). Entre
los factores del hospedero, influyen: la edad, el estado de salud e inmunitario, el
estrés, el uso de antibidticos y los factores genéticos (Rivas et al., 2014).

Los patdgenos zoondticos presentes en los animales criados bajo
condiciones de SPT, como S. enterica y STEC, representan un riesgo biolégico
tanto para los productores y sus familias como para los vecinos y la comunidad
que tenga contacto con estas poblaciones animales o, asi también, sus
subproductos (Cantas et al., 2014). Estas infecciones se pueden adquirir por
contacto directo e indirecto con animales (Wibisono et al., 2020).

En su mayoria, los propietarios de SPT son parte de la poblacién de riesgo.
En Chile, son manejados principalmente por mujeres, y cerca del 60% de los
propietarios tienen mas de 55 afios (Di Pillo et al., 2019; Correia-Gomes y Sparks,
2020). Ademas, debido a la distribucién mayoritaria de los SPT en zonas rurales,
carentes de servicios de salud y recursos para la deteccidbn de casos de
salmonelosis o infecciones por STEC, aumenta la probabilidad de que los casos
estén siendo sub-notificados en el pais y de que los propietarios sufran
comorbilidades que generan inmunosupresion como cancer, diabetes,
alcoholismo, hipotiroidismo, SIDA, entre otras (Cantas et al., 2014).

En adicion a lo anterior, el rol de animales domésticos como reservorios
de S. enterica y STEC se encuentra ampliamente descrito, asi como que el

contacto con animales infectados y/o sus subproductos, son las principales rutas
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de transmisiéon de ambos patdgenos. Considerando que las condiciones de
manejo de animales mantenidos en SPT revelan importantes fallas en las
medidas de bioseguridad; potenciales interacciones con otros reservorios
domésticos, silvestres y sinantropicos presentes en el mismo SPT o vecinos;
junto con las condiciones sanitarias particulares altamente variables, este estudio
tiene como objetivo caracterizar los aislados de S. enterica y STEC obtenidos de

SPT de las regiones de Valparaiso y Metropolitana de Chile.
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3. Objetivos:

3.10bjetivo general:

Determinar caracteristicas epidemiologicas y microbiologicas de aislados de
Salmonella enterica y Escherichia coli productora de Shigatoxina (STEC) obtenidos
de sistemas productivos de traspatio (SPT) de las regiones de Valparaiso y
Metropolitana, muestreados entre los afios 2019 y 2020.

3.20bjetivos especificos:

1-. Determinar la tasa de positividad de Salmonella entericay STEC en SPT de las
regiones de Valparaiso y Metropolitana, muestreados entre los afios 2019 y 2020.

2-. Determinar los factores de riesgo y la distribucion espacial de Salmonella
enterica y STEC en SPT de las regiones de Valparaiso y Metropolitana,

muestreados entre los afios 2019 y 2020.

3-. Determinar el perfil de resistencia a antimicrobianos en aislados de
Salmonella enterica y STEC provenientes de SPT de las regiones de Valparaiso y

Metropolitana, muestreados entre los afios 2019 y 2020.

16



4. Hipotesis de Trabajo

Los sistemas productivos de traspatio de las regiones Metropolitana y de
Valparaiso presentan factores de riesgo para la presencia de cepas de Salmonella
enterica y Escherichia coli productora de Shigatoxina (STEC) con fenotipos de

resistencia antimicrobiana.
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5. Materiales y Métodos

Esta tesis de Magister se encuentra enmarcada dentro del proyecto
FONDECYT 11180476, dirigido al analisis epidemiologico y microbiolégico de
muestras de animales mantenidos en SPT ubicados en las regiones
Metropolitana, de Valparaiso y del Libertador General Bernardo O’Higgins. Esta
tesis de magister se encuentra circunscrita a la situacion especifica de las
regiones Metropolitana y de Valparaiso, estratificando la toma de muestras en
sus 12 provincias: Chacabuco, Cordillera, Maipo, Melipilla, Santiago y Talagante
para la region Metropolitana. Petorca, Valparaiso, Quillota, San Felipe, Los
Andes y San Antonio para la region de Valparaiso.

Los objetivos que comprende esta tesis corresponden al analisis de datos
obtenidos previamente por el proyecto, incluyendo: georreferenciacion de los
SPT muestreados; respuestas a los cuestionarios aplicados a los propietarios de
cada SPT; y los datos de cepas aisladas y confirmadas de S. enterica y STEC,
con un total de 5 y 37 aislados, respectivamente.

La metodologia que se describe a continuacion corresponde al calculo de
tamafio muestral, toma de muestra y deteccion de patdgenos, comprendida en el
proyecto FONDECYT 11180476, y cuenta con sus respectivos certificados de
bioseguridad y bioética emitidos por FAVET y por CICUA-UChile,

respectivamente (Anexos 1y 2).

5.1. Calculo de tamafio muestral

En este estudio, se realiz6 un muestreo aleatorio estratificado con
asignacion proporcional, en las provincias anteriormente mencionadas. El
tamafio muestral fue calculado utilizando la siguiente ecuacion (Ecuacion 1)
(Dohoo et al., 2009):
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Ecuacion 1. Tamafo de muestra para la determinacion de una proporcion.

Donde n representa el tamafio muestral; Z, es el valor requerido para la
confianza = 1 — «a, donde a corresponde al nivel de confianza; Z, es el percentil
de una distribucion normal estandar (1 — a / 2); p es la prevalencia esperada del
patégeno; g es (1 — p); y L es la precision de la estimacién o margen de error. Si
se supone una falta de conocimiento sobre la prevalencia de STEC en SPT en la
zona central de Chile, el tamafio de muestra se calcula basandose en una
prevalencia de un 50%, asegurando el tamafio minimo de muestra més alto
posible, utilizando la aproximacion de estimacion de una proporcién (Dohoo et
al., 2009). Para ello se fija un nivel de confianza del 95% y una precision del 5%.

Para la seleccion de los SPT, se consideraron aquellos que como base
realizaban una crianza de aves de corral, pudiendo sumarse la crianza de cerdos,
bovinos, ovinos, caprinos, patos, gansos, conejos, u otros. En base a lo anterior,
y a la informacién del dltimo censo agropecuario realizado por el INE (2007), se
determind un tamafio muestral de 84 SPT para la RM y de 73 SPT para la RV,
consignando un total de 157 SPT. El tamafo muestral fue calculado teniendo en
consideracion la zona de estudio completa asociada al proyecto FONDECYT
11180476.

La cantidad de muestras a tomar en cada SPT fue calculada siguiendo la
Ecuacion 2 (Dohoo et al., 2009):

n= (1 - al/D) (N — (D —1)/2)

Ecuaciéon 2. Tamano de muestra intra-SPT.

Donde: n es el tamafo de la muestra; N es el tamafo poblacional; D es el

namero minimo estimado de animales enfermos en el grupo; y « = 1 - el nivel de
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confianza. Considerando la deteccion de al menos un 30% de animales positivos
y considerando N como el nimero que define un SPT. Dando un tamafio de
muestra minimo de 8 animales por cada SPT, con un foco en el muestreo de
aves. En el caso de que el tamafo poblacional de animales dentro del traspatio
fuese menor a la estimacion, el tamafio de muestra se complementd con otros
animales presentes en el sistema o0 con muestras ambientales. En caso de
superar el tamafio minimo de muestra y ser factible el muestreo de mas animales

del SPT, estos se adicionaron a la muestra.

5.2. Toma de muestras

Para la deteccion de los agentes zoonéticos ya mencionados, se
recolectaron muestras de los animales presentes en los SPT incluidos en el
estudio. Las muestras fueron tomadas directamente desde la cloaca o recto de
los animales, utilizando hisopos estériles con medio de transporte Cary-Blair,
rotulados con el cédigo asignado a cada SPT, mas la identificacion de la especie
animal. En caso de encontrar heces frescas y/o en caso de no poder completar
el numero minimo de muestras por SPT, se colectaron muestras ambientales
desde el piso de los corrales o donde se encontraban los animales. Estas se
rotularon con el codigo de identificacion del SPT, la especie procedente y un
cadigo que indique que se trata de una muestra ambiental.

Posterior a la toma de muestra, estas fueron transportadas a 4°C e
ingresadas al Laboratorio Centralizado de Investigacion Veterinaria (LaCIV) de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, laboratorio en donde se desarrollo

el trabajo, siendo refrigeradas hasta el momento de su procesamiento.

5.3. Deteccion de S. enterica y E. coli productora de Shigatoxina

5.3.1 Salmonella enterica
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El protocolo utilizado para el cultivo bacteriol6gico consto de tres etapas:
pre-enriquecimiento, enriqguecimiento y aislamiento selectivo, detallado en Anexo
3, validado internacionalmente (Marier et al., 2014) y utilizado por el SAG y el
Laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias Veterinarias
y Pecuarias (LEI-FAVET).

La confirmacion del diagndstico de S. enterica se realizé mediante PCR
convencional, dirigido a la deteccion del gen invA, gen conservado en S. enterica,
segun protocolos descritos (Malorny et al., 2003) (Anexo 4).

En la regiébn Metropolitana se encontraron cinco muestras positivas a S.
enterica, correspondiente a cuatro sistemas productivos de traspatio. Mientras

que, en la region de Valparaiso no se encontraron muestras positivas.

5.3.2 Escherichia coli productora de Shigatoxina

El protocolo para el cultivo de esta bacteria considera inicialmente una fase
compartida con el procesamiento de muestras para la busqueda de Salmonella
enterica siguiendo las indicaciones previamente descritas para Su
enriquecimiento, aislamiento y posterior confirmacion mediante PCR (Cebula et
al., 1995) (Anexo 5).

Desde la region Metropolitana se hallaron 20 muestras positivas,
correspondiente a diez sistemas productivos de traspatio, mientras que en la
regién de Valparaiso se encontraron 17 muestras positivas, provenientes de 10

sistemas productivos de traspatio.

5.4. Objetivo especifico 1
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5.4.1 Determinacion de la tasa de positividad de S. enterica y/o STEC

Para la determinar la tasa de positividad, se consider6 como unidad
epidemioldgica al SPT. Se determiné la tasa de positividad para S. enterica,
STEC y Enterobacterias (S. enterica y STEC) en las regiones de Valparaiso y
Metropolitana, utilizando la Ecuacion 3 (Dohoo et al., 2009; Thrusfield, 2018):

Casos positivos

Poblacién enriesgo

Ecuacion 3. Para calcular la prevalencia de una enfermedad.
Donde los casos positivos corresponden al total de SPT positivos a los
agentes, y la poblacién en riesgo al total de SPT muestreados en una

determinada unidad geopolitica.

5.5. Objetivo especifico 2

5.5.1 Determinacion de distribucion espacial

Se procesaron los datos para descripcién de los patrones espaciales de
SPT muestreados y casos positivos a S. enterica y/o STEC, utilizando programas
informéaticos de sistemas de informacion geografica (SIG) como QGIS, GeoDay
SaTScan, herramientas tecnoldgicas desarrolladas para analisis, gestion y
monitoreo de datos (Buzai et al., 2013).

Se disefiaron mapas coropléticos, utilizando el software QGIS, que
relacionan las provincias muestreadas con la tasa de positividad de cada una de
ellas para cada patégeno y el conjunto de ellos. Se utilizé el formato vectorial en
archivo digital de formas (shapefiles), correspondiente a las regiones y provincias

de la zona central de Chile evaluadas en esta tesis, junto con informacion de la
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tasa de positividad obtenida en cada una de las provincias, acorde al periodo de
estudio. Las unidades espaciales se representaron con una determinada escala
de degradacion de color, segun el recuento de la informacién mapeada.

El presente estudio considera como unidad espacial la division geografica
de las provincias, asumidas como un area enmarcada de cobertura homogénea,
estable y distinguible frente a las unidades que la rodean (Thrusfield, 2003). La
correlacion espacial de la variable de interés, incluida en las provincias como
caracteristica holistica por poligono, se evalué mediante autocorrelacion espacial
(AE), utilizando el software GeoDa. La AE es una propiedad de los datos
espaciales representados por un indice que cuantifica la dependencia global al
mediar la correlacion entre observaciones de la misma variable en distintas
perspectivas en el espacio. Dicho indice se obtuvo mediante estadistica espacial,
con los indicadores locales de asociacion espacial (LISA) (Pfeiffer et al., 2008).
Los indicadores de AE permiten estimar cuanto contribuye cada caso positivo de
S. enterica 0 STEC notificado segun unidad geopolitica, a la formacién del valor
general, permitiendo observar el grado de asociacién espacial de los casos
detectados o la heterogeneidad resultante del aporte de cada unidad espacial.

Para el andlisis de casos positivos, se trabajé con el indice | de Moran.
Este indicador local de asociacion espacial permite verificar el grado de similitud
o diferencia entre el valor observado de casos positivos en un area, respecto al
valor en las zonas vecinas. El indice | de Moran esta asociado a una prueba de
hipotesis, presentada bajo el supuesto de normalidad, considerando que la
hipotesis nula (HO) establece que no hay AE (Pfeiffer et al., 2008).

La estructura general del estadistico indice | de Moran, para medir AE esta

dada por la Ecuacion 4:

n
i=1j=1

Ecuacioén 4. Para el calculo del indice | de Moran.



Donde n es el total de lugares del mapa, W;; son los elementos de una
matriz (de conexiones espaciales), C;; es una medida de la proximidad de los
valores iy j en alguna dimension definida.

Este andlisis estadistico permite tres posibles resultados:

a) Autocorrelacion espacial positiva: agrupamiento de las unidades

espaciales (las unidades vecinas presentan valores proximos).

b) Autocorrelacion espacial negativa: dispersion de las unidades

espaciales (las unidades vecinas presentan valores disparejos).

c) Sin autocorrelacién: no ocurre ninguna de las situaciones anteriores

(los valores de las unidades vecinas se despliegan aleatoriamente)
(Martori et al., 2008).

Para la determinacion de la presencia de clusters espaciales se utilizo es
software SaTScan, que utiliza estadistica de escaneo (Scan Statistics) y
estadistica de Kulldorff (Kulldorff, 1997) para detectar puntos calientes (hotspots),
o si la distribucion de los puntos es producto de la aleatoriedad (Naus, 1965). La
ventana generada que contiene los clusters tiene una forma circular predefinida
y de tamafio variable por ser escaneo de la region estudiada, lo cual resulta util
cuando se desconoce previamente el area que ocupara el cluster geografico
(Duczmal et al., 2009).

El término cluster comprende un numero de casos anormalmente
elevados, en un area determinada. Sin embargo, el interés puede ser determinar
areas donde el nimero de casos es menor. Con las técnicas descritas es posible
realizar la deteccion de la locacion de clusters y las inferencias implicadas, es
decir, cuando se rechaza la hipétesis nula, se puede localizar el area especifica
del mapa que genera ese rechazo, sin restringirse a grupos ajustados a fronteras
administrativas o politicas (Kulldorff et al., 1995).

Por la dicotomia de los datos de positividad a S. enterica 0 STEC, estos

se ajustan bajo el modelo de distribucion de probabilidades de Bernoulli. Este
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analisis deja que N denote un proceso de puntos espaciales donde N(A) es el
namero aleatorio de puntos en el conjunto A c G; a medida que la ventana se
desplaza sobre su area de estudio, define una compilacion Z de zonas Z c G; de
manera intercambiable, se utiliza Z para denotar tanto un subconjunto de G, como
un conjunto de pardmetros que definen la zona. Este modelo de Bernoulli,
considera solo las medidas y, tales que p(A) es un nimero entero para todos los
subconjuntos A c G. La unidad de medida corresponde a un punto geolocalizado
gue puede ser identificado como “caso” (SPT positivo) o “control” (SPT negativo)
al diagnostico de S. enterica o STEC. El modelo contiene justo una zona Z c G,

dentro de esta zona cada individuo posee probabilidad “p” de ser un punto, y los

individuos fuera de la zona una probabilidad “q”. La probabilidad de cualquier
individuo es independiente de los otros (Kulldorff, 1997). Mediante ajuste por la
prueba del cociente de probabilidad, se identificO el espacio con mayor
probabilidad de ser un cluster, estimando la zona que maximiza la funcion de

probabilidad, que es el estimador de maxima verosimilitud del parametro.

5.5.1 Determinacion de factores de riesgo para la positividad de Salmonella
enterica y/o STEC

Durante las actividades de terreno, se aplicé un cuestionario (Anexo 6),
validado previamente (Alegria-Moran et al., 2017), con el fin de caracterizar el
manejo de animales, las medidas de bioseguridad aplicadas y variables
sociodemogréficas que afectan a cada SPT. La informacion fue registrada fisica
y digitalmente utilizando el software Microsoft Excel. Ademas, se geo-
referenciaron los SPT utilizando un sistema de posicionamiento global (Garmin
GPS Map 62s). La informacion recolectada fue exportada, ordenada y
almacenada utilizando Microsoft Excel, obteniendo datos sobre la presencia o
ausencia de condiciones especificas de bioseguridad, medidas de manejo e

intercambio de animales, las cuales pueden influir en la circulacion de S. enterica
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y STEC. Cumpliendo con los protocolos de bioética y responsabilidad en la
investigacion cientifica y bioseguridad. Todos los encargados de los SPT que
accedieron a participar lo hicieron previa firma de consentimiento informado
(Anexo 7).

En base a la informacion recolectada con la encuesta y los resultados de
la deteccidén de patdgenos, se construyeron tres modelos de regresion logistica
multivariable (Dohoo et al., 2009), para S. enterica, STEC y enterobacterias (S.
enterica y STEC). Se incluye un modelo con ambos patdgenos debido a que
estos comparten caracteristicas epidemiolégicas como su transmision oro-fecal,
son dos de las tres principales agentes asociados a ETA a nivel mundial, pueden
generar enfermedad grave en los grupos de riesgo y ambos patbégenos se
describen en reservorios que probablemente estén presentes en los SPT de la
zona central de Chile como aves, cerdos y rumiantes.

En este estudio, la variable respuesta (Y) es de caracteristicas
dicotdmicas, es decir, “Y” s6lo puede tomar dos valores: 0 0 1. Donde Y =0
representa la ausencia de S. enterica y/o STEC en el SPT, e Y = 1 corresponde
a la presencia de estas bacterias en el SPT.

Para la seleccién de variables a ser analizadas como potenciales factores
de riesgo se aplicaron criterios de preseleccion sobre la base de datos (Anexo 6),
relacionados con la tasa de respuesta, similitud entre variables y descarte de
aguellas no relacionadas epidemiol6gicamente con la presencia de patégenos.
Las variables preseleccionadas se sometieron a regresion logistica simple para
cada uno de los modelos, seleccionando aquellas que presentaron un p-value
menor a 0,15 (criterio de p-value liberal). Todas las variables que cumplieron con
este criterio fueron analizadas mediante correlacion de Spearman (variables
cuantitativas) y test exacto de Fisher (variables cualitativas) para chequear
colinealidad y asociacion entre variables, permitiendo la correccion por

potenciales factores confundidores.
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La construccion de los modelos multivariable se realizé mediante un
procedimiento de stepwise backward elimination, removiendo del modelo
aquellas variables que no presenten significancia (p > 0,05) en la comparacion
de modelos con analisis de varianza. La convergencia de los modelos fue fijada
a un valor de épsilon (¢) = €6, con el fin de garantizar un nivel de exigencia
adecuado para los modelos realizados. La bondad de ajuste del modelo a los
datos fue evaluada mediante la prueba de Hosmer-Lemeshow (Hosmer et al.,
1997; Hosmer et al., 2013).

Todos los analisis fueron realizados en el software estadistico R
(R_Core_Team, 2013) y RStudio en su ultima version disponible, permitiendo la
identificacion y cuantificacion de aquellas variables que sean factores que
modifiquen el riesgo de positividad a S. enterica o STEC en los SPT de la zona
geografica estudiada.

5.6. Objetivo especifico 3

Se determiné el perfil de resistencia fenotipica de todos los aislados que
fue posible recuperar de STEC (14 aislados) y S. enterica (5 aislados) utilizando
el método de concentracibn minima inhibitoria (MIC) a través del sistema
automatizado VITEK2 (bioMérieux, Marcy-I'Etoile, Francia), calibrado con cepas
de referencia, y la tarjeta AST-GN98, acorde con las instrucciones del fabricante.
El panel antimicrobiano evaluado const6 de medicamentos comunmente
utilizados en medicina veterinaria y humana, incluyendo: aminoglucosidos
(amikacina y gentamicina); B-lactamicos (amoxicilina-acido clavulanico,
ampicilina, cefalexina, cefovecina, cefpodoxima, ceftazidima, ceftiofur e
imipenem); inhibidores de la sintesis de folatos (trimetoprim-sulfametoxazol);
nitrofuranos (nitrofurantoina); fenicoles (cloranfenicol); guinolonas
(ciprofloxacina, enrofloxacina y marbofloxacina); tetraciclinas (doxiciclina); vy

también determina la presencia o ausencia del fenotipo de B-lactamasa de
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espectro extendido (BLEE) del patdégeno en estudio, mediante una combinacion
de cefepima, cefotaxima y ceftazidima sola y en combinacién con acido
clavulanico.

Los valores de corte clinicos se aplicaron acorde con el Clinical Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2015) y el European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST, 2021), interpretando los resultados de forma
conservadora, considerando las cepas con susceptibilidad intermedia como
resistentes. Las cepas resistentes a tres o mas clases de antimicrobianos, se
consideraron resistentes a multiples farmacos (MDR) (Magiorakos et al., 2012).

Se determind la frecuencia de los perfiles de resistencia obtenidos y realizé
un analisis estadistico de comparacion de positividad entre las provincias
positivas, considerando como variable de interés la tasa de positividad de cepas
resistentes de ambos patégenos a uno o mas grupos de antimicrobianos
(Rothman, 2012).
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6. Resultados

6.1. Determinar la tasa de positividad de S. entericay STEC en SPT de las

regiones de Valparaiso y Metropolitana

Se muestrearon un total de 139 (89%;

139/157) SPT en total,

considerando ambas regiones, faltando parte de ellos (10) en la provincia de

Petorca y la totalidad de Quillota (11). Esto ultimo debido a las restricciones

sanitarias asociados a la pandemia (Tabla 1).

Tabla 1. Sistemas productivos de traspatio muestreados por provincia.

Region Provincia N° de N° de SPT  Tamafio N° SPT
SPT! con con de muestreados
crianzade crianzade  muestra
aves cerdos
Valparaiso Petorca 956 105 18 8
Valparaiso 500 35 6 6
Quillota 781 64 11 0
San Felipe 770 136 23 25
Los Andes 270 15 3 3
San Antonio 384 72 12 12
Subtotal 3661 427 73 54
Metropolitana Melipilla 1910 202 34 34
Chacabuco 426 78 13 13
Santiago 244 61 10 10
Cordillera 237 29 5 5
Talagante 387 36 6 7
Maipo 632 92 16 16
Subtotal 3836 498 84 85
Total 157 139

1 Sistema productivo de traspatio.

6.1.1. Tasa de positividad de S. enterica en SPT
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En este estudio se encontrd positividad a S. enterica Unicamente en la
region Metropolitana, presentando una tasa de positividad de 4.71% (4/85) a nivel
regional. Los casos se concentraron en las provincias de Melipilla (5.88%; 2/34),
Cordillera (20%; 1/5) y Maipo (6.25%; 1/16) (Figura 1). La zona geografica de
estudio presentd una tasa de positividad de 2.88% (4/139) (Tabla 2).

Tasa de positividad de
S. enterica en SPT
0% - 1%
1% - 5%
5% - 10%
B 10% - 20%

0 25 50 km

Figura 1. Distribucién espacial de la tasa de positividad a S. enterica por
provincia, en animales mantenidos en sistemas productivos de traspatio de las

regiones Metropolitana y de Valparaiso, Chile.

6.1.2. Tasa de positividad de STEC en SPT
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En este estudio, se encontrd positividad a STEC en animales mantenidos
en SPT de ambas regiones. La Region Metropolitana presentdé una tasa de
positividad del 11.76% (10/85), con positividad en 4 de las 6 provincias
contenidas en dicha regidén, que corresponden a: Melipilla (11.77%; 4/34),
Cordillera (60%; 3/5), Maipo (6.25%; 1/16), y Chacabuco (15.38%; 2/13). Por otro
lado, la region de Valparaiso present6 una tasa de positividad del 18.52% (10/54),
encontrdndose SPT positivos en 3 de las 6 provincias estudiadas: San Felipe
(24%; 6/25), San Antonio (25%; 3/12) y Petorca (12.5%; 1/8) (Figura 2). La tasa
de positividad determinada para la zona geografica completa corresponde al
14.39% (20/139) (Tabla 2).

Tasa de positividad de
STEC en SPT
C10% - 1%
1% - 5%
5% - 10%
B 10% - 20%
B 20% - 40%
Hl 40% - 60%

0 25 50 km
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Figura 2. Distribucion espacial de la tasa de positividad a STEC por provincia, en
animales mantenidos en sistemas productivos de traspatio de las regiones
Metropolitana y de Valparaiso, Chile. La provincia de Quillota presenta una tasa
de positividad de 0% por la imposibilidad de muestreo asociado a las restricciones

sanitarias.

6.1.3. Tasa de positividad de Enterobacterias en SPT

Al evaluar, la positividad a Enterobacterias correspondiente a la positividad
a S. enterica y/o STEC, para cada provincia, la tasa de positividad para la zona
geogréfica estudiada fue de un 17.27% (24/139). Las provincias de la region de
Valparaiso comparten los mismos valores para STEC, con una tasa de
positividad del 24% para San Felipe (6/25), 25% San Antonio (3/12), 12.5% para
Petorca (1/8) y 18.52% para la region completa (10/54). Por otro lado, en la region
Metropolitana se encontr6 una tasa de positividad del 16.47% (14/85), con
valores por provincia de: 17.65% en Melipilla (6/34), 80% en Cordillera (4/5),
12.5% en Maipo (2/16) y 15.38% en Chacabuco (2/13) (Figura 3; Tabla 2).
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Tasa de positividad de
Enterobacterias en SPT
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Figura 3. Distribucién espacial de la tasa de positividad a Enterobacterias por
provincia, en animales mantenidos en sistemas productivos de traspatio de las

regiones Metropolitana y de Valparaiso, Chile.

En relacion con la tasa de positividad de S. enterica, STEC vy
Enterobacterias en SPT, tanto para las provincias muestreadas como para las
regiones contempladas en este proyecto, resalta la situacion de la provincia de
Cordillera en la region Metropolitana, con un 20% de positividad para S. enterica,
un 60% para STEC y un 80% para Enterobacterias (Tabla 2). En el caso de la
region de Valparaiso destacan las provincias de San Felipe y San Antonio en lo
referido a la positividad a STEC y Enterobacterias, es importante destacar que

en esta region no se detecto positividad a S. enterica (Tabla 2).
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Tabla 2. Tasa de positividad de SPT a S. enterica y/o STEC en provincias de la

region Metropolitana y de Valparaiso muestreados entre los afios 2019 y 2020.

. Tasade Tasade
Regién Provincia m l,:l;sdt?as pozzjt;l;/ps Zozir:it\éig?: possiltji-\r/os Pc-l)-sai?ié\i/i?iead po?ilii-\r/os szitt;\r/i)dbad
S. enterica ’ %) STEC? STEC (%) Enterob.3 (%) ’
Melipilla 34 2 5.88% 4 11.77% 6 17.65%
Talagante 7 0 0% 0 0% 0 0%
Cordillera 5 1 20% 3 60% 4 80%
Metropolitana Maipo 16 1 6,25% 1 6,25% 2 12,50%
Chacabuco 13 0 0% 2 15,38% 2 15,38%
Santiago 10 0 0% 0 0% 0 0%
Subtotal 85 4 4,71% 10 11,76% 14 16,47%
Los Andes 3 0 0% 0 0% 0 0%
Valparaiso 0 0% 0 0% 0 0%
San Felipe 25 0 0% 6 24% 6 24%
Valparaiso San Antonio 12 0 0% 3 25% 3 25%
Petorca 0 0% 1 12,50% 1 12,50%
Quillota 0 0 0% 0 0% 0 0%
Subtotal 54 0 0% 10 18,52% 10 18,52%
Total 139 4 2,88% 20 14,39% 24 17,27%

1Sistemas productivos de traspatio; 2Escherichia coli productora de Shigatoxina; 3Enterobacterias.

Las especies animales involucradas en el diagnéstico positivo a S. enterica
fueron gallinas en las tres provincias positivas de la regién Metropolitana, y un
ganso en la provincia de Melipilla. Mientras que, entre los positivos a STEC, se
encuentran cerdos, patos, gallinas, gansos, vacas, ovejas y cabras en cuatro
provincias positivas de la regién Metropolitana y tres provincias de la region de

Valparaiso (Tabla 3).

Tabla 3. Especies animales involucradas en la positividad de S. entericay STEC

en SPT segun regiodn y provincia.

Patégeno Regidn Provincia ID SPT Especie animal
Melipilla MEO23 Gallinalganso
) _ MEO33 Gallina
S-enterica - Metropolitana - ——= 0 fiera  CORDO02 Gallina
Maipo MAIO13 Gallina
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MEOO1 Cerdo/Vaca

- MEO10 Pato
Melipilla MEO11 Gallina/Oveja
MEO24 Oveja
Metropolitana _ CORDOOL Vac.a
Cordillera CORDO0O03 Oveja
CORDO004 Cabra/Oveja
Maipo MAIO09 Gallina
Chacabuco CHACO003 Oveja/Vaca
STEC CHACO010 Cabra/Oveja
SF011 Gallina/Ganso
SF015 Oveja
. SFO017 Cabra/Oveja
San Felipe
SF019 Cabra
} SF021 Gallina
de Valparaiso SF022 Gallina
SA001 Cabra/Vaca
San Antonio SA007 Gallo
SA010 Gallina
Petorca PETO003 Gallina/Toro

6.2. Determinar los factores de riesqo y la distribucién espacial de S.

entericay STEC en SPT de las regiones de Valparaiso y Metropolitana

6.2.1. Anadlisis de distribucion espacial

No se encontraron clusters espaciales estadisticamente significativos (p-
value < 0.05), solo un caso al borde de la significancia (p-value: 0.058), ubicado
en la provincia de Cordillera. Las caracteristicas de este y todos los demas

clusters se pueden observar en la Tabla 4.

Tabla 4. Clusters espaciales de alto y bajo nimero de casos de sistemas
productivos de traspatio positivos a S. enterica, STEC o enterobacterias.
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Modelo

Cluster

Coord./rad.t

Pob.2

Casos

Esp.3

Obs.*
/Esp.

RR.®

%
casos

p-value

S. enterica

(33.803070 S,
70.701450 W)
/17.32 km

19

0.55

3.66

6.32

10.5%

0.77

STEC

(33.724560 S,
70.553710 W)
/0.85 km

0.29

6.95

7.61

100%

0.53

(32.845760 S,
70.997130 W)
/0.043 km

0.29

6.95

7.61

100%

0.88

(33.807110 S,
70.878300 W)
/16.34 km

22

3.17

0%

0.89

(32.627540 S,
70.697990 W)
/32.80 km

15

2.16

0%

0.98

(33.321050 S,
71.408410 W)
/32.26 km

15

2.16

0%

0.98

Enterob.®

(33.724390 S,
70.544530 W)
/2.21 km

0.69

5.79

6.75

100%

0.058

(32.845760 S,
70.997130 W)
/0.043 km

0.35

5.79

6.23

100%

0.97

(32.627540 S,
70.697990 W)
/32.80 km

15

2.59

0%

0.983

(33.796400 S,
70.777450 W)
[ 7.48 km

12

2.07

0%

0.993

'Coordenadas/radio; ?Poblacion; *Esperados; “Observados; *Riesgo relativo; °Enterobacterias.

La ubicacién geogréfica de los clusters identificados, aunque no

estadisticamente significativos, se puede observar en la Figura 4. Estos se

encuentran predominantemente ubicados sobre las provincias de Maipo y
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Cordillera; San Felipe de Aconcagua y Los Andes; y la interseccion de San

Antonio, Valparaiso y Melipilla (Figura 4).

Petorcas

o Puntos muestreados
[ Cluster S. enterica
[ Clusters STEC
[ Clusters Enterobacterias

San Antonio,

Melipilla Cordillera

Figura 4. Clusters espaciales de S. enterica, STEC o Enterobacterias en
animales criados en sistemas productivos de traspatio de las regiones

Metropolitana y de Valparaiso, Chile.

El Unico cluster cercano a la significancia estadistica (p-value: 0.058)
corresponde al cluster 1 de Enterobacterias, que contempla un alto nimero de
casos (4 de 4) y se ubica en la provincia de Cordillera, region Metropolitana
(Figura 5).
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Petorca«

San Felipe de Aconcagua

Los Andes
Puntos muestreados

[ Clusters Enterobacterias

i N
Cordillera

&

0 25 50 km a

Figura 5. Cluster de alto nUmero de casos para Enterobacterias en la provincia

de Cordillera, region Metropolitana, Chile.

Por otro lado, el andlisis de indicadores locales de agrupamiento espacial
(LISA) genera un mapa de clusters que indica la relacién de la tasa de positividad
entre provincias vecinas en primer grado. Se identifico a la provincia de Santiago
como una provincia que presenta autocorrelacion espacial negativa, con baja
tasa de positividad para S. enterica rodeada por provincias con alta tasa de
positividad (A). Para STEC no se identificaron clusters (B). Y en el caso de
Enterobacterias (C), se identifico la provincia de Chacabuco con autocorrelacion
espacial negativa, una alta tasa de positividad rodeada por provincias con baja
tasa de positividad (Figura 6). Sin embargo, Unicamente el cluster de S. enterica
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presento un valor que bordea la significancia estadistica (pseudo p-value: 0.067)
(Tabla 5).

LISA Mapa de Clusters:
E] No significativo
Il Atto - Alto
- Bajo — Bajo
[ Bajo-Alto
[] Atto- Bajo

!
-
B

Figura 6. Clusters de indicadores locales de autocorrelacién espacial (LISA) de
las provincias de la region Metropolitana y de Valparaiso, positivas a S. enterica
(A), STEC (B) y Enterobacterias (C).

Tabla 5. Analisis de indicadores locales de autocorrelacion espacial de las
provincias de la region Metropolitana y de Valparaiso, positivas a S. enterica,

STEC y Enterobacterias.

LISA | de
Cluster Moran

pseudo

E[l] mean sd z-value p-value
p-value

Modelo Cluster

S. enterica Santiago Low-High 0,069 -0,0909 -0,0859 0,0955 11,8109 0,05 0,067
STEC - - -0,217  -0,0909 -0,0938 0,1277 -0,9667 - 0,175
Enterobacterias Chacabuco High-Low -0,163 -0,0909 -0,092 0,1064 -0,6635 0,05 0,274
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6.2.2. Factores de riesgo

A partir de la encuesta aplicada en cada SPT, se gener6 una base de datos
con la identificacion de cada SPT, las respuestas de su cuestionario y los datos
de positividad o negatividad para cada patdégeno. Las variables de la encuesta
fueron sometidas a seleccién para cada modelo utilizando regresion logistica

simple.

6.2.2.1. Factores de riesgo para la positividad de S. enterica en SPT

Tras el andlisis univariado, fueron seleccionadas 7 variables: 3
cuantitativas y 4 categoricas. De las cuales fueron descartadas una categorica y
una cuantitativa por presentar alta correlacion y asociacion, respectivamente. Las
5 variables restantes fueron utilizadas para la construccion y comparacion de
modelos de regresién logistica multivariable. EI modelo seleccionado para S.
enterica se muestra en la Tabla 4.

En este modelo, se identific6 un factor que presenta un p-value
significativo, que corresponde al contacto de los animales del SPT con aves
silvestres, observandose como un factor que disminuye el riesgo de positividad a
S. enterica (odds ratio (OR) = 0.06; intervalo de confianza del 95% (IC-95%) =
0,00 — 0.064; p = 0.02), sugiriendo que aquellos animales de SPT que presentan
contacto con aves silvestres poseen una disminucion del 94% en el riesgo de ser

Salmonella-positivos (Tabla 6).

Tabla 6. Modelo de factores de riesgo asociados a la positividad de S. enterica
en SPT.

Variable Categoria B’ p-value OR? Lim.3 Lim.

Inferior  Superior

(Intercepto) -0.720 0.352 0.486 0.106 2.221
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N° de mascotas -0.614 0.160 0.541 0.229 1.277
Contacto de Si -2.830 0.019 0.059 0.005 0.636

animales con aves
silvestres

1Beta; 20dds ratio; 3Limite.

6.2.2.2. Factores de riesgo para la positividad de STEC en SPT

Fueron 14 las variables seleccionadas por regresion logistica simple: 5
cuantitativas y 9 categoricas. Dos variables cuantitativas y tres categoricas fueron
descartadas por presentar correlacion y asociacion estadisticamente
significativa, respectivamente. Las 9 variables restantes fueron utilizadas para la
construccion y comparacion de los modelos multivariable. Siendo seleccionado
el modelo de STEC presentado en la Tabla 5.

En este modelo se identifica un factor con significancia estadistica, que
corresponde a la presencia de rumiantes en el SPT (OR = 1.03; IC-95% = 1.00 —
1.07; p = 0.036). Este factor presenta un OR mayor a 1, indicando que aumenta

1.03 veces el riesgo de que el SPT sea positivo a STEC (Tabla 7).

Tabla 7. Modelo de factores de riesgo para la positividad a Escherichia coli

productora de Shigatoxina en SPT.

Variable Categoria B’ p-value OR2 Lim.3 Lim.
Inferior Superior
(Intercepto) -3.611 7.00E-04 0.027 0.003 0.218
Rumiantes 0.037 0.036 1.038 1.002 1.075
Cobayos o conejos 0.119 0.132 1.126 0.964 1.316
Contacto de Si 1.232 0.251 3.429 0.417 28.179
animales con aves
silvestres
Visita/apoyo estatal Si 0.642 0.266 1.901 0.612 5.894

1Beta; 20dds ratio; 3Limite.
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6.2.2.3. Factores de riesgo para la positividad de Enterobacterias en SPT

Las variables seleccionadas por regresion logistica simple fueron 16: 3
cuantitativas y 13 categoricas. Una de las cuantitativas y tres categoricas fueron
descartadas por presentar asociacion. ElI modelo seleccionado de
Enterobacterias se muestra en la Tabla 7.

En este modelo, existen 2 variables y categorias con p-value significativo,
ambas con OR mayor que 1, por lo que representan factores que incrementan el
riesgo de positividad de Enterobacterias en SPT. Estas variables corresponden
a la presencia de rumiantes en el SPT (OR = 1.05; IC-95% = 1.02 — 1.09; p =
0.004), que aumenta 1.05 veces la probabilidad de que el SPT sea positivo; y que
el responsable del manejo de los animales sea exclusivamente una mujer (OR =
3.54; 1C-95% = 1.03 - 12.19; p = 0.045), que aumenta 3.54 veces la probabilidad

de que el SPT sea positivo a Enterobacterias (Tabla 8).

Tabla 8. Modelo de factores de riesgo para la positividad de Enterobacterias (S.
enterica y STEC) en sistemas productivos de traspatio.

Variable Categoria B’ p-value OR? Lim.3 Lim.
inferior superior
(Intercepto) -2.720 0.000 0.066 0.022 0.195
Rumiantes 0.051 0.004 1.052 1.016 1.089
Responsable Hombre 0.885 0.213 2.422 0.603 9.732
del manejo Mujer 1.265 0.045 3.542 1.029 12.193

1Beta; 20dds ratio; 3Limite.
6.3. Determinar el perfil de resistencia a antimicrobianos en aislados de S.

enterica y STEC provenientes de SPT de las regiones de Valparaiso y

Metropolitana
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El analisis de concentraciéon minima inhibitoria (MIC) se pudo llevar a cabo
en 14 aislados de STEC y 5 aislados de S. enterica. Los aislados de STEC
provenian de 3 SPT de Melipilla, 2 SPT de Chacabuco y 1 SPT de Cordillera.
Mientras que los aislados de S. enterica provenian de 2 SPT de Melipilla, 1 SPT
de Maipo y 1 de Cordillera, todas provincias de la region Metropolitana. Los
perfiles de resistencia antimicrobiana obtenidas del analisis de MIC se pueden
observar en la Tabla 9.

Respecto a la frecuencia de estos perfiles de resistencia antimicrobiana,
en STEC se identificaron 2 perfiles: el primero presenta resistencia Unicamente a
Cefalexina, encontrado en el 85.7% (12/14) de los aislados evaluados; y un
segundo perfil que presenta resistencia a Cefalexina y a Cloranfenicol,
encontrado en el 14.3% (2/14) de los aislados. Mientras que, para los aislados
de S. enterica se identificaron 5 perfiles de RAM: el primero presenta resistencia
a Cefalexina, Imipenem, Doxiciclina y Nitrofirantoina, con una frecuencia del 20%
(1/5); el segundo presenta resistencia a Cefalexina, Cefovecina y Cloranfenicol,
con una frecuencia del 20% (1/5); el tercer perfil presenta resistencia a Ampicilina,
Amoxicilina con acido clavulanico, Doxiciclina, Nitrofurantoina y Cloranfenicol,
con una frecuencia entre los aislados del 20% (1/5); el cuarto perfil presenta
resistencia a Ampicilina, Amoxicilina con acido clavulanico, Ceftazidima,
Doxiciclina, Nitrofurantoina y Cloranfenicol, y presenta una frecuencia del 20%
(1/5); y el quinto perfil de resistencia corresponde a un aislado completamente
sensible, con una frecuencia entre los aislados del 20% (1/5) (Tabla 9).

En cuanto a los aislados de S. enterica, un aislado resultd ser
completamente sensible a todos los antimicrobianos evaluados. Mientras que, los
4 aislados restantes resultaron ser resistentes a multiples antimicrobianos (MDR),
presentando resistencia a Betalactamicos, Tetraciclinas, Nitrofuranos vy

Anfenicoles. Ninguno de los aislados de STEC presenté multirresistencia.

Tabla 9. Perfiles de resistencia antimicrobiana identificados en los aislados de S.

enterica y STEC, segun los resultados de MIC.

43



N° de
resistencias
antimicrobianas

Patégeno (N° N° de Perfil de resistencia
: . Frec. S .
de aislados) aislados antimicrobiana

12 85.7% CLX 1
STEC (14)

2 14.3% CLX, CFN 2

1 20% CLX, IMP, DXC, NTE 4

, 1 20% CLX, CVN, CFN 3

S. er(‘g”ca 1 20% AMP, AMX, DXC, NTF, CFN 5

1 20% AMP, AMX, CTD, DXC, NTD, CFN 6

1 20% - 0

AMP: Ampicilina; AMX: Amoxicilina + ac. Clavulanico; CLX: Cefalexina; CVN: Cefovecina; CTD:

Ceftazidima; IMP: Imipenem; DXC: Doxiciclina; NTF: Nitrofurantoina; CFN: Cloranfenicol.

En la comparacion de proporciones entre provincias positivas con aislados

resistentes a antimicrobianos, no se encontraron diferencias significativas.
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7. Discusion de Resultados

Salmonella entericay STEC son patdgenos zoondticos que pueden causar
enfermedad potencialmente grave o letal en las poblaciones de riesgo. En
ocasiones, tanto los responsables del manejo de los animales como los demés
integrantes del grupo familiar pueden ser considerados poblacion de riesgo, por
Su rango etario, estado reproductivo o presencia de comorbilidades que generen
inmunosupresion. Estos grupos familiares pueden estar expuestos a estos
patébgenos debido al contacto directo e indirecto con los animales, sus

deposiciones y los sub-productos que obtienen de ellos.

En el caso de S. enterica, se ha reportado principalmente en aves de corral
y también en otros animales presentes en SPT como cerdos, ovinos y bovinos
(Eng et al., 2015; Barreto et al., 2016; Alegria-Moran et al., 2017), situacién
concordante con los resultados obtenidos en este estudio, ya que la positividad
sOlo se observo en aves de corral. En el caso de STEC, también se describe en
diversas especies potencialmente reservorios, que pueden estar presentes en
SPT, destacando a los rumiantes como los principales reservorios (Ferens &
Hovde, 2011; Persad & LeJeune, 2014; Bryan et al., 2015; Himsworth et al.,
2015). En este estudio se identificaron diversas especies animales involucradas

en este diagnostico, entre ellos aves de corral, rumiantes y porcinos.

Considerando toda la zona en estudio, regiones Metropolitana y de
Valparaiso, la tasa de positividad de S. enterica en SPT fue de un 2.88%,
resultado similar al 2.9% reportado en San Lorenzo, Paraguay en producciones
gue mantenian aves de diversas edades (Leotta et al.,, 2010), situacién
comparable a los SPT en Chile que mantienen animales de diversos origenes,
razas y edades. Aunque la tasa de positividad reportada en este proyecto resulta
superior a la de Entre Rios, Argentina de un 0.06% (Rodriguez et al., 2018), sigue

siendo inferior a otros reportes realizados en el mundo como 6.44% en patos de
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Bengala Occidental, India (Banerjee et al., 2019); 10.4% en el sur de Australia
(Manning et al., 2015); 15.1% en aves del noroeste de Nigeria (Jibril et al., 2020);
33% en el centro de Ecuador (Salazar et al., 2019); y un 45.6% en Tien Giang,
Vietham (Trung et al.,, 2017). Lo que implica que la situacion sanitaria de S.
enterica en Chile es buena al compararla con otros paises, pero esto podria estar
explicado por variables no analizadas en este estudio, relacionadas a
condiciones climéticas, redes de interacciones o0 interacciones hospedero-

patdégeno.

En Chile, los datos reportados con anterioridad para la region
Metropolitana fueron de 8.3%, mientras que se ha registrado un 6.6% en la region
de Valparaiso y un 2.6% en la region del Libertador General Bernardo O’Higgins
(Alegria-Moran et al., 2017). Un estudio realizado en SPT en las cercanias de la
Reserva Nacional “El Yali’, San Antonio, region de Valparaiso, se encontré una
tasa de positividad del 5% (Salas-Soto, 2016). En contraste, las tasas de
positividad regionales determinadas en este proyecto fueron inferiores a las
reportadas con anterioridad, determindndose un valor de 4.71% en la region
Metropolitana y 0% en la region de Valparaiso, pero estos valores podrian estar
subestimados debido al tipo de estudio realizado. Dado la baja tasa de positividad
reportada para S. enterica en SPT, se sugieren reducir el area de estudio para
aumentar el numero de muestras por provincia o realizar estudios
epidemioldgicos longitudinales y asi evitar subestimar la tasa de positividad real
de la zona en estudio, como ocurri6 en el estudio de Salas-Soto (2016), en el cual
determinaron prevalencias de S. enterica de 0y 5% en SPT al analizar muestras

en invierno y verano, respectivamente.

En la region Metropolitana, la provincia de Melipilla presenté una tasa de
positividad del 5.88%, inferior a la reportada con anterioridad de 16.7% (Alegria-
Moran et al., 2017). Mientras que, las provincias de Maipo y Cordillera
presentaron valores de 6.25% y 20%, respectivamente, hallazgos no descritos

con anterioridad. Sin embargo, previamente se reportaron tasas de positividad en
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la provincia de Chacabuco (9.1%) en la regidon Metropolitana, y en la provincia de
San Antonio (20%) y San Felipe de Aconcagua (10%) en la region de Valparaiso

(Alegria-Moran et al., 2017), provincias que resultaron negativas en este estudio.

En esta tesis se aislaron 5 S. enterica, con 5 perfiles de resistencia
antimicrobiana diferentes, siendo el 80% de ellos resistentes a multiples farmacos
(MDR). Entre los grupos de antimicrobianos a los que se reporto resistencia se
encuentran los Betalactdmicos (Ampicilina, Amoxicilina + ac. clavulanico,
Cefalexina, Cefovecina, Ceftazidima e Imipenem), Tetraciclinas (Doxiciclina),
Nitrofuranos (Nitrofurantoina) y Fenicoles (Cloranfenicol). La relevancia de este
hallazgo radica en las limitaciones terapéuticas que podria implicar en los casos
de enfermedad grave, y la posibilidad de transmision de genes de resistencia a
través de elementos genéticos moviles hacia bacterias previamente sensibles del
mismo género u otros (Baquero et al., 2019). Estos resultados son similares a los
reportados en animales de SPT del norte de Tailandia; Australia; Maryland,
Estados Unidos; Tien Giang, Vietnam; y Chile, donde hallaron cepas MDR de S.
enterica, que presentaron resistencia al menos a Betalactamicos, Tetraciclinas y
Fenicoles (Love et al., 2015; Manning et al., 2015; Peng et al., 2016; Trung et al.,
2017; Banerjee et al.,, 2019). Los aislados de S. enterica de este estudio
presentaron resistencia principalmente a Betalactamicos, a diferencia de lo
reportado en Chiang Mai, Tailandia, donde la resistencia fue principalmente
contra Aminoglucésidos, seguida por Tetraciclinas y Betalactamicos
(Anuchatkitcharoen et al., 2020). Dentro de los Betalactamicos, se reportd
resistencia a Penicilinas, Cefalosporinas de primera y tercera generacion, y
Carbapenémicos, que son considerados de importancia critica en medicina
humana en base a cinco criterios/factores de priorizacién segun la OMS (OMS,
2019). En este estudio no se reportaron aislados productores de Betalactamasas,
como si ha sido reportado en SPT de India (Banerjee et al., 2019). El 20% de los
aislados de este estudio no presentd resistencia antimicrobiana, situacion similar

a la reportada por Salas Soto (2016) en SPT cercanos a la reserva nacional El
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Yali. La diversidad de perfiles de resistencia podria atribuirse a la diversidad de
origenes de los animales de reemplazo, de su alimento, agua y al uso de

antimicrobianos sin prescripcion médica veterinaria en animales criados en SPT.

Por otro lado, la tasa de positividad de STEC reportada en SPT fue de un
14.39%, sin ser exclusivo de las especies rumiantes. Esta tasa de positividad es
mayor al 0.5% reportado en SPT avicolas de Tien Giang, Vietham (Trung et al.,
2016); al 5% en SPT del Valle de Culiacan, México (Amézquita-Lopez et al.,
2012); y al 4.9% en porcinos, 5.4% en ovinos, 5.7% en caprinos y 10.3% en
bovinos de granjas y mataderos de Ibadan, Nigeria (Ojo et al., 2010). Pese a la
baja tasa de positividad reportada en esos estudios, se describe en diversas
especies animales mantenidas en SPT, al igual que en este estudio. La tasa de
positividad reportada aqui es similar al 13.4% descrito en patos en Khaki
Campbell, India y explotaciones ganaderas de Gyeonggi, Corea (Dong et al.,
2017; Banerjee et al., 2019); y al 15.9% en aves de Guwabhati, India (Neher et al.,
2016). Sin embargo, es considerablemente inferior al reportado de 56%, 71% y
100% en SPT de bovinos, bufalos y cabras de Vietnam, respectivamente (Vu-
Khac et al., 2008). En Chile existen reportes de STEC en mataderos, zooldgicos
y explotaciones ganaderas (Marchant et al., 2016; Galarce et al., 2019; Diaz et
al., 2021), pero la informacion sobre animales de SPT es escasa. Siendo las aves
de corral las especies mantenidas con mayor frecuencia por sobre los cerdos y
especies rumiantes, no se esperaba obtener una tasa de positividad de STEC
cinco veces mayor a la de S. enterica, por lo que los resultados reportados en
este estudio destacan la importancia de invertir en mas investigacién sobre este
patdgeno y su circulacién en animales de SPT. Ademas, se destaca la necesidad
de educar a la poblacion respecto a los riesgos que conlleva el contacto con
animales, dado que en casos clinicos de STEC en Indiana, Estados Unidos,
determinaron que el 52% de los pacientes estuvo en contacto con animales de
granja (Vachon et al., 2020), y en Chile casi el 90% de los casos clinicos

corresponden a nifilos menores de 10 afos (ISP, 2017).
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En este estudio se identificaron 2 perfiles de RAM en 14 aislados de STEC,
ninguno correspondia a MDR, pero todos presentaron resistencia a
Betalactamicos (Cefalexina) y el 14.3% de los aislados presentaron resistencia a
Fenicoles (Cloranfenicol). No se encontraron aislados productores de
Betalactamasas, ni resistentes a carbapenémicos ni Cefalosporinas de tercera
generacion, como si fue reportado en animales de SPT de Shandong, China (Li
et al., 2019). Sin embargo, en rumiantes de SPT del Valle de Culiacan, México,
reportaron aislados de STEC resistentes a Betalactamicos y Fenicoles al igual
gue en este estudio, aunque los perfiles de resistencia incluian otros grupos de
antimicrobianos (Amézquita-Lopez et al., 2016). Las resistencias reportadas en
este estudio no son parte de la categoria de antimicrobianos de importancia
critica para medicina humana de la OMS (2019).

Estudios previos han destacado la utilidad de la estadistica de escaneo
para detectar potenciales brotes de patégenos zoondéticos, como S. enterica y
STEC, al aplicarse en datos georreferenciados de vigilancia epidemiolégica en
poblaciones humanas (So et al., 2013; Graziani et al., 2015; Varga et al., 2015).
El andlisis puramente espacial bajo el modelo de Bernoulli utilizado en este
estudio (Kulldorff, 2021), evalud la georreferenciacién de los SPT muestreados
junto a su identificacion como caso o control, permitiendo identificar un potencial
cluster de alto numero de casos de Enterobacterias en animales de SPT en la
provincia de Cordillera con p-value cercano a la significancia estadistica y con un
riesgo relativo 6.75 veces mayor que el area circundante. Este tipo de analisis
permite la vinculacion temprana de casos para la deteccion de potenciales focos
de enfermedad y promover la vigilancia de estos sitios, asi como también permite
la integracion posterior de datos que permitan validar o desestimar los clusters
encontrados (Paphitis et al., 2020). La informacién proporcionada por este
proyecto sugiere la necesidad de profundizar los analisis en la provincia de
Cordillera, tanto para STEC como S. enterica, con el fin de identificar nuevos

factores de riesgo para la presencia de estos patégenos en animales de SPT de

49



la zona o ayudar a las autoridades de salud publica a realizar intervenciones

locales especificas (Tadesse et al., 2018; Varga et al., 2021).

Por otro lado, el andlisis de indicadores locales de autocorrelacion espacial
identific6 como outlier a la provincia de Santiago por presentar una baja tasa de
positividad para S. enterica (0%) respecto a sus provincias vecinas con alta tasa
de positividad, con un p-value cercano a la significancia estadistica. La provincia
de Santiago alberga al 73.8% de la poblacion humana de la region Metropolitana
(INE, 2018), y las provincias vecinas positivas a S. enterica corresponden a
Cordillera (20%), Maipo (6.25%) y Melipilla (5.88%), las que concentran al 8.6,
7.0y 2.6% de la poblacién, respectivamente (BCN, s/f; INE, 2018). Considerando
el numero de SPT por provincia (INE, 2007), la tasa de SPT por cada 1000
habitantes es de 0.046 en Santiago, 0.38 en Cordillera, 1.27 en Maipo y 10.27
en Melipilla (datos no publicados). Contrastando el tamafio de la poblacion
humana con la cantidad de SPT, mas las tasas de positividad reportadas en este
trabajo, se destaca la necesidad de profundizar los estudios en SPT de estas
provincias. Ademas, las provincias positivas anteriormente mencionadas,
colindan con la region del Libertador General Bernardo O’higgins, no evaluada
en este estudio, que podriaser importante analizar para estos patdégenos,
especialmente STEC. La unidad geopolitica evaluada en este estudio fueron las
provincias, pero se debe tener en consideracion que los patégenos no reconocen

limites geopoliticos.

Respecto a los factores de riesgo, este estudio sugiere como factor que
reduce el riesgo de positividad a S. enterica al potencial contacto de los animales
del SPT con aves silvestres (OR =0.06; IC-95% = 0.00 — 0.064; p = 0.02). Aunque
las medidas de bioseguridad para las granjas comerciales sefialan lo contrario,
gue el contacto de los animales productivos con fauna silvestre incrementaria el
riesgo de transmision de patégenos (Conan et al., 2012), este resultado podria
ser un indicador indirecto de la superficie de la cual disponen los animales para

su desplazamiento, en la que potencialmente tendrian contacto con aves
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silvestres. Una mayor superficie de desplazamiento podria implicar una mayor
dispersién de las heces, disminuyendo la probabilidad de contacto de un animal
susceptible con heces de un animal infectado, es decir, reduciendo la presion de
infeccion del patdgeno. Por otro lado, esta premisa, también podria tener relacion
con el tipo de confinamiento en que se encuentran los animales, siendo el de
mayor frecuencia el confinamiento mixto (Pavez-Mufioz et al., 2021 b). Sin
embargo, en un estudio de Paraguay identificaron la ausencia de confinamiento
de los animales como un factor que incrementa el riesgo (OD = 3.5; IC-95% = 1.2
—10.3) (Leotta et al., 2010), resultado esperado en base a las recomendaciones
de bioseguridad (Conan et al., 2012).

Por otro lado, en este estudio se identific6 como factor que incrementa el
riesgo de positividad a STEC a la crianza de especies rumiantes en el SPT (OR
= 1,03; IC-95% = 1.00 — 1.07; p = 0.036), resultado esperado dada la alta
prevalencia de STEC descrita en rumiantes alrededor del mundo (Kim et al.,
2020). Sin embargo, sigue siendo un resultado relevante al ser contrastado con
las altas tasas de positividad reportadas en este estudio, y destaca la importancia
de identificar, caracterizar y vigilar la crianza de especies animales,

particularmente rumiantes, en SPT.

En el modelo de Enterobacterias se determinaron dos factores que
incrementan el riesgo de positividad: la presencia de especies rumiantes en SPT
(OR =1.05; IC-95% = 1.02 — 1.09; p = 0.004) y que el responsable del manejo de
los animales sea una mujer (OR = 3.54; 1C-95% = 1.03 — 12.19; p = 0.045). Este
altimo punto es relevante debido a que la mayoria de los responsables del SPT,
son mujeres (Cornejo et al., 2020; Pavez-Muioz et al., 2021), y de estas, un gran
porcentaje son pensionadas, entiéndase como personas mayores de 60 afios
(Pavez-Muioz, 2020). En Chile, es frecuente identificar mujeres dedicadas al
trabajo doméstico, crianza/cuidado de personas, especialmente en el ambito
rural, mientras que los hombres suelen tomar el rol de sustentadores econémicos

del grupo familiar (Ballara et al., 2009). La dedicacion de tiempo al cuidado de
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otros y a las labores domeésticas, conlleva una reduccion de tiempo de dedicacion
a los animales. En el sector silvoagropecuario, los hombres suelen tener mayor
acceso a capacitaciones, permitiéndoles optar a mejores trabajos, mientras que
las mujeres suelen postergar el &mbito laboral en su vida por dedicarse al cuidado
de otros (Diaz Rojas, 2005), lo que podria estar implicando que los SPT
manejados por mujeres sean menos tecnificados que los manejados por
hombres. Adicionalmente, tanto las propietarias como las personas que estan
bajo sus cuidados pueden pertenecer a la poblacion de riesgo por su estado
reproductivo, edad o el padecimiento de comorbilidades. Hace 20 afios, el
porcentaje de mujeres analfabetas en zonas rurales de Chile era superior al 35%
desde los 70 afios en adelante. En el mismo informe reportaron que las mujeres
rurales tenian un 19% de incorporaciéon al mundo laboral, 48 puntos porcentuales
menos que el hombre rural y 19 puntos porcentuales menos que las mujeres
urbanas (Diaz Rojas, 2005). En la actualidad, en el sector silvoagropecuario el
porcentaje de mujeres ocupadas corresponde a 24.2% del total de trabajadores,
casi 52 puntos porcentuales por debajo de los hombres rurales (PRODEMU,
2021). En el mismo informe, estiman que el promedio de horas que trabajan las
mujeres rurales que tienen trabajo remunerado, es de 13 horas/dia, tanto dentro
como fuera del hogar (PRODEMU, 2021). Estos factores pueden influir
directamente en el tiempo de dedicacion a los animales del SPT, limitAndose a
manejos basicos como la alimentacion y liberacién/confinamiento de los
animales, resultando en la reducida o nula aplicacién de medidas de bioseguridad

e higiene.

Tanto los propietarios como los animales del SPT son poblaciones
desatendidas. Esto destaca la necesidad de reducir las brechas de conocimiento
del estatus sanitario de estas poblaciones para que la informacion esté disponible
para futuros investigadores y autoridades, y asi evidenciar la necesidad de
aumentar los recursos destinados a caracterizacién y vigilancia de estas

poblaciones humanas y animales con el enfoque de Una Salud. Ademas, se debe
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atender la transferencia de conocimientos a la poblacibn de riesgo,
particularmente la educacion a nifios a través de las escuelas y medios locales,
dado que ellos son quienes participan mas activamente en la educacion del grupo

familiar.
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8. Conclusiones

Este estudio evidencia la circulacién de cepas de S. entericay STEC en
diversas especies animales criados en SPT de la zona central de Chile.
Adicionalmente, evidencia la circulacion de cepas que presentan diversos perfiles
de resistencia a antimicrobianos, siendo algunos completamente sensibles y

otros multirresistentes.

Ademas, se evidencid la presencia de factores que modifican el riesgo de
positividad de los SPT para ambos patégenos en la zona geogréfica en estudio.

Y se destaca la importancia de continuar realizando estudios de
epidemiologia espacial en Chile para la visualizacién de patrones espaciales y
determinacion de clusters espaciales que contribuyen a la vigilancia

epidemioldgica de los patégenos circulantes.
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9. Recomendaciones

En este estudio de corte transversal, se obtuvieron tasas de positividad de
S. enterica inferiores a las reportadas con anterioridad para la misma zona
geografica. Mientras que, este es el primer proyecto que contempla determinar
la circulacion de STEC en SPT de la zona central de Chile, por lo que no existen
otras referencias de este patdogeno en SPT. Este tipo de estudios puede
sobrestimar o subestimar la tasa de positividad real de una zona en estudio,
aunque también puede ser a causa del numero de muestras asignado
proporcionalmente a cada unidad geopolitica, en este caso, provincias. Debido a
esto, la recomendacion para futuros estudios es realizar estudios de tipo
longitudinal o reducir la zona geogréafica en estudio para que el tamafo de

muestra local sea mayor.
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11. Anexos

Anexo 1: Certificado de bioseqguridad FAVET-UChile

ﬁ Universidad de Chile
Facuitad de Clencias Veternarias y Pecuarias

CERTIFICADO N° 117
Santiago, 18 mayo, 2018

El Comité de Bloseguridad de la Facultad de Clenclas Veterinarias y Pecuarias de la

El proyecto se evaluard en relacién a si cumple las normas de bloseguridad, las que se
encuentran descritas en el mismo y en el formulario de solicitud de certificados de
bioseguridad de FAVET, y que son las adecuadas segin las especificaciones contenidas
en el "Manual de Bioseguridad en el Laboratorio, de la Organizacdén Mundial de la
Salud (versidn 2005)" y en el "Manual de Bioseguridad de Conicyt” (versién 2008), que
previenen los riesgos para las personas, los animales y el medicambiente,
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Anexo 2: Certificado de bioética CICUA-UChile

VID: CICUA

Vicarreccoria de Investigacior y Desarrollo COMITE INSTITUCIONAL DE
UNIVERSIDAD DE CHILE CUIDADO Y USO DE ANIMALES

Santiago, a 27 de noviembre de 2018

Certificado n°: 18205-VET-UCH

CERTIFICADO

El Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales (CICUA) de la Universidad de Chile, certifica
que en el Protocolo 17-2018, del Proyecto de Investigacion titulado: “Rompiendo las brechas en el
conocimiento sobre Sistemas integrados de traspatio (IBS), como factores clave en la promocion
de la salud publica y animal: Caracterizacion microbiolégica y epidemioldgica de Salmonella
entérica y Escherichia coli shiga-toxigénica (STEC) en animales criados en poblaciones de alto
riesgo de Chile Central”, del Sr. Raul Alejandro Alegria Moran, Investigador Responsable y cuyo
Académico Patrocinador es el Dr. José Manuel Yafiez, Profesor Asociado, Departamento de
Medicina Preventiva, Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile, no se
plantean acciones en sus procedimientos que contravengan las normas de Bioética de manejo y
cuidado de animales, asi mismo la metodologia experimental planteada satisface lo estipulado en
el Programa Institucional de Cuidado y Uso de Animales de la Universidad de Chile.

Ambos investigadores se han comprometido a la ejecucion de este proyecto dentro de las
especificaciones sefialadas en el protocolo revisado y autorizado por el CICUA, a mantener los
procedimientos experimentales planteados y a no realizar ninguna modificacion sin previa
aprobacion por parte de este Comité.

Se otorga la presente certificacion para el uso de un total de 3.474 aves (gallinas, patos, gansos) y
3.088 mamiferos domésticos (porcinos, caprinos, ovinos, bovinos, equinos, caninos y felinos),
provenientes de Sistemas Integrados de Traspatio de las regiones de Valparaiso, Metropolitana y
Libertador Bernardo O’Higgins, desde noviembre de 2018 a octubre de 2021, tiempo estimado de
ejecucion del estudio, el cual serd financiado por Proyecto Fondecyt de Iniciacion en la
Investigacion Nro. 11180476.

El CICUA de la Universidad de Chile, forma parte de la Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo, y estd
constituido por 53 miembros: 5 médicos veterinarios, 39 académicos (12 de ellos médicos veterinarios), y 9
miembros no asociados a la academia o investigacion, y que cuentan con experiencia en bioética relacionada
a mantencidn y uso de animales. El certificado que emite el Comité procede de la aprobacién del “Protocolo
de Manejo y Cuidado de Animales” después de un estudio acucioso y de la acogida de los investigadores de

las observaciones exigidas por el Comité.
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Anexo 3: Protocolo cultivo de S. enterica

a. Pre-enriquecimiento
Este proceso se realiza utilizando un caldo de agua peptonada fosfatada
(APT, Difco®). Este medio de cultivo fue incorporado en una cantidad de 5 mL
en tubos de ensayo de tapa rosca, en el cual se agregoé la muestra tomada a
partir de la torula, y se llevé a incubar a 37 °C por 24 horas. De lo anterior se
espera la obtencion de un depdsito blanquecino en el fondo del tubo, que estaria
indicando desarrollo bacteriano en el caldo.
b. Enriquecimiento
Para este proceso se utilizé el medio Rappaport Vassiliadis semisolido
modificado (MSRV, Oxoid®). De las muestras cultivandose en APT, se extrajeron
200 pL de liquido en suspension, para inocular tres gotas en un agar compuesto
por el reactivo mencionado. Esto se incubé por 24 a 48 horas a 42 °C. En esta
etapa se detectaran serotipos moviles de Salmonella spp. De esta siembra,
posterior a las horas de cultivo, se busca la observacién de un halo de crecimiento
blanquecino y opaco alrededor de los puntos de siembra. Cuando esto ocurrio,
la muestra se considerar6 sospechosa, es decir, es una muestra que
potencialmente tiene cepas moviles de Salmonella spp. Las muestras negativas
fueron aquellas en donde el agar permanecio azul.
c. Aislamiento selectivo
Para esta etapa se utilizé agar Xylose Lysine Deoxycholate (XLD, Difco®).
El objetivo de este proceso es hacer la diferenciacion de Salmonella spp. en base
a la fermentacién de xilosa, lactosa y sacarosa, mediante una siembra por
agotamiento en el agar, a partir de las placas de MSRV que resulten
sospechosas. Para la siembra se utilizo un asa estéril para extraer material de
las placas de MSRV a partir del borde del halo sospechoso, la placa fue a la
estufa de cultivo por 24 horas a 37 °C. Posterior al cultivo, se consider6 como
positiva aquella placa que presente colonias conceéntricas de color negro o rojo,

sin viraje de color del agar, compatibles con el agente pesquisado.
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Anexo 4: Partidores de PCR para S. enterica

Partidores, secuencia y tamafio del producto esperado para la
confirmacion de positividad a Salmonella spp. (Tabla 10).

Tabla 10. Partidores PCR Salmonella spp.

Gen Partidor Secuencia (5’ - 3’) Producto Referencia
objetivo (pb)

_ F GTGAAATTATCGCCGCGTTCGGGCAA 284 Kaushik et
nvA R TCATCGCACCGTCAAAGGAACC al., 2016

F: forward; R: reverse

Anexo 5: Protocolo de cultivo y Partidores de PCR de STEC

a. Pre-enriquecimiento
Las muestras colectadas se depositaron en tubos de ensayo que
contengan 5 mL de caldo de soya tripticasa (TSB por sus siglas en inglés), éstos
se incubaran a 42°C por 18 a 24 horas.
b. Enriquecimiento y Aislamiento
Se tomo una alicuota del homogeneizado y se sembré en agar McConkey.
Esto se incub6 a 37°C por 18 a 24 horas. De esta placa se tom6 un indculo desde
el area confluente de crecimiento bacteriano para realizar el PCR, de acuerdo
con los protocolos previamente descritos (Cebula et al., 1995).
Los partidores, secuencias y tamafio del producto esperado para la
confirmacion de positividad a STEC se muestran en la Tabla 11.

Tabla 11. Partidores PCR STEC.

Gen Partidor Secuencia (5’ - 3’) Producto Referencia
objetivo (pb)
Stx1 F CAGTTAATGTGGTGGCGAAGG 348
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R CACCAGACAATGTAACCGCTG Cebula et
al., 1995
Stx2 F ATCCTATTCCCGGGAGTTTACG Cebula et
584 al., 1995
R GCGTCATCGTATACACAGGAGC

F: forward; R: reverse
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Anexo 6: Cuestionario

Bn

UNIVERSIDAD DE CHILE

Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias
Departamento de Medicina Preventiva Animal
Proyecto FONDECYT Iniciacion 11180476

| ANTECEDENTES GENERALES

ID_SPT:

Fecha:

Y S—

ID_SPT:

Nombre contacto:

Teléfono cto:

Regidn:

Provincia:

Objetivo del SPT: a. Pecuario: __
b. Agricola: __
c. Forestal
e. Mixto:
f. Otro

11 ASPECTOS SOCIALES

7

%

9

Actividad primaria sostenedor:
Composicion del grupo Familiar:
Cuan importante son sus animales para la economia del hogar.

(Escala de 1a 5?)

111 CONDICIONES DE MANEJO

10 Especies productivas: a.Aves:____b.Cerdos:___ c. Otros domésticos: ___ d. Mascotas:
éCudles? éCudles? éCudles?
11 Objetivo aves Objetivo cerdos
a. Autoconsumo:___ a. Autoconsumo:__
b. Venta:__ b. Venta:__
c. Auntoconsumo-Venta:__ c. Auntoconsumo- Venta:__
d. Tenencia de aves como mascota:__ d. Tenencia de cerdos como mascota:__
12 ¢Qué especies y cuantas aves tiene al dela éCuantos cerdos tiene al de la encue:
especie total machos _ |hemb total
12.1{Gallina Adulto
12.2|Pato Juvenil
12.3|Pavo Reproductor
12.4|Ganso Lechones |
12.5|Gallineta
12.6)
13 N2 Gallinas Presta reproductor cerdos
N2 Gallos a.Si____
Ne pollitos b.No___
c. No Aplica
14 Movimiento Reproductor
a.Entra____
b. Sale
c. NoAplica ____
15 Cobro Monta Cerdo
a. Lechdn
b. Dinero
c. No aplica
16 Ultima crianza aves Ultima crianza cerdos

a. Actual

b.0alafioatrds
c.2a5afiosatras

d. Masde 5 afios atrds ____
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a. Actual

b.0alafioatras
c.2a5afiosatras

d. Masde 5 afios atras ____




17 ¢éHace cuanto tiempo cria: éAves? éCerdos?
a. Menos de 2 afios:__ a. Menos de 2 afios:__
b. Entre 2y 10 afios:__ b. Entre 2y 10 afios:__
c. Entre 11y 20 afios:__ c. Entre 11y 20 afios:__
d. Mas de 20 afios:__ d. Més de 20 afios:__
18 Responsable del manejo aves: Responsable del manejo cerdos:
a. Hombre:__ a. Hombre:__
b. b. Mujer:__
c c. Hijo(a)
d. d. Familia:__
19 Responsable comereci ion cerdos
a. a. Hombre: __
b. b. Muje
c. c. Hijo(a):
d. o d. Familia:__
e. Noaplica __ e. Noaplica __
20 éCudl es el nivel de confinamiento de las aves? éCudl es en nivel de confinamiento de los cerdos?
a. Libre: b. Permanente:, c. Mixto: a. Libre: b. Permanente:, c. Mixto:,
21 éVaria el numero de aves en el afio? ¢Cuando hay mas? ¢éVaria numero cerdos en el afio? ¢Cuando hay mas?
a. Primavera/Verano:__ a. Primavera/Verano:__
b. Otofio/Invierno:__ b. Otofio/Invierno:__
c. Novaria:__ c. Novaria:,
22 éComo obtiene los reemplazos de las aves? éCoémo obtiene los reemplazos de los cerdos?
a. Reemplazos Propios:__ Intercambia huevos ? a. Propios:__
b. Compra a vecinos: __ b. Compra a vecinos: __
c. Compra en ferias:__ si c. Compra en ferias:__
d. Compra a planteles comerciales:__ d. Compra a planteles comerciales:__
e. Obtenidos mediante proyectos del estado:__ No e. Obtenidos mediante proyectos del estado:__
f. Compra intermediario:__ f. Compra intermediario:__
23 OBSERVAR Presencia Broiler/Ponedoras (pico cortado) OBSERVAR Presencia Cerdos cola cortada
a.Si____ a.Si____
b.No____ b. No
24 ¢En que consiste el alimento de las aves? ¢En que consiste el alimento de los cerdos?
a. Restos del hogar:__ a. Restos del hogar:__
b. Alimento de aves:__ b. Alimento de cerdos:__
c. Forrajeo de lasaves:__ c. Forrajeo de los cerdos: __
d. Cereales (Ej: maiz):__ d. Cereales (Ej: harinilla):__
25 éDe donde proviene el agua que suministra a las aves? éDe donde proviene el agua que suministra a cerdos?
a. Pozo: a. Pozo:
b. Canal:__ b. Canal:__
c. Potable:__ c. Potable:__
d. Noleda:__ d. Noleda:__
26 éQué hace con las aves muertas? éQué hace con los cerdos muertos?
a. Entierra:__ a. Entierra:__
b. Quema:__ b. Quema:__
c. Alabasura:__ c. Alabasura:__
d. Arroja lejos de la casa:__ d. Arroja lejos de la casa:__
e. Autoconsumo/ venta:__ e. Auto consumo/venta:__
f. Nada:__ f. Nada:__
27 éReconoce alguna enfermedad en las aves. Signologia? éReconoce alguna enfermedad en cerdos? Signologia?
28 éQué hace sireconoce un ave enferma? &Qué hace sireconoce un cerdo enfermo?
29 ¢Realiza algin tipo de manejo Sanitario o tratamiento a las aves? ¢éRealiza algin manejo sanitario/tratamiento a cerdos?
a. Farmacos:___ a. Farmacos:___
b. Productos naturales:___ b. Productos naturales:___

o

. Norealiza:__

s

o

No realiza:,




30 Farmacos administrados a las aves: Farmacos administrados a los cerdos:
31 éVacuna a las aves? éVacuna a los cerdos?
a. Si: a. Si:
b. b. No:__
32 éAves reciben la visita de algun veterinario o técnico? éCerdos reciben la visita de alguin veterinario o técnico?
a. Una vez al af a. Unavez al afio:__
b. Mas de una vez al afio:__ b. Mas de una vez al afio:__
c. Noreciben:__ c. Noreciben:__
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33 éExiste contacto entre las aves y los cerdos? a.Si b. No c. Noaplica:___
Condici de bi . .
34 Cercos funcionales: a. b.No:___
35 Presencia de pediluvios a. b.No:___
36 Desinfeccion previo al manejo de animales a. b. No
37 Desinfeccion posterior al manejo de animales a.Si b. No
Factores ambientales:
38 Curso de agua al interior del SPT a.Si b. No
39 Humedales/cursos de agua vecinos (3 Km) a.Si b. No
40 Aves/cerdos en instalaciones colindantes a.Si b. No
41 Planteles comerciales vecinos a.Si b. No
42 Aves tienen acceso a alguin cuerpo de agua a.Si b. No
43 élas aves pueden o tienen contacto con aves silvestres? éCerdos pueden/tienen contacto con aves silvestres?
a.Sii___ b.No___ asSii___  b.Nor___
a4 Las aves pueden o tienen contacto con: Los cerdos pueden o tienen contacto con:
Animales de vecinos: a.Si_ b.Noi__ Animales de vecinos: a.Si__ b.Noi__
45 Cuando ingresa un ave nueva a la granja (gallo): Cuando ingresa un cerdo nuevo a la granja:
a. Lo separa un tiempo del grupo:, a. Lo separa un tiempo del grupo:__
b. Lo junta inmediatamente con el grupo:___ b. Lo junta inmediatamente con el grupo:__
c. Noaplica:__ c.No aplica:__
46 élas visitas pueden tener contacto con las aves? ¢élas visitas pueden tener contacto con los cerdos?
a.Sii___ b.Noi___ a.Sii___ b.Noi___
47 éUsted regala huevos/gallinas? éUsted regala cerdos?
a.Si: b. No: a.Si: b. No:
48 AQuién? Aquién?
IV ASPECTOS COMERCIALES
49 ¢éQué productos obtiene de las aves y cual es el mas importante ? ¢ Qué producto obtenido de los cerdos es el mas importante ?
a. Carne:__ a. imal:__
b. Huevos:__ b.
c. Avesvivas:__ [
d. Guano:__
50 éCudntos huevos recoge al dia?
51 éCudl es el precio? éCudl es el precio?
Huevos: Carne:
Aves Vivas: Lechones:
Carne: Otros:
Guano:
Otro:
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52 éA qué destina el ingreso obtenido de aves? éA qué destina el ingreso obtenido de cerdos
a. Alimento Aves a. Alimento Cerdos
b. Gastos del hogar b. Gastos del hogar
c. Ropa c. Ropa
d. Escuela nifios d. Escuela nifios
e. Otro e. Otro
53 Sivende, ¢Cual es su principal mercado? éSivende, ¢Cudl es su principal mercado?
a. Vecinos/ Familia:__ a. Vecinos/ Famil
b. Turistas:__ b. Turistas:__
c. Mercados locales:__ c. Mercados locales:__
d. Intermediario:__ d. Intermediario:__
e. Masde un mercado:___ e. Mas de un mercado:___
f. Restaurante: __ f. Restaurante:
54 éCudnto huevos vende al mes? éCuanto cerdos vende al afio (o temporada)?
55 éCudntas aves vivas vende al mes? éDe cuantos kilos?
56 éCuéntos huevos come a la semana? éCudntos cerdos faena al afio?
57 éCudntas aves faena a la semana
58 éCuantos huevos (mercado) compra al mes?
59 ¢Cuanta carne ave compra al mes?
60 éCuanto gasta en alimentar aves al mes? éCudnto gasta en alimentar cerdo al mes?
61 Animales reciben inspeccién o visitas del SAG:
asl__ b.No:__
62 Sirecibe visitas del SAG:
¢SAG toma Muestras?
a.Si_ b.No:__
63 ¢SAG le envia los resultados?
c.Sii___  d.Noi__
64 éSAG regresa al SPT?
e.Si:___ f.No:
65 Animales reciben inspeccién o visitas de INDAP/PRODESAL:
asl__ b.No:__
Alguno de los miembros del grupo familiar a presentado algunos de los siguientes signos y/o sintomas durante el ultimo mes:
66 Diarrea
a.sl__ b.No:__
67 Fiebre
asl:__ b.No__
68 Vomitos
a.Sk__ b.No:__
69 Inapetencia
a.sl__ b.No:__
70 Dolor muscular
as:_ b.No__
71 Personas con cuadros tienen la ibili de i los
a.Sk__ b.No:__
72 Las mascotas son indoor?
a.sl__ b.No:__
73 Las mascotas, tiene acceso a los desechos de las aves?
asl__ b.No:__
74 Existe contacto entre los animales mantenidos en SPT (entre las distintas especies)
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ask__ b.No:

75 Existe contacto entre las aves del SPT y @ de vecinos (mascotas)
a.sl__ b.No:__

V DATOS DE LA MUESTRA
Tipo muestra aves: a.Torula cloacal:__ Tipo muestra cerdos: a.Térula rectal:__
Tipo muestra otros @: a.Térula rectal:__

Datos de los animales:

3 10
a 1

5 12

Anexo 7: Consentimiento informado

Consentimiento informado

Proyecto: “"Breaking the gaps in the knowledge of integrated backyard systems as a
key factor for promoting the national Public and Animal Health: Epidemiologic and
microbiologic characterization of Salmonella enterica and Shiga toxin-
producing Escherichia coli in animals raised in a high-risk population from central
Chile”.

Investigador principal: Raul A. Alegria Moran
Institucion: Universidad de Chile
Teléfono de contacto: +56 9 98223891

Email: ralegria@veterinaria.uchile.cl

Invitacion a participar: Por medio de la presente, le estamos invitando a participar en el
proyecto de investigacion “Rompiendo las brechas de conocimiento en sistemas
integrados de traspatio (SIT), como un factor clave en la promocion de la Salud
Publica y Animal nacional: Caracterizacion epidemiolégica y microbiolégica de

Salmonella enterica y Escherichia coli productora de shiga-toxina, en animales

80


mailto:ralegria@veterinaria.uchile.cl

mantenidos en esta poblaciéon de alto riesgo, zona central de Chile”, dado que en su

granja se mantienen las especies animales de interés para este proyecto.

Objetivos: Esta investigacion tiene por objetivos, Determinar la prevalencia de Salmonella
enterica y Escherichia coli productora de shiga-toxina en animales mantenidos en SIT de la

zona central de Chile, junto con la caracterizacién epidemioldgica y microbioldgica.

Procedimientos: Si Ud. acepta participar de esta experiencia, debera responder una encuesta,
con una duracién aproximada de 15 minutos, tiempo en que adicionalmente se colectaran

muestras de algunos de sus animales (aves/cerdos/otros animales).

Beneficios: Ademas del beneficio que este estudio significard para el progreso del
conocimiento en relacién a estos sistemas productivos, su participacion en este proyecto
involucrara el compromiso de este grupo con la entrega de los resultados de las pruebas
diagndsticas realizadas, mas un seminario de capacitacion en bioseguridad a organizarse con

su directiva vecinal.

Compensacion: Ud. no recibird ninguna compensacion econémica por su participacién en el

estudio.

Confidencialidad: Toda la informacion asociada a su participacion, serd mantenida en estricta
confidencialidad, incluyendo el acceso de los investigadores y colaboradores a informacion
codificada, asi como a las agencias supervisoras de la investigacion. Cualquier publicacién o
comunicacién cientifica referida a los resultados de esta investigacion, estara debidamente

codificada, resguardando el anonimato de la fuente de informacion.

Voluntariedad: Su participacion en este proyecto de investigacion es completamente
voluntaria, por lo tanto, se puede retirar o declinar en su participacidon en cualquier momento,

indicandoselo al investigador principal.
Derechos: En la medida que Ud. requiera cualquier informacién adicional sobre su

participacion en este estudio, puede llamar a: Radl A. Alegria Moran, teléfono +56 9
98223891.

Después de haber recibido y comprendido la informacién asociada al presente proyecto

de investigacién presente en este documento y de haber podido aclarar todas mis dudas, otorgo
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mi consentimiento para participar en el proyecto "Rompiendo las brechas de conocimiento en
sistemas integrados de traspatio (SIT), como un factor clave en la promocion de la Salud
Publica y Animal nacional: Caracterizacién epidemioldgica y microbioldgica de Salmonella
enterica y Escherichia coli productora de shiga-toxina, en animales mantenidos en esta

poblacién de alto riesgo, zona central de Chile”.

Nombre del productor Firma Fecha

Nombre del investigador Firma Fecha
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