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Estudio de susceptibilidad antimicrobiana
de Salmonella enterica en muestras de
origen animal y alimentario

TANIA JUNOD®, JUANA LOPEZ-MARTIN:, PAULA GADICKE®

Antimicrobial susceptibility of animal and
food isolates of Salmonella enterica

Background: Bacterial resistance to one or more antimicrobials is worrisome.
Aim: To determine the susceptibility to antimicrobials of Salmonella enterica isolates
from animals and food, from the Laboratory of Veterinary Microbiology at the Uni-
versity of Concepcién. Material and Methods: The samples were isolated according
to traditional microbiological methods standardized protocols. Resistance was deter-
mined by the Kirby-Bauer method and minimal inhibitory concentration (MIC),
following Clinical and Laboratory Standards Institute recommendations (2008).
Results: Nine serotypes were identified among the 68 isolates. Strains were resistant
to one or more antibiotics and 11 patterns of resistance were identified. Multidrug
resistance (MDR) was observed in 20.5% of the strains tested. The most common was
Oxytetracycline resistance (69.1%). In food, the predominant serotype was S. Derby
(2.9%) and S. Senftenberg (2.9%), which is commonly found in food intended for
animal consumption. In samples of animal origin, the predominant serotypes were
S. infantis (33.8%) and S. Group E (3.9 ;-;-) (23.5%). Conclusions: The frequency
of resistance found and the impending risk that these strains could reach humans
through the food chain, should prompt a follow-up study of this pathogen.

(Rev Med Chile 2013; 141: 298-304).

Key words: Drug resistance, bacterial; Microbial sensitivity tests; Salmonella
enterica.

la seleccién de bacterias resistentes, que no sélo

1 género Salmonella presenta mas de 2.500
Eserovares diferentes, algunos con gran

virulencia y resistencia a multiples anti-
bidticos"**. La amplia distribucién de Salmonella
enterica en el entorno, su prevalencia en la cadena
alimentaria global, su virulencia y adaptabilidad
tienen un enorme impacto en medicina, en salud
publica y en la economia, dado el incremento de
los brotes que se han presentado tanto en Chile
como a nivel mundial**. El principal reservorio de
Salmonella corresponde al tracto gastrointestinal
de mamiferos, reptiles, aves e insectos, domes-
ticados y salvajes®”®, estos animales jugarian un
importante rol en la diseminacion de este microor-
ganismo en el medioambiente’. El uso indiscrimi-
nado de antibidticos en animales puede aumentar

298

pueden infectar al hombre sino también causarle
enfermedad. Se ha evidenciado la asociacion entre
el uso de antibidticos en alimentos animales con
la resistencia de Salmonella aisladas en humanos'.
Esto trae consecuencias sobre la salud humana
como infecciones de mayor severidad y aumento
de la frecuencia en tratamientos fallidos'*. Muchos
microorganismos presentan resistencia a multiples
antibiéticos, y debido a que la diseminacién de
genes de resistencia puede ocurrir entre cepas
bacterianas de distinta especie y origen, el impacto
en salud publica es relevante!''%,

Existen programas de vigilancia de la resisten-
cia antibidtica orientados principalmente a pat6-
genos humanos, agentes causantes de zoonosis y



ARTICULOS DE INVESTIGACION

Susceptibilidad antimicrobiana de Salmonella enterica - T. Junod et al

bacterias indicadoras®. Como un aporte en esta
area, el objetivo del presente trabajo fue determi-
nar la susceptibilidad y patrones de resistencia
a diferentes antibidticos en cepas de Salmonella
enterica aisladas en muestras de origen alimenta-
rio y animal. Esto dado que la resistencia en estos
microorganismos va en aumento y es de vital im-
portancia el conocer la situacién en nuestro pais
para tomar medidas cautelares e idear estrategias
que minimicen la presentacién de resistencia
tanto en antibidticos de uso veterinario como de
uso humano.

Material y Métodos

Origen de las muestras

Se analizaron todos los aislados bacterianos
obtenidos de muestras ingresadas al laboratorio de
Microbiologifa Clinica de la Facultad de Ciencias
Veterinaria de la Universidad de Concepcion,
durante dos afos (junio de 2007 a junio de 2009).

Aislamiento y tipificacion de Salmonella spp.

Se utilizé el método bacterioldgico tradicional
(FDA-BAM)™. Las muestras fueron sometidas a
un preenriquecimiento en Agua Peptona tam-
ponada (Merck®) por 24 h a 37°C, luego un
enriquecimiento selectivo en caldo Tetrationato/
caldo Rappaport por 24 h a 37°C, finalmente las
muestras fueron traspasadas a placas de Agar
XLD con Novobiocina (15 pm/ml) (Merck®)
por 24-48 h a 42°C. Las colonias sospechosas de
Salmonella se sometieron a una confirmacion fe-
notipica en TSI, LIA, Citrato de Simmons y SIM
(Merck®) a 37°C por 24- 48 h y a confirmacion
seroldgica por aglutinacién con suero polivalente
O. Las cepas positivas fueron enviadas al Instituto
de Salud Publica de Chile (ISP) para su serotipifi-
cacion. Ademds, una vez aisladas se mantuvieron
en cepario a -20°C.

Pruebas para determinar susceptibilidad
antibidtica

Una vez tipificadas, las cepas aisladas durante el
periodo fueron testeadas mediante método Kirby-
Bauer bajo normas del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008), para verificar
susceptibilidad a los siguientes antibidticos: en-
rofloxacino 30 pg, oxitetraciclina 30 pg, ceftiofur
30 pg, ampicilina 10 pg, sulfametoxazol-trimetro-
pim 25 pg, amoxicilina 20 pg, y florfenicol 30 pg.
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Los puntos de corte de resistencia se basaron en
los especificados por CLSI (2008) (Tabla 1). Como
control de calidad, se utilizé la cepa E. coli ATCC
25922%5. Las cepas que presentaron resistencia a
tres 0 mds antibidticos de grupos farmacolégicos
no relacionados se consideraron como resistentes
amultiples drogas (MDR), con estos antecedentes
se establecieron patrones segin serovares.

A todas aquellas cepas de Salmonella enterica
que resultaron resistentes mediante el método
Kirby-Bauer frente a uno o mas de los antibidticos
analizados, se les realizé concentracién minima in-
hibitoria (CMI) mediante método de macro dilu-
cién en series de caldo Mueller Hinton (Merck®),
de acuerdo a las indicaciones del CLSI(2008). Se
prepard una solucién madre de cada uno de los
antibidticos y la lectura de los tubos fue realizada
luego de su siembra e incubacién por 24 h a 37°C
en caldo Mueller-Hinton expresada en pg/ml®.

Analisis estadistico

Para relacionar resistencia de cada antibié-
tico con el serovar de Salmonella y el origen de
aislamiento, se realizaron regresiones logisticas
multivariadas para el total de las cepas aisladas uti-
lizando el software Stata SE 10.0 para Windows's,
donde la variable dependiente fue la resistencia
a cada antibidtico y las variables independientes
el origen y serovar de las cepas; estas variables se
probaron como confusores y se buscaron inte-
racciones entre ellas, luego se construyeron los
modelos en forma retrograda'. Las diferencias
entre las medianas de CMI de cepas resistentes
(segin método Kirby-Bauer) entre los serovares
y origenes de aislamiento, se establecieron me-
diante test de Kruskall-Wallis, cuando existié un
numero adecuado de datos. Se realizé el calculo de
la CIM, y CIM, . Ademds, para buscar los grupos
de resistencia a antibi6ticos mas relacionados con
los serovares y origenes se realizé un andlisis de
correspondencias multiples (MCA), en el cual
se grafican las dos dimensiones que agrupan la
mayor variabilidad de los datos'®, utilizando SE
10.0 para Windows.

Resultados

Aislamiento y tipificacién de cepas

Se obtuvieron un total de 68 aislados de Salmo-
nella enterica provenientes de bovinos, equinos,
cerdos, gaviotas y alimentos, en el laboratorio de
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Tabla 1. Antibioticos y concentraciones utilizadas para las pruebas de susceptibilidad
en Salmonella entérica

Niveles de susceptibilidad y resistenciaa

Antibiotico Abreviacion Kirby Bauer cMmi
Resistente a Sensible a Resistente a Sensible a
(mm) (mm) (um/ml) (um/ml)

Enrofloxacino Enr =< 16° =23 > 4 <1
Oxitetraciclina Oxi <14 =19 =16 <4
Ceftiofur Cef =17° = 21° > 32° =8
Ampicilina Amp <13 =17 NT NT
Sulfametoxazol-trimetoprim SuTri <10 > 16 NT NT
Sulfadiazina Sul NT NT =512 < 256
Trimetoprim Tri NT NT =16 =8
Amoxicilina Amx <13 =17 > 32/16 < 8/4
Florfenicol Flo =12° > 18° > 32° =8
Flumequina Flu NT NT > 4b = ¥

NT: no testeado mediante este método. a: Los niveles de susceptibilidad y resistencia son los especificados en el CLSI (CLSI,
2008). b: No hay criterio de interpretacion en el CLSI, las cepas se consideran resistentes a las concentraciones indicadas.

Tabla 2. Serovares positivos de S. entérica segun origen de la muestra

Cepa bacteriana

Alimento Bovino
S. Thyphimurium 0 3
S. Worthington 0 0
S. Infantis 1 0
S. GRUPO E (3,9:-:-) 0 0
S. Enteritidis 0 0
S. Anatum 0 0
S. Derby 2 0
S. Senftenberg 2 0
S. Cholerasuis 0 0
Total por cepa 5 3

Microbiologia Clinica de la Facultad de Ciencias
Veterinaria de la Universidad de Concepcién. Se
identificaron 9 serovares de Salmonella (Tabla 2).
E192,65% provenia de aislados de origen animal y
el resto de origen alimentario. De los 63 aislados
de origen animal 76,19% provenia de cerdos,
15,87% de gaviotas, 4,76% de bovinos y 3,17%
de equinos.

Los aislados de Salmonella thyphymurium de
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n positivos
Equino Cerdo Gaviota Total
2 4 0 9
0 1 0 1
0 23 0 24
0 16 0 16
0 0 10 10
0 1 0 1
0 2 0 4
0 0 0 2
0 1 0 1
2 48 10 68

equino y porcino provenian de tracto gastrointes-
tinal, y las de bovino provenian de bazo e higado.
Para S. infantis aislado en alimento, correspondia
aun alimento destinado a consumo animal. Todas
las Salmonella enteritidis provenia de tracto gas-
trointestinal. Uno de Salmonella Derby fue aislada
de un alimento destinado a consumo humano,
mientras que la otra fue de alimento destinado a
consumo animal. Las dos cepas de S. Senftenberg

Rev Med Chile 2013; 141: 298-304
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Tabla 3. Patrones MDR en serovares de Salmonella (Miétodo Kirby Bauer)

Resistentes (uno o

Patrones de resistencia antimicrobiana
MDR (numero de serovares resistentes)

mas antibioticos)

Serovar n aislados
Analizados

S. Thyphimurium 9

S. GRUPO E (3,9;-;-) 16

S. Derby 4

Tabla 4. Rangos de CMI_ y CMI,, en las cepas
de Salmonella (n = 68)

Antibiotico CMI,, CcMmI,,
(ug/mL) (ug/mL)
Enrofloxacino 2 16
Florfenicol 32 128
Oxitetraciclina 256 512
Sulfadoxina 256 512
Flumequina 128 512
Trimetoprim 1.024 1.024
Amoxicilina 512 1.024
Ceftiofur 16 16

fueron aisladas desde alimento destinado a con-
sumo humano.

Susceptibilidad antibidtica

En las pruebas de susceptibilidad antibidtica
(método Kirby Bauer), 34 cepas (50%) fueron
resistentes a alguno de los antibidticos utilizados
en el estudio, los cuales son de uso en terapia vete-
rinaria y humana (Tabla 3). E1 69,1% de las cepas
presentd resistencia a oxitetraciclina.

Los aislados de S. enteritidis, S. Worthingthon
y S. anatum fueron susceptibles a todos los anti-
bidticos analizados en este estudio.

El 16,18% de las cepas analizadas presentaron
MDR, que correspondi6 a 3 de los serovares ais-
lados en este estudio: S. thyphimurium (22,2%),
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6

14

SuTri, Oxi, Amx, Amp (1)

SuTri, Oxi, Cef (1)

Oxi, Amx, Cef, Enr, Amp (1)

SuTri, Oxi, Amx, Enr, Amp (1)

SuTri, Oxi, Flo, Amx, Amp (2)

SuTri, Oxi, Cef (1)

SuTri, Oxi, Amx, Cef, Amp (1)

SuTri, Oxi, Flo (1)

SuTri, Oxi, Flo, Amx, Cef, Enr, Amp (1)
SuTri, Oxi, Cef (1)

S. Grupo E (3,6,:-:-) (43,75%) y S. Derby (50%)
(Tabla 3), siendo el 90,91% proveniente de por-
cinos. Se encontraron 11 patrones diferentes
que incluyeron un minimo de tres antibiéticos y
méximo de siete. El patrén mds frecuente incluyé
tres antibidticos: Cef,0x1,STX; encontradas en S.
Derby, S. thyphimurium'y S. Grupo E (3,9:-:-).

El modelo de regresion logistica, que presentd
relacién significativa, indica que S. Grupo E (3,9:-
:-), tuvo mads riesgo de ser resistente a oxitetraci-
clina que S. thyphimurium (OR: 7,7; 1C95% 1,15;
51,17) (p < 0,05) para este grupo de cepas, mien-
tras que los origenes no demostraron asociacién
significativa con el riesgo de resistencia (p > 0,05).

El andlisis de CMI para oxitetraciclina (30
cepas) indic6 96,66% de serovares resistentes.
Los serovares S. Derby y S. thyphimurium, ambas
aisladas de cerdos, fueron resistentes a ceftiofur.
Enrofloxacino present6 33,33% de los serovares
resistentes, también provenientes de cerdos. Para
el caso de amoxicilina, todos los serovares fueron
resistentes segiin el andlisis de CMI, mientras
que para florfenicol se observé 60% de serovares
resistentes. Para sulfadiazina (12 cepas) hubo 25%
de serovares resistentes, mientras que flumequina
(68 cepas) presentd 95,58% de serovares resisten-
tes. Los rangos de CMI, y CMI, se observan en
la Tabla 4.

El andlisis grafico exploratorio (MCA) que
en sus dos dimensiones relaciona la resistencia
y origen de las cepas, explican 91,7% de la varia-
bilidad total (Figura 1). Se observé que las cepas
resistentes se agrupan hacia la izquierda, en re-
lacién a las cepas susceptibles que se agrupan en
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Figura 1. Relacion entre

® origen ¢ frflor
B rsutri A ramox
X rcef + roxi
A rampi

susceptibilidad antibiotica
y origen de las cepas de
Salmonella. 0: susceptible;
1: resistente para cada uno
de los antibioticos. Origen:

1: Alimentario; 2: Animal.

el eje hacia la derecha, explicado en 91,4% por
la dimensién 1. El origen alimentario difiere del
origen animal, al encontrarse alejado del eje y de
los otros puntos, su variabilidad estd dada por la
dimension 2. Esto indicaria que las resistencias y
susceptibilidades pudiesen asociarse a algin tipo
de factor o efecto, dado que todas estas variables
no estarian actuando de forma independiente.

Discusiéon

Los diferentes serovares aislados en este estudio
corresponden a serovares no tifoideos de S. enteri-
ca, que son considerados zoondticos en los paises
en desarrollo®. Los resultados de serotipificacion
muestran la existencia de una amplia variedad de
serovares’ circulantes en la zona de la regién del
Bio Bio, tanto en animales y alimentos. En alimen-
to se determinaron dos serovares, S. Derby que se
describe habitualmente asociado a porcinos® y S.
Senfteberg. S. Derby en este estudio provenia de
alimento destinado a aves en una crianza traspa-
tio?! en la que se encontraban otros animales de
granja cercanos, por lo que se pudiese sospechar
de una transmisién entre especies. El serovar S.
Derby ha sido uno de los aislados mds frecuentes
en humanos®. Es importante entonces contar con
alimentos inocuos para planteles animales y asi
asegurar el estatus sanitario de ellos y minimizar
el riesgo de llegar al ser humano.

En el informe de la Red de Vigilancia de la
Resistencia a los Antibi6ticos OPS del afio 2004,
en nuestro pais los serovares mds frecuentes en
aislamientos de alimentos fueron: S.4,12:d:-, S.
thyphimurium, S. enteritidis, S. Derby y S. Senf-

302

tenberg. Este dltimo, en el presente reporte, fue
identificado como cepa MDR pese a que en el afio
2004, de acuerdo ala OPS, no present? resistencia
frente a ninguno de los antibidticos utilizados.
La resistencia de los aislados animales totales en-
tregado por la OPS senala que los serovares mas
frecuentes fueron S.4,12:d:-, S. thyphimurium,
S. enteritidis y S. infantis. S6lo algunas cepas de
S.4,12:d:- presentaron resistencia a ampicilina,
cloranfenicol, amoxicilina-dcido clavuldnico y
acido nalidixico®, que difiere de las resistencias
encontradas en este reporte donde algunas cepas
fueron MDR frente a antibiéticos de las mismas
familias, lo que apoya el hecho de un aumento
de la resistencia en los aislados de Salmonella spp.
Este comportamiento puede asociarse a la varia-
bilidad en las poblaciones de Salmonella dado por
patrones genéticos diversos. Esto se explica por la
adquisiciéon o presentacién de diferentes meca-
nismos de resistencia dado por la diversidad de la
poblacién de Salmonella spp. presente.

En los serovares de origen animal predominan
S. infantis y S. Grupo E (3,9;-;-) aisladas desde
cerdos, lo cual indica que estos serovares en las
distintas etapas de produccién no son capaces de
establecerse de forma endémica a diferencia de
S. thyphimurium, S. cholerasuis o S. Derby entre
otros*. Hay que considerar también que algunos
de los serovares analizados son de origen silvestre,
aislados a partir de gaviotas, las cuales pueden
actuar como diseminadoras de estos agentes hacia
otros animales, incluido el hombre, o bien hacia
alimentos.

Es importante destacar que una de las cepas
aisladas corresponde al serovar Worthington, este
serovar ha sido descrito en algunos paises como

Rev Med Chile 2013; 141: 298-304
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un patégeno emergente causal de meningitis
neonatal®>%. Este serovar fue aislado de cerdo, con
baja resistencia a antibidticos, por lo que la terapia
antimicrobiana frente a éste en humanos, debiera
dar buenos resultados.

Los resultados obtenidos de alta resistencia a
oxitetraciclina (69,1%) son similares a lo detecta-
do por Alaniz?” que alcanzaba 57,4% en Salmonella
de origen animal. También es importante desta-
car que se encontraron resistencias a ampicilina,
flumequina, ceftiofur y sulfadiazina-trimetoprim.
Algunos de estos compuestos, junto a las tetra-
ciclinas, han sido utilizados por décadas en la
produccién animal, ya sea como profilaxis o con
fines terapéuticos, y en tratamiento de infecciones
humanas por lo que su resistencia estd ampliamen-
te difundida®. Es por esto que estos tratamientos
en la actualidad son poco efectivos, como por
ejemplo el uso de amoxicilina en personas®.

Segun el andlisis exploratorio observado en la
construccion del MCA, la variabilidad de el origen
alimentario y animal indica que la mantencién y
diseminacién de cepas resistentes se explicaria por
factores como sistemas de produccién, manejos
de tratamientos antibidticos, contacto con reser-
vorios naturales, entre otros®**!.

Los valores de CMI que superan los niveles mi-
nimos de interpretacién de resistencia antibiética,
se relacionan con la expresion de ciertas enzimas
que deben ser detectadas mediante estudios mo-
leculares®.

Dado que este es uno de los pocos estudios de
caracterizacion de Salmonella enterica en el pais,
da una visién de la susceptibilidad antimicrobiana
presentada por los aislados de origen animal y
alimentario de forma transversal, pero como es
un muestreo a conveniencia, es necesario realizar
estudios que sean representativos a nivel poblacio-
nal para identificar los sectores mas afectados e ir
evaluando la evolucién de la resistencia presentada
principalmente en animales y ambiente. Ademas
es importante contar con pruebas basadas en
técnicas moleculares a fin de aportar mayor infor-
macion para la caracterizacion y genotipificacion
de los aislados de Salmonella spp. en nuestro pais.

Conclusiones

La tipificacion de los aislados analizados en el
estudio logré determinar 9 diferentes serovares
potencialmente zoonéticos, los cuales presentan

Rev Med Chile 2013; 141: 298-304

resistencia a uno o mds de los antibidticos utili-
zados en el estudio, encontrdindose ademds que
20,5% de las cepas presentan MDR, principalmen-
te de cerdos y siendo oxitetraciclina la droga con
mayor aislados resistentes (69,1%).

Elserovar S. infantis tiene una menor probabi-
lidad de presentar resistencia a sulfa-trimetoprim
que S. thyphimurium y el serovar S. grupo E
(3,9;-;-) tiene mayor riesgo de resistencia frente a
ampicilina que S. thyphimurium para el grupo de
cepas analizadas.

Agradecimientos: INNOVA BIOBIO y Labora-

torio Veterquimica® por su disposicién y aporte
al desarrollo de esta investigacion.
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