UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
FACULTAD DE AGRONOMIA

PREVALENCIA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE A
ANTIBIOTICOS Y

ENTEROTOXIGENICO EN LA CADENA PRODUCTIVA AVICOLA.

POR

JAVIER IGNACIO LAGOS CARRASCO

MEMORIA PRESENTADA A LA
FACULTAD DE AGRONOMIA DE LA
UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
PARA OPTAR AL TITULO DE
INGENIERO AGRONOMO.

CHILLAN — CHILE
2024



UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
FACULTAD DE AGRONOMIA

PREVALENCIA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE A
ANTIBIOTICOS Y

ENTEROTOXIGENICO EN LA CADENA PRODUCTIVA AVICOLA.

POR

JAVIER IGNACIO LAGOS CARRASCO

MEMORIA PRESENTADA A LA
FACULTAD DE AGRONOMIA DE LA
UNIVERSIDAD DE CONCEPCION
PARA OPTAR AL TITULO DE
INGENIERO AGRONOMO.

CHILLAN — CHILE
2024



Aprobada por:

Profesor guia, Valeria Velasco P.
Ing. en Alimentos, Mg., Ph.D.

Profesor Asociado, Pamela Williams S.
Ing. Agronomo, Dr. Cs. Agrarias

Profesor Asociado, Macarena Gerding G.

Ing. Agronomo, PhD.

Profesor Asociado, Guillermo Wells M.
Ing. Agronomo, Mg. Sc.



RECONOCIMIENTOS

Tesis financiada por el proyecto 202.100.0173INV, aprobado en el CONCURSO
VRID INVESTIGACION 2021.



Resumen

Summary

TABLA DE CONTENIDOS

[l (oo [UTeTex [o] o N

Materiales

Y MEtOdOS ...viieii

Resultados y DiSCUSION ........cciviiiiiiiii e,

070 aTe: (V11 Te] o[- 1< T

Y =1 (=] [0 1= I

Apéndices

Pagina

12
19
20

26



Figura 1

Tabla 1

Tabla 2

Tabla 3

Tabla 4

INDICE DE FIGURAS Y TABLAS

Electroforesis para genes asociados a
ENEEIOLOXINAS.....oevviieeeiiiiii e e e e e e

Determinacion del tamafio de la
MUESTIA...eeeiieieieeeeeee e te e e e e e e e e e e e e e e e e annes

Mecanismos de accién, grupos o clases de antibiéticos

Prevalencia de S. aureus en la cadena productiva
AVICOIA. .o

Susceptibilidad a antibiéticos de cepas de S. aureus
aisladas de la cadena productiva avicola.....................

Pagina

19

11

13

15



PREVALENCIA DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS RESISTENTE A
ANTIBIOTICOS Y ENTEROTOXIGENICO EN LA CADENA PRODUCTIVA
AVICOLA.

PREVALENCE OF ANTIBIOTIC-RESISTANT AND ENTEROTOXIGENIC
STAPHYLOCOCCUS AUREUS IN THE POULTRY PRODUCTION CHAIN.

Palabras indice adicionales: Enterotoxinas, enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAs), gen nuc, One Health, PCR, resistencia antimicrobiana.

RESUMEN

Staphylococcus aureus es una bacteria que se encuentra presente, principalmente
en fosas nasales, piel de humanos y animales. Diversos estudios han determinado
la prevalencia de cepas resistentes a antibidticos y productoras de enterotoxinas. El
objetivo de este estudio fue determinar la prevalencia de S. aureus resistente a
antibidticos y enterotoxigénico en la cadena productiva avicola. Se recolectaron 356
muestras de aves (n=120), carne (n=98), y huevos (n=138). El aislamiento de S.
aureus se realizd mediante cultivo selectivo y PCR. Ademas, mediante el analisis
filogenético Fingerprinting, se seleccionaron cepas para determinar susceptibilidad
a antibidticos y genes asociados a enterotoxinas mediante PCR. Se determin6 una
prevalencia total de S. aureus de 13,5% (48/356) en la cadena productiva avicola.
Se presentaron diferencias significativas (P < 0,05) en el tipo de manejo
(convencional o libre de jaula) en las muestras de piel y huevos, siendo mayor en
los sistemas convencionales. En la carne envasada y no envasada también se
presentd diferencia significativa (P < 0,05), siendo mayor en la carne no envasada.
De 8 cepas seleccionadas, 6 resultaron ser resistentes a antibioticos y 4 fueron
multirresistentes y 2 serian posiblemente positivas a enterotoxinas SEA, SEB Y
SED. Por lo tanto, en la cadena productiva avicola existe presencia de S. aureus

resistente a antibiéticos y posiblemente enterotoxigénico.



SUMMARY

Staphylococcus aureus is a bacterium found primarily in the nostrils and skin of
humans and animals. Various studies have determined the prevalence of antibiotic-
resistant and enterotoxin-producing strains. The aim of this study was to determine
the prevalence of antibiotic-resistant and enterotoxigenic S. aureus in the poultry
production chain. 356 samples of poultry (n=120), meat (n=98) and eggs (n=138)
were collected. S. aureus was isolated by selective culture and PCR. In addition,
strains were selected by phylogenetic fingerprinting to determine antibiotic
susceptibility and genes associated with enterotoxins by PCR. The overall
prevalence of S. aureus in the poultry production chain was 13.5% (48/356). There
were significant differences (P < 0.05) in the type of management (conventional or
cage-free) in skin and egg samples, being higher in conventional systems. There
was also a significant difference (P < 0.05) between packaged and unpackaged
meat, which was greater in unpackaged meat. Of the 8 selected strains, 6 were
found to be resistant to antibiotics, 4 were multiresistant and 2 were potentially
positive for SEA, SEB and SED enterotoxins. Therefore, there is a presence of
antibiotic-resistant and possibly enterotoxigenic S. aureus in the poultry production

chain.

INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas a través de los alimentos (ETAS) se han
acrecentado en los ultimos afos, generando problemas en la salud publica y gastos
econdmicos en los paises afectados. Este aumento se debe al cambio en habitos
alimenticios y a la creciente demanda global de alimentos. El problema aumenta al
existir una mayor resistencia bacteriana a los antibioticos, generando muertes a
nivel mundial por brotes asociados a deficientes controles de inocuidad en los
procesos de produccion, transformacion y distribuciéon de alimentos (Palomino-
Camargo et al., 2018). La intoxicacion alimentaria estafilocécica es uno de los tipos
de intoxicaciones alimentarias mas frecuente en todo el mundo, causada por la

ingestion de algun tipo de enterotoxina estafilococica (SES).



Staphylococcus aureus es una bacteria causante de diversas enfermedades
infecciosas y es la segunda causante de intoxicacién alimentaria mas comun
después de Salmonella spp., causada por la ingesta de enterotoxinas producidas
por esta bacteria. El género Staphylococcus debe su nombre a Alexander Ogston
por la union de las palabras Staphylo (del griego staphylé), que significa racimo de
uvas y coccus (del griego kokkos) que significa granulos (Cervantes-Garcia et al.,
2014). Es anaerdbica facultativa, lo que quiere decir que puede sobrevivir en
presencia o ausencia de oxigeno, es inmovil, ya que no posee flagelos ni estructuras
gue le permitan desplazarse, no produce esporas y es productora de enzimas como
la catalasa y coagulasa (Fabian, 2020). Principalmente, esta bacteria tiende a
colonizar zonas cutaneas y mucosas de humanos y animales.

Las enterotoxinas estafilococicas (SEs) son consideradas superantigenos por
tener la capacidad de unirse al complejo mayor de histocompatibilidad clase Il (MHC
II) enlas células presentadoras de antigenos (APC), y a los receptores de las células
T (TCR) de manera no especifica y pueden activar un gran numero de células T del
sistema inmunoldgico (Benkerroum, 2018). Las SEs son proteinas simples de bajo
peso molecular, termotolerantes y resistentes a la accion de las enzimas
proteoliticas del tracto gastrointestinal humano manteniendo asi su actividad
biologica. ElI consumo de alimentos contaminados con SEs puede causar
gastroenteritis y ademas, estas enterotoxinas estimulan el peristaltismo intestinal y
ejercen un efecto sobre el sistema nervioso central, debido a la liberacion excesiva
de citoquinas que se manifiesta como nauseas, vomitos, diarrea, dolor abdominal,
cefalea y sudoracion (Marquez Ramos, 2012). Para mejorar la caracterizacion de
SEs, se han integrado varias técnicas en la estrategia de diagnostico, siendo los
métodos mas utilizados para detectar toxinas bacterianas en alimentos: bioensayos,
molecular y biologia inmunoldgica. La biologia molecular basada en PCR es un
método viable, mas rapido y con resultados concluyentes (Silva et al., 2017).

S. aureus produce distintas enterotoxinas, las cuales pueden permanecer
estables en ambientes con condiciones adversas, como altas y bajas temperaturas.
Ademas, pueden subsistir en un amplio rango de pH, desde 4 a 10. Una de las

principales enterotoxinas que produce es la enterotoxina A (SEA), la cual es causal



de un alto porcentaje de las intoxicaciones alimentarias en varios paises, y con la
ingesta de cerca de 100 ng ya es suficiente para que se generen sintomas
toxicol6gicos como nauseas, mareos, vomitos y diarrea (Upadhyay y Nara, 2018).

S. aureus se ha encontrado en variados productos como carne, pescado y lacteos.
Esto implica un alto riesgo para la salud, debido a que los productos alimenticios
pasan por procesos de calentamiento para eliminar posibles patdgenos, pero al
producirse SEA es probable que esta no se elimine por completo debido a su
tolerancia al calor (Fujikawa, 2021).

A lo largo de la historia ha quedado en evidencia que la introduccion de un nuevo
antibiotico suele ir de la mano del desarrollo de resistencia bacteriana a estos, ya
gue el uso de antibidticos proporciona el potencial para la seleccion de cepas
resistentes. Una de las principales razones del desarrollo de resistencia
antimicrobiana (RAM) son en primer lugar el uso de antimicrobianos en forma
excesiva, por ejemplo, el uso desmedido en infecciones menores o en produccion
animal, debido a un mal uso a falta de conocimiento o acceso a un tratamiento
adecuado (Schito, 2006).

La resistencia bacteriana es una capacidad que demuestra un microorganismo
para defenderse contra uno o varios antibioticos, mediante mecanismos que
disminuyen la capacidad microbicida o inhibitoria de dichos medicamentos (Bisso-
Andrade, 2018).

Un mecanismo de resistencia a la meticilina en S. aureus, esta relacionado con la
sintesis de PBP2a una proteina de unién a la penicilina 2a, la cual es una enzima
gue actua en la formacion de la pared celular bacteriana, especificamente en la
biosintesis de peptidoglicano, un polimero que conforma la estructura de la pared
bacteriana. Esta enzima presenta un bajo nivel de afinidad con la mayoria de los
antibioticos betalactamicos, los cuales actian inhibiendo la sintesis de
peptidoglicano (Ali et al., 2021).

Otra caracteristica importante de esta bacteria es que ha desarrollado, a través
de la seleccién natural, resistencia a antibiéticos como la penicilina (PRSA), la
meticilina (MRSA), entre otros (Nazari et al., 2015).



La industria de la carne de pollo y otros productos derivados del pollo, como
huevos e higados son, en muchas partes del mundo, la principal fuente de
proteinas, sobre todo si existe escasez de carnes rojas y no obstante, durante las
diferentes etapas de la cadena productiva de estos alimentos, pueden contaminarse
con patogenos y toxinas que al ser ingeridos, pueden provocar intoxicacion
alimentaria (Darwish et al., 2018).

La importancia de evaluar la prevalencia de S. aureus resistente a antibiéticos y
enterotoxigénico en la cadena productiva avicola se basa en que no existen muchos
estudios al respecto en Chile, ya que, si bien ha sido investigada en productos
alimenticios, como la carne de cerdo, no hay registros de su prevalencia en la
cadena productiva avicola, como lo son las aves, la carne, los huevos. Cabe
destacar que desde el afio 1998, la carne de aves es la preferida por los
consumidores nacionales, desplazando a la carne de bovinos. El consumo per
capita de carne es de 78,6 kg por persona en Chile, 34,1 kg de ellos equivalen al
consumo de carne de ave (ChileCarne, 2024). Por otro lado, el consumo de huevo
alcanza los 230 huevos por habitante al afio (Aguirre y Pizarro, 2018). Lo anterior
se deberia a los grandes avances de la industria, que lleg6 a los consumidores con
un producto que econOmicamente es mas atractivo que las otras fuentes de
proteinas. Ademas, se ha posicionado como un producto saludable y de facil
preparacion (ODEPA, 2012). Dado estas circunstancias es sumamente importante
determinar la prevalencia de S. aureus, en la cadena productiva avicola, para saber
si las pequefias y grandes empresas del rubro productivo avicola cumplen con los
estdndares de sanidad y los protocolos para evitar la presencia de cepas
bacterianas potencialmente peligrosas para la salud humana, las cuales son
capaces de volverse menos susceptibles a una o mas clases de antibioticos, lo que
dificulta el tratamiento de las infecciones que causan. Staphylococcus aureus
resistente a la meticilina (SARM) es reconocido como el pionero entre las bacterias
multirresistentes. Este microorganismo exhibe resistencia a practicamente todos los
antibidticos betalactamicos y puede manifestar también resistencia a otras
categorias fundamentales de agentes antimicrobianos, como las fluoroquinolonas
(Gajdacs, 2019).



La emergencia de las bacterias multirresistentes destaca la importancia del
enfoque One Health, que aborda las interconexiones entre la salud humana, animal
y ambiental en un sistema biologico y social. Este sistema involucra a diversos
actores y procesos, asi como sus interacciones a lo largo del tiempo, a niveles local,
nacional y global, buscando unificar el conocimiento de diferentes instituciones
publicas, privadas y de investigacion, con el fin de buscar mejores soluciones a
problemas sociales y de salud publica desde una perspectiva multiprofesional, que
permita desarrollar politicas publicas a partir de practicas integradas, que garanticen
una mejor aceptabilidad y relevancia de las medidas de salud publica (de Macedo
Couto y Brandespim, 2020).

A pesar de la existencia de estudios internacionales asociados a prevalencia de
S. aureus y su resistencia a los antibioticos, en Chile no hay estudios acerca de
estos parametros en los productos derivados de las aves. El objetivo de este estudio
fue determinar la prevalencia de S. aureus resistente a antibidticos y

enterotoxigénico en la cadena productiva avicola de las regiones de fiuble y Biobio

MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron muestras al azar de gallinas ponedoras, pollos de carne y huevos
en planteles en confinamiento (sistema convencional) y sistemas libres de jaulas en
la region de Nuble y Biobio ademas, muestras de carne y huevos de supermercados
y del mercado local en la ciudad de Chillan, Chile.

Determinacion del tamafio de la muestra

El tamafio de la muestra fue determinado mediante la siguiente ecuacion (Moore y
Kirkland, 2007).

2
z A A
n>(2)" x p(1-p) (1)
En donde n es el tamafio de la muestra, z indica la puntuacion estandar en la

frecuencia de distribucion normal, m corresponde al margen de error y p es la

prevalencia de patdgenos que presentan RAM obtenida en otros estudios. El nivel



de confianza del intervalo corresponde al 95%, con z=1,96 y m= 0,05 (considerando

un intervalo no mayor al 10%).

Tabla 1. Determinaciéon del tamafio de la muestra.
Prevalencia de S.

Tipo de Lugar de N° aureus o _
muestra muestreo muestras  Salmonella spp. Referencia
resistente
Piel Campos 107 0,075 El-Adawy et al.
(2016)
Carne Supermercados 98 0,068 Boost et al.
(2013)
Huevos  Campos/Super 133 0,096 Pondit et al.
mercados (2018)
Total >338
Muestreo

El total de muestras extraidas fue de 356, comprendiendo: 120 muestras de la piel
de los animales (convencional, n=50; libre de jaula, n=70), 98 muestras de carne
(envasadas, n=73; no envasadas, n=25), y 138 muestras de huevos (convencional,
n=102, libre de jaula, n=36).

Para el muestreo de piel en animales se tuvo cuidado de no alterar a los animales
del plantel, se debi6 inmovilizar a cada animal en una jaula sin causar estrés y
procurando tomar las muestras de forma rapida y en condiciones estériles. Las
muestras de piel se tomaron con una torula (hisopo) estéril, sacando una muestra
de la zona bajo el ala del ave (Friese et al., 2013).

Las muestras de carne de pollo de diferentes cortes y marcas fueron
seleccionadas al azar y compradas en supermercados y mercados locales
(Buyukcangaz et al., 2013).

Las muestras de huevo fueron seleccionadas aleatoriamente en planteles y de

diferentes marcas en diferentes supermercados y mercado local. La muestra se



obtuvo pasando una térula (hisopo) estéril por toda la superficie del huevo (Pondit
et al., 2018).
Todas las muestras fueron rotuladas para su identificacion, se almacenaron a
temperatura de refrigeracidén hasta su posterior andlisis microbiol4gico.
Aislamiento y deteccion de S. aureus
El aislamiento se llevd a cabo mediante enriqguecimiento y cultivo selectivo. El pre-
enriguecimiento se realizé depositando las muestras (térulas) en 10 mL de Buffer
Agua Peptonada estéril (BPW). Respecto a la carne, se tomd una muestra de 25 g,
la cual fue homogenizada junto a 225 mL de BPW en un stomacher (BAGMIXER®
400 Interscience) a 230 golpes s por 90 s. Todas las muestras fueron incubadas
durante 24 horas a una temperatura de 35+2°C. Posterior a la incubacion, se
depositdé 1 mL del pre-enriquecimiento (BPW) en 9 mL de caldo Mueller Hinton con
6,5% de NaCl (MHB+6,5%NaCl), y fue incubado por 24 horas a 35+2°C.
Posteriormente se inoculd6 con un asa de siembra en agar Baird Parker
suplementado con yema de huevo telurito (BPA), con incubacién por 48 horas a
35+2°C. Luego, se seleccionaron 1-3 colonias presuntivas de S. aureus (colonias
de color negro con halo transparente) y se inocularon en agar Tripticasa Soya (TSA),
dejandose en incubacién por 24 h a 35+2°C. Luego, se inoculé un criotubo que
contenia caldo cerebro corazon (BHI) con 20% de glicerol, y se incubd durante 24
horas a 35+2°C. Las cepas presuntivas fueron almacenadas a -20°C para su
posterior confirmacion a través de PCR.
Extraccion de ADN
El ADN de las cepas presuntivas fue extraido a través del método de ebullicion
descrito por Ngamwongsatit et al. (2008).

Brevemente las cepas se inocularon en caldo tripticasa soya (TSB) y se incubaron
a 35+2°C durante 4 h. Luego, se centrifugd 1 mL de suspension de TSB a 5000 x g
durante 2 minutos a 4°C. Se resuspendid el pellet en 500 pL de H2O libre de
DNA/RNAasa centrifugando a 5000 x g durante 2 minutos a 4°C, posteriormente el
pellet se resuspendio en 100 pL de H20 libre de DNA/RNAasa. Luego, se sometio

a una temperatura de 100°C por 10 minutos dentro de un bafio seco.



Posteriormente, se centrifugé a 1000 x g durante 5 minutos a 4°C, se recupero el
sobrenadante (ADN templado) y se almacen¢ a -20°C.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la confirmacién de las cepas de S. aureus se us0 la técnica de la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR). Se identifico el gen nuc (region de termonucleasa
especifica en S. aureus, 279 pb). Como control positivo se utiliz6: ATCC 25923
(SASM Staphylococcus aureus susceptible a Meticilina, positivo para el gen nuc) y
ATCC 43300 (SARM, positivo para gen nuc y mecA). Por otra parte, se utiliz6 como
control negativo agua libre de ADNasa/ARNasa y ATCC 13076 (Salmonella enterica
subsp. enterica). La reaccién se llevé a cabo en un volumen total de 25 pL y consistio
en: 1X PCR buffer (GoTag® Green Master Mix, 2X), 0,4 uM para los dos partidores
del gen nuc, 2,5 uL de ADN templado (250 ng pL ). Se utilizé un termociclador
(MultiGeneTM Optimax, Labret International). Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: 10 min a 94 °C, seguido de 40 ciclos de 1 min a 94 °C, 1 min
a5l °Cy2mina 72 °C, con una etapa final de 5 min a 72 °C. Los productos de
PCR (10 pL) se cargaron en un gel de agarosa (1,5 %) (1,5 g de agarosa en 100
mL de buffer 1X TAE), al cual se adicionaron 5 uL de compuesto intercalante
(SafeView) para la deteccion de la doble hebra de ADN. Se us6 una escalera de
ADN de 100 pb a 1 Kb como marcador molecular para determinar el tamafio de los
amplicones. La electroforesis se desarrollé en buffer 1X TAE a 100 V, 300 mA por
60 min. Luego, los geles se observaron con un transiluminador UV (Bio-Top, modelo
TU1002) (312 nm) para determinar la presencia del gen nuc (Velasco et al., 2018).
Andlisis mediante fingerprinting

Se evalud la diversidad genética de los 48 aislados confirmados de Staphylococcus
aureus mediante el método ERIC-PCR molecular fingerprinting utilizando los
cebadores EriclR y Eric2F (ERIC1R: 5 ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC 3’
ERIC2F: 5 AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG 3’) (Versalovic et al., 1991). Las
cepas de referencia de Staphylococcus aureus ATCC 25923 y ATCC 43300 se
utilizaron como controles positivos, mientras que Salmonella enterica subsp.

enterica ATCC 13076 se utiliz6 como control negativo. El ADN gendmico de las
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cepas de referencia se obtuvo utilizando el E.Z.N.A.® Tissue DNA Kit (Omega Bio-
Tek) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

El ERIC PCR se realiz6 con 2,0 uL de ADN templado de 50 ng, 1,25 puL de
cebadores directos e inversos 10 pM, 12,5 pL de GoTag® Colorless Master Mix
(Promega) y 9,5 yL de agua libre de nucleasas (Promega) hasta un total de 25 pL.
La mezcla de reaccion se mantuvo a 94°C durante 4 minutos, seguido de 35 ciclos
a 94°C durante 1 min, 25°C durante 1 min y 72°C durante 4 min con una retencion
final a 72°C durante 5 min (Akindolire et al., 2018).

Los productos de PCR se sometieron a electroforesis en geles de agarosa al 2%
(p/v) con una estandarizacion previa del contenido de ADN para cada muestra.
Cada carril se cargd con una mezcla de 15 pL de producto de PCR y 3 uL de
colorante de carga complementado con tincion en gel SafeView Plus DNA 20,000X
(Fermelo Biotec). El marcador utilizado fue 100 bp Plus DNA ladder (Maestrogen).
La electroforesis se llevo a cabo en tanques tamponados con 1XTAE (Tris-acetato
40 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0) a 100 V durante 3 horas. Las bandas se visualizaron
en un transiluminador UV.

Los patrones de bandas se analizaron manualmente para buscar la presencia de
productos de PCR de tamafios moleculares especificos utilizando el protocolo
establecido por Gerding et al. (2013). Se construyé una matriz binaria con las
puntuaciones 1 y 0 para la presencia o ausencia de una banda en cada tamafo
molecular. Luego, se analiz6 la matriz con AFPL SURYV versiéon 1.0 (Vekemans,
2002) para calcular la distancia genética entre aislados. Luego, la matriz de
distancia se sometio a analisis de conglomerados UPGMA utilizando la aplicacién
NEIGHBOR del paquete de software PHYLIP. Los cladogramas se visualizaron en
MEGA7 (Kumar et al., 2016).

Andlisis de susceptibilidad a antibiéticos

A través del método de difusién de disco se analizdé la susceptibilidad a 12
antibidticos pertenecientes a 10 clases: Eritromicina, oxacilina, penicilina,
clindamicina, trimetoprima-sulfametoxazol, cefoxitina, ceftarolina, tetraciclina,

vancomicina, cloranfenicol, ciprofloxacina, gentamicina. El criterio que se utilizé
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para determinar si una cepa susceptible, intermedia o resistente a las diferentes

clases de antibioticos corresponde a lo dispuesto por la CLSI (2020).

Tabla 2. Mecanismos de accion, grupos o clases de antibiéticos.

Mecanismos de accién

Grupos

Clases

Antibiéticos

Inhibicion de la sintesis de
la pared bacteriana

B-lactamicos

Penicilinas

Penicilina

Oxacilina

Cefalosporinas

2da gen:

Cefoxitina

Sta gen:

Ceftarolina

Glucopéptidos

Vancomicina

Aminoglucésidos

Gentamicina

Anfenicoles

Cloranfenicol

Inhibicidon de la sintesis

Lincosamidas

Clindamicina

metabolismo o la
estructura de los acidos

nucleicos

proteica -
. 14 atomos de
Macrolidos
carbono:
Eritromicina
Tetraciclinas o
Tetraciclina
Alteracion del
3era gen:

Quinolonas

Ciprofloxacin

a

Bloqueo de la sintesis de

factores metabodlicos

Sulfonamidas, Diaminopirimidinas

Trimetoprima
sulfametoxaz

ol

(Calvo & Martinez-Martinez, 2009).
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Identificacién de cepas enterotoxigénicas

Para la identificacién de los genes que codifican las enterotoxinas SEA, SEB, SEC,
SED, y SEE, se utilizaron partidores que identifican los genes sea, seb, sec,
sed y see y la metodologia descrita por Marques et al. (2015).

La reaccion de PCR se realiz6 utilizando 12,5 uL de GoTag® GreenMaster Mix 2
X (Promega, Corp.®), 1 pL de cada partidor (100 pM/uL, Eurofins MWG operon®) a
una concentracion de 10 pmol, excepto en el iniciador para el gen sec, en el que se
usaron 50 pmol, 2 pL de ADN (50 ng), 8,5 puL y agua ultrapura (Promega,
Corp. ®) para completar el volumen final de 25 pL. La amplificacion se realizd en
un termociclador bajo las siguientes condiciones: una desnaturalizacion inicial de 5
min a 95 °C; seguido de 37 ciclos de desnaturalizacion de 1 min a 95 °C, 1 min de
recocido a 44,5 °C, y 1 min de extension a 72 °C por 1 min;y un paso final de
extension de 72 °C por 10 min.

Luego de la amplificacion, se sometio a electroforesis en gel de agarosa al 1,5%
(p/v) en 1X TAE tamponada durante 70 min a 80 V utilizando un marcador de peso
molecular de 1 Kb (Invitrogen ®).Los geles se fotografiaron en un
transiluminador UV (Marques et al., 2015).

Analisis estadistico

Para determinar si existian diferencias significativas en la prevalencia de las
diferentes cepas de S. aureus entre los diferentes tipos de muestras se analizaron
los datos de prevalencia mediante prueba de Chi-cuadrado con valor P de 2 colas
(P=<0,05) (Moore & Kirkland, 2007).

RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 78/356 cepas resultaron ser presuntivas para S. aureus en medio de
cultivo Baird-Parker, el cual es selectivo para coagulasa positiva. Las cepas
presuntivas fueron confirmadas con PCR, a través de la identificacion del gen nuc,
obteniéndose un total de 48/356 muestras positivas para Staphylococcus aureus

correspondiendo a un 13,5% del total (Tabla 3).

Tabla 3. Prevalencia de S.aureus en la cadena productiva avicola.
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Prevalencia
_ N° de Muestras
Tipo de muestra N S. aureus
muestras  positivas
(%)
Animales 120 14 11,7
Convencional 50 11 22,0(%)
Libre de jaula 70 3 4,3
Carne 98 15 15,3
Envasada 73 8 11,0
No envasada 25 7 28,0(%)
Huevo 138 19 13,8
Convencional 102 18 17,6(%)
Libre de jaula 36 1 2,8
Total 356 48 13,5

(*): Diferencia significativa mediante test de Chi cuadrado (P<0,05)

La prevalencia de S. aureus de acuerdo con el tipo de muestra (animal, carne,
huevo) no presentd diferencia significativa (P>0,05), dejando en claro que
independiente de la etapa de la cadena productiva se obtenga la muestra, no es
relevante para concluir que la prevalencia sea mayor o0 menor en alguna etapa de
la cadena productiva.

El tipo de manejo (convencional o libre de jaula) en las muestras de animales y
huevos presentaron diferencias significativas (P< 0,05), siendo mayor la prevalencia
en los sistemas convencionales. Esto se puede deber a que, en sistemas de
produccion intensiva, es mas probable que ocurra un aumento de infecciones
respiratorias o entéricas (Esperbent & Migliorati, 2017). En la carne envasada y no
envasada también se present6 diferencia significativa (P<0,05), siendo mayor en la
carne no envasada. La inocuidad y manipulacion de productos carnicos es un factor
muy relevante en la presencia de esta bacteria, ya que se detecta una significativa
contaminacién microbiolégica en la carne de pollo, indicando posibles deficiencias
en la cadena de manipulacién del alimento, desde la faena, produccion, envasado

y transporte hasta la comercializacién (Lopez et al., 2018).
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En el estudio realizado por Zhang et al. (2023), con una metodologia de aislamiento
e identificacibn muy similar, obtuvieron una prevalencia en la superficie de los
huevos de un 15,9%, siendo un valor muy cercano al 13,8% obtenido en este
estudio. Respecto a la prevalencia de la carne se compararon los resultados con el
estudio realizado por Li et al. (2019), en el cual se obtuvo una prevalencia en la
carne de pollo de un 20,5% en general, en comparacién al 15,3% de este estudio
es un valor levemente superior, lo cual puede deberse al alto nUmero de muestras
analizadas (507) siendo mas de 5 veces mayor al de este estudio, con una
metodologia de aislamiento e identificacion similar. Al comparar la prevalencia
obtenida por Li et al. (2019), en la carne de supermercado (10,8%) y la prevalencia
significativamente mayor en el mercado de agricultores locales (36,5%), son valores
muy similares a la prevalencia en este estudio en lo que respecta a la carne
envasada de supermercados (11%) y la carne no envasada obtenida del mercado
local (28%), dando cuenta de la alza en la prevalencia en mercados donde las
condiciones, reglamentaciones y fiscalizaciones en temas de higiene en el
procesamiento y almacenamiento de alimentos son minimas y en muchos casos
inexistentes, o que supone una alto nivel de contaminacién cruzada y un elevado
riesgo para la salud de los consumidores.

Si bien la metodologia aplicada en este estudio para el aislamiento e identificacion
mediante cultivo/PCR fue capaz de confirmar las cepas de S. aureus, implicé una
tarea de aproximadamente 5 a 7 dias de trabajo, mediante lo cual se recomienda la
aplicacion de metodologias como lo descrito por Velasco et al. (2014), donde se
aplica el método multiplex PCR en tiempo real (RT PCR), logrando identificar un
mayor nimero de cepas de S. aureus, identificando el gen nuc (confirmacién de S.
aureus), el gen mecA (S. aureus resistente a meticilina) y PVL (factores de
virulencia), método que demostré ser mas rapido que el método convencional
reduciendo el tiempo a 2 dias, con muestras nasales de animales (ovejas, cerdos y
vacas), en la cadena productiva de carne (cerdo, pollo y res), y en fiambre (jamon,
pavo y pollo). La optimizacién de los métodos de aislamiento e identificacién son

parte clave para el analisis microbioldgico en muestras clinicas y futuros estudios.
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La metodologia a aplicar en la deteccién de S. aureus es importante para
determinar la prevalencia correcta, como se indica en Gonzélez-Machado et al.
(2024), en donde se analizaron estudios similares, y se menciona que el
enriquecimiento previo de las muestras permite una mayor deteccion de muestras
positivas para S. aureus, mientras que cultivos selectivos a su vez suplementados
con cefoxitina aumentan la confirmacion de SARM, haciendo hincapié en la
necesidad de un protocolo estandarizado para la correcta deteccion de este
microorganismo en los alimentos.

Mediante el método fingerprinting (Apéndice 1) las muestras confirmadas fueron
separadas por su diversidad genética y se selecciond una muestra por cada cluster,
siendo seleccionadas 8 muestras de las 48 confirmadas para el posterior analisis

de susceptibilidad a antibiéticos (Tabla 4).

Tabla 4. Susceptibilidad a antibioticos de cepas de S. aureus aisladas de la cadena

roductiva avicola.
Cepa | Origen de muestra T. de Perfil de resistencia
produccion
HP68 Huevo plantel Convencional S/R
PP37 Piel plantel Libre CLO, PEN, TET
HS22 Huevo Convencional TRS-CIP-CLO
supermercado
CM7 Carne mercado Convencional CEX, CLIN, ERI, OXA, PEN,
local TET, TRS, CIP
PP3 Piel plantel Convencional S/R
HS17 Huevo Libre TRS
supermercado
HM14 Huevo mercado Convencional TET
local
CM11 Carne mercado Convencional CEX, CLIN, ERI, OXA, PEN,
local TET

CEX: Cefoxitina; CEF: Ceftarolina; CIP: Ciprofloxacina; CLIN: Clindamicina; CLO: Cloranfenicol; ERI:
Eritromicina; GEN: Gentamicina; OXA: Oxacilina; PEN: Penicilina; TET: Tetraciclina; TRS:
Trimetroprima-sulfametoxazol; VAN: Vancomicina; S/R: Sin resistencia; N/A: No aplica.

De un total de 8 cepas, 6 resultaron ser resistentes a antibiéticos, siendo 4 de
éstas multirresistentes, presentando resistencia a 3 0 mas clases de antibiéticos. La
cepa CM7 aislada de carne de pollo del mercado local con manejo de produccién

convencional, present6 resistencia a 7 clases de antibiodticos tales como cefoxitina,
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clindamicina, eritromicina, oxacilina, penicilina, tetraciclina, y Trimetroprima-
sulfametoxazol, indicando ser una cepa multirresistente. La segunda cepa
multirresistente fue la cepa CM11 aislada desde carne del mercado local con
manejo de produccion convencional, fue resistente a 5 clases de antibioticos como
cefoxitina, clindamicina, eritromicina, oxacilina, penicilina y tetraciclina. La cepa
PP37 aislada directamente de la piel de un ave de un plantel libre de jaula fue
resistente a 3 clases de antibioticos como cloranfenicol, a penicilina y tetraciclina, la
cepa HS22 aislada desde huevos de supermercado con un manejo de produccion
convencional, presentd resistencia a 3 clases de antibidticos como trimetroprima-
sulfametoxazol, ciprofloxacina y cloranfenicol. La cepa HS17 aislada de huevos de
supermercado con manejo de produccion libre de jaula solo fue resistente a
trimetroprima-sulfametoxazol, la cepa HM14 aislada de huevos del mercado local
con un manejo de produccion convencional present0 resistencia solo a la
tetraciclina. Las cepas HP68 y PP3 fueron susceptibles a todos los antibioticos.

El uso de antibidticos en produccién animal supera su uso en salud humana en
muchos paises superando el 60% del uso total es destinado a uso animal (Van
Boeckel et al., 2019).

El empleo de antibioticos en la agricultura es menor en comparacion con su
aplicacion en la crianza de animales. No obstante, dado que estos compuestos
entran en contacto directo con el suelo y el entorno, incluso una cantidad
relativamente infima puede ejercer un impacto desproporcionado en el reservorio
global de genes (Stockwell & Duffy, 2012). El uso indiscriminado de antibioticos en
todos estos aspectos que de una u otra forma afectan directa o indirectamente al
desarrollo de resistencia puede causar un punto de no retorno, en el cual cada vez
menos antibidticos sean capaces de cumplir su rol a causa de las nuevas
resistencias. Los antibioticos utilizados como promotores del crecimiento sin fines
médicos mejoran el rendimiento productivo de los animales, reduciendo la
mortalidad, permitiéndole a las industrias y productores mayor eficiencia y elevar
sus ganancias (Kasimanickam et al., 2021), pero a su vez contribuyendo al

desarrollo de la resistencia antimicrobiana.
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En Chile existe el Programa de Uso Responsable y Prudente de los
Antimicrobianos en la Produccion Primaria Nacional creado por el Servicio Agricola
y Ganadero (SAG, 2022), el cual, promueve un correcto uso de éstos, pero también
mediante la Resolucion exenta N°:6801/2017, se prohibe actualmente el uso de
antimicrobianos como promotores del crecimiento animal, indicando que el uso de
estos farmacos debe ser Unica y exclusivamente de forma terapéutica, metafilactica
o profilactica, debiendo ser administrados por un médico veterinario (SAG, 2017).

Diversas investigaciones concuerdan en que la resistencia a penicilina, meticilina
y vancomicina estan codificadas por los genes blaZ (betalactamasa), mecA (PBP2a)
y vanA (dipéptido D-alanina- D-alanina), respectivamente (Akpaka et al., 2017), por
lo que seria interesante identificar la presencia de estos genes en estudios futuros.

Estudios detallan la presencia de un nuevo gen denominado mecC, perteneciente
al complejo genético mec, el cual comparte alrededor de un 61% de homologia en
la secuencia de aminoacidos con el PBP2a original (mecA), ambos genes se
encuentran presentes en el casete cromosémico estafilococico mec (SCC mec), la
presencia de este gen mecC ha ocasionado un alto numero de PCRs negativos para
el gen mecA. El gen mecC presenta mayor afinidad con la oxacilina, mientras que
el gen mecA tiene mayor afinidad con la cefoxitina (Lakhundi & Zhang, 2018). Lo
anterior sugiere que para una mejor deteccion de S. aureus resistente a antibidticos
debe de considerarse el uso de partidores especificos para el gen mec y a su vez
mas especificamente para los genes mecA y mecC para una diferenciacion y asi
evitar falsos negativos en futuros estudios, otorgando una mayor precision al
identificar estas cepas y su relacién con los perfiles de resistencia antimicrobiana.

Se han descrito por lo menos 13 clases de SCC mec, en cepas de SARM dando
cuenta de la amplia variabilidad genética existente a nivel bacteriano, esto sumado
a su rapida velocidad de incubacion en condiciones favorables, posicionan a S.
aureus y a las bacterias resistentes en general como una de las mayores amenazas
y desafios para la industria alimenticia y para la salud humana en el presente y
futuro buscando desarrollar nuevas alternativas para el combate de bacterias

resistentes a antibioticos (Lakhundi & Zhang, 2018).
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En la Figura 1 se muestra el resultado de una electroforesis para observar la
presencia de genes asociados a la produccion de las diferentes enterotoxinas: SEA,
SEB, SEC, SED, SEE. Se incluyeron las cepas CC007, CE004, CC015, obtenidas
de carne de cerdo envasada y de carniceria en un estudio realizado por Lofa et al.
(2019), y las cepas de referencia ATCC25923, ATCC43300 y ATCC13076. De las
8 cepas seleccionadas anteriormente para el andlisis de susceptibilidad a los
antibiodticos, solo 2 presentaron posibles genes asociados a la produccion de
enterotoxinas, las cuales fueron CM7 y CM11. La carne al ser el producto que es
mayormente procesado es almacenada a temperaturas bajo 0°C y para consumirlo
se debe calentar al menos por sobre los 70°C, y en vista y consideracion de que las
SEs pueden soportar ambas temperaturas es importante considerar este tipo de
analisis para enterotoxinas como requisitos necesarios para garantizar una mejor
seguridad alimentaria para los consumidores.

La correlacion entre el peso molecular del marcador utilizado y las cepas,
muestran que existe la posibilidad que la cepa CC007 sea positivas para el gen que
codifica para la enterotoxina SEA. Mientras que la cepa CC015 muestra un posible
indicador positivo para la enterotoxina SEB. Las cepas CM7 y CM11 aisladas en
este estudio presentaron pesos moleculares variados indicando posibles positivos
para las enterotoxinas SEA en ambos casos y para las SEB y SED,
respectivamente. La cepa CE004 no presentd banda positiva para enterotoxinas.

Si bien el instituto de Salud Publica (ISP) de Chile cuenta con diversos estudios,
en los cuales identifican cepas de S. aureus productoras de enterotoxinas, no se
cuenta con una reserva de cepas de referencias positivas para estos genes, por lo
gue no se pudo confirmar si las cepas de este estudio eran positivas en la presencia
de estos genes. Para esto existen otros métodos como la secuenciacion del ADN y
la deteccion de la proteina de la enterotoxina mediante inmunoensayos, lo cual seria
interesante aplicar para una investigacion a futuro, que pueda confirmar si estas
cepas son positivas para estas enterotoxinas, a su vez de poder establecer un
protocolo estandar con cepas de referencia para mejores resultados y asi en un
futuro poder modificar las pruebas que se realizan previamente a los alimentos para

gue puedan ser comercializados de manera segura a los consumidores.
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Figura 1. Electroforesis para genes asociados a enterotoxinas

En el Reglamento Sanitario de los Alimentos (Ministerio de salud, 2024) existen
exigencias microbiolégicas que deben cumplir los diferentes tipos de alimentos, en
el caso de la carne de ave cruda y huevos solo hay restriccion para Salmonella spp.
Por otra parte, respecto a S. aureus hay restricciones para productos como cecinas
crudas y cocidas, pescados ahumados y cocidos, como también diversas salsas,
entre otros alimentos, pero ninguno para de la cadena productiva avicola.

Es importante que se deba considerar a futuro un cambio en las medidas
restrictivas, no solo para S. aureus, sino también para S. aureus enterotoxigénico y
resistente a antibioticos, debido a su capacidad para producir intoxicaciones
alimentarias, a modo de ir actualizando las normativas en busca de un mejor control
a nivel sanitario de higiene e inocuidad de los alimentos que beneficie a la industria

alimenticia y a los consumidores.

CONCLUSIONES

De los resultados obtenidos se puede concluir que:
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1. Staphylococcus aureus esta presente en la cadena productiva avicola, siendo su
prevalencia mayor en animales y productos provenientes de sistemas de produccién
convencionales e intensivos en jaulas.

2. Existen cepas de S. aureus multirresistentes en la cadena productiva avicola,
siendo mas comun la resistencia a antibiéticos 3-lactamicos.

3. Existe la necesidad de contar con un protocolo répido y efectivo en la deteccién
tanto de cepas resistentes como productoras de enterotoxinas para una futura
modificacién de las normativas incluyendo a S. aureus resistente a antibiéticos y

enterotoxigénico en alimentos.
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Apéndice 1. Cladogramas de cepas positivas de S. aureus aisladas de la cadena
productiva avicola.
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Cladogramas que muestran la diferencia a nivel genético entre las diversas muestras que resultaron
positivas a Staphylococcus aureus mediante un andlisis PCR preliminar.




