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RESUMEN

El pingũino de Magallanes (Spheniscus magellanicus) es el más abundante del género

Spheniscus, vive en Argentina, Chile y las Islas Falkland y es considerado centinela de la

vida marina. Salmonella enterica es importante en aves silvestres, ya que se ha descrito la

transmisiôn directa de la bacteria desde éstas a otros animales incluyendo el ser humano. El

rol de la actividad humana en la presencia de Salmonella en pingũinos no está clara.

Existen pocos estudios sobre Salmonella en pingũinos, siendo los serovares Typhimurium y

Enteritidis patôgenos para ellos, desconociéndose la presencia de cepas resistentes a los

antibiôticos en estas aves. El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de cepas

de S. enterica con resistencia a antimicrobianos en heces de S. magellanicus, de la regiôn

de Magallanes y la Antártica Chilena. A partir de 2114 muestras se aislaron 8 cepas

pertenecientes a los serovares Agona y Enteritidis, obteniendo una tasa de aislamiento de

0,38%. Aunque todas las cepas resultaron ser sensibles a Cefradina, Cefadroxilo,

Enrofloxacino, Amoxicilina + Ácido Clavulánico, Gentamicina y Sulfametoxazol +

Trimetoprim, se detectô resistencia a los antibiôticos Tetraciclina, Ampicilina, Ceftiofur y

Cefotaxima. Estos resultados confirman la presencia de S. enterica en Pinguinos

Magallánicos de la Regiôn de Magallanes y la Antártica Chilena, y sugieren que existe un

efecto antropogénico por el uso de antibiôticos tanto en humanos como en animales

domésticos, debido al aumento de la actividad turística y asentamientos humanos (actividad

minera y agropecuaria en Seno Otway, y transporte marítimo en el estrecho de

Magallanes), incrementando el volumen de desechos en época turística.

Palabras claves: Spheniscus magellanicus, Salmonella enterica, Chile



ABSTRACT

The Magallanic penguin (Spheniscus magellanicus) is the most abundant of the genus

Spheniscus, lives in Argentina, Chile and the Falkland Islands and are considered sentinels

of marine life. Salmonella enterica is important in wild birds because it has been described

the direct transmission of the bacteria from wild birds to others animals including the

human. The role of human activity in the presence of Salmonella in penguins is unclear.

There are few studies on Salmonella in penguins, being the serovars Typhimurium and

Enteritidis pathogens, the presence of antibiotic-resistant strains in these birds is unknown.

The objective of this study was to determine the presence of strains of S. enterica with

antimicrobial resistance in S. magellanicus, in the Region de Magallanes y la Antartica

Chilelna. From 2114 samples were isolated 8 strains belonging to serovars Agona and

Enteritidis, obtaining an isolation rate of 0.38%. Although all strains were found to be

sensitive to Cephradine, Cefadroxil, enrofloxacin, amoxicillin + clavulanate, gentamicin

and Sulfamethoxazole + Trimethoprim, was detected tetracycline, ampicillin, ceftiofur and

cefotaxime resistance. These results confirm the presence of S. enterica in Magellanic

penguins in the region ofMagallanes and Chilean Antarctica, and suggest an anthropogenic

effect by the use of antibiotics in humans and pets, due to the increase of tourism and

human settlements (mining and agricultural activity in Seno Otway, and shipping in the

Strait ofMagellan), increasing the volume ofwaste in tourist season.

Key words: Spheniscus magellanicus, Salmonella enterica, Chile



INTRODUCCIÔN

Dentro de los Spheniciformes hay cuatro especies de pingiiinos del género Spheniscus que

ocupan las zonas templadas, en las costas despobladas de los océanos Atlántico y Pacífíco.

Estas especies son el pingũino de Galápagos (Spheniscus mendiculus), el pingûino

Magallánico (S. magellanicus) (Boersma, 2008), el pingũino de Humboldt (S. humboldtí) y

el pingũino Africano (S. demersus). El más abundante de los pinguinos de estas zonas es el

pingúino Magallánico, con una poblaciôn de más de un millôn de parejas reproductoras,

que vive en Argentina (en 63 zonas), Chile (al menos 10 localidades) y en las Islas

Malvinas (Falkland Islands) con migraciôn hacia el norte, hasta el sur de Brasil e incluso

con algunos reportes tan al norte como en El Salvador. Hacia el sur se han descrito en la

Isla Avian en la Península Antártica, además de Australia y Nueva Zelanda (IUCN, 2012).

Es muy probable que la poblaciôn de pingúino Magallánico este disminuyendo, debido a la

expansiôn de la pesca que afecta su fuente alimenticia (Boersma, 2008). Al respecto, las

tendencias son inciertas, pero hay descensos significativos en algunas áreas, con mortalidad

sustancial debido a una variedad de amenazas, existiendo actualmente una poblaciôn de 1,3

millones de parejas reproductoras (IUCN, 2012).

Los pinguinos son considerados centinelas de la vida marina, ya que reflejan la variaciôn

oceánica regional de mejor manera que otras aves marinas, como son los cambios en el

medio ambiente producidos por la presiôn de pesca, la variaciôn climática y la

contaminaciôn por petrôleo, que es un factor importante en la disminuciôn de la poblaciôn

de estas aves (Boersma, 2008). Las actividades o asentamientos humanos como son el

aumento del turismo, las estaciones de investigaciôn, además de la presencia de

embarcaciones privadas (Barbosa y Palacios, 2009) en la regiôn de Magallanes podrían

tener un impacto en la poblaciôn de pingũinos (Boersma, 2008). Aun así el rol del ser

humano en la presencia de Salmonella en pingúinos no está clara (Dimitrov et al, 2009).

Salmonella es un grupo diverso de enterobacterias Gram negativas (Tizard, 2004), de

carácter baciliforme (Sanchez-Vargas et al, 2011) y anaerobias facultativas (Health

protection agency, 2007). Actualmente este género se divide en dos especies, Salmonella

bongori y S. enterica, esta última con seis subespecies y más de 2.500 serovares (Levantesi,

et al, 2Q\2).
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Se descnbe que Salmonella vive en el interior del tracto intestinal de vertebrados, la que

puede causar enfermedad tanto en mamíferos, incluyendo al ser humano, como en aves

(Tizard, 2004). Usualmente es patôgena en estas últimas, pero solo bajo condiciones de

estrés (Barbosa y Palacios, 2009).

Al parecer la prevalencia de Salmonella en poblaciones de aves silvestres migratorias sanas

es baja, especialmente en el caso de aves que residen en lugares alejados de la actividad

humana, como granjas o plantas de aguas residuales (Tizard, 2004). Hernández et al,

(2003) muestrearon 2.377 aves migratorias en diferentes épocas durante el ano, en una

estaciôn de investigaciôn costera en el sureste de Suecia, donde aislaron solo una

Salmonella, serotipo Schleissheim desde un Tordo Charlo (Turdus viscovorus). Esto

concuerda con un estudio donde Palmgren et al, (2000) no lograron aislar Salmonella

desde 101 paseriformes, capturadas en Suecia, durante la migraciôn de primavera. En el

caso de albatros y pingũinos de la Antártica se han detectado 5 serotipos de Salmonella, S.

Enteritidis, S. Havana, S. Typhimurium, S. Gallinarum y S. Pullorum A (Barbosa y

Palacios, 2009). Dimitrov et al, (2009), determinaron que S. Typhimurium y S. Enteritidis

se consideran patogenas en pingũinos. En tanto que en otro estudio realizado por Olsen et

al, (1996) se determinô una tasa de aislamiento de 3,33%, sugiriendo una baja incidencia

en pingũinos Papúa en la Isla Bird, Georgia del Sur en el Atlántico Sur.

En cuanto a la resistencia y susceptibilidad a antimicrobianos en aves silvestres, Hudson et

al, (2000), reportan resistencia a sulfametoxazol, estreptomicina, ampicilina, tetraciclina,

cloranfenicol y kanamicina. En relaciôn con la resistencia antimicrobiana en pingũinos hay

muy pocos antecedentes, y uno de ellos es lo realizado por Miller et al, (2009), donde se

encontrô la presencia de resistencia a antibiôticos en aislados de microflora comensal desde

heces de pingũinos siendo ésta alta y muy variada. En dicho estudio proponen que es

necesaria mayor investigaciôn sobre resistencia antimicrobiana en heces de pinguinos, para

determinar si el alto valor encontrado es debido a la interacciôn con poblaciones humanas o

es una característica natural de la microflora asociada a los pingũinos. Junto con esto se

puede agregar que no existen estudios de resistencia a antibioticos en S. enterica. Además,

Miller et al, (2009) también sugieren que las poblaciones humanas pueden alterar los

perfiles de antibiôticos de las poblaciones bacterianas naturales, incluso cuando se hagan
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los esfuerzos para minimizar los impactos medio ambientales. A su vez indican que aun

cuando se ha minimizado el uso de antibiôticos por parte de los humanos, se ve un aumento

en la resistencia bacteriana frente a los antimicrobianos.

En el mundo no existen antecedentes de infecciôn por S. enterica en S. magellanicus,

informaciôn de importancia para contribuir en la evaluaciôn de la situaciôn sanitaria de

estos animales y del impacto de la actividad humana sobre colonias de aves y lugares

considerados como no intervenidos.

El objetivo de este estudio fue determinar la presencia de cepas de S. enterica y su

resistencia a los antimicrobianos en Pingũinos Magallánicos (S. magellanicus) de la Regiôn

deMagallanes y la Antártica Chilena.
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Se analizaron 2.114 muestras de heces de S. magellanicus obtenidas desde el ambiente o

desde la cloaca con tôrulas con medio de transporte Cary-Blair. Los animales fueron

muestreados en Isla Magdalena y Seno Otway en la Regiôn de Magallanes y la Antártica

Chilena, durante los meses de enero y febrero del 2012 y 2013 (Figura 1), siendo 1.054

obtenidas desde Isla Magdalena y 1.060 desde Seno Otway. Este trabajo se realizô en el

marco del proyecto Fondecyt N°l 110255, que contô con las autorizaciones bioéticas y de

bioseguridad respectivas. Las muestras fueron transportadas vía aérea desde la Regiôn de

Magallanes y la Antártica Chilena hasta la Regiôn Metropolitana.

Aislamiento bacteriolôgico

El contenido fecal de cada tôrula se inoculô en tubos de ensayos con 5 mL de agua

peptonada fosfatada (APT, Difco®) suplementada con 20 mg/mL Novobiocina (Sigma®) y

se incubaron a 37° C por 18 a 24 horas. Luego 100 uL de la suspensiôn bacteriana se

sembraron en agar modificado semisolido Rappaport Vassiliadis (MSRV, Oxoid®)

suplementado con 20 mg/mL novobiocina e incubaron por 24 a 48 horas a 41,5° C.

Aquellas muestras que presentaron crecimiento y/o difusiôn se sembraron por agotamiento

en agar Xylose Lysine Deoxycholate (XLD, Difco®) y se incubaron a 37° C por 24 horas.

Aquellas cepas con colonias oscuras o translucidas se confirmaron mediante la detecciôn

del gen invA en una prueba de PCR, para lo cual se tomô una colonia y se suspendiô en 100

uL de agua destilada estéril, se hirviô por 15 min y luego la suspensiôn se centrifugô por 5

min a 5.000 rpm. Se preparô una mezcla de la reacciôn según los volúmenes de la Tabla 1

(10 uL vol. final por reacciôn), y la amplificaciôn se realizô según los tiempos indicados en

Tabla 2.

Los aislados se serotipificaron mediante método de Kauffmann White en el Instituto de

Salud Pública de Chile (ISP).
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Detecciôn de resistencia a antimicrobianos

Se realizô el método Kirby-bauer utilizando sensidiscos con los siguientes antibiôticos:

Enrofloxacino (lOug), Amoxicilina + Ácido Clavulánico (30ug), Cefotaxima (30ug),

Gentamicina (lOug), Tetraciclina (30ug), Sulfametoxazol + Trimetoprim (25ug), Ceftiofur

(30ug), Cefradina (30ug), Ampicilina (10ug) y Cefadroxilo (30ug). Para el procedimiento

se utilizô agar Muller-Hinton, preparado de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Las

cepas se inocularon en 2 mL de APT y se incubaron por 18 a 24 hrs a 37° C, luego la

suspensiôn bacteriana se inoculô en 5 mL de APT, se midiô en OD6oo en espectrofotômetro

incubando en agitaciôn a 37° C hasta alcanzar un OD600 de 0,25 (1-5 x 108 UFC/mL). La

suspensiôn bacteriana se sembrô en las placas de agar MH de forma uniforme, usando una

tôrula de algodôn estéril, cada placa se dejô secar unos minutos y luego se colocaron los

sensidiscos con los respectivos antibiôticos ya mencionados (CLSI, 2010). La prueba se

estandarizô por medio de la cepa de E. coli ATCC 25992 obteniendo como resultados la

sensibilidad para todos los antibiôticos.

Análisis Estadístico

Los resultados se analizaron mediante el estadístico de x2 en tablas de contingencia para

variables categôricas utilizando el programa Infostat® (versiôn 2010).

Bioseguridad

Esta bacteria está clasificada como agente de riesgo intermedio (CONICYT, 2008), y sus

medidas de contenciôn son de nivel de aislamiento tipo II. Los protocolos de manejos de

muestras se realizaron en una cabina de bioseguridad nivel IIA, el acceso a los laboratorios

esta restringido, y se utilizaron desinfectantes y contenedores para material contaminado

que fueron autoclavados antes de su eliminaciôn.
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RESULTADOS

A partir de las 2.114 muestras de S. magellanicus provenientes de la Regiôn de Magallanes

y la Antártica Chilena, de las cuales 1.054 fueron obtenidas en la Isla Magdalena y 1060

desde Seno Otway, se aislaron 8 cepas de S. enterica (Tabla 3). En el caso de Isla

Magdalena el porcentaje de aislamiento fue de 0,19% y en Seno Otway de 0,56%, teniendo

en total una tasa de aislamiento de 0,38%.

Al realizar el análisis de los resultados se pudo observar diferencias (p<0,05) en el

porcentaje de serovares aislados según ano de muestreo (Figura 2.).

En cuanto a la ensayo de Kirby-Bauer, se detectaron fenotipos de resistencia a los

antimicrobianos Tetraciclina, Ampicilina, Ceftiofur y Cefotaxima (Figuras 3, 4 y 5), siendo

diferente (p<0,05) la resistencia a tetraciclina entre los serovares aislados, Figura 4.
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DISCUSIÔN

Los resultados obtenidos a partir de las muestras del estudio confirman la presenciå de S.

enterica, en S. magellanicus . Además, sugieren que la tasa de infecciôn de Salmonella en

pinguinos en nuestro país es de 0,38%, un valor menor que la tasa de aislamiento de 3,33%

obtenida por Olsen et al, (1996) en pingũinos Papúa, en la Antártica. Esta diferencia se

puede deber a varios factores, entre los cuales podrían estar la temperatura ambiental y el

tamano muestral empleado en cada estudio, ya que en el trabajo de Olsen et al, (1996) el

número de muestras fue considerablemente menor que el utilizado en este trabajo y la

temperatura en la que se encontraban los hospederos es considerablemente menor en la

Antártica.

El porcentaje de serovares aislados por ano (Figura 2.) indica que el serovar Enteritidis ha

aumentado de un ano para otro, lo que nos podría evidenciar que la influencia del ser

humano en las colonias de pingũinos tiene variaciones temporales debido al aumento del

turismo y la urbanizaciôn en esas zonas, lo que podría generar un problema sanitario en S.

magellanicus debido a que S. Enteritidis es considerada patôgena para los Sphenisformes

(Dimitrov et al, 2009), como también puede deberse a la interacciôn directa o indirecta con

otras aves domésticas o silvestres, estas últimas de carácter migratorio. Además podemos

ver una disminuciôn del serovar Agona, cuyos principales reservorios son cerdos, pavos y

pollos (Jackson etal., 2013).

Con respecto a la resistencia a antimicrobianos, Naghoni et al, (2010) indican que el

fenotipo de multiresistencia ha ido aumentando significativamente en cepas de Salmonella,

teniendo más de un 68% de los aislamientos multiresistencia a los fármacos. Esto da mayor

trascendencia a los resultados de este trabajo, ya que los pingũinos de Magallanes podrían

actuar como reservorios de cepas con resistencia a antimicrobianos y con potencial

patogénico y zoonôtico en nuestro país.

Si bien es cierto no existen estudios de resistencia a antimicrobianos de Salmonella en

pingũinos, el ISP ha realizado algunos análisis de resistencia a antibiôticos en cepas de S.

Enteritidis obtenidas a partir de muestras de seres humanos y de alimentos, no encontrando

resistencia frente a ciprofloxacino, ampicilina, cefotaxima, cloranfenicol, cotrimoxazol ni
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ácido nalidíxico. Sin embargo, no evalúan la resistencia a tetraciclina, por lo que no se

puede contrastar con los resultados de este estudio. Con respecto a S. Agona, no existen

cepas estudiadas por el ISP. Podríamos inferir, que en el caso de los lugares de donde

provienen las muestras analizadas en el presente estudio las aves portadoras podrían tener

relaciôn con algunos asentamientos humanos (Figura 3.). Así por ejemplo, en el caso de

Seno Otway existen las instalaciones de la mina Invierno, mina Adela y mina Río Eduardo

en la localidad de Isla Riesco. Además, en los alrededores de los sitios de nidificaciôn de

los pingũinos existen predios ganaderos lo que implica intervenciôn humana o efecto

antrôpico. En tanto que en el caso de Isla Magdalena, existe un gran flujo de buques y

cruceros que hoy en día están transitando por el estrecho de Magallanes, lo que conlleva a

que exista una eliminaciôn de un volumen de deshechos considerable en el lugar, sobretodo

en la época turística, donde además es la fecha en que las colonias de pingũinos son más

numerosas y tienen individuos neonatos más susceptibles a todo tipo de infecciones.

En la Figura 4, se observa que el serovar Enteritidis presenta una mayor resistencia a

tetraciclina, siendo la totalidad de las muestras obtenidas el ano 2013 resistentes a dicho

antibiôtico, situaciôn que se había reportado anteriormente por Douadi et al, (2010) con el

serovar Typhimurium, los que obtuvieron una tasa de resistencia a tetraciclina de 70,2% en

muestras obtenidas desde humanos, bovinos, gallinas y cerdos. En el mencionado estudio,

se sugiere el uso de tetraciclina en la alimentaciôn animal como promotor del crecimiento,

lo que explicaría ese resultado (Douadi et al, 2010).

En cuanto al análisis de la resistencia antimicrobiana por ano de muestreo (Figura 5.), solo

se detectô resistencia a tetraciclina el ano 2013, a diferencia del afio anterior donde si hubo

resistencia a otros antibiôticos como ceftiofur, cefotaxima y ampicilina. Este último

antibiotico junto con trimetoprim-sulfametoxazol y cloranfenicol fueron drogas de elecciôn

para el tratamiento de infecciones severas de Salmonella durante muchos anos, pero las

crecientes tasas de resistencia obligaron a un cambio en las drogas de elecciôn para el

tratamiento, siendo actualmente recomendadas las fluoroquinolonas y las cefalosporinas de

amplio espectro (Reis et al, 2011). En este sentido, se debe tener precauciôn con la

pertinencia y calidad de las terapias en uso, ya que se ha encontrado resistencia en los

medicamentos que son usados como tratamiento para la salmonelosis en la actualidad,
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como ceftiofur y cefotaxima que son cefalosporinas de amplio espectro, como se evidencia

en este trabajo.

Estos resultados dejan en claro la necesidad de continuar la evaluaciôn de la infecciôn por

S. enterica en pingũinos, y de los fenotipos de resistencia a antimicrobianos detectables en

estas cepas, como indicadores del efecto antropogénico en la zona austral y su potencial

impacto en la salud pública, en la salud animal y en la conservaciôn de la fauna acuática de

nuestro país.
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ANEXOS
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Figura 1. Mapa de las zonas donde fueron obtenidas las muestras para el estudio. A.-Seno

Otway. B.-IslaMagdalena.

Tabla 1 . Formulaciôn del mix para la realizaciôn del PCR para la confirmaciôn de /,

Salmonella enterica. /?'

Vol para 1 reacciôn

(uL)

Vol para virulotipo

completo de 1 cepa

Buffer lOx 1 10

MgCl 50mM 0,27 2,7

dNTPs 10 mM 0,2 2

TaqPol platinum 0,05 0,5

Templado 0,5 5

Agua 6,98 69,8
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Tabla 2. Condiciones de amplifícaciôn para la realizaciôn de PCR.

Condiciones de Amplificaciôn.
TO

Tiempo N° ciclos

94 5 min 1

94 30 seg

3555 30 seg

72 50seg

72 7min 1

Tabla 3. ID de la cepa, ano de obtenciôn, serovar, procedencia y fenotipo de resistencia de

las cepas positivas a Salmonella enterica.

ID Cepa Ano Serovar Procedencia Tetraciclina Ampicilina Ceftiofur Cefotaxima

SEN36 2012 Enteritidis Seno Otway 0 0 0 0

SAG33 2012 Agona Isla Magdalena 0 0 1 0

SA644 2012 Agona Seno Otway 0 0 1 0

SAG45 2012 Agona Isla Magdalena 0 1 1 1

Spplll 2013 Enteritidis Seno Otway 1 0 0 0

Sppll2 2013 Enteritidis Seno Otway 1 0 0 0

Sppll3 2013 Enteritidis Seno Otway 1 0 0 0

Sdd114 2013 Enteritidis Seno Otway 1 0 0 0
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Figura 2. Porcentaje (%) de serovares aislados desde muestras de pingtiinos de Magallanes

según ano (p<0,05)
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Figura 3. Resistencia a antibiôticos según procedencia de las cepas aisladas desde

pingũinos de Magallanes.
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Figura 4 Resistencia a antibiôticos según serovar (p<0,05) de las cepas obtenidas desde
pingũinos de Magallanes.
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según ano.
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