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Resumen

La salmonelosis corresponde a una de las enfermedades de mayor propagacion a nivel
mundial y varios estudios en multiples paises han confirmado a los sistemas de produccién como
un posible punto de origen de la infeccion, la cual puede llegar hasta la mesa de los
consumidores. A partir de esto y sumado a la falta de informacion en el estudio de la enfermedad

y prevalencia en produccién primaria a nivel nacional, se propuso el presente proyecto.

El presente estudio se realiz6 con el objetivo de determinar la prevalencia y perfiles de
resistencia a antibioticos de Salmonella enterica no tifoidea recuperada de muestras fecales en
bovinos de leche durante la etapa de postparto dentro de la Region Central y Huetar Norte del
territorio costarricense durante el afio 2019. Para cumplir nuestro objetivo, se realizo el muestreo
de diez fincas entre las dos regiones para analizar un total de 300 muestras fecales, se incluyeron
fincas que se mantuvieran con poblaciones entre los 100 - 180 animales; los animales incluidos

en el estudio debian encontrarse entre las primeras tres semanas postparto.

Todas las muestras pasaron por un proceso para deteccién y aislamiento de Salmonella
enterica no tifoidea, asi mismo a aquellas muestras que resultaron positivas, se les realizé un
protocolo para determinacion de sensibilidad antibidtica. La prevalencia general obtenida
result6 ser de un 6% (18/300), a nivel de region las prevalencias correspondieron a un 7,77%
(14/180) en la Region Huetar Norte y un 3,33% (4/120) en la Region Central. En cuanto a la
etapa postparto un 44,44% (8/18) de las muestran positivas provinieron de animales dentro de
la primera semana postparto, mientras que para la segunda y tercera semana postparto se aislo

un 27,77 % (5/18).



xii

De las pruebas de sensibilidad a antibioticos realizadas a los aislamientos, se obtuvo un
72,22% (13/18) de pansusceptibilidad a todos los antibiéticos analizados, mientras que un
27,77% (5/18) presentaron monorresistencia a la nitrofurantoina. No se encontraron bacterias

parcialmente resistentes ni multirresistencia en ninguno de los aislamientos.

Adicionalmente se realizd una inspeccion a todas las granjas visitadas para observar
diferentes aspectos de manejo, y considerar varios factores predisponentes para cada una de las
fincas que podrian generar una influencia sobre la presencia de la bacteria. Con el objetivo de
informar a los productores sobre estas inconformidades y realizar las correcciones pertinentes
para poder mejorar sus sistemas de produccién y de esta formar disminuir o prevenir la presencia

de la bacteria en estos.

A partir de este estudio se determind por primera vez datos relacionados con la
prevalencia y resistencia a antibioticos de Salmonella spp. en fincas dentro del territorio
costarricense, sin embargo, también instamos por un aumento en la escala de futuros estudios
no sélo en cuanto a poblaciones, sino también en cuanto a relacion de variables que pueden
afectar de manera directa la presencia de la bacteria en las explotaciones pecuarias. Con todo
esto, sera posible tener un panorama amplio de su epidemiologia en el pais y por ende generar
un programa de mitigacién con el proposito de asegurar la inocuidad alimentaria desde la granja

a la mesa bajo el paradigma de Una Salud.
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Abstract

Salmonellosis corresponds to one of the diseases with the greatest spread worldwide and
several studies in multiple countries have confirmed production systems as a possible point of
origin of the infection, which can reach the consumer’s table. Based on this, added to the lack

of development in the study of the disease at a national level, the present project was proposed.

The present cross-sectional study aimed to determine the prevalence and antibiotic
resistance profiles of non-typhoidal Salmonella enterica recovered from fecal samples of
postpartum dairy cattle located at the Central and Northern Region of Costa Rica during 2019.
For this, a total of 300 fecal samples from ten farms were analyzed. Inclusion criteria considered

dairy cows within the 1-3 weeks postpartum from medium size herds of 100 - 180 animals.

All samples were subjected for the detection and isolation of non-typhoid Salmonella
enterica, and an antibiotic susceptibility profile was carried out to all recovered isolates. The
overall prevalence of fecal Salmonella was 6% (18/300), with 7.77% (14/180) at the Huetar
Norte Region and 3.33% (4/120) at the Central Region. Regarding the postpartum stage, 44.44%
(8/18) of the positive samples were obtained from animals within the first postpartum week, and

27.77% (5/18) corresponded to the second and third postpartum weeks.

The antibiotic susceptibility showed a 72.22% (13/18) pansusceptible isolates to all the
15 analyzed antibiotics, while 27.77% (5/18) presented mono resistance to nitrofurantoin. Non

intermediate resistant or multi-resistant isolates were found in this study.

Additionally, management practices and biosecurity measures were analyzed in all

visited farms considering various predisposing factors that could have influence on the spread



Xiv

of Salmonella between animals and environment. A feedback of findings and corrective
measures were provided to all producers in order to improve the management practices and

prevention strategies to decrease Salmonella prevalence.

The present study offers unique preliminary data related to the prevalence and antibiotic
resistance of Salmonella enterica on farms in Costa Rica. Larger scale studies are highly
recommended to address the impact of production practices that can directly affect the presence
of the bacterium in livestock. This type of studies provides an insight of farm practices that
could be addressed to mitigate the spread of infectious diseases with animal and human impact

under a One Health approach.



1. Introduccion

1.1 Antecedentes

1.1.1. Generalidades de Salmonella spp.

Salmonella es una enterobacteria Gram-negativa, no formadora de esporas, anaerobia
facultativa, movil por sus flagelos peritricos (con excepcién de S. enterica Gallinarum y
Pullorum), fermentadora de glucosa con produccion de &cido y gas, incapaz de metabolizar
lactosa y con una temperatura éptima de crecimiento entre los 5 °C y 38 °C (Forsythe, 2011).
Aislada por primera vez en 1855 por Daniel Salmon (Lennington 1967; Hardy 2015),
Salmonella esta clasificada en dos especies S. enterica y S. bongori (Forsythe 2011), en
donde la primera se divide a su vez en seis subespecies incluyendo enterica, salamae,
arizonae, diarizonae, houtenae e indica (Tindall 2005) y abarcan aproximadamente 2600
diferentes serovares dependiendo de sus antigenos flagelares (H), capsulares (K) y somaticos
(O) (Jajere 2019). Taxondémicamente los serovares se deben escribir con letra maydscula y
no en cursiva. Asi, Salmonella Enteritidis hace referencia a Salmonella enterica subespecie

enterica serovar Enteritidis (Grimmont y Weill 2007).

La elevada cantidad de serovares esta supeditada a la diversidad de hospederos que
infecta (Rhen et al. 2007). En términos generales se pueden clasificar en dos grupos, sean los
serovares restringidos a humanos, como Typhi y Paratyphi A y B, denominados como
Salmonella tifoideas y el grupo asociado a infecciones en diversas especies animales
conocidas como Salmonella no tifoideas, por lo general causantes de variable severidad de
trastornos gastrointestinales desde autolimitantes hasta infecciones sistémicas invasivas con

alta mortalidad en humanos (Rhen et al. 2007).



1.1.2 Patogénesis de Salmonella spp.

La mayoria de las cepas de Salmonella tienen la capacidad de invadir, sobrevivir y
replicarse en las células de los humanos, y la severidad de la infeccion depende de la
serovariedad de la cepa infectante, el indculo y de las caracteristicas del hospedador,
incluyendo la edad, el estado fisiologico (Eng et al. 2015) y otros factores como la salud de

la microbiota gastrointestinal (Mufioz-Vargas et al. 2018) y el estado inmunolégico.

La principal via de transmision es el consumo de alimentos contaminados y el
contacto directo con animales infectados, provocando generalmente vomito, diarrea o dolor
abdominal, asi como dolor de cabeza y fiebre. Una vez ingresada la bacteria al organismo,
los sintomas pueden llegar a presentarse entre las seis y 48 horas, y durar entre cuatro y siete
dias (Gideon y Berger 2018). Las principales complicaciones resultan en deshidratacion y
desbalance electrolitico, de ocurrir bacteremia puede desencadenar en neumonia, meningitis

u osteomielitis, y en el peor de los casos puede conllevar a la muerte (Talley 2011).

La salmonelosis causada por serovares no tifoideos puede ser descrita en dos patrones
distintos. El primero y mas com(n es un patron secretor que genera diarrea aguda acuosa
(Romero Cabello 2007). En este caso, las bacterias se multiplican en el intestino delgado y
penetran la mucosa intestinal, liberando una enterotoxina que provoca la diarrea, atraviesan
la lamina propia y generan edema e inflamacion (Romero Cabello 2007). Por lo general la
bacteria no persiste en el intestino y se considera no invasora (Romero Cabello 2007). Existen
casos donde, una vez que el hospedero sufre la gastroenteritis por Salmonella, puede
convertirse en portador asintomatico. En estas situaciones el tracto biliar se mantiene

colonizado y libera bacterias al tracto gastrointestinal, los microorganismos pasan por el



intestino sin penetrar el epitelio y los excreta en las heces. Se considera crénico después de
un afio de estar liberando la bacteria por las heces y es una condicion sumamente rara,
ocurriendo en 1% de los casos de gastroenteritis aguda (Romero Cabello y Herrera Benavente

2002).

El segundo patrdn es el invasor, es un patron caracteristico de S. Typhimurium; sin
embargo, otros serovares como S. Cholerasuis, Dublin u Oranienburg pueden seguir este
patron en casos de inmunosupresién, en personas infantes o adultos mayores. Las bacterias
invaden las células epiteliales y una vez que entran a la lamina propia liberan su
lipopolisacérido (LPS), el cual actia como una endotoxina pirégena (Mastroeni y Grant
2011). Utilizando vacuolas, se envuelven para protegerse durante la fagocitosis por medio de
macrofagos, estos, a su vez son utilizados como vehiculos para generar invasion sistémica
(Romero Cabello 2007; Gutiérrez Castillo et al. 2008; Ramos Jiménez 2012). En esta
infeccion sistémica, Salmonella viaja a los linfonodos mesentéricos por torrente sanguineo,
las cuales son un sitio importante de crecimiento y diseminacién para la bacteria (Webb et
al. 2017). Posteriormente pueden dirigirse al higado, médula 6sea, rifidn y bazo. En estos
organos las bacterias generan focos de infeccion discretos, una vez que invaden la zona
establecen otros sitios de infeccion en regiones distantes del mismo érgano, y de esta manera

logran evadir el sistema inmunoldgico del organismo infectado (Mastroeni y Grant 2011).

Los factores de virulencia de Salmonella cumplen una gran variedad de roles en la
patogénesis de la enfermedad, estos factores se encuentran codificados en grupos de genes
localizados en éareas especificas de los cromosomas de la bacteria, llamados islas de
patogenicidad (Jajere 2019), siendo algunas de ellas especificas de ciertos serovares (Hensel

2004).



La isla SP-1 es una de las mas caracterizadas, se encuentra en todas las especies y
serotipos de S. enterica (Hensel 2004) y es la que le permite a la bacteria penetrar al epitelio
de los organismos y sobrevivir al sistema inmune, esta isla codifica varios componentes del
sistema de secrecion tipo 111, un sistema de proteinas encargadas de interferir o subvertir vias
de sefializacion en la célula infectada, otra isla que hace uso de este sistema es la SP-2; sin
embargo esta isla posee una funcion mas de replicacion que de invasion para la bacteria
(Marcus et al. 2000). La isla SP-7 es la mas grande de todas las identificadas hasta el
momento y altamente estable en el genoma de las bacterias, sus funciones son inciertas; no
obstante, su notoriedad reside en que a partir de esta isla se codifica el antigeno Vi, el cual
se ha estado utilizando para el desarrollo de vacunas contra la salmonelosis (Seth-Smith

2008).

1.1.3 Transmision zoond6tica de Salmonella.

Los animales de produccion como los bovinos, cerdos y aves sirven como reservorios
de Salmonella, y la infeccion por consumo de alimentos de origen animal y sus derivados
contaminados se consideran la fuente de un alto porcentaje de las infecciones (Wells et al.
2001; Uribe y Suarez 2006). El agua contaminada y el ambiente también pueden ser fuentes
de infeccion, ademas, la conjuntiva y las vias aéreas pueden llegar a ser rutas de ingreso bajo

circunstancias especiales (Nielsen 2013).

Si bien la leche que se comercializa a nivel industrial representa un riesgo minimo
para la salud publica por su pasteurizacion, hay un riesgo alto en familias que
tradicionalmente utilizan leche sin pasteurizar y comercializan productos a partir de ella

(Wells et al. 2001; Oliver et al. 2005), ademés existen productos que por su naturaleza



utilizan leche no pasteurizada como es el caso de quesos. Otra fuente de contaminacion del
alimento es en plantas de cosecha de animales, donde la carcasa puede llegar a entrar en
contacto con materia fecal y no ser eliminada con los métodos tradicionales de desinfeccion,
0 bien encontrarse en carne molida que ha utilizado tejidos linfaticos dentro de su produccion
(Romero Cabello y Herrera Benavente 2002, Mufioz-Vargas et al. 2017). Esto es de
agravante preocupacion ya que muchos de los subproductos de carne bovina son obtenidos
de vacas de leche de descarte o enfermas, consideradas importantes reservorios de
Salmonella, y las cuales se ha estimado que constituyen aproximadamente el 17% de la carne

de res (Wells et al. 2001).

1.1.4 Epidemiologia de la salmonelosis en hatos bovinos

1.1.4.1 Salmonelosis en bovinos

En el caso de los bovinos, las infecciones por Salmonella se pueden presentar a
cualquier edad y llevar un curso clinico agudo o subagudo (Mastroeni y Maskell 2006). La
presentacion aguda es la mas caracteristica, con sintomas como fiebre, depresion, pérdida del
apetito, diarrea con deposiciones fétidas y acuosas, inclusive pueden presentar estrias
sanguinolentas y mucosidad, asi como disminucion de la produccion de leche y abortos
(Barrow y Wallis 2005). Cuadros severos pueden presentar necrosis en el epitelio intestinal
y fiebre persistente (Cummings et al. 2010). La excrecion de la bacteria se da principalmente
por las heces y se considera el principal vehiculo de infeccidn, puede ser excretada tan
temprano como a las 12-48 horas luego de la ingestion y puede mantenerse hasta meses o

afios excretando intermitentemente, a estos animales se les considera persistentemente



infectados. La orina, leche, saliva y descargas vaginales también pueden ser utilizados como

vehiculos por la bacteria (Nielsen 2013).

Los brotes de Salmonella pueden llegar a provocar grandes pérdidas a los productores
ya que conllevan a altos costos de tratamiento, ademas del incremento en mortalidad del hato.
Las infecciones por esta bacteria inclusive pueden llegar a ser subclinicas y mantenerse por
largos periodos, esto representa un riesgo en cuanto a seguridad alimenticia, pues el animal
puede llegar al matadero con la capacidad de transmitir la bacteria sufriendo la enfermedad

sin mostrar signos clinicos (Fossler et al. 2005).

Existen muchos factores, tanto bioldgicos como sociales, que pueden permitir a la
salmonelosis convertirse en un problema a nivel de hato. Por ejemplo, el crecimiento de la
poblacién humana globalmente ha requerido que se dé una intensificacion de la cria de
animales y aumento en su estabulacion por lo que el tamafio del hato se ha identificado como
uno de los factores de riesgo mas consistentes en la ecologia de este patdgeno (Fossler et al.

2005).

Otros factores importantes son las deficiencias en infraestructura, administracion o
bioseguridad de las fincas, incluyendo la falta de instalaciones para el aislamiento de
animales enfermos o bioinfecciosos, compra de animales a comerciantes de manera
indiscriminada, estabulacion y deficiente manejo de desechos organicos, y falta de control
de animales silvestres y pestes (ratas, aves, insectos) tanto dentro de las instalaciones de la

granja como en las zonas de almacenamiento de alimentos (Fossler et al. 2005).



1.1.4.2 El periodo de transicion en vacas lecheras y enfermedades metabdlicas e

infecciosas asociadas

El periodo de transicién en vacas lecheras corresponde a las tres semanas antes y las
tres semanas después del parto (Drackley 1999; Esposito et al. 2014; Sundrum 2015).
Durante esta etapa, las vacas sufren un balance energético negativo y estrés metabolico
debidos a un aumento en las necesidades energéticas y de nutrientes (por el inicio de la
lactancia) y a una disminucion del consumo de alimento, que es normal durante la transicion.
Este balance energético negativo estimula la movilizacion de acidos grasos no esterificados
(AGNES) y por consecuente una acumulacion de beta-hidroxibutirato en la sangre
(Wankhade et al. 2017). Este factor se puede ver acentuado en animales de mayor
rendimiento lo cual los hace més susceptibles a sufrir enfermedades en caso de no ser tratados

adecuadamente (Gross et al. 2011).

De no lograrse un adecuado manejo del balance energético negativo, los bovinos en
transicion pueden sufrir de enfermedades metabolicas como la cetosis, el higado graso, y
otras como la retencion de placenta (Esposito et al. 2014; Sundrum 2015). Enfermedades
como el higado graso o la cetosis pueden afectar mas alla de las tres semanas posparto con
serias repercusiones, por ello se considera que la etapa de transicion es critica y define a

futuro la eficiencia productiva y reproductiva del animal. (Wankhade et al. 2017).

La inmunosupresion asociada a la transicion ha sido asociada a una mayor
susceptibilidad a las enfermedades infecciosas sistémicas o localizadas como mastitis o

metritis (Befialdo Fuentes 2012). En otros paises, se ha reportado un aumento en la



eliminacion de Salmonella en heces, principalmente alrededor del parto de vacas lecheras

(Digianantonio 2013, Mufioz-Vargas et al. 2018).

1.1.5 Salmonella y la resistencia a los antimicrobianos

Salmonella tiene la capacidad de variar genéticamente y sufrir alteraciones asociadas
a la pérdida parcial o completa de la eficacia antibidtica generada por resistencia, la cual se

puede describir de 2 tipos, intrinseca o adquirida (Forbes 2009).

La resistencia intrinseca se da como resultado de las caracteristicas del estado
genético, fisioldgico o estructural normal de la célula bacteriana, se considera natural y
heredable, asociada a géneros, especies 0 grupos bacterianos especificos, es una resistencia
predecible, por lo que es util para determinar perfiles de resistencia y determinar el uso de

farmacos como tratamiento a agentes especificos (Forbes 2009).

Por su parte, la resistencia adquirida se refiere a los cambios estructurales o
fisioldgicos que la bacteria desarrolla a partir de cambios en su composicion genética
habitual. Se considera imprevisible y es por esto la importancia del uso de métodos
laboratoriales para la caracterizacion de la resistencia de cada aislamiento en el diagnéstico

clinico (Forbes et al. 2009).

Las bacterias son capaces de incorporar genes provenientes de otra bacteria a su
propio genoma por medio de transferencia horizontal, y con ello desarrollar caracteristicas
de resistencia que anteriormente estaban ausentes. Esta transferencia propicia recombinacion

genética que puede ser homologa o legitima, en la cual el ADN tanto del donador como del



receptor tienen alta similitud; o heter6loga o ilegitima, donde se da la introduccion de genes

nuevos entre secuencias de ADN diferentes (Romero Cabello 2007).

La recombinacion genética se puede dar mediante tres mecanismos, el primero
consiste en la toma de ADN de bacterias desintegradas en el medio ambiente por parte de
bacterias hereditariamente competentes, este fendmeno es conocido como transformacion
(Montoya Villafane 2008). El segundo mecanismo es el de la transduccion y consiste en el
transporte de ADN bacteriano hacia una nueva bacteria hospedera, mediante la infeccion con
un virus bacteriéfago. Por ultimo, cuando se crea un puente mediante estructuras llamadas
pilis sexuales entre dos bacterias y se intercambia material genético ocurre la conjugacion

(Montoya Villafane 2008).

Particularmente con Salmonella, desde 1960 se reportaban ya casos de deficiente
susceptibilidad a antibioticos en aislamientos monorresistentes a tetraciclinas. En Alemania
un estudio comparativo entre 1961 y 1970 observé el aumento de las cepas de Salmonella
resistentes, nuevamente describiendo monorresistencia a las tetraciclinas. A partir de 1970
se empezaron a realizar estudios que revelaban multirresistencia a tetraciclina, ampicilina,
cloranfenicol y kanamicina (Wray y Wray 2000). Un estudio retrospectivo en 1979 en
Holanda evidencié un aumento de la resistencia de Salmonella ante las tetraciclinas y su

posterior disminucion gracias a su prohibicién como promotor de crecimiento.

Si bien la trimetoprim-sulfa y la amoxicilina son antibidticos de amplio espectro que
se utilizan como terapia inicial, las fluoroquinolonas y las cefalosporinas de espectro

extendido, se han considerado como los antimicrobianos de eleccion para el tratamiento de
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la salmonelosis clinica grave en personas inmunosupresas y en nifios (Jiménez 2012;

Martinez 2017).

Durante los primeros afios de uso de las fluoroquinolonas se observo poco efecto en
la ocurrencia de resistencia por parte de infecciones alimenticias por Salmonella. Sin
embargo, en paises donde se dio la autorizacion del uso de este antibidtico para animales de
consumo se observo un aumento de infecciones resistentes en animales y su presencia en

alimentos, posteriormente observandose la resistencia en infecciones humanas (WHO 2004).

En cuanto a la presencia de cepas multirresistentes, Salmonella Typhimurium DT104
descubierta a finales de los afios 80 ha sido considerada una de las mas resistentes, asociada
a enfermedades en humanos y ganado, con resistencia a ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicinas, sulfonamidas y tetraciclinas (AmCmStSuTe), esta serie de resistencias se
encuentran en su ADN en un conglomerado denominado como isla gendmica de Salmonella
1 (SGI1) (Velge et al. 2005) detectada también en S. Albany, S. Newport y S. Agona (Velge
et al. 2005). Durante los afios 90, Salmonella Typhimurium DT104 se propagé a nivel
mundial convirtiéndose en la cepa mayormente aislada en multiples paises y reportada en la

mayoria de las especies de animales domésticos (Leekitcharoenphon et al. 2016).

1.2 Justificacion

Las enfermedades de transmision alimentaria son consideradas un area de prioritaria
atencion para la salud publica. Especificamente, Salmonella, es el agente bacteriano
mayormente asociado a hospitalizaciones y muertes por el consumo de alimentos

contaminados en Estados Unidos (Scallan et al. 2011), el segundo en la Union Europea
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(EFSA and ECDC 2016) y estd descrito como uno de los tres principales causantes de
hospitalizaciones por gastroenteritis bacterianas a nivel mundial. La salmonelosis se
considera causante de 93 millones de infecciones entéricas mundialmente por afio asociadas
a 155 mil muertes (McDermott et al. 2018), y se estima que se pierden cuatro millones de
afios de vida ajustados por discapacidad globalmente (Havelaar et al. 2015). Una amplia
variedad de alimentos ha sido descrita como fuente de transmision en humanos, incluyendo
aquellos derivados de proteina animal, en donde los subproductos bovinos juegan un papel

relevante.

A nivel mundial los reportes de brotes asociados a serotipos como como S. Enteritidis
y S. Typhimurium van en aumento mundialmente (Gutiérrez-Castillo et al. 2008) y el
impacto econémico asociado a la salmonelosis es considerable. Por ejemplo, en Dinamarca
se ha estimado que el costo por infeccion asciende a 15.5 millones de dolares anuales, aunado
a costos de implementacion de programas de control y erradicacion de la infeccion en
animales de produccién con un costo anual de 14.1 millones de ddlares, y pérdidas de 25.5
millones de ddlares por incumplimiento laboral y tratamientos (Wegener et al. 2003).
Desafortunadamente, paises en desarrollo dificilmente presentan datos sobre las pérdidas a
causa de las enfermedades transmitidas por los alimentos, especificamente hay una carencia

de informacion sobre costos asociados a salmonelosis alimentaria o a pérdidas de produccion.

El estudio de la epidemiologia y ecologia de Salmonella en todas las etapas de la
cadena de produccion es vital para poder desarrollar métodos de control y prevencion, tanto
a nivel de produccion primaria como postcosecha y manufacturacion de alimentos derivados
de reservorios animales y ambiente, esto ha permitido que se evidencien importantes factores

de riesgo, y partir de ellos poder disminuir el impacto para la salud publica
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Por ejemplo, en un estudio de caso control se logrd evidenciar como la presencia de
Salmonella Newport resistente a antibioticos fue mayor en personas que recientemente
visitaron, vivieron o trabajaron en granjas previo a la infeccion (Gupta et al. 2003). Ademas,
se ha reportado que Salmonella utiliza al ganado lechero como reservorio, lo cual ha
provocado una mayor atencion a las explotaciones ganaderas para la deteccion de la bacteria
y de esta manera impedir la propagacion de brotes a futuro. De acuerdo con el Centro de
Prevencién y Control de enfermedades de Estados Unidos (CDC), 36 brotes en ganado
bovino lechero fueron causados por Salmonella Heidelberg durante el afio 2017, encontrando

cepas multirresistentes (CDC 2017).

Otro estudio realizado en California, entre los afios 2002-2016, donde se recolectaron
muestras de heces en vacas lecheras, se observo una prevalencia del 2,64% de Salmonella,
estas muestras provenian de animales con signos clinicos o asintomaticos. Los serovares
circulantes incluian a S. Newport y S. Dublin en el 21,50% y 19% de las cepas recuperadas

respectivamente (Davidson et al. 2018).

Factores de inmunosupresion relacionados a la etapa de transicion en el ganado han
sido vinculados con el aumento de la prevalencia de Salmonella en fincas lecheras. Un
estudio longitudinal conducido en Estados Unidos en el 2015 muestra una prevalencia
general de Salmonella en ganado de transicion de un 43%, evidenciando un pico de animales
positivos alrededor del parto, principalmente durante la primera semana postparto,
alcanzando un 52%. El mismo relaciona este aumento de prevalencia con el estrés metabdlico

medido por niveles aumentados de BHBA y NEFA (Digianantonio 2015).
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En el caso de la Union Europea, el Centro de Prevencion y Control de Enfermedades
Europeo (ECDC), genera reportes constantes sobre la epidemiologia de la bacteria tanto en
humanos como en animales en sus paises asociados. Durante el 2015, esta institucion reporto
mas de 94 mil casos de Salmonella en humanos, siendo S. Enteritidis el serovar mas comun,
seguido por S. Typhimurium, S. Infantis y S. Stanley, un 0,20% de los casos se asociaron a
carne bovina contaminada. En animales, especificamente bovinos, se detectd una prevalencia
del 2,10%, siendo también S. Typhimuriumy S. Derby los serovares mas aislados. También
se detectd una contaminacion del alimento para bovinos en el 1,20% de las muestras

analizadas (EFSA and ECDC 2016).

En cuanto a Costa Rica, la informacion actual sobre la presencia de Salmonella en
humanos més alla de los reportes emitidos por el INCIENSA es escasa; sin embargo, en los
afios recientes ha habido un incremento en la diseminacion de informacion por parte del
gobierno, con el fin de concientizar a la poblacién y a las entidades de salud sobre la
problematica que representa la enfermedad. Dentro de los reportes sobre salmonelosis de
origen alimentario de la Gltima década, se han incluido los resultados de la vigilancia de
diarreas asociadas a Salmonella Weltevreden, en donde se reportaron 32 aislamientos y su

resistencia al grupo de las sulfonamidas (Bolafios et al. 2012).

Otros reportes han evidenciado la diversidad de serovariedades que han sido aisladas
tanto de origen humano como de origen animal, asi como aquellas que se originaron de
alimentos contaminados. En el 2013, el laboratorio de referencia nacional INCIENSA logro
identificar un total de 34 serovariedades diferentes en 235 aislamientos, de origen intestinal
y extraintestinal. De estos aislamientos 112 representaron salmonelosis de origen no humano

siendo 27 de ellos aislados de alimentos de origen animal. Dentro de las serovariedades mas
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frecuentes se incluyen S. Enteritidis, S. Typhimurium y S. Panama en humanos, y S.
Enteritidis, S. Alachua, S. Rissen, S. Typhimurium, S. Derby, S. Mbandaka y S. Javiana en

alimentos (Bolarios et al. 2014).

Por su parte, la epidemiologia de la salmonelosis en humanos ha sido reportada a
nivel nacional. Segun un boletin estadistico sobre enfermedades de declaracion obligatoria
del Ministerio de Salud del 2015, se reportaron 210 casos de salmonelosis en humanos y se
estimo una tasa de incidencia de 4,35% por cada cien mil habitantes, siendo los menores de
un afo la poblacion mas vulnerable, en donde se estimé la mayor incidencia de salmonelosis
en las provincias de Heredia y Puntarenas, principalmente debido a los casos confirmados en
los cantones Montes de Oro de Puntarenas y Sarapiqui de Heredia (Ministerio de Salud

2016).

En cuanto a la resistencia a los antibidticos, actualmente tanto en medicina humana
como veterinaria representa una gran problematica y ha sido reconocida por la Organizacion
Mundial de la Salud (WHO) como uno de los mayores problemas emergentes en la salud
publica (Wray and Wray 2000). Esta problematica se asocio principalmente al uso de los
antibidticos como aditivos en el alimento de los animales, a su uso en la medicina humanay
sobreuso en especies de produccidn, siendo las fluoroguinolonas y los betalactdmicos los
principales medicamentos a los que se genero resistencia (Wray and Wray 2000). Se estima
que para el 2050 las infecciones resistentes a antibidticos llegaran a causar 300 millones de
muertes prematuras, generando un costo de hasta 100 trillones de doélares (Munita y Arias

2016).
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Este un incremento de la resistencia a los antibidticos ha sido evidenciado
ampliamente a nivel global. En una investigacion realizada en diez paises de la Unién
Europea durante el periodo 2000-2004 se comprob6 un aumento en la resistencia del 57% al
66% a once antibidticos diferentes, siendo el &cido nalidixico el medicamento con el aumento

de la resistencia mas significativa por parte de S. Enteritidis (Calderon et al. 2012).

La presencia de multirresistencia a los antibidticos y la gran cantidad de reportes a
nivel internacional que hacen evidencia de ello resulta alarmante. Estudios previos han
detectado hasta un 50,80% de multirresistencia antimicrobiana en Salmonella, incluyendo la
resistencia a la combinacién de amoxicilina con acido clavulanico, cefoxitin, ceftiofur,
ceftriaxona, cloranfenicol, estreptomicina y tetraciclina (Davidson et al. 2018), evidenciando
la no efectividad de medicamentos considerados drogas de eleccion para el tratamiento de la

salmonelosis en poblaciones imunocomprometidas.

En Australia un estudio del 2017 reporto la emergencia de nuevos genes de resistencia
no identificados anteriormente en cepas de S. Typhimurium, los cuales han sido asociados
con resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, caracteristica que se consideraba poco
comun anteriormente. Se sospecha que el origen de esta resistencia proviene del ganado
lechero debido a usos extra-etiqueta para tratar el estado de flemon interdigital en el pais

(Sparham et al. 2017).

En Costa Rica, los reportes referentes a la prevalencia y epidemiologia de Salmonella
Yy su resistencia antimicrobiana en poblaciones de animales de abasto, ambiente, vida silvestre
y diarreas humanas no confirmadas son escasos. Se han visto perfiles de resistencia con

sensibilidad disminuida hacia la ciprofloxacina y resistencia al
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trimetoprim/sulfamethoxazole (Bolafios et al. 2014), mismo fendmeno observado en cepas

aisladas de bovinos, alimentos para consumo humano y casos clinicos (INCIENSA 2014).

En el rea de animales silvestres a nivel nacional dos estudios analizan la prevalencia
y resistencia antimicrobiana en especies altamente cercanas a los humanos, siendo los
mapaches y los geckos respectivamente, en el primer estudio la prevalencia obtenida en
poblaciones de mapaches correspondi6 al 49%, donde se detectaron varias cepas comunes en
humanos, por ultimo, la resistencia encontrada correspondio al 7%, siendo el acido nalidixico
y la ciprofloxacina los antibiéticos donde se encontrd resistencia (Baldi et al. 2019). El
segundo estudio encontré una prevalencia general del 4.30% en geckos caseros, si bien no
encontraron resistencia en antibidticos frecuentemente usados en humanos, el 50% de las
muestras evidencio resistencia intermedia a la estreptomicina y sulfonamidas (Jiménez et al.
2015). Ambos estudios hacen un llamado al incremento en el estudio y monitoreo de la
bacteria y su relacion con los animales estudiados con el propésito de prevenir la

diseminacion de la enfermedad en humanos, asi como la resistencia antibiotica.

Para que Costa Rica pueda afrontar la creciente problematica que genera la
salmonelosis y su resistencia a los antibidticos en cuanto a la salud publica, la cual se ha visto
reflejada a nivel mundial, es necesario que se fortalezcan las medidas preventivas y de control
desde una perspectiva interdisciplinaria. Para cumplir este cometido es de suma importancia
generar datos actualizados y robustos a partir de estudios epidemioldgicos y ecoldgicos de la
Salmonella circulante en el pais y sus genes de resistencia a antimicrobianos. A partir de todo
lo mencionado anteriormente se resalta la importancia de este estudio en hatos bovinos de
Costa Rica, especificamente en vacas lecheras postparto. Estos animales, los cuales sirven de

reservorios para la bacteria por contacto directo o indirecto, y al mismo tiempo son fuente de
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leche y carne para consumo humano, poseen una alta relevancia en la transmisién de la
Salmonella, principalmente cuando nos referimos a enfermedades de origen alimentario o
por salud ocupacional. Tomando en cuenta lo anterior, ademas de la escasa informacion sobre
la epidemiologia de Salmonella spp. en hatos bovinos de Costa Rica, se evidencia que el

presente estudio, posee un alto impacto para el desarrollo de la salud pablica en el pais.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

1.3.1.1 Determinar la prevalencia y perfiles de resistencia a antibidticos de
Salmonella no tifoidea recuperada de bovinos de leche durante la etapa de postparto dentro

de la Region Central y Huetar Norte del territorio costarricense.

1.3.2 Objetivos Especificos

1.3.2.1 Determinar la prevalencia de Salmonella en heces recuperadas de vacas
lecheras durante la etapa postparto dentro de la Region Central y Huetar Norte del territorio

costarricense durante el afio 2019.

1.3.2.2 Identificar fenotipicamente los perfiles de resistencia antimicrobiana de los

aislamientos de Salmonella obtenidos.
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2. Metodologia

2.1 Disefio de estudio

En este estudio transversal observacional se incluyeron 300 vacas en posparto
temprano (uno a 30 dias) en etapa de transicion, provenientes de hatos lecheros
especializados costarricenses en pastoreo, que tuvieran de 100 a 180 vacas en ordefio, y
localizados en las regiones Central y Huetar Norte de Costa Rica. Como criterios de inclusion
adicionales se tuvo en cuenta que los hatos tuvieran instaurado y actualizado la aplicacion
para control y la gestion de la produccién VAMPP (Veterinary Automated Management
Production and control Program) de la Universidad Nacional, que formaran parte de la
Cooperativa de Productores de Leche Dos Pinos R.L.; y que tuvieran un programa activo de
vacunacion. La firma de un consentimiento informado por parte de sus propietarios se
considerd obligatorio para la inclusion de los hatos. Este estudio contd con el aval de la
Comisién de Bienestar Animal de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional, segun el acuerdo 003 de la sesion ordinaria 003-2019.

El tamafio de muestra (n) se calculé con la formula de Canon y Roe (Canon and Roe
1982), para deteccion de enfermedad considerando una poblacién estimada de 242000 (N)
vacas lecheras costarricenses (INEC 2015), un error del 2.5% con un 95% de confianza, un
99% de especificidad y sensibilidad en la técnica de cultivo en el laboratorio, y una
prevalencia esperada de Salmonella en heces de 6%, basados en muestreos preliminares
Ilevados a cabo en algunas fincas costarricenses. Aproximadamente 300 vacas provenientes
de diez hatos (30 vacas por hato) fueron seleccionadas aleatoriamente considerando que se

encontraran en el periodo de transicion posparto (1-30 dias), sin tratamiento de antibidticos
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y clinicamente sanas. Las visitas a cada hato fueron realizadas varias veces hasta alcanzar el
namero de muestras propuesto. Con la formula utilizada se tuvo la certeza de que la finca
presentaria muestras positivas en el caso de que la bacteria estuviera circulando, o que, de
otro modo, de no haber resultados positivos, seria porque la prevalencia era mas baja de la
minima esperada. Todos los andlisis estadisticos se realizaron mediante el programa

epidemioldgico WiInEpi (de Blas 2006).
2.2 Coleccion, aislamiento e identificacién de Salmonella.

Todas las muestras fecales fueron recolectadas directamente del recto utilizando un
guante para inspeccion ginecologica nuevo para cada animal, y luego fueron colocadas en
bolsas estériles, transportadas con hielo hasta el Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela
de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional de Costa Rica, y almacenadas a 4 °C

hasta su procesamiento.

El cultivo bacteriano utiliz6 el protocolo anteriormente descrito por Mufioz-Vargas y
colaboradores (2018) con algunas modificaciones. Brevemente, 4 mg de cada muestra de
heces fueron colocados en 36 mL de caldo de tetrationato (TTB, BD Difco™, USA), al cual
se le agregaron 720 pL de yoduro de potasio y yodo, siguiendo una incubacion a 37 °C por
24 horas. Posteriormente, se afiadieron 100 puL de cada muestra en 10 ml de caldo de
Rappaport-Vassiliadis (R-V, BD Difco™, USA) y se incub6 a 42 °C durante 24 h. Por tltimo,
cada inoculo fue transferido individualmente a una placa de agar Xilose-Lysine-Tergitol-4
(XLT4, BD Difco™, USA), seguido de una incubacion a 37 °C las cuales fueron evaluadas

alas 24 y 48 h (Muioz-Vargas et al. 2018). En todos los ensayos se tuvieron como controles
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las cepas de S. Abaetetuba como control H»S positivo, S. Cholerasuis como H2S negativo y

Escherichia coli como control negativo.

2.3 Confirmacion fenotipica

Una vez que las muestras fueron cultivadas en agar XLT4, las colonias con
caracteristicas compatibles con Salmonella spp., se colocaron en tubos de ensayo
conteniendo agares Triple-Hierro-Azdcar (TSI, BD Difco™, USA) y Lisina-Hierro (LIA,
BD Difco™, USA) con el proposito de realizar una confirmacion bioquimica a 35°C por 24h.
Para que las muestras generaran un perfil biogquimico compatible, en el tubo de TSI la parte
superior debid generar una reaccion alcalina y en la inferior una acida (K/A), mientras que
en el en LIA se debid generar una reaccion alcalina en todo el tubo (K/K), con produccion
de H2S en ambos tubos (Forbes 2009) una vez esto fuera verificado se confirmaron
serologicamente mediante una prueba de aglutinacién, utilizando un antisuero polivalente

contra Salmonella spp.(Denka Seiken Ltd., JP).

Por ultimo, se les realizo identificacion bioquimica completa por medio del sistema
confirmacion automatizado VITEK® 2 (Bioméreux, Inc., FR.) siguiendo el protocolo
indicado por el fabricante. Brevemente, cada aislamiento fue suspendido en 3mL de solucion
salina estéril hasta alcanzar una densidad de 0.5 en la escala de McFarland utilizando el
instrumento DensiCheck 2 (Bioméreux, Inc., USA.). Estas suspensiones fueron inoculadas
en las tarjetas VITEK® 2 GN (Bioméreux, Inc., USA) y se incubaron en el equipo Vitek, Los
aislamientos confirmados se inocularon en un caldo de tripticasa de soya (BD Difco™, USA)
con glicerol dentro de crioviales y fueron congelados a -80 °C para futuros estudios

(Callaway et al. 2005).
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2.4 Determinacioén a resistencia antimicrobiana

La determinacion de la resistencia antimicrobiana de cada muestra fue realizada
mediante el uso del sistema automatizado VITEK® 2 (Bioméreux, Inc., FR) siguiendo el
protocolo indicado por el fabricante. Los aislamientos identificados como Salmonella y
fenotipicamente confirmadas fueron suspendidos en 3 mL de solucion salina estéril en tubos
de ensayo hasta alcanzar una densidad de 0.5 en la escala de McFarland por medio de
medicién con el instrumento DensiCheck 2 (Bioméreux, Inc., USA). De cada suspensién se
colectaron posteriormente 145 plL y se inocularon en otros 3 mL de solucidn salina estéril.
Finalmente dicha suspension se inocul6 en las tarjetas Vitek® 2 AST-N279 (Bioméreux, Inc.,
USA), estas tarjetas analizan los antimicrobianos Ampicilina (AM), Ampicilina/Sulbactam
(SAM), Piperacilina/Tazobactam (TZP), Cefalotina (CF), Cefotaxima (CTX), Ceftazidima
(CAZ), Cefepima (FEP), Imipenem (IPM), Meropenem (MEM), Amicacina (AN),
Gentamicina (GM), Acido nalidixico (NA), Ciprofloxacino (CIP), Nitrofurantoina (FT),
Colistina (CS) y Trimetroprim/Sulfametoxazol (SXT). Las tarjetas se incubaron en el equipo
Vitek y posteriormente se realizo la interpretacion de los resultados de acuerdo con la guia

del Clinical and Laboratory Standarts Institute (CLSI 2020).

Los resultados a la prueba de resistencia a antimicrobianos de los aislamientos fueron
categorizados como susceptibles o resistentes, donde en este ultimo se incluyen aquellos que
se clasificaran como resistentes o de resistencia intermedia basandose en los valores de corte
de la Concentracion Minima Inhibidora (CMI) para Enterobacteriaceae de la guia del CLSI,

2020, segun el Cuadro 1.



22

Cuadro 1. Valores de corte de CMI para Enterobacteriaceae

Antibidtico Referencia Criterios de interpretacion

Susceptibles Resistentes

Susceptible  Intermedio Resistente

Ampicilina CLSI (2020)® <8 16 >32
Ampicilina/Sulbactam CLSI (2020)® <2 >2
Piperacilina/Tazobactam  CLSI (2020)? <4 8 >16
Cefotaxima CLSI (2020) <1 2 >4
Ceftazidima CLSI (2020) <4 8 >16
Cefepima CLSI (2020)® <2 4-8 >16
Imipenem CLSI (2020) <1 2 >4
Meropenem CLSI (2020) <1 2 >4
Amicacina CLSI (2020)# <16 32 > 64
Gentamicina CLSI (2020) 2 <4 8 >16
Acido nalidixico CLSI (2020) 2 <16 >32
Ciprofloxacino CLSI (2020)® <0.5 >1
Nitrofurantoina CLSI (2020)# <32 64 > 128
Trimetroprim/Sulfametoxa CLSI (2020)? <40 >80
zol

2 Clinical and Laboratory Standards Institute

2.5 Analisis de datos

Se realizd un andlisis descriptivo de las frecuencias y proporciones de
muestras positivas a Salmonella en vacas lecheras durante el primer mes posparto. La prueba
de Chi cuadrado o la prueba exacta de Fisher, seguin tamafio de frecuencias obtenidas, fueron
utilizadas para calcular medidas de asociacion utilizando el programa estadistico Minitab
17® (Minitab 2010). Valores p <0.05 fueron considerados como significativos en todas las

comparaciones.
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3. Resultados

3.1. Prevalencia de Salmonella spp. en las Regiones Central y Norte de Costa

Rica

Un total de 300 muestras de heces fueron recolectadas de diez fincas (180 muestras
provenientes de la Regién Norte y 120 muestras de la Region Central, con 30 muestras por

cada finca) para aislamiento de Salmonella enterica no tifoidea.

La prevalencia total obtenida de Salmonella spp. fue del 6% (18/300), encontrandose
en el 50% de las fincas muestreadas (5/10). De las 300 muestras procesadas, un 4,60%
(14/300) de muestras positivas correspondieron a la Regién Huetar Norte, mientras que un
1,33% (4/300) se obtuvieron de la Region Central (Figura 1).

Porcentaje general de aislamientos de Salmonella spp.

segln region socioecondmica
. p=012 '
5% ' 4,60% (14/300)

S
X

3%

2%
1,33% (4/300)

Porcentaje de aislamientos

=
ES

0%

Region Socioeconémica

Hm Region Central ~ ® Regién Huetar Norte

Figura 1. Gréafico de porcentaje general de aislamientos de Salmonella spp. segun region

socioecondmica
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La prevalencia desglosada segun las muestras colectadas para cada region
correspondi6 a un 7,77% (14/180) en la zona Norte y un 3,33% (4/120) de la de la zona
Central. A pesar de que existe una diferencia numérica entre ambas regiones, no se encontro
una diferencia estadistica en la variable “region” y la aparicion Salmonella spp. segun la
prueba de Fisher (p=0,12), de igual manera no hubo una diferencia significativa entre las

prevalencias de las regiones (Figura 2).

Prevalencia segliin region sociecondmica

90% | p=0,12 ,

7,77% (14/180)

8%
7%
6%
5%

3,33% (4/120)

4%
3%

Porcentaje de prevalencia

2%
1%

0%
Regidon socioecondmica

B Region Central M Region Huertar Norte

Figura 2. Grafico de prevalencia de Salmonella spp. a partir de aislamientos recuperados de

heces en finca, segun region socioeconémica.
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Asi, del total de muestras positivas, 77,77% (14/18) provienen de la Region Huetar

Norte y un 22,22% (4/18) de la Region Central (Figura 3).

Porcentaje de aislamientos segin regién socioecondmica
considerando s6lo muestras positivas

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

77,77%(14/18)

22,22%(4/18)

Porcentaje de muestras positivas

Regioén Socioeconémica

B Region Central M Region Huetar Norte

Figura 3. Grafico de porcentaje de aislamientos segln regién socioecondémica considerando

s6lo muestras positivas.

En total se obtuvieron cinco fincas negativas y cinco fincas positivas, estas Gltimas
correspondientes a los numeros 1, 2, 3, 5y 9. Analizando la prevalencia de cada una de las
fincas positivas, la finca 1 presentd una prevalencia del 16% (5/30), la finca 2 un 3,33%
(1/30), la finca 3 un 9,99% (3/30), la finca 5 un 6,66% (2/30) y la finca 9 un 23,33% (7/30).
No se encontrd ninguna relacion estadistica significativa entre las fincas y la presencia de la
bacteria (p = 0,39). Sin embargo, al hacer comparaciones entre cada una de las fincas, se

encontro una diferencia significativa entre las fincas 2y 9 (p = 0,049). (Figura 4).
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Prevalencia individual en fincas positivas a Salmonella
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Figura 4. Gréfico de prevalencia de Salmonella spp. en cada una de las fincas positivas a

partir de aislamientos recuperados de heces.
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Tomando en cuenta Unicamente los aislamientos recuperados, el 27,77% (5/18)
corresponden a la finca 1, 5,55% (1/18) a la finca 2, 16,66% (3/18) a la finca 3, 11,11% (2/18)

alafinca5y 38,88% (7/18) a la finca 9. (Figura 5).

Porcentaje relativo por finca del total de muestras positivas

27,77% (5/18)

38,88% (7/18) ® Finca 1

B Finca 2
M Finca 3
M Finca 5

® Finca 9
5,55% (1/18)

16,66% (3/18)

11,11% (2/18)

Figura 5. Gréfico de porcentaje relativo por finca del total de muestras positivas
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De las fincas positivas, tres hatos pertenecen a la Region Huetar Norte y dos a la
Region Central del pais. Todas las fincas muestreadas se encuentran representadas en la

Figura 6, siendo las positivas marcadas color rojo.

Ubicacion de las Fincas
Muestreadas

Simbologia

® Fincal
® Finca 2
® Finca 3
< Finca 4
® Finca 5
® Finca 6
® Finca 7
@ Finca 8
® Finca 9
® Finca 10

50

Figura 6. Mapa del pais representando las fincas muestreadas (fincas positivas representadas

de color rojo).
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3.1.1 Prevalencia segiin semana postparto

Tomando en cuenta las semanas postparto incluidas en el estudio, un 7,40% (8/108)
de las muestras pertenecientes a la semana uno resultaron positivas, representando un 44%
(8/18) de los aislamientos positivos, en cuanto a la segunda semana se obtuvo un 4,50%
(5/110) de aislamientos, siendo un 27,77% (5/18) de las muestras positivas, por ultimo en la
semana tres se obtuvo un 6% (5/82) de positividad , representando un 27,77% de las muestras
aisladas, sin embargo, estas diferencias no fueron significativas estadisticamente (prueba de

Fisher, p = 0.65) (Figuras 7 y 8).
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Figura 7. Gréafico de prevalencia segun semana posparto
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Porcentaje muestras positivas segin semana
post-parto, tomando en cuenta s6lo muestras
positivas
50%
44,44% (8/18
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Figura 8. Gréafico de porcentaje muestras positivas a Salmonella spp. de acuerdo con la
semana postparto.

3.2 Caracteristicas de las producciones

En todas las visitas se realiz6 una inspeccion del manejo en la finca, donde evaluamos
cinco aspectos que poseen influencia en la presencia de la bacteria, infraestructura e
instalaciones, higiene, manejo de alimentos, control de plagas y manejo de residuos
organicos. Las inspecciones se realizaron con el objetivo de educar a los productores sobre
la importancia de ligar el manejo con la presencia de enfermedades como la salmonelosis,

asi como informar sobre oportunidades de mejora encontradas en las producciones para poder
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realizar las correcciones necesarias y con ello disminuir o prevenir la presencia de la bacteria

en las fincas.

Cinco caracteristicas en cada uno de los aspectos fueron analizadas, mediante una
ligera entrevista, asi como visualizacion durante la visita a las granjas. Considerando la
importancia de ellas y segun los hallazgos observados, se analizé si se consideraban estas
caracteristicas como una informidad, de acuerdo con la cantidad de inconformidades (tres o
mas), se llegaba a considerar el aspecto de la finca como adecuado o inadecuado, si alguna
de las inconformidades se consideraba una falta grave, automaticamente el aspecto se tomaba

como inadecuado.

Al analizar la infraestructura, las fincas 1y 5 presentaron caracteristicas similares que
las categorizaban como inadecuadas, principalmente la alta cercania con otras especies
productivas y presentar gran cantidad de grietas y orificios en los suelos de los galerones

donde descansan los animales.

La finca 9, si bien sélo presentd dos inconformidades, estas eran importantes a
considerar, debido a la presencia de un taller en el mismo galeron de alimentaciéon y la
estructura de los comedores estando al nivel del suelo, sin division y con los galpones en
malas condiciones, por lo que los animales rotaban entre ellos para alimentarse
constantemente. El resto de las fincas presentaron errores leves, y si bien algunas no
presentaron division entre los animales en los comederos, si existia una division con respecto

al suelo, por lo que se consideraron adecuadas.

En cuanto a la higiene, la mayoria de las fincas se consideraron inadecuadas, esto

debido a que al momento de las visitas era visible zonas con alta cantidad de mugre, moho,
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algas o suciedad en los galerones o zonas de almacenaje de alimentos, ademas se observaron
comederos o0 bebederos evidentemente sin lavar por mucho tiempo. En cuanto a las fincas 2,
4,7y 10, las cuales se consideraron como adecuadas, todo lo anteriormente mencionado no

ocurrio.

El manejo de los alimentos se considerd inadecuado en la mitad de las fincas de las
fincas por diferentes motivos. En las fincas 1, 5 y 8 se evidencio ya sea alimentos o
suplementos alimenticios al aire libre o en condiciones donde pueden llegar a humedecerse,
ademas se encontraron sacos o contenedores de alimento y bolsas de suplementos abiertos.
Las fincas 9 y 3 presentaron faltas graves, en la finca 3 describieron como dejan el alimento
en los comederos listos desde la tarde anterior para el ordefio de la mafana, por lo que el
alimento se encuentra desatendido en los comedores toda la noche, permitiendo a los vectores
de la zona llegar, alimentarse con este y por ende contaminarlo. En cuanto a la finca 9 las
zonas en ensilaje se encontraban himedas y propensos a las condiciones climéticas de la
zona, generando un ambiente 6ptimo para el crecimiento de la bacteria por lo que se

considerd una falta grave.

Las fincas consideradas adecuadas correspondieron a las fincas 3, 4, 6, 7 y 10, las
cuales tenian su propio almacén para el alimento, libre de humedad, el alimento y los

suplementos, si no eran utilizados, se encontraban tapados y sin exposicion al ambiente.

El control de plagas en todas las fincas se considerd inadecuado, ya que ninguna
presentd ningun protocolo de control de estas. Por Gltimo, en cuanto al manejo de residuos
organicos, sélo las fincas 1, 5 y 6 se consideraron inadecuadas, esto debido a que se observaba

acumulo de los desechos en las cafierias, principalmente en las fincas 5 y 6, posiblemente por
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falta de mantenimiento, estas mismas en varios sectores se observaban sin rejilla por lo que
existe un potencial contacto con las aguas residuales, ademas en la finca 1 se observaba como
las aguas drenaban directamente a los potreros y en la finca 5 se observo el tanque recolector

de heces desbordandose.

Las tablas utilizadas como método de evaluacion de las fincas, basandose en diversas
caracteristicas relacionadas con los aspectos, asi como los resultados de la inspeccion pueden
ser observadas en el Anexo A (Cuadros Al, A2,y A3). En el Cuadro 2 se muestran cada uno
de los aspectos junto con su resultado final para cada finca correspondiente, asi como si

obtuvieron aislamientos positivos a Salmonella spp.
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3.3 Perfiles de resistencia a antibioticos

Se realizaron antibiogramas a los 18 aislamientos obtenidos. De éstos, un 72,22%
(13/18) resultaron ser pansusceptibles a todos los antibi6ticos analizados, mientras que
27,77% (5/18) resultaron ser monorresistentes a la nitrofurantoina (Figura 9). En todos los

perfiles de obtuvo un CMI de 64 pg/ml.
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Figura 9. Gréfico de perfiles de resistencia en muestras positivas a Salmonella spp.
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De las fincas que resultaron positivas, la finca 1 reflejo el 20% (1/5) de aislamientos
monorresistentes, la finca 3 el 60% (3/5) y la finca 7 el 20% (1/5). Todos los aislamientos

obtenidos de las fincas 2 y 5 resultaron pansusceptibles (Figura 10).
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Figura 10. Grafico de aislamientos monorresistentes de acuerdo con la finca

correspondiente.
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4. Discusion

4.1 Prevalencia de Salmonella spp.

La prevalencia general de Salmonella spp. obtenida en el presente estudio y la
prevalencia esperada son concordantes, correspondiendo ambas a un 6%. En términos
generales, es baja a partir de comparaciones con las prevalencias obtenidas de diferentes
estudios realizados en otros paises. Esto puede deberse a diferencias entre los tamafios de
muestra, los tamafios de los hatos, los sistemas de produccion y manejo y las diferencias
geogréficas entre estos estudios y el nuestro (Blau et al. 2005, Habing et al. 2012, Mufioz-
Vargas et al. 2018). Hatos de 100-150 animales son considerados como producciones de
mediana a larga escala a nivel nacional pero pequefios en comparacién a hatos localizados
en otras latitudes, los cuales han sido descritos con bajos porcentajes de Salmonella
circulante. Hatos con mayor poblacion poseen un mayor riesgo de transmision y proliferacion
de Salmonella debido a un aumento en la interaccién entre pares y por lo tanto del contacto

con las heces de animales acarreadores de la bacteria (Holsbach 2017).

Un estudio en Estados Unidos reportd que a mayor nimero de animales en las granjas
mayor era la posibilidad de tener por lo menos un animal positivo a Salmonella spp. En ese
estudio las granjas consideradas como grandes (granjas con hatos mayores a los 500
animales) correspondieron a un 52% de las granjas positivas mientras que las medias
(poblaciones entre los 100 — 500 animales) representaron un 28,20% (Blau et al. 2005). Asi
también otro estudio observd un 61% de prevalencia de Salmonella spp. en fincas con
poblaciones mayores a los 500 animales, a diferencia de las fincas entre 100 — 500 animales

donde se encontro un 46,30% de prevalencia (Habing et al. 2012).
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Estados Unidos, el pais que més estudios de prevalencia ha realizado, reporta
prevalencias mas altas, ejemplo de esto estd el estudio realizado por Mufoz-Vargas y
colaboradores (2018) en el que obtuvo un 45.63% de muestras positivas a Salmonella spp.
en hatos lecheros. Ese grupo de investigadores determinaron el progreso de la presencia de
la bacteria a lo largo de la etapa de transicion por medio de un estudio longitudinal de hatos
de entre 175 y 1250 de vacas lecheras, en donde se evidencié la mayor prevalencia de
Salmonella spp., durante la primera semana postparto y la tltima semana preparto. Similar
en el presente estudio, la primera semana postparto evidencié una mayor proporcion de
muestras positivas en relacién con las semanas de los dias ocho y 14 postparto (Mufioz-

Vargas et al. 2018).

En India, Murugkar y colaboradores encontraron un 9,60% de prevalencia en
aislamientos recolectados de heces de bovinos, siendo S. Enteritidis, S. Thyphimurium y S.
Bareilly los serotipos méas comunes, y reportaron un riesgo de contaminacién cruzada entre
cerdos, vacas, gallinas y humanos, debido a su alta proximidad, lo que resalta la transmision

de Salmonella por medio de fomites o contaminacion ambiental (Murugkar et al. 2005).

Ejemplos de prevalencia bajas también se han reportado en otros estudios a nivel
mundial. En Etiopia se evidencié una prevalencia de un 2,30% en bovinos al estudiar 132
hatos con un rango de poblacion desde cinco animales hasta 398. Al igual que en otros
estudios ellos reportan una relacién significativa entre la presencia de la bacteria y el tamafio
del hato, existiendo una mayor probabilidad de presentar la bacteria en los hatos de mayor

tamanio (p = 0,047) (Eguale et al. 2016).
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La estacionalidad es otro factor que pudo influir en los resultados obtenidos en el
presente estudio. El tiempo de muestreo se realizé desde finales de mayo hasta el mes de
diciembre, por lo que Unicamente se muestred durante la época lluviosa del pais. Varios
estudios han observado que la prevalencia de la bacteria aumenta durante la época de verano,
el equivalente a la época seca en el pais, los cuales ven una relacion entre la presencia de la
bacteria con altas temperaturas (Kanistanon 1997; Pangloli et al. 2008), asi como alta
humedad. Tomando esto en consideracion, se asume que existe una alta probabilidad de que
la prevalencia de Salmonella spp en ganado lechero sea més alta durante la época seca del

pais lo cual no fue observado por la disponibilidad de coleccion de muestras.

Ligado a la estacionalidad del pais se encuentra el estrés caldrico en el ganado lechero,
principalmente en la especie Bos taurus cuya adaptacién al calor es menor que la especie Bos
indicus (Heuveldop et al. 1986; Ebi et al. 2008). Temperaturas de confort de estos animales
oscilan entre los 5y 25 °C, y son particularmente sensibles a las temperaturas calidas, las
cuales se ven acentuadas durante los meses de época seca en el pais. Un aumento de la
temperatura ambiental estaria asociado a un aumento del estrés caldrico (Perera Martinez
2015), esto predispone a que bovinos reservorios de Salmonella spp. puedan presentar signos
clinicos, aumentando la probabilidad de excrecion de la bacteria a través de las heces
(Edrington et al. 2004). Estudios que logren comparar las diferencias de la excrecion de
Salmonella spp. en bovinos lecheros entre las épocas seca y lluviosa, asi como razas y cruces
dentro del pais, son altamente recomendados para fortalecer la epidemiologia de este agente

en hatos bovinos

El manejo y las medidas de bioseguridad aplicadas en las explotaciones lecheras son

importantes factores por considerar en el estudio de Salmonella. Estas variables fueron
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observadas en el presente estudio y se presumen como factores responsables de que algunas
fincas tuvieran mayor prevalencia que otras, lo que podria explicar la diferencia estadistica
significativa entre las prevalencias de la finca 2 y la finca 9 (p = 0,049), donde el manejo se
daba de manera muy diferente entre cada una, principalmente en cuanto a la higiene y el

manejo y almacenaje de los alimentos, los cuales se mencionaran cada uno mas adelante.

Un estudio realizado en Estados Unidos observo que los cambios en las précticas de
manejo tienen un impacto en la persistencia de la bacteria en granjas lecheras (Habing et al.
2012). En ese estudio dos granjas se tomaron en cuenta, ambas resultaron positivas a
Salmonella spp.; sin embargo, Gnicamente una de las fincas tom6 medidas de control y a
partir de estos cambios observaron una disminucion significativa de las prevalencias de la
bacteria tanto en animales (de un 20% a un 7,20%, p < 0,001) como en el ambiente (de un
61% a un 33%, p = 0,01), y se demostro asi el impacto positivo para la reduccién de la
Salmonella en los rebafios y aminorando asi el riesgo para los animales y para la salud publica

(Cobbold et al. 2006).

4.2 Manejo en las fincas

En el presente estudio, cinco aspectos generales de manejo fueron observados como
factores de alta influencia en la aparicion de la bacteria, incluyendo infraestructura, higiene
de instalaciones, control de plagas, manejo y almacenamiento de alimentos y manejo de
residuos organicos. A partir de esta evaluacion, dos de las diez fincas presentaron practicas
de manejo que podrian considerarse como adecuadas en cuatro categorias, exceptuando

control de plagas, mismas dos fincas que resultaron negativas a Salmonella spp.
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La infraestructura en la mayoria de las granjas incluidas en este estudio presentd
similitud en el disefio de las instalaciones incluyendo distribucién de las salas de ordefio,
tamarfio y ventilacion en el galerdn de alimentacion, comederos y zonas de almacenamiento
de alimentos, al igual que el sistema de drenaje de aguas residuales. No obstante, las fincas
identificadas como Salmonella positivas presentaron caracteristicas que podrian ser clave
para que la bacteria estuviera presente, como grietas u orificios ciegos en paredes y pisos que
predisponian a acimulo de materia organica y microorganismos, permitiendo formacion de
biofilms y disminuyendo la efectividad de sustancias aplicadas para la limpieza y
desinfeccion (Martelli et al. 2017; Lee 1998), adicional a esto, la generacién de posibles
desgastes o lesiones en la suela de los cascos, desarrollandose cojeras en los animales (FAO
y IDF 2011). Esto es de considerar ya que es una de las mayores problematicas en cuanto a
bienestar animal y pérdidas econdmicas asociadas a la disminucion de la produccion lactea

en animales con pododermatitis (O’Driscoll et al. 2009).

Otra disconformidad en cuanto a instalaciones fue la alta cercania con corrales de
otras especies productivas, la cual es considerada un riesgo para la contaminaciéon y
trasmision de Salmonella spp. (Andres y Davis 2015). Tres de las granjas presentaban esta
caracteristica las cuales resultaron positivas. La cercania entre especies productivas, como
cerdos o aves, y medidas de bioseguridad no rigurosamente aplicadas, son factores
predisponentes para la contaminacion cruzada de agentes infecciosos entre recintos,
principalmente por el movimiento de los trabajadores, contaminacion por fomites, vectores

0 via aerégena (Lorin 2001).

Esta diseminacion de Salmonella entre producciones es factible ya que tanto bovinos,

cerdos y aves han sido descritos como reservorios. Se ha comprobado que los cerdos tienen
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la posibilidad de convertirse en portadores de Salmonella spp., logrando excretar la bacteria
durante 28 semanas sin presentar sintomas, y siendo fuente de contaminacion inicial al
ambiente y a otros animales, como los bovinos (Andres y Davies 2015). En la Union Europea,
la prevalencia de la bacteria en cerdos ronda entre el 0% y 56% entre las explotaciones
comerciales, teniendo una prevalencia media del 33,30% entre sus miembros (Andres y
Davies 2015). En cuanto a Estados Unidos varios estudios en mudltiples granjas han

observado prevalencias entre el 3,40% y 33% (Foley et al. 2008).

De igual forma, las granjas avicolas poseen el mismo potencial para convertirse en
vehiculos de contaminacion. Los pollos son altamente susceptibles a la colonizacion por la
bacteria sin llegar a presentar sintomatologia, desde su nacimiento hasta las 96 horas de vida,
y su forma de transmision puede ser tanto vertical como horizontal (Foley et al. 2008). En
granjas avicolas las prevalencias en Estados Unidos han llegado a variar entre el 5% hasta el
100% (Foley et al. 2008). En cuanto a la Uni6én Europea, gracias a los Programas Nacionales
de Control (NCP) implementados en el 2007, la prevalencia de la bacteria ha venido en
declive; a pesar de ello, en el afio 2017 se detect6 un 1,87% de prevalencia a Salmonella spp.
en granjas de pollos de cria, un 3,70% en granjas de gallinas ponedoras y un 1,89% en granjas

de pollo de engorde (EFSA y ECDC 2018).

En la presente investigacion pudimos observar ademas deficiencias en los comederos,
desnivel del suelo o falta de una separacion entre cada galpédn para el ganado, los cuales han
sido reportados como factores predisponentes para infecciones de Salmonella. En Nueva
Zelanda un estudio de caso-control realizado por Stevenson y colaboradores (2016) para
determinar el origen de un brote de Salmonella spp. durante los afios 2011-2012, observo que

aquellas granjas donde se administraba el alimento en canales de manera continua tenian una
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mayor probabilidad de adquirir la enfermedad en comparacion con aquellas que
administraban el alimento en canales con separadores individuales, determinandolo como
uno de los factores de riesgo. Los investigadores llegaron a esta conclusién tomando en
cuenta que aquellas vacas que fueran dominantes tomarian mayores cantidades de alimentos
que aquellas que fueran mas pasivas, lo cual alteraria la microflora de los individuos,
volviéndolos mas susceptibles a la enfermedad. Ademas, comederos continuos aumentaban
el riesgo de contagio por contacto con la saliva entre las vacas y por ende con

microorganismos como Salmonella (Stevenson et al. 2016).

En cuando a la higiene de instalaciones, el lavado de los corrales en ocho de las diez
fincas se limitaba al lavado del suelo; por lo tanto, se podia observar acimulo de materia
organica en las esquinas de los corrales, paredes sucias y en pocos casos ni los bebederos o
comederos eran limpiados. Al haber zonas con un alto riesgo de contaminacion donde la
limpieza es deficiente, inconstante o inclusive inexistente, los microorganismos logran
adherirse a las superficies y generar biofilms, los cuales les permiten resistir a mecanismos
convencionales de limpieza y desinfectantes, convirtiendose en fuentes de contaminacion

para los animales (Trachoo 2003).

En la mayoria de las fincas se observo la sala de ordefio con medidas de higiene y un
proceso adecuados, a pesar de esto, dos producciones Salmonella positivas (fincas 5 y 9)
presentaban medidas de higiene inadecuadas, bebederos sucios, amplias zonas con acumulo
de materia organica, pisos agrietados y agua estancada, lo cual sugiere que existen factores
predisponentes para la supervivencia del microorganismo en estos recintos. Al comparar la

finca 2 y la finca 9, es interesante sefialar que la finca 2 presentd condiciones optimas en
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todos los aspectos en la sala de ordefio, a diferencia de la finca 9, donde, como se menciong,

se determind lo contrario.

La limpieza y desinfeccion adecuada de los recintos pueden disminuir de manera
dréstica el riesgo de infeccion en los animales, en primer lugar, si bien en las fincas no se
observé que utilizaran mangueras a presion para la limpieza durante las visitas, se
recomienda que las fincas no utilicen estas para la limpieza de los corrales, ya que, aunque
puedan eliminar a la suciedad en suelos o paredes, también generan bioaerosoles con la
capacidad de infectar tanto a los animales como a los operadores, ademas éstas no eliminan
los biofilms, por lo que no cumplen con el propoésito deseado (Holschbach y Peek 2018). El
Laboratorio de Diagndstico Veterinario de la Universidad de Wisconsin (WVDL) describe
una guia de desinfeccion y limpieza adecuada para control de Salmonella spp., en donde se
especifica primero eliminar toda la materia organica, posteriormente utilizar detergentes
alcalinos y luego detergentes acidificantes, con enjuagues entre estos tres pasos (WVDL

2016).

El control de plagas es uno de los mayores problemas en todas las fincas, ya que
ninguna presento un protocolo de control. En todas las fincas se observaron aves entrando a
las zonas de comederos y en algunas se logrd observar ratones en las bodegas de alimento.
Debido a la presencia de alimento, agua disponible y refugio, animales salvajes son atraidos
hacia las granjas y se mantienen en ellas, esto representa un gran problema ya que se sabe
gue estos animales son fuente de contaminacion por Salmonella spp., ya sea porque

introducen la enfermedad o son acarreadores de la enfermedad ya establecida en la granja.
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Es de suma importancia que una vez que las instalaciones sean desinfectadas
adecuadamente, se minimice el ingreso de aves, plagas o animales silvestres, ya que pueden
infectarse de microrganismos en areas que son inaccesibles y dispersar la enfermedad en
zonas de alto contacto con el alimento de los animales. Se ha demostrado que el control de
las poblaciones de roedores disminuye de manera efectiva la presencia de Salmonella
Enteritidis, esto en fincas de pollos; sin embargo, el mismo principio se puede extrapolar a

las granjas ganaderas (Meerburg y Kijlstra 2007).

En cuanto a aves han habido casos donde se observa como estas pueden distribuir la
enfermedad a ganado bovino, ejemplo de esto se observd en un caso de estudio en Japon,
donde, en una finca lechera, se aislaron cepas de Salmonella Typhimurium a partir de
muestras fecales de vacas en lactancia, terneros y muestras del ambiente, estos aislamientos
resultaron compatibles con la misma cepa que afect6 varios grupos de gorriones en la zona,
concluyendo en una contaminacion por contacto entre las aves y el alimento de los animales

de la granja (Tamamura et al. 2015).

La guia de la FSA (Food Standard Agency) del 2016 para productores lecheros en
Inglaterra establece como medidas de control para pestes, la remocion de vegetacion y basura
de las instalaciones, mantener alimentos en contenedores cerrados y eliminar todo el alimento
de los comederos luego de cada ordefio, mantener un registro de utensilios para control de
plagas como trampas o cebos y determinar sitios clave para colocarlos, de ser necesario se

ha de utilizar medidas fisicas de control como ventanas o redes de moscas (FSA 2016).

Un detalle importante en varias de las fincas es que los productores mantienen una

alta cantidad de gatos en ellas para el control de las plagas. Sin embargo, un estudio en granjas
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orgénicas holandesas encontrd una relacion entre el nimero de gatos presente en fincas con
la prevalencia de Toxoplasma gondii en los animales de las granjas (Meerburg et al. 2006).
Si bien los bovinos presentan una resistencia parcial a la enfermedad generada por este
parasito, se ha visto la transmision de taquizoitos en leche no pasteurizada (Tenter et al.
2000). Ademas, por medio de estudios experimentales se han descrito en terneros sintomas
como fiebre, dificultad respiratoria, rinorrea y congestion conjuntival (Costa et al. 1977;
Stelzer et al. 2019). Ademas, los funcionarios de las fincas se encuentran en riesgo de
contraer la infeccién, por lo que, desde un punto de vista de bioseguridad en finca, esto
representa un grave problema. En estas producciones se recomendo la vacunacion de todos
los gatos en la granja, y la reduccién de la poblacion para disminuir la probabilidad de

infeccion (Meerburg et al. 2006).

El manejo y almacenamiento de los alimentos es un factor de alta importancia, ya que
se ha comprobado como los ensilajes, pasto de corta, alimentos en forma de pellet e inclusive
el mismo pasto de los potreros funcionan como reservorios para Salmonella spp. (Rodriguez
et al. 2006). Ademas, el alimento es un factor predisponente para la presencia de plagas en
las granjas. La mayoria de las fincas, en especial las fincas positivas, mantenian los alimentos
en condiciones inadecuadas, por ejemplo: zonas con alta humedad, falta de proteccion a las
condiciones climaticas, facil acceso para animales salvajes o productos abiertos sin
proteccion., asi como también algunas fincas que producian su propio concentrado mantenian
la maquinaria sucia y en ambientes abiertos donde animales podian acceder facilmente. El
manejo de este aspecto tanto en la finca 2, como la finca 9 se considerd inadecuado, sin
embargo, es importante mencionar que la finca 9 mantenia el alimento en las zonas de

ensilaje expuesto al medio ambiente, por lo que, al observar los subproductos, se encontraban
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sucios y humedos, aumentando drasticamente la probabilidad de contaminacion, en

comparacion con la finca 2.

Se han reportado casos donde los animales son infectados por Salmonella spp.
proveniente de alimentos contaminados (Jones et al. 1982; Anderson et al. 1997) e inclusive
se report6 un caso en el Reino Unido donde se dio un brote de Salmonella Heidelberg en
humanos a partir de leche contaminada, el origen de la enfermedad vino de una vaca con
mastitis asintomatica la cual consumié alimento contaminado por esta cepa (Knox et al.
1963). Tomando en cuenta que en todas estas fincas los funcionarios o productores consumen
leche sin pasteurizar, se demuestra la importancia de mantener el alimento en buenas

condiciones no s6lo para los animales sino también para la salud pablica

Por ultimo, tenemos el manejo de desechos organicos, en cuanto al drenaje de las
fincas, cuatro de las fincas que dieron negativas presentaron un sistema de desagie adecuado,
sin estancamiento de los desechos, esto a diferencia de la dos de las fincas positivas, donde
el drenaje era deficiente e inclusive en algunas se estancaba y desbordaba, manteniendo heces

en los corrales y por lo tanto convirtiéndose en fuente de contaminacion.

Varias de las fincas reutilizan el estiércol recuperado de los animales, almacenandolo
en tanques y siendo utilizado como abono para los pastos, en su mayoria el riego lo realizan
en forma liquida y de manera superficial utilizando maquinaria; no obstante, esto es
considerado como un factor de riesgo para las fincas. Un estudio realizado por Fossler y
colaboradores (2005) indica que animales en fincas que irrigan abonos de manera superficial
poseen 2.1 veces mas probabilidades de excretar Salmonella spp. en heces, ademas animales

gue hayan consumido pastos en campos donde se irrig0 estiércol, pero no se ar6 en la misma
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temporada, poseen 1.8 veces méas probabilidades de eliminar la bacteria en heces (Fossler et

al. 2005).

Para evitar que los abonos se conviertan en fuentes de infeccion se recomienda el
almacenamiento de el estiércol de uno a tres meses, esto ya que al almacenarse este puede
llegar a generar temperaturas de hasta 55 °C, sin embargo, no de manera uniforme, en las
zonas periféricas la temperatura serd menor, por lo que otra recomendacion seria mantener
un movimiento de los desechos dentro de los almacenes, para que la eliminacion de los
microorganismo se dé en toda la materia orgéanica. Por ultimo, se recomienda que los
animales no entren a pastar a los potreros irrigados por lo menos por un mes o hasta que no

haya sefiales de desechos organicos en los potreros (Hutchison et al. 2000).

La educacion de los productores, asi como de los funcionarios encargados de las
granjas con respecto a medidas de manejo adecuadas, y su influencia en la presencia no sélo
de Salmonella spp. sino también de otros microorganismos, es de suma importancia para
poder minimizar la presencia de la bacteria en aquellas granjas que se encontraron positivas,
asi como mantener niveles bajos en aquellas que resultaron negativas, y asi evitar brotes de

esta enfermedad tanto a nivel de los animales como a nivel de la salud humana

4.3 Resistencia a antimicrobianos

Los perfiles de sensibilidad antimicrobiana obtenidos en el estudio demuestran una
alta sensibilidad a los antibidticos, tomando en cuenta que sélo cinco de los aislamientos
resultaron resistentes a un antibiético, siendo la nitrofurantoina el Gnico antibiético al que se
tuvo resistencia. La nitrofurantoina es un antibidtico perteneciente a la familia de los

nitrofuranos, con un amplio espectro de accion contra bacteria tanto Gram-negativas como
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Gram-positivas, su uso fue aprobado por la FDA en Estados Unidos en el afio 1953, a partir
de entonces se utiliz6 ampliamente para el tratamiento de enfermedades del tracto urinario
inferior gracias a su pobre distribucién a tejidos y alta concentracion en orina. En el afio 1970,
con la aparicion de antibidticos como trimetoprim/sulfamethoxazole o los betalactamicos,

provocé que su popularidad disminuyera (Bains et al. 2009, Huttner et al. 2015)

En la medicina veterinaria la nitrofurantoina se ha utilizado como tratamiento de
infecciones y como promotor del crecimiento en explotaciones de animales; aunque, esta
ultima aplicacion fue prohibida a partir de 1995 en la Union Europea (Garcia et al. 2017), y
en Costa Rica también se encuentra prohibido el uso de este antibidtico para ese propdsito

(SENASA 2016).

En afos recientes, el aumento de la resistencia a antibioticos como fluoroquinolonas
o trimetoprim/sulfamethoxazole ha provocado que se renovara el interés por el uso de la
nitrofurantoina, por lo que a partir del afio 2000 su uso ha ido en aumento mundialmente.
Los mecanismos de accion de este antibiotico no son completamente comprendidos, sin
embargo, se conoce que por medio de dos enzimas nitroreductasas se producen metabolitos
intermedios los cuales atacan proteinas ribosomales e inhiben por completo la sintesis de

proteinas en la bacteria (McOsker y Fitzpatrick 1994; Huttner et al. 2015).

Los mecanismos de resistencia utilizados contra la nitrofurantoina se han relacionado
con mutaciones en los genes nfsA y nfsB, donde, la primera reduce la actividad de las enzimas
reductasas, mientras que la segunda amplifica esta reduccién, hasta que la actividad llega a
ser indetectable (McCalla et al. 1978; Sandergen et al. 2008). Un estudio realizado por Garcia

y colaboradores (2017) analiza dos clones de la serovariedad Thyphimurium resistentes a
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nitrofurantoina, estos clones son la DT-104 y pUO-StVR2, a partir de los resultados donde
todos los clones pUO-StVR2 presentaron resistencia completa mientras que un 26% del clon
DT-104 fueron susceptibles, 15% intermedios y 20% resistentes, conjetura como la bacteria
podria haber logrado mantener esta resistencia a pesar de que lleva afios sin ser utilizado
como promotor del crecimiento. Se presume que la estabilidad cromosomal de las mutaciones
en estos clones ha permitido que la bacteria logre mantener esta resistencia con el tiempo y
eventualmente replicandose y disemindndose en el ambiente, esto mismo puede estar

ocurriendo en las muestras resistentes de la presente investigacion.

A nivel mundial también se ha observado la resistencia de la nitrofurantoina en
diferentes estudios. En Brasil, un estudio sobre brotes por salmonelosis de origen alimentario
en personas entre el 2007 y el 2012 reportd un 94% de los aislamientos resistentes a la
nitrofurantoina, siendo el antibidtico con mayor resistencia (Capalonga et al. 2014). En
Portugal un estudio en aislamientos de Salmonella spp. en humanos y en diferentes fuentes
de alimentos reportdé un 65% de resistencia a la nitrofurantoina, siendo los serotipos
Enteritidis y Typhimurium en los que mas frecuentemente se encontrd resistencia a este
antibidtico. Los investigadores asociaron esta resistencia al uso ilegal del antibiotico como

promotor del crecimiento (Antunes et al. 2006).

En cuanto a Costa Rica, el INCIENSA, determind en cepas de S. Thyphimuriumy S.
Enteritidis de aislamientos provenientes de origen humano, un 9% (17/186) de resistencia a
la nitrofurantoina, un 21% (35/166) en aislamientos de S. Paratyphi B var. Java, provenientes

de origen no humano (INCIENSA 2010).
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En cuanto al resto de los antibi6ticos, resulta interesante que todos los aislamientos
resultaran sensibles, tomando en cuenta la tendencia a nivel mundial en la que hay un
aumento en la resistencia hacia los antibidticos. Sin embargo, otros estudios han tenido
resultados similares donde se encuentra una alta sensibilidad, ejemplo de esto es un estudio
en Estados Unidos donde encontraron un 87.20% de pansusceptibilidad en aislamientos
fecales para Salmonella spp., ademas, de aquellos que se encontro resistencia, la tetraciclina

fue el antibi6tico con menor susceptibilidad (Lundin et al. 2008).

Un detalle importante por tomar en cuenta es que, si bien se encontr6 alta
susceptibilidad, no todos los antibidticos analizados son utilizados cominmente en la
medicina veterinaria, por lo que otros farmacos que se utilizaran con mayor frecuencia
podrian tener resistencia, como por ejemplo la familia de las tetraciclinas, a quienes se les
han observado genes de resistencia de manera frecuente en ganado, y se presume que se han
vuelto parte estable del genoma de la microflora de estos animales (Kyselkova et al. 2015).
La seleccion de estos antibidticos en el estudio se debid a que nuestro enfoque se concentrd
en determinar la susceptibilidad antibiética en infecciones por Salmonella spp. de origen
alimentario o por cuestiones de salud ocupacional en humanos, cuyo punto de origen fueran

las granjas.

En general es importante mantener medidas de uso de los antibioticos de manera
responsable, con el objetivo de prevenir la seleccion de bacterias resistentes, las cuales a
futuro podrian causar enfermedades sin tratamiento, convirtiéndose en un peligro para la

salud publica.
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5. Conclusiones

5.1 El presente estudio detectd una prevalencia esperada de Salmonella spp. en heces de
bovinos de leche durante la etapa de transicion, similar a lo reportado en otras latitudes

durante meses de invierno.

5.2 Diferencias porcentuales de prevalencia entre las producciones incluidas en el estudio
sugiere que factores predisponentes como medidas de bioseguridad laxas y deficiencias en el
manejo e instalaciones facilitan la diseminacion y sobrevivencia de Salmonella en los hatos

lecheros.

5.3 Una alta susceptibilidad antibiéticos de uso humano fue observada en los aislamientos de
Salmonella spp recuperados de hatos lecheros, siendo la nitrofurantoina el Unico antibidtico
al cual se le encontrd resistencia. Este hallazgo sugiere la permanencia de genes de resistencia
estables a través del tiempo de épocas donde se utilizaba la nitrofurantoina como promotor

de crecimiento en bovinos en el pais.
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6. Recomendaciones

6.1 Debido a la escasez de estudios a nivel nacional destinados a la deteccion de
microorganismo, como lo es Salmonella spp., asi como su resistencia a los antibiéticos, en
los sistemas de produccion animal, es necesario continuar realizando estudios a mayor escala
para poder reconocer cuales de estos llegan a presentarse con mayor frecuencia y en qué
condiciones su presencia puede verse favorecida, para que con esta informacion sea posible
establecer las medidas necesarias, determinar las formas adecuadas de implementarlas y asi,

minimizar el riesgo para la salud publica.

6.2 La educacion de los productores y funcionarios de las granjas sobre las buenas préacticas
de manejo en ellas, son clave no sélo para poder asegurar la inocuidad de los alimentos a lo
largo de toda la cadena de produccidn, sino también en cuanto a la salud ocupacional de los
trabajadores. Mediante la educacion, podemos implementar protocolos de manejo, bienestar
animal y bioseguridad en las granjas y por lo tanto evitar la propagaciéon de enfermedades

que pueden provocar problemas de salud publica en las explotaciones pecuarias.

6.3 Es importante asegurar que los productores y funcionarios logren implementar las buenas
practicas de manejo en las granjas, por lo que es importante hacer un llamado a la vigilancia
de estas por parte de las instituciones nacionales correspondientes, mediante la
implementacion de politicas que ayuden y exijan en el control de la enfermedad para que,
basandose en los estudios y la legislacion, podamos asegurar que los protocolos instaurados
se den de manera correcta, y de igual forma, realizar las correcciones necesarias a los errores
encontrados, para asi mantener un nivel adecuado de manejo en las granjas e inclusive, con

el paso de los afios, elevar este nivel para asi asegurar no sélo el bienestar animal, sino
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también el bienestar de los funcionarios y la salud publica nacional a nivel de inocuidad

alimentaria.
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7. Fuente de Financiamiento

Este proyecto fue financiado a través de materiales y reactivos para el procesamiento
de las muestras, cultivos bacterianos y caracterizacion de los aislamientos donados a la Dra,
Lohendy Mufioz Vargas por el Departamento de Medicina Preventiva Veterinaria de la
Facultad de Medicina Veterinaria de The Ohio State University, Estados Unidos. El
Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional facilité el equipo e instalaciones para su desarrollo.
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9. Anexos

Anexo A. Tablas de evaluacion de manejo en las fincas.
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