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Resumen
La preocupacion por las zoonosis y la vida silvestre ha aumentado debido al creciente
acercamiento entre la vida silvestre y los humanos como resultado de la expansion
humana, la globalizacion, el cambio climatico y las alteraciones en el ecosistema.
Pocos estudios describieron el papel de los mamiferos silvestres y los ambientes en
la epidemiologia de Salmonella. A nivel mundial, mas de 93 millones de casos de
gastroenteritis por afio estan asociados con Salmonella en paises desarrollados y en
desarrollo. La resistencia a los antimicrobianos es un problema creciente asociado
con Salmonella que amenaza la salud mundial, la seguridad alimentaria, la economia
y el desarrollo en el siglo XXI. El objetivo de este estudio es estimar la prevalencia,
identificar perfiles de susceptibilidad antibiética y serotipos de Salmonella enterica no
tifoidea recuperada de heces de primates no humanos, alimentos ofrecidos vy
superficies en diez centros de cautiverio en Costa Rica. Se evaluaron un total de 180
muestras fecales de 10 sitios de manejo, distribuidas en 133 muestras de superficie y
43 muestras de alimentos. Recuperamos Salmonella enterica de las heces del 13.9%
de las muestras, el 11.3% de las superficies y el 2.3% de las muestras de alimentos.
Los perfiles de no susceptibilidad incluyeron seis aislamientos de heces (14.6%):
cuatro no susceptibles (9.8%) a ciprofloxacina, uno (2.4%) a nitrofurantoina y uno
tanto a ciprofloxacina como a nitrofurantoina (2.4%). En cuanto a los ambientes, un
perfil fue no susceptible a la ciprofloxacina (2.4%) y dos a nitrofurantoina (4.8%). El
unico aislamiento de alimentos resulté pansusceptible. De los aislamientos de heces,
el 16% (4/25) coincidieron con los serotipos Typhimurium/I4,[5],12:i:-, S.

Braenderup/Ohio, S. Newport y S.Anatum/Saintpaul. S. Westhampton se aisl6 de las
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superficies en el 15.4% (2/13) y en el 100% (1/1) de los alimentos aislados. La
vigilancia epidemiolégica de Salmonella y otros agentes zoonoéticos en estos sitios y
animales silvestres, asi como los patrones de transmisién, pueden favorecer la
creacion de estrategias para la prevencion de la enfermedad y su diseminacion. El
abordaje de las zoonosis y resistencia antimicrobiana, asi como la mitigacion de sus

efectos requiere un esfuerzo orientado en Una Salud.

Palabras clave: Salmonella, primates no-humanos, resistencia antimicrobiana,

ambiente.
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Abstract
Concern about zoonoses and wildlife has increased due to growing rapprochement
between wildlife and humans as a result of human expansion, globalization, climate
change and alterations in the ecosystem. Few studies described the role of wild
mammals and environments in the epidemiology of Salmonella. Globally, more than
93 million gastroenteritis cases annually are associated with Salmonella in developed
and developing countries. Antimicrobial resistance is a growing problem associated
with Salmonella that threatens global health, food security, economy, and development
in the 215t century. The aim of this study is to estimate the prevalence, identify antibiotic
susceptibility profiles and serotypes of non-typhoidal Salmonella enterica recovered
from non-human primate feces, food offered and surfaces in captive centers in Costa
Rica. A total of 180 fecal samples from 10 management sites, 133 surface and 43 food
samples were evaluated. We recovered Salmonella enterica out of feces from 13.9%
of samples, 11.3% from surfaces and 2.3% from food samples. Non-susceptibility
profiles included six isolates from feces (14.6%): four non-susceptible isolates (9.8%)
to ciprofloxacin, one (2.4%) to nitrofurantoin and one to both ciprofloxacin and
nitrofurantoin (2.4%). Regarding the environments, one profile was non-susceptible to
ciprofloxacin (2.4%) and two to nitrofurantoin (4.8%). The only food isolate was found
to be pansusceptible. Of the isolates from feces, 16% (4/25) coincided with serotypes
Typhimurium/I4,[5],12:i:-, S. Braenderup/Ohio, S. Newport, and S. Anatum/Saintpaul.
S. Westhampton was isolated from surfaces in 15.4% (2/13) and in 100% (1/1) of food
isolates. The epidemiological surveillance of Salmonella and other zoonotic agents in

these sites and wildlife, in addition to the patterns of transmission, can serve for the
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creation of strategies for the prevention of the disease and its dissemination.
Addressing zoonoses and antimicrobial resistance, as well as mitigating their effects,

requires a One Health-approach.

Keywords: Salmonella, non-human primates, antimicrobial resistance, environment.



1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de Salmonella

Salmonella es una enterobacteria, Gram negativa, de forma bacilar,
ampliamente distribuida a nivel mundial, responsable de causar enfermedad en
humanos y animales (Brenner et al. 2000; Ryan et al. 2017; WHO 2018), y asociada a
mas de 93 millones de casos de gastroenteritis anuales tanto en paises desarrollados
como en vias de desarrollo (Majowicz et al. 2010). Segun estimaciones, entre 22
agentes transmitidos por alimentos, Salmonella resulto ser el agente con mayor carga
transmitida por los alimentos y mayor cantidad de afios de vida ajustados por
discapacidad (AVAD) con 8.76 millones (95% IC 5.01-15.6 millones), por encima de
otros patégenos como Norovirus, Escherichia coli enteropatogénico, Campylobacter
spp., entre otros (Kirk et al. 2015). Su extensa distribucion, capacidad de sobrevivir
bajo multiples y adversas condiciones ambientales, tener un rango amplio de
hospedadores y multiples vias de transmision son caracteristicas favorecedoras para
las infecciones (Pires et al. 2014; Farias et al. 2015; Milton et al. 2018).

El género incluye dos especies Salmonella enterica'y Salmonella bongori. A su
vez, S. enterica comprende seis subespecies: S. enterica subsp. Enterica, S. enterica
subsp. Salamae, S. enterica subsp. Arizonae, S. enterica subsp. Diarizonae, S.
enterica subsp. Houtenae, y S. enterica subsp. Indica. Su clasificacion engloba mas de
2600 serotipos, siendo mas de 2000 de relevancia médica (Lahiri et al. 2010;
Issenhuth-Jeanjean et al. 2014).

Las salmonelas responsables de causar enfermedades en humanos son

divididas en serotipos tifoideos y no-tifoideos. Los primeros se restringen a humanos e



incluyen dos serotipos: Salmonella enterica serovar Typhi (S. Typhi) y Salmonella
enterica serovar Paratyphi A (S. Paratyphi A) (Feasey et al. 2012). Las no-tifoideas
comprenden cientos de serotipos frecuentemente clasificados como zoonéticos
mantenidos en un amplio rango de reservorios vertebrados (Gordon 2011). Los
sintomas de salmonelosis comunmente reportados incluyen gastroenteritis,
bacteriemia, neumonia, meningitis e infecciones focales. En los casos de
gastroenteritis, los sintomas inician entre seis y 72 horas posterior a la ingesta. La
duracion de la enfermedad oscila entre dos y siete dias; dependiendo de la carga
bacteriana, serotipo infectante y estado inmunolégico del paciente (WHO 2018). Las
cuatro manifestaciones clinicas mas importantes de Salmonella incluyen: infeccion
invasiva por S. Typhi; infeccion invasiva por S. Paratyphi A; infeccion invasiva
por S. enterica no tifoidea; y diarrea por S. enterica no tifoidea. Las manifestaciones
causadas por serotipos no tifoideos son los mas comunes (Kirk et al. 2015). En
poblaciones inmunocomprometidas, malnutridas, con enfermedades concomitantes,
en pacientes pediatricos menores de cinco afios y geriatricos se ha reportado un mayor
riesgo e indices de mortalidad (Hohmann 2001; Feasey et al. 2012; WHO 2018).

A nivel de especies animales, a menudo Salmonella ocurre de manera
asintomatica (Spickler y Leedom Larson 2013); sin embargo, puede manifestarse
clinicamente con diarreas agudas o cronicas, septicemia, enteritis aguda o crénica, e
incluso abortos por infeccidn feto-placentaria (Zachary y McGavin 2016). Estos casos
clinicos suelen ocurrir cuando los animales enfrentan factores y eventos estresantes
como hacinamiento, convivencia con otros animales, transporte, destete, parto,

infecciones virales o parasitarias concurrentes, cambios de dietas, cirugias o por



terapias antibidticas que causan disbiosis intestinal (Gopee et al. 2000; Spickler y
Leedom Larson 2013; Zachary y McGavin 2016). Algunos pacientes, posterior al
cuadro clinico, fallan en resolver completamente la infeccion y progresan a un estado
de portadores (Gunn et al. 2014). Salmonella puede acarrearse en la vesicula biliar e
intestinos, y excretada por heces de forma continua o intermitentemente. Puede
mantenerse latente en tejidos linfaticos y movilizarse cuando las defensas del
hospedador estan comprometidas, actuando como reservorios y favoreciendo la
diseminacién del agente (Spickler y Leedom Larson 2013).

Los métodos de transmision de Salmonella son multiples, lo que favorece la
infeccion. La via de transmision principal es través de la ruta fecal-oral. Gran variedad
de alimentos pueden estar contaminados con Salmonella, resultando en la via de
adquisicion mas importante. Se estima que un 95% del total de casos anuales son
transmitidos por alimentos (Majowicz et al. 2010). No obstante, el contacto directo con
animales colonizados, indirectamente por contacto con fomites o ambiente
contaminado puede resultar en otras vias destacadas de infeccion (Spickler y Leedom
Larson 2013). La transmision por contacto directo principalmente en espacios como
granjas, exhibiciones animales, zoologicos, clinicas veterinarias u otros espacios
publicos donde se localizan portadores asintomaticos como animales de abasto,
reptiles, roedores y vida silvestre resulta una via importante y poco reportada. Datos
epidemioldgicos relacionados a casos clinicos y transmision de enfermedades por
medio del contacto indirecto con animales son poco estudiados y tomados en cuenta
en el estudio y abordaje de brotes de enfermedades infecciosas (Hoelzer et al. 2011;

Dolejska y Literak 2019). Algunas vias indirectas destacadas son contacto con



alimentos y piensos (Sanchez et al. 2002; Silva-Hidalgo et al. 2012b; Pires et al. 2014),
fuentes de agua contaminada (Silva-Hidalgo et al. 2012b), superficies contaminadas

(Jang et al. 2008) e incluso por aerosoles (Oliviera et al. 2006).

1. 2 Salmonella en Animales Silvestres en Cautiverio

Los animales silvestres son el reservorio de multiples enfermedades infecciosas
zoonoticas que constituyen un desafio para la salud publica (Daszak et al. 2001). La
mayoria de las enfermedades infecciosas emergentes y reemergentes son zoondticas
e incluyen algun tipo de reservorio silvestre (Woods et al. 2019). Estos han sido
vinculados con la transmision de microorganismos hacia animales domésticos y
humanos, por contacto directo y contaminacion de ambiente, alimentos y agua,
incluyendo la transmision de Salmonella (Kruse et al. 2004). Actualmente ha
aumentado la preocupacion sobre las zoonosis asociadas a animales silvestres,
debido al incremento de acercamiento entre estos animales y los humanos producto
de la globalizacion, cambio climatico y alteraciones en el ecosistema (Woods et al.
2019).

Cambios en la eco-epidemiologia de Salmonella en animales silvestres han sido
clasificados como de origen natural o antropogénico (Kruse et al. 2004). Derivado del
segundo, Chomel et al. (2007) citan varias acciones con alta repercusion e impacto
tales como la expansion humana, cambios en habitats naturales, cambios en
actividades agropecuarias, globalizacién del comercio, translocacion de vida silvestre,
mercados de carne de animales silvestres, consumo de alimentos exéticos, desarrollo

de ecoturismo, acceso a zooldgicos que permiten el contacto con animales y posesion



de mascotas silvestres a nivel domeéstico. Estas actividades también ocurren en Costa
Rica y de igual manera atentan la salud y estado de conservacion de los primates,
incluyendo el consumo esporadico de primates (Williams-Guillén et al. 2021; Solano-
Rojas, 2021)

La prevalencia de Salmonella en mamiferos silvestres es poco conocida y
variable, sin embargo, algunos estudios han reportado su aislamiento en centros
dedicados al manejo de fauna silvestre en cautiverio (Anexo 1). Es probable que la
principal fuente de trasmision hacia estos animales sea a través del consumo de agua
o alimentos contaminados y superficies que tienen contacto con roedores, aves,
insectos u otros reservorios del microorganismo (Gopee et al. 2000; Jang et al. 2008;
Silva-Hidalgo et al. 2012b). Los animales en cautiverio pueden actuar como portadores
asintomaticos excretando intermitentemente Salmonella en heces e incluso ante
situaciones estresantes o enfermedades concurrentes Salmonella puede generar
enfermedad poniendo en riesgo la conservacion de las especies (Smith et al. 2002).
Por su parte, portadores asintomaticos resultan preocupantes para la salud publica
debido a la potencial capacidad de contaminacion de aguas, alimentos y ambiente a
los cuales se exponen poblaciones humanas (Jijon et al. 2007; Silva-Hidalgo et al.
2012b; Farias et al. 2015). Estudios previos han mencionado el impacto de Salmonella
para la salud publica con enfoque en poblaciones de reptiles y anfibios (Erdozain et al.
2013). Hay pocos estudios descritos sobre el rol de mamiferos silvestres y ambientes
asociados en la epidemiologia de Salmonella. Esto es particularmente importante, ya

que la exposicion directa entre animales portadores representa un riesgo para la salud



de los visitantes y trabajadores de los lugares que manejan animales silvestres ex situ
o de areas libres con exposicion de estos (Farias et al. 2015; Milton et al. 2018).

Los primates se dividen en cuatro subgrupos: prosimios, grandes simios,
primates del viejo mundo y primates del nuevo mundo (Miller y Fowler 2015). En Costa
Rica, las areas silvestres terrestres protegidas representan un 25.44% de los
51.110km? del territorio nacional (SINAC 2019), y albergan cuatro especies de primates
no humanos de nuevo mundo (PNHNM). EIl término formal para el grupo taxonémico
que contiene los primates del Nuevo Mundo es Platyrrhini. Estos se separaron de los
monos Yy simios del Viejo Mundo (Catarrhini) hace unos 40 millones de afios y migraron
a América. Actualmente viven desde México a Argentina. Son de tamafio mediano y
pequefio, viviendo en diferentes ambientes arbéreos (Dunn y Cristébal-Azkarate,
2016). Segun la Unidn Internacional para la Conservacion de la Naturaleza (UICN), los
monos arafa (Ateles geoffroyi) y los monos ardilla o titi (Saimiri oerstedii) se consideran
en peligro de extincion; los monos congo (Alouatta palliata) y capuchinos (Cebus
capucinus) han experimentado reducciones en el tamafio de su poblacion y su
distribucion geografica colocandose en la categoria de vulnerables (IUCN 2022).

Destruccion y fragmentacion de habitats, caza, practicas de agricultura,
decomisos de animales silvestres, accidentes automovilisticos, electrocuciones, entre
otros, son actividades que en Costa Rica han aumentado el ingreso de animales
silvestres a sitios de cautiverio. El manejo normalmente es deficiente debido a la falta
de conocimiento, mala infraestructura, fondos insuficientes, personal limitado y poco

control gubernamental. El conocimiento del estado sanitario de animales en cautiverio



y su posible impacto para la salud publica es limitado (Jiménez-Soto et al. 2013),
incluyendo la eco-epidemiologia de Salmonella.

Los primates no humanos tienen un alto potencial de transmisién de zoonosis y
antropozoonosis, debido a su cercana relacion taxondmica con los humanos (Miller y
Fowler 2015). Particularmente, la salmonelosis en primates del nuevo mundo, y
dependiendo de la virulencia de la cepa bacteriana, se manifiesta como depresion,
heces suaves o diarrea hemorragica, anorexia, fiebre, vomito, siendo la deshidratacion
la principal causa de muerte, si no es tratada. Portadores asintomaticos no muestran
signos clinicos hasta que sufren algun proceso estresante, sufriendo una infeccion fatal
fulminante y excretando un gran numero de organismos durante el curso de la
enfermedad (Renquist y Withney 1987; Miller y Fowler 2015; Virginia Department of
Health 2018). Algunos de los serovares previamente reportados en PNHNM incluyen
Braenderup, Oranienburg (Silva-Hidalgo et al. 2012), Yoruba (Knobl et al. 2011),
Typhimurium (Kourany y Rossan 1971; Renquist y Withney 1987), y en otros primates
se han reportado Heidelberg, Derby, Miami, Anatum y Stanley (Abee et al. 2012);
mismos serovares usualmente reportados en infecciones humanas. Debido a la alta
susceptibilidad de primates a sufrir diarrea principalmente asociadas a Salmonella, se
recomienda examinaciones periodicas de las heces de primates y alimentos para la
determinacion de agentes causales (Miller y Fowler 2015).

La informacién sobre la frecuencia de Salmonella en primates no humanos en
cautiverio o espacios similares es escasa. Se ha reportado una prevalencia de 13% de
Salmonella en primates no humanos de vida libre habituados a humanos en un

contexto turistico (Nizeyi et al 2001). Existen estudios que citan prevalencias que van



desde cero hasta 19%; sin embargo, no han sido conducidos en PNHNM, ni en
condiciones tropicales de cautiverio (Abee et al. 2012). Otros autores han reportado,
en cautiverio en Colombia, PNHNM portadores de Salmonella sin sintomas de
enfermedad con una prevalencia de 80% (Calderdn et al., 2013), lo cual es mucho
mayor a lo observado en especies silvestres en cautiverio (Anexo 1) y lo reportado por
Abee et al. (2012) descrito anteriormente.

Animales silvestres portadores asintomaticos de Salmonella pueden
representar un problema de salud publica y la conservacion de especies. El personal
que trabaja en los centros de acopio, visitantes y otros animales de los recintos son
poblaciones en riesgo de contagio, tanto de manera directa como indirecta (Smith et
al. 2002; Farias et al. 2015; Milton et al. 2018). Por ejemplo, en 1996 en el Zooldgico
de Denver en Colorado, 39 nifios que asistieron a una exhibicion de dragones de
Komodo se infectaron con Salmonella, aunque ninguna toco a los animales, la fuente
de contagio fue una baranda contaminada que aislaba los animales de los visitantes
(Friedman et al. 1998).

El “"bushmeat™ o caza y consumo de carne de animales silvestres por parte de
los humanos es un relevante factor de riesgo que favorece la emergencia de
enfermedades zoondticas (Chomel et al. 2007). El contacto con fluidos y heces durante
el sacrificio favorece la transmision de agentes infecciosos, entre ellos, Salmonella.
Asimismo, con la globalizaciéon y movimiento humano, se facilita la diseminacion de
agentes mediante el transporte de carne ilegal y de individuos que consumen y se
pueden infectar (Ripple et al. 2016). Actualmente en Costa Rica se da la caza ilegal

para consumo de carne de animales silvestres (MINAE 2019; SINAC 2019;



Comunicacion personal Oficiales del SINAC en el 2022). Si bien, aunque no hay
reportes de consumo per capita de carne de primates, es una actividad que sucede
areas rurales y urbanas en Costa Rica y Nicaragua, aunque no ocurre de manera

frecuente (Williams-Guillén et al. 2021).

1.3 Patogénesis del estado portador de Salmonella spp.

La virulencia de Salmonella spp. esta determinada por su serotipo y capacidad
de adherirse al epitelio intestinal e invasion celular (Markey et al. 2013). El objetivo de
la bacteria es colonizar la mucosa y acceder a la lamina propia y lechos capilares. El
proceso de invasion de Salmonella ocurre mediante dos estrategias. En la primera,
debido a la ausencia de muco de las células M, Salmonella logra el contacto directo
con las membranas celulares. Por otra parte, el flagelo le confiere movilidad para
atravesar el moco de los enterocitos. Una vez dentro de los enterocitos, se ubican en
vacuolas y se multiplican en su interior. Una vez adherida a las células inicia un proceso
receptor — ligando y mediante un sistema de secrecion de tipo Ill se estimula la
fagocitosis de la bacteria (Zachary y McGavin 2016). Posteriormente migran hacia la
lamina propia (Gyles et al. 2008). La otra via de invasion es mediante macrofagos y
las células dendriticas que también tienen la capacidad de fagocitar y movilizar
bacterias hacia los vasos linfaticos, tejidos linfoides asociadas a la mucosa y las placas
de Peyer (Zachary y McGavin 2016). Utilizando estas estrategias, Salmonella se
protege de anticuerpos, el complemento y antibidticos, sin causar enfermedad y

pasando desapercibida clinicamente (de Carvalho 2014).
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1.4 Resistencia Antimicrobiana y Salmonella en Animales Silvestres en
Cautiverio

La alta frecuencia de Salmonella resistente a los antibioticos y su diseminacion
intra e inter-especies, y su internacionalizacion ha representado un desafio a la salud
publica (Gebreyes et al. 2014; Bakkeren et al. 2019). La resistencia antibiotica
comprende principalmente dos escenarios: el desarrollo tarde o temprano de
resistencia hacia los antibidticos y la limitada generacion de moléculas antibidticas
nuevas (Ferri et al. 2017). El amplio uso, mal uso y abuso de los antibidticos, en
medicina humana, veterinaria, y agricultura ha permitido la generaciéon de una
respuesta evolutiva producto de la presidn de seleccién, permitiendo el surgimiento de
los mecanismos de resistencia entre diversas poblaciones bacterianas que se
seleccionan, multiplican y producen progenie que reemplaza a la no resistente (Garcia
2001).

Esta emergencia de resistencia va asociada con el uso y consumo de
antibioticos por parte del area médica (humana y animal) y actividades de produccion
de alimentos (agricola y pecuaria) (Garcia 2001). En el caso de Costa Rica, el sector
publico en el 2016 reportdé un consumo de 30.17 toneladas métricas, con una dosis
diaria definida (DDD) de 14.18 por cada 1000 habitantes por dia (WHO 2018), lo cual
es baja en comparacion a paises como Brasil (22.75 DDD/1000 habitantes/ dia),
Bolivia (19.57 DDD/1000 habitantes/ dia) Paraguay (19.38 DDD/1000 habitantes/ dia)
y Canada (17.05 DDD/1000 habitantes/ dia), pero mayor que Peru (10.26 DDD/1000
habitantes/ dia). No hay reporte conocido de otros paises de la region

centroamericana.
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Las infecciones resistentes a los antimicrobianos para el afio 2019, cobrd 4.95
millones (3.62-6.57) muertes asociadas a este escenario (Murray et al. 2022). Se
estima que el costo anual por las infecciones resistentes solamente en poblaciones
humanas ronda $2.2 billones por afio en E.E.U.U. (Thorpe et al. 2018). Sin embargo,
estimaciones economicas actuales de resistencia a antibidticos son de alcance
limitado y no tienen en cuenta el mas amplio valor social de los antibidticos, por lo
tanto, probablemente el verdadero valor econémico de la resistencia antimicrobiana es
mal estimado (Gandra et al. 2014). El Banco Mundial describe que la resistencia
antimicrobiana tiene el potencial de causar dafio econdmico similar o inclusive mayor
que la crisis econdmica del 2008. Podria causar que los paises de bajos ingresos en
desarrollo pierdan mas del 5% de su PIB y empujen a la pobreza a mas de 28 millones
de personas para el 2050. A diferencia de la crisis financiera del 2008, no habria
perspectivas de una recuperacién a mediano plazo y el impacto econémico de la
resistencia antimicrobiana persistiria (World Bank 2016). El problema de la resistencia
a los antibidticos no respeta barreras sociales, econémicas, biolégicas ni geograficas.
Para establecer estrategias preventivas y de accion, es esencial la vigilancia de los
perfiles de resistencia bacteriana y recopilacion de informacion en forma sistematica
(Garcia 2001; Ferri et al. 2017). Se estima que, para el afio 2050 la resistencia
conduciria a la muerte de 10 millones de personas cada afio, con un costo de hasta
100 billones de ddlares (Review on Antimicrobial Resistance 2014). El plan de la OMS
para combatir la resistencia comprende cinco objetivos: mejorar la conciencia y la
comprension de la resistencia a los antimicrobianos en los responsables politicos y

profesionales de la salud; fortalecer la vigilancia y la investigacion; reducir infecciones;
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fomentar el uso racional de medicamentos en la atencidn de la salud humana y animal,
e incrementar la inversidn en el desarrollo de nuevos medicamentos, diagndsticos y
vacunas. De ahi que el concepto de Una Salud es la clave para alcanzarlos y disminuir
las estimaciones para el 2050 (WHO 2016).

En la ultima década una variedad de elementos genéticos maoviles ha surgido.
Entre ellos, plasmidos conferentes de resistencia antibacteriana por medio de genes
que codifican enzimas [3-lactamasas, como las de espectro extendido (ESBL), y AmpC.
Las cuales han sido identificados en bacterias Gram negativas, incluyendo Salmonella
(Liebana et al. 2013; Madec et al. 2017). Las B-lactamasas son enzimas bacterianas
que inactivan los antibidticos B-lactamicos por hidrdlisis, generando como resultado
compuestos ineficaces para tratar infecciones bacterianas (Pitout y Laupland 2008).
Las ESBL confieren resistencia a una variedad de antibi6ticos R-lactamicos, incluidas
las penicilinas, cefalosporinas de primera, segunda, tercera y cuarta generacion, asi
como monobactamicos, no asi a los carbapenems o las cefamicinas. Por su parte,
AmpC R-lactamasas son cefalosporinasas que confieren resistencia a las penicilinas y
cefalosporinas de primera, segunda, y de tercera generacion, combinaciones de
inhibidores/R-lactamasas, y cefamicin, pero no a cefalosporinas de cuarta generacién
y carbapenems. La mayoria de las cepas que producen ESBL y AmpC pueden
acarrear otros genes de resistencia a antibioticos comunmente usado en veterinaria
como amoxicilina, sulfonamidas, trimetoprima, fluoroquinolonas y aminoglucésidos
(Liebana et al. 2013). La consecuencia en pacientes con infecciones de bacterias
acarreadoras de ESBL y AmpC es que se complica la seleccion de antibidticos de

primera linea de tratamiento, y por ende se requieren costosos esfuerzos de control.
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Incluso si se selecciona un agente que tenga actividad contra las bacterias in vitro, la
eficacia clinica no es asegurada (Pitout y Laupland 2008; Liebana et al. 2013). Como
resultado de estas preocupaciones, los carbapenems, que han sido ampliamente
reconocidos como la clase de medicamentos de primera eleccion para el tratamiento
de infecciones graves causadas por Enterobacteriaceae productoras de ESBL, han
incrementado en su uso. Estos agentes son altamente estables a la hidrolisis por
ESBL, se distribuyen en los tejidos del cuerpo en altas concentraciones y no hay efecto
de indculo. Los posibles inconvenientes de su uso incluyen un alto costo, la necesidad
de una via de administracion parenteral, un amplio espectro de actividad que puede
promover infecciones con levaduras y bacterias con una seleccion potencial de
variantes resistentes a carbapenem (Pitout y Laupland 2008).

Tanto en casos clinicos humanos, como medicina veterinaria y animales
silvestres, la mayor prevalencia de ESBL se encuentran representados por la familia
blaCTX-M (Guenther et al. 2011; Liebana et al. 2013), en el caso de las AmpC,
blaCMY-2 es la mas prevalente (Liebana et al. 2013). Datos destacan la existencia de
reservorios compartidos de genes ESBL y AmpC entre animales y humanos, pero
también de plasmidos y clones, lo que sugiere transmisiones cruzadas (Madec et al.
2017). La transmision de estos elementos se sugiere es por medio de contacto directo
o a través de alimentos contaminados principalmente (Liebana et al. 2013). Sin
embargo, saber si la transferencia es de animal a humano o viceversa es complejo de
dilucidar. Esto porque animales y los humanos pueden albergar genes ESBL y AmpC
idénticos pero ubicados en diferentes plasmidos o islas de patogenicidad. Encontrar el

mismo clon ESBL o AmpC en animales y humanos no necesariamente prueba la
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transferencia directa ya que Enterobacteriaceae productoras de ESBL posiblemente
estén en el ambiente, siendo una fuente comun para animales y humanos (Madec et
al. 2017).

De forma natural, los animales silvestres no entran en contacto de manera
desmesurada con antimicrobianos (Guenther et al. 2011; Carroll et al. 2015). No
obstante, pueden estar colonizados con bacterias resistentes a antibidticos adquiridas
a través de alimentos, agua, contacto humano, con otros animales o ambientes
contaminados. La colonizacion de animales silvestres con bacterias resistentes a los
antimicrobianos les permite actuar como reservorios, vectores, bioindicadores de
resistencia antibacteriana y determinantes genéticos de la resistencia antibacteriana
en el ambiente (Carroll et al. 2015), asi como comprometer la salud de animales per
se (Arnold et al. 2016).

Bacterias multirresistentes a antibidticos de importancia publica ya han sido
previamente aisladas de animales silvestres en cautiverio y sus ambientes asociados.
Por ejemplo, Milton et al. (2018) report6 resistencia en el 43.7% de aislamientos de
Salmonella, uno de estos aislamientos resultd pentarresistente y otro tetra resistente.
Farias et al. (2014) report6 aislamientos de S. Heidelberg panrresistentes de ambientes
asociados a animales silvestres. Molina-Lopez et al. (2015) reporta que, aunque la
prevalencia de S. Typhimurium es baja en animales de cautiverio en Espaia, la
proporcion de multirresistencia es alta. En Costa Rica, muestras de Salmonella de
origen no humano de diversos serotipos han sido analizadas por los laboratorios
nacionales de referencia para resistencia antimicrobiana, LANASEVE e INCIENSA,

siendo el 2.8% resistentes a cefalosporinas de tercera generacion (cefotaxima vy
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ceftazidima) (Bolafios et al. 2014), 33% a acido nalidixico y 9.3% a amoxicilina
(Comunicacion personal Mufioz-Vargas en el 2019).

Trabajos realizados por el Laboratorio de Salud Publica y Alimentos de la EMV,
UNA describen resistencia en Salmonella para diferentes animales. En vacas de
transicion se reporta una prevalencia del 27.8% de aislamientos resistentes a
nitrofurantoina (n=18) (Huertas-Sanchez 2020). En aislamientos (n=177) cuyo origen
fue terneros destinados a planta de cosecha, 75.8% fue resistente a nitrofurantoina y
64.6% a ciprofloxacina (Ismael-Acle 2020). En aislamientos de origen porcino, el 82.2%
(n=118) fueron resistentes a nitrofurantoina, 28% a ampicilina, 26%
ampicilina/sulbactam, 6.8% a cefotaxima, 5.9% a ceftazidima, 0.8% a cefepima, 11.9%
trimetropina/sulfametoxazo, 1.7% a acido nalidixico y 7.8% a ciprofloxacina (Jiménez-
Madrigal 2022). En matrices relacionadas a produccion aviar el 100% de los
aislamientos resultaron resistentes a cefazolina y ertapenem, 93.1 % a acido nalidixico,
91.1% a cloranfenicol, 94.1% nitrofurantoina, 15.8% a ceftazidima, 65.4% cefotaxima
y 1.0% a imipenem y piperacilina-tazobactam (Hernandez-Rojas 2022). Este ultimo
trabajo representa la mayor diversidad de perfiles de resistencia para Salmonella
descrito en Costa Rica. No obstante, cepas de Salmonella aisladas de primates y su
caracterizacion genomica de resistencia comparativa con aislamientos humanos y

otras especies silvestres no han sido evaluadas aun en el pais.
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2. JUSTIFICACION

Segun la OMS, se estima que las diarreas representan la novena causa de
muerte globalmente con una proporcion de 18.5 muertes por cada 100.000 habitantes
(WHO 2018). Dentro de los patogenos asociados a estas diarreas, Salmonella no
tifoidea encabeza la lista, siendo responsable de 93 millones de infecciones entéricas,
80.3 millones asociadas a alimentos y 155.000 muertes cada afo. Para la region de
Centroamericana se estiman 229.000 casos y 400 muertes anuales causadas por este
microorganismo, con una incidencia de 110 por cada 100.000 personas (Majowicz et
al. 2010). Salmonella enterica no tifoidea transmitida por alimentos es la responsable
de una tasa media de 11 AVAD (95% IC 2-20) por cada 100.000 habitantes a nivel
centroamericano (Havelaar et al. 2015). No obstante, las estrategias de vigilancia
epidemioldgica activa son deficientes a nivel alimentario, ambiental y de salud animal,
y los casos humanos reportados no son caracterizados, lo que conlleva a un poco
entendimiento de la eco-epidemiologia de Salmonella en la region.

Entre el 2015 y 2018, Costa Rica registr6 alrededor de 900 casos clinicos
humanos con salmonelosis con una tasa de 4.35 por cada 100.000 habitantes (MINSA
2015; conversacion con Duarte en 2018), y se estiman 80 casos no reportados por
cada caso confirmado los cuales no son atendidos en centros de salud ni muestreados
para confirmacion laboratorial (Bolafios et al. 2019).

Desde el punto de vista econémico, Salmonella representa una enfermedad de
importancia por las pérdidas generadas en gastos meédicos, disminucion de la

productividad, pérdidas en industria alimentaria y costos de litigios. Aunado a estas
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pérdidas, el escenario para los casos de salmonelosis se complica debido a la
ineficacia de las drogas usualmente usadas para su tratamiento, generalmente en
casos clinicos sistémicos por (WHO 2018). Para el 2050 y por medio de del abordaje
de Una Salud se pretende evitar que 300 millones de personas mueran de manera
prematura producto de la resistencia a antimicrobianos (antibidticos, antimicéticos,
antiparasitarios, entre otros). Basados en estrategias de investigacion y desarrollo de
nuevos medicamentos, vacunas y terapias alternativas, asi como el desarrollo
tecnolégico, analisis de datos, junto con alianzas entre la academia, los clinicos y
companiias se espera una disminucién de gastos que podrian rondar los 100 billones
de dolares (Review on Antimicrobial Resistance 2014).

La resistencia antimicrobiana es un problema asociado a bacterias que amenazan
la salud mundial, seguridad alimentaria, economia y desarrollo en el siglo XXI
(Gebreyes et al. 2014). Por su parte, la multirresistencia antimicrobiana, considerada
como la susceptibilidad disminuida a tres o mas familias de antibidticos (Magiorakos et
al. 2012), es un fendmeno natural que se expande constantemente y requiere
esfuerzos multidisciplinarios. Estos esfuerzos deben ir orientados en contener, mitigar
el uso y la propagaciéon de microorganismos resistentes por medio de herramientas
educacionales e intervenciones practicas a nivel de medicina humana, medicina
veterinaria y agricultura (Gebreyes et al. 2014; Ferri et al. 2017; WHO 2018). En Costa
Rica, los aislamientos clinicos son mayoritariamente pansusceptibles a los antibioticos
de uso clinico humano; sin embargo, circulan cepas multirresistentes y/o con
sensibilidad disminuida a ciprofloxacina y acido nalidixico, que podrian complicar el

manejo de los pacientes. Situacion similar sucede en los aislamientos de origen
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veterinario (Bolanos et al. 2014; Baldi 2019). Se reconoce la presencia de ESBLs y
AmpC presentes en elementos genéticos modviles que confieren resistencia a
antibioticos de ultima linea, lo cual representa una amenaza para la salud publica y
animal. Por lo tanto, el establecimiento de infecciones en animales y personas que
contengan estos genes de resistencia generan consecuencias como retraso en el inicio
de una adecuada terapia antimicrobiana, incremento de la morbilidad y mortalidad, se
alargan las estancias hospitalarias y los costos médicos (Liebana et al. 2013). Ademas,
pueden transferirse por estrategias bioldégicas de conjugacion, transformacion y
transduccion hacia la microbiota del hospedero (Bakkeren et al. 2019), tanto en
infecciones circulantes en ambientes de comunidad u hospitalarios como infecciones
nosocomiales. Por lo tanto, la colonizacion de ESBL y AmpC en la poblacion general
resultan un factor de riesgo previo al uso de antibidticos (Liebana et al. 2013; Ayala et
al. 2016; WHO 2018).

Animales silvestres en cautiverio pueden convertirse en reservorios de
microrganismos resistentes presentes en las aguas contaminadas, alimentos y
ambiente (Jijon et al. 2007; Silva-Hidalgo et al. 2012%; Farias et al. 2015). La mayoria
de los estudios relacionados a salud publica y animales silvestres ex situ (fuera de su
habitat natural) que abordan el tema de Salmonella se han enfatizado en poblaciones
anfibias y de reptiles, y no existe un estudio enfocado en mamiferos silvestres (Farias
et al. 2015; Milton et al. 2018), especificamente primates de nuevo mundo, ni los
perfiles de resistencia asociados.

Para Costa Rica, la biodiversidad y en especial los primates es uno de los

principales atractivos turisticos, inclusive reconocido a nivel mundial como un pais en



19

el que se permite el contacto directo con los primates (Muehlenbein y Wallis 2014). Sin
embargo, los temas de salud publica y zoonosis asociadas a primates han sido poco
evaluados, por ende, conocer el estado de Salmonella en animales y ambiente de
centros de conservacion ex situ es importante para el control de posibles
enfermedades de transmision zoondtica y antropozoonotica.

La caracterizacion de Salmonella y determinacion de patrones de resistencia
antimicrobiana en animales silvestres en cautiverio es util para los programas de
vigilancia de la enfermedad y monitoreo de patrones a través del tiempo. A partir de la
informacion obtenida se puede generar recomendaciones para la prevencién y control
de la enfermedad (Smith et al. 2002; Milton et al. 2018). Asi, la presente propuesta de
investigacion de cepas de Salmonella en primates y su caracterizacion genomica de
resistencia comparativa con aislamientos humanos, ambiente y alimentos resultara
relevante para unir esfuerzos de mitigacion, especialmente a través de estrategias de

prevencion basadas en medidas de bioseguridad, buenas practicas y educacion.
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3. HIPOTESIS

1. Ho: La prevalencia de Salmonella en las heces de los primates, sus alimentos y
ambiente es menor o igual al 5%.
Ha: La prevalencia de Salmonella en las heces de los primates, sus alimentos vy

ambiente es mayor al 5%.

2. Ho: Los aislamientos recuperados de las tres matrices incluidas en el estudio
presentan susceptibilidad a los antibioticos analizados.
Ha: Los aislamientos recuperados de las tres matrices incluidas en el estudio

presentan no-susceptibilidad a los antibiéticos analizados.

3. Ho: Los serotipos identificados son indistinguibles entre las muestras analizadas.

Ha: Los serotipos identificados son distinguibles entre las muestras analizadas.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo General

Estimar la prevalencia, identificar perfiles de susceptibilidad a los antibidticos vy
serotipos de Salmonella enterica no tifoidal recuperada de heces de primates no

humanos, alimentos ofrecidos y superficies en centros de cautiverio de Costa Rica.

4.2 Objetivos Especificos

4.2.1. Estimar la prevalencia de Salmonella en muestras de heces de primates no
humanos en cautiverio, alimentos ofrecidos y superficies de contacto en centros de
cautiverio en Costa Rica.

4.2.2. Identificar los perfiles de susceptibilidad a los antibidticos de las cepas de
Salmonella aisladas de las tres matrices de estudio.

4.2.3. Genotipificar los serotipos de Salmonella de los aislamientos recuperados por

medio de la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa.
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5 MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1 Diseio de estudio

Este estudio observacional transversal pretendié estimar la prevalencia de
Salmonella en heces de primates no humanos de nuevo mundo en cautiverio en Costa
Rica, en los alimentos ofrecidos a los mismos y en superficies circundantes que estos
habitan. Por tal motivo, se contactaron centros de acopio de animales silvestres que
albergan primates en cautiverio de acuerdo con una base datos suministrada por el
SINAC.

Durante el proceso de seleccion de los centros de cautiverio, se envio una carta
de invitacion para comunicar el objetivo e importancia del proyecto, se explico la
relevancia de su participacion, detalles sobre el manejo de las muestras, y la forma de
analisis de los resultados obtenidos. El proyecto trabajo con absoluta confidencialidad
de manera que se asigné un numero a los sitios participantes, esto fue explicado a los
encargados, se firmo una carta de compromiso de confidencialidad y consentimiento
previamente informado segun las regulaciones del Comision Nacional para la Gestion
de Biodiversidad (CONAGEBIO). Se dio un plazo de 15 dias a partir del recibido de la
carta para emitir su respuesta por escrito y ser incluidos en el estudio. La participacion
fue voluntaria. Los permisos obtenidos por parte de la Comision Nacional para la
Gestion de la Biodiversidad — MINAE corresponden a las resoluciones R-CM-UNA-
007-2021-OT-CONAGEBIO & R-CM-UNA-006-2021-OT-CONAGEBIO. El estudio fue
sometido a evaluacion por parte de la Comision de Bienestar Animal de la EMV

obteniendo la aprobacién bajo el oficio UNA-EMV-CBBA-OIFC-002-2019.
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5.2 Muestreo

El tamano de muestra (n) se obtuvo utilizando el programa estadistico WinEpi:
Working in Epidemiology (de Blas 2006) considerando una poblacion estimada de 250
(N) primates (Fuentes 2016) y una prevalencia esperada de Salmonella spp. en heces
de 5%, con 97.5% de nivel de confianza y un margen de error de 2%, resultando en
un total de 177 individuos para ser incluidos en el estudio. La prevalencia usada para
este calculo se basé en muestreos preliminares llevados a cabo en animales en
cautiverio de centros de rescate de otros paises (Anexo 1). Un total de 180 primates
fueron seleccionados segun el criterio de inclusibn que consider6 animales
aparentemente sanos y sin una terapia de antibidticos en la ultima semana, sin
importar el sexo o la edad, provenientes de centros de cautiverio inscrito ante el MINAE
con manejo de PNHNM, y dispuestos a participar segun una comunicacion escrita de
caracter oficial. El muestreo de los sitios fue a conveniencia segun la disponibilidad de
los centros de acopio con aceptaciéon en participar, hasta alcanzar la muestra
calculada. Un muestreo de alimentos ofrecidos a los primates y de tres tipos de
superficies se realizé en los centros de acopio incluidos en el estudio considerando las
matrices descritas en el Cuadro 1. Estas muestras se obtuvieron el mismo dia en que

se tomaron las muestras de heces.
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Tipos de muestras de alimentos y superficies muestreadas de centros de acopio de

animales silvestres que alberguen primates en Costa Rica.

Tipo de muestra

Identificacion

Detalle

Superficie 1

Superficies de Contacto
Animal

Recinto en el que habitan los
primates y sus componentes
internos de contacto animal
exclusivo.

Superficie 2

Superficies de Contacto
Humano

Barandas de seguridad entre
animales y persona.

Superficies de preparacion
de alimentos.

Zona de contacto exclusivo
humano en recinto de los
primates (manillas,
candados, agarraderas,
etc...)

Superficie 3

Superficies de Contacto
Mixto

Puertas de recintos y zonas
donde haya contacto tanto de
personas como de animales.
Comederos y bebederos.

Zona de examinacion

médica.

Alimento 1

Alimentos de origen animal

Carne, huevo, insectos,
alimento de perro/gato u
otros que contengan proteina
de origen animal.

Alimento 2

Alimentos de origen vegetal

Hojas, frutas, vegetales y
granos
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5.3 Método de Muestreo

Heces. De cada primate se recolectaron aproximadamente cuatro gramos de
heces. Para ello, los animales fueron restringidos en trampas de contencidén en su
recinto, cuyo espacio fue previamente limpiado. Se esperd que cada primate defecara
ahi y se tomo la muestra fecal inmediatamente de la parte superior de forma aséptica
con una espatula estéril contenida en la tapa de un frasco estéril de recoleccién (Nipro
Medical, NJ, USA). Las muestras se almacenaron, identificaron y transportaron en
hielo al Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la
Universidad Nacional para su procesamiento.

Supefficies de contacto. Los tipos de muestras de superficie indicados en el
Cuadro 1 fueron recuperadas asépticamente entre dos investigadores mediante el uso
de equipo de proteccion personal. Gasas estériles (Ambiderm, Costa Rica) y
remojadas en 10 ml de agua peptonada buferada estéril (APB) (Difco®, Le Pont de
Claix, France) se arrastraron sobre las superficies de estudio y fueron posteriormente
colocadas individualmente en bolsas estériles (Whirl-Pak®, Madison, WI, USA),
identificadas y transportadas al laboratorio siguiendo el protocolo de transporte y
conservacion descrito anteriormente.

Alimentos. Alimentos ofrecidos a los primates fueron muestreados para
determinar la presencia o ausencia de Salmonella. Estas muestras eran recuperadas
de manera aséptica utilizando la misma metodologia de trabajo que la toma de
muestras ambientales. Se recolectaron previo a ser servidas y cada muestra fue

colocada en bolsas estériles (Whirl-Pak®, Madison, WI, USA) individuales e
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identificadas, siguiendo el protocolo de transporte y conservacion descrito

anteriormente.

5.4 Procesamiento de muestras

5.4.1 Aislamiento de Salmonella en heces

Para la identificacion de Salmonella en las muestras colectadas, un protocolo
estandarizado de cultivo con medios de enriquecimiento selectivo descrito
anteriormente por Mufioz-Vargas et al. (2017) fue llevado a cabo. Los cuatro gramos
de heces fueron homogeneizados y enriquecidos en 36 mL de caldo de Tetrationato
(TTB) (BD Co., Spark, MD, USA) al cual se le agregd yodo en una proporcién de 1:20,
seguido de una incubacion durante 18-24h en bafio maria a 42°C. Posteriormente 0.1
mL del in6culo se coloco en 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis (R-V) (BD Co., MD,
USA); esto se incub6 a 42°C, y pasadas las 24h se inocul6é en agar de Xilosa-Lisina-
Tergitol-4 (XLT-4) (Remel, Lenexa, KS, USA) con una incubacion posterior durante 18-
24 horas a 37°C. Una sola colonia por plato, negra o negra en el centro con periferia
amarilla, compatible con Salmonella, fue transferida a platos con agar MacConkey
(McK) (BD Co., MD, USA). Las cepas de control incluyeron como positiva a S.
Abaetetuba (ATCC 35640) como H>S(+), S. Cholerasuis (ATCC 10708) como H2S(-) y
Escherichia coli (ATCC 25922) como negativo, suministradas por el Laboratorio de

Bacteriologia, EMV, UNA.

5.4.2 Aislamiento de Salmonella de gazas de superficies y alimentos

A cada bolsa estéril conteniendo gazas previamente remojadas en APB y los

alimentos, se le adicionaron 100 mL de APB e incubaron por 24h a 37°C. De esta
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solucion, 1mL se inoculd en caldo R-V incubado en bafio maria a 42°C durante 24h
para posteriormente serinoculado en XLT-4 e incubado durante 24h a 37°C. Se incluy6
un control negativo (gasa estéril) y un control positivo (muestra inoculada con la cepa
control de Salmonella en heces). Una sola colonia por plato, negra o negra en el centro
con periferia amarilla, compatible con Salmonella, fue transferida a platos con agar

McK para su confirmacién y posteriores pruebas confirmatorias.

5.5 Confirmacion Fenotipica

Con el proposito de realizar la confirmacidn bioquimica, colonias con
caracteristicas compatibles con Salmonella fueron colocadas en tubos de ensayo
conteniendo 5 mL de agar Triple-Hierro-Azucar (TSI) (BD™, Le Pont de Claix, Francia)
y de Agar Lisina-Hierro (LIA) (Sigma-Aldrich, MO, USA), posteriormente incubados a
37°C por 24h. Muestras que generen un perfil bioquimico compatible con Salmonella,
en la cual se observa una reaccion positiva en agar hierro-triple azucar (La pendiente
de la superficie es alcalina-rojo, presencia de H>S+ negro y fondo acido-amarillo) y
reaccion positiva a lisina (tubo se observa morado) (Markey et al. 2013). También se
evaluaron serologicamente mediante una prueba de aglutinacion visual en vidrio,
utilizando un antisuero polivalente contra Salmonella (Denka Seiken Ltd., Tokyo,
Japon). Una vez confirmadas, 4-5 colonias del cultivo bacteriano fueron trasferidos en
crioviales estériles conteniendo 3mL de leche descremada en polvo (Oxoid™, Hants,
Reino Unido) autoclavada con 750uL de glicerol (Laboratorio Malick, San José, Costa

Rica) autoclavado previamente para su congelacién a -80°C.
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5.6 Identificacion del perfil de susceptibilidad a los antibiéticos de las cepas
aisladas con el sistema VITEK® 2

Para cada aislamiento se identifico su perfil de susceptibilidad a los antibiéticos por
medio del sistema automatico VITEK® 2 (BioMérieux, Francia) utilizando las tarjetas
AST-N279 destinados para bacterias Gram negativas. Este panel incluyé los
antibioticos 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), Ciprofloxacina (CIP), Nitrofurantoina (FM), Colistina (CL) vy
Trimetroprim/Sulfametoxazol (SXT). Para ello, los aislamientos conservados a -80°C
se inocularon en placas de cultivo McK, e incubaron a 37°C por 24h. Posteriormente,
una solucién de concentracion bacteriana al 0.5 segun standard McFarland en 3mL de
salina estéril al 0,85% (Prelab, San José, Costa Rica) fue preparada, seguida de una
transferencia de 145 pL de esta solucion a 3mL de salina estéril al 0,85%. Esta
segunda solucion se utilizo en el sistema VITEK®2 para obtener perfil de
susceptibilidad. Los perfiles de susceptibilidad se interpretaron de acuerdo con la
norma Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2022). Basados en los puntos
de corte recomendados por el CLSI en base la concentracién minima inhibitoria, los
aislamientos fueron clasificados como susceptibles y no susceptibles (Anexo 3). Los
aislamientos con puntos de corte intermedio se interpretaron como no susceptibles.
Para fines de este trabajo, se consideraran equivalentes los términos no susceptible y

resistente.



29

5.7 Confirmacion Genotipica por medio del gen hilA

El gen hilA es un gen promotor ubicado en la isla de patogenicidad | de
Salmonella, que se utiliza para la confirmacidon genotipica de aislamientos mediante
PCR (Cardona-Castro et al. 2002). Con los aislamientos recuperados, se realizé la
extraccion, purificacion y cuantificacion de ADN de acuerdo al protocolo establecido en
Laboratory Standard Operating Procedure for PulseNet NexTera XT Library Prep and
Run Setup for the lllumina MiSeq (CDC 2016). El kit de extraccion utilizado fue el
Dneasy Blood & Tissue Extraction Kit (QIAGEN, Hilden, Alemania), seguido por la
deteccion por medio de la técnica de PCR. Para ello, se siguié un protocolo descrito
previamente (Wellcome Trust 2015). Las reacciones consistieron en un volumen final
de 22 pL conteniendo 2 uyL del ADN extraido y purificado, 10uL de Master Mix
Platinum™ Hot Start PCR (Thermo Fisher, Massachusetts, USA), 1uL de cebador F,
1uL de cebador R, 4L de potenciador (Thermo Fisher, Massachusetts, USA) y 6uL de
H>O Thermo Fisher, Massachusetts, USA). Las condiciones de termociclaje utilizadas
incluyeron: un ciclo de desnaturalizacién inicial de 94°C por 15 min, 45 ciclos para la
desnaturalizacion y alineamiento de 95°C/60 segundos 55°C/60 segundos, 72°C/ 60
segundos, seguido por una temperatura de extension de 72°C por diez minutos. Este
protocolo de amplificacion fue llevado a cabo en un termociclador SimpliAmp (Applied
Biosystems, California, USA), seguido por la visualizacion de los amplicones mediante
la tecnologia del QlAxcel Advanced System (QIAGEN, Hilden, Alemania). Controles
fueron usados en todas las reacciones, incluyendo ADN de una cepa de referencia de
S. Typhimurium control positivo. Bandas compatibles con los pesos moleculares

esperados (Cuadro 2) fueron identificadas y clasificadas como positivas.
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Cuadro 2.

Cebadores utilizados en el PCR para la identificacion del gen hilA de Salmonella.

Peso molecular
Cebador hila F Cebador hilA R esperado para
amplicones (pb)
AGCGTATWGATAATAATCCGG | RTTCCACATTTTCTCGGCA 88
GAT ATAG

5.8 Identificacion de Serotipos de los Aislamientos Recuperados

Del ADN extraido de los aislamientos, 5 pL se enviaron al INCIENSA
manteniendo la cadena de frio para realizar la identificacion del serotipo siguiendo el
protocolo descrito por Kim et al. (2006) y sus modificaciones segun Jean-Gilles
Beaubrun et al. (2012). Este protocolo es utilizado en el CDC y FDA, y permite
identificar hasta 30 serovares comunmente asociados con infecciones clinicas,
ambientales y recuperados de alimentos. Brevemente, dos PCR multiples con cinco
pares de cebadores y un PCR multiple con dos pares de cebadores (Cuadro 3) se

realizaron.



Cuadro 3.

Cebadores utilizados en el PCR para la serotipificacion de Salmonella enterica.
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Peso molecular
Cebador 1 Cebador 2 esperado para
amplicones (pb)

Reaccion 1
STMO0716F STMO0716R 187
AACCGCTGCTTAATCCTGATGG TGGCCCTGAGCCAGCTTTT
STM1350F STM1350R 171
TCAAAATTACCGGGCGCA TTTTAAGACTACATACGCGCAT

GAA
STMO0839F STMO0839R 137
TCCAGTATGAAACAGGCAACGTGT | GCGACGCATTGTTCGATTGAT
STM4525F STM4525R 114
TGGCGGCAGAAGCGATG CTTCATTCAGCAACTGACGCTG

AG
STM4538F STM4538R 93
TGGTCACCGCGCGTGAT CGAACGCCAGGTTCATTTGT
Reaccion 2
STY0311 STY0312 301
TGGTATGGTTAAGCGGAGAATGG | GAGAGTCATAGCCCACACCAA

AG
STY0346 STY0347 262
GGCTGGAGCAGCCTTACAAAA AAGAGTTGCCTGGCTGGTAAA

A
STY2299 STY2300 220
AATCCCCCCCCCTCAAAAA GGTACACGTTTACTGTTTGCTG

GA
STM3845F STM3845R 181
ATATCTCATCGTCTCCTTTTCGTGT | GAAGGTCCGGATAGGCATTCT
STY2349F STY2349R 125
AATTACGGAGCAGCAGATCGAGG | TGCGGCCAGCTGTTCAAAA
Reaccion 3
PT4F PT4R 225
GGCGATATATAAGTACGACCATCA | GCACGCGGCACAGTTAAAA
TGG
STM2150F STM2150R 101
CATAACCCGCCTCGACCTCAT AGATGTCGTGAGAAGCGGTGG

Para ello el ADN de cada aislamiento a identificar y de la cepa de referencia S.

Typhimurium fue extraido mediante el protocolo citado anteriormente (CDC 2016). Las

reacciones consistieron en un volumen final de 25 pL conteniendo 2 pyL del ADN
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extraido y purificado, 0.2 mM de deoxinucleosido trifosfato, 2 mM MgCl2, 5mM de cada
cebador y 3.5 unidades de Taq polimerasa contenidos en el Master Mix Platinum™
Hot Start PCR (Thermo Fisher, Massachusetts, USA). Las condiciones de termociclaje
fueron las mismas para todas las reacciones: un ciclo de 94°C por cinco min, seguido
de 40 ciclos de 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos, 72°C por un minuto y
una temperatura de extensiéon de 72°C por cinco minutos; llevadas a cabo en el
termociclador SimpliAmp (Applied Biosystems, California, USA). Los amplicones
fueron observados bajo la tecnologia del QlAxcel Advanced System (QIAGEN, Hilden,
Alemania). Bandas compatibles con los pesos moleculares esperados (Cuadro 3)
fueron identificadas con la formula de serotipo respectivo considerando las proteinas
STMO0716 (fago integrasa), STM1350 (acil-CoA sintetasa de cadena corta), STM0839
(proteina de membrana interna), STM4525 / 4524 (proteina de especificidad de enzima
de restriccion hsds tipo 1), STM4538 (PTS permease), STY0311 (proteina secretada
probable), STY 0346/0347 (proteina de usuario fimbrial de membrana externa), STY
2299/2300 (rfoH), STM3845 (proteina de membrana interna), STY2349 (proteina
hipotética conservada), PT4 (proteina inhibidora de FtsZ) y STM2150 (proteina de

membrana externa) (Jean-Gilles Beaubrun et al 2012).
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6 ANALISIS ESTADISTICO

Se realiz6 un analisis estadistico descriptivo de la prevalencia de Salmonella en las
muestras evaluadas de heces, alimentos, ambientes y sus respectivos perfiles de
susceptibilidad, utilizando como unidad de analisis el tipo de muestra. Los datos fueron
almacenados y organizados en Excel (Microsoft Corp., Redmond, WA, USA). Por
medio de un analisis de regresion logistica se evalud la significancia de la presencia
de Salmonella (respuesta dicotdmica: positivo o negativo) en heces considerando
variables como afos en cautiverio, edad, sexo, presencia de diarrea, consistencia de
heces, especie y sitio de manejo, esto utilizando Minitab 19® (Minitab, 2010). La
variable edad se determin6é de acuerdo con caracteristicas morfolégicas como
dentadura, tamafo, peso y registros, siguiendo una categorizacidn como infante
(menos de un afio), juvenil (entre uno y cuatro afos) y adulto (mayor a cuatro anos).
La especie considero las siguientes: mono titi (Saimiri oerstedii), mono cara blanca
(Cebus imitator), mono arafia (Ateles geoffroyi) y mono congo (Alouatta palliata). La
variable sexo abarco las categorias de hembra y macho. Las variables relacionadas a
las heces incluyeron: presencia o ausencia de diarrea (se defini¢ diarrea como heces
liquidas o flojas con una frecuencia de mas de tres veces por dia); consistencia de
Heces Normal (heces firmes de consistencia semi sélida y coloracion café verduzca) y
anormal (lo que no calzara con la descripcidon de normal). Tiempo en cautiverio se
ordeno en cuatro categorias: <1 afio, >1 afo - <5 afios, > 5 afio - < 10 aflos y > 10
afno). Valores de p <0.05 fueron considerados significativos. Los resultados de la

prueba de sensibilidad a antimicrobianos de las cepas aisladas se categorizaron como
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susceptible o0 no susceptible basandose en los valores de corte para

Enterobacteriaceae de la guia del CLSI (CLSI, 2022) (Anexo 3).
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7. RESULTADOS

7.1 Prevalencia de Salmonella

En total 180 muestras de heces de primates no humanos fueron obtenidas de
diez sitios de manejo de animales silvestres en cautiverio (Figura 1), 133 muestras de
superficies y 43 muestras de alimentos fueron evaluadas para el aislamiento de
Salmonella enterica no tifoidea. En el cuadro 4, se evidencias las caracteristicas de la

poblacién de primates no humanos incluidos en este trabajo.

40 A

301
i
= Nombre Cientifico

3

g . Alouatta palliata
o
8 . Ateles geoffroyi
o .
© 20+ Cebus imitator
g Saimiri oerstedii
=z

107 - -

4
10 9 10
7
2
0- 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Sitio de Manejo
Figura 1.

Primates no humanos muestreados segun especie en 10 sitios de manejo.
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Cuadro 4

Caracteristicas de la poblacion de 180 primates no humanos incluidos en el estudio

Caracteristica Clasificacion n= Porcentaje Positivos (%  Valor de
(%) de positivos) P
Sexo Hembra 91 50.6 12 (48%) 0.967
Macho 89 49.4 13 (52%)
Etapa de Vida Infante 18 10.0 2 (8%)
Juvenil 20 111 1 (4%) 0.972
Adulto 142 78.9 22 (88%)
Presencia de Si 1 0.5 0 (0%) 0.968
diarrea
No 179 99.5 25 (100%)
Consistencia de Normal 155 86.1 22 (88%) 0.879
Heces Anormal 25 13.9 3 (12%)
Tiempo en <1 afio 36 20.0 4 (16%)
Cautiverio
>1afio - <5 40 22.2 8 (32%) 0.832
afos
>5afio - <10 53 294 8 (32%)
afos
> 10 afios 51 28.3 5 (20%)

De las muestras de heces recolectadas, 54 pertenecieron a primates de las
especies A. palliata, 45 de A. geoffroyi, 50 de C. imitator y 31 de S. oerstedii, con
prevalencias de 12.9%, 15.5%, 16% y 9.6% respectivamente para cada especie
(p=0.852) (Cuadro 5). Las muestras de superficies colectadas se distribuyeron en 49
pertenecientes al grupo de 1 Superficies de Contacto Animal, 45 al grupo 2 Superficies
de Contacto Humano y 35 al grupo 3 Superficies de Contacto Mixto con prevalencias
19.5%, 3.8% y 12.8% respectivamente (p=0.065) que tienden a ser significantes
(Cuadro 6). Entre las muestras del grupo de Contacto Animal y Contacto Humano

(p=0.027) se observo una diferencia significativa. Mientras que, de alimentos, 11
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muestras correspondieron a alimentos de origen animal, 31 de origen vegetal y una

mixta con prevalencias del 0%, 3.2% y 0% respectivamente (p= 0.995) (Cuadro 7).

Se logro aislar Salmonella enterica a partir de heces en el 70% sitios de manejo

participantes (7/10), de superficies del 50% de los sitios (5/10), mientras que de

alimentos del 10% (1/10) de los sitios.

Cuadro 5.

Frecuencias de Salmonella enterica recuperadas de muestras de heces de primates

en diez sitios de manejo de animales silvestres en cautiverio en Costa Rica.

Sitio de Manejo de Animales Silvestres en Cautiverio

Especies Total (%
1* 2* 3 4* 5 6 7 8 9* 10 Prevalencia

por especie)
(p=0.852).

A. palliata - - 1/5 2/31 01 - - 1/3 3/13 0/1 7/54 (12.9)

A. geoffroyi  2/5 0/1 3/9 - 02 0N 0/6 1/4 0/5 112 7/45 (15.5)

C. imitator - 0/4 0/6 - 01 010 2/9 3/10 0/3 317 8/50 (16)

S. oerstedii  1/2 0/5 - - - - - - 2/24 - 3/31 (9.6)

Total 317 0/10  4/20 2/31  0/4 011 2/15 517 5/45 4/19  25/180

(Prevalencia)  (42.9) (0) (20) (6.5) (0) (0) (13.3) (29.7) (11.1) (21) (13.9)

(p=0.5)

*Diferencias significativas fueron observadas entre los sitios 1y 4 (p=0.024), 1y 9 (p=0.024).
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Frecuencia de Salmonella enterica recuperada de superficies ambientales en diez

sitios de manejo de animales silvestres en cautiverio en Costa Rica.

Sitio de Manejo de Animales Silvestres en Cautiverio

Tipo de Total (%

Superficie 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Prevalencia
por grupo)
(p=0.065)

1. Contacto 0/2 0/3 17 0/4 0/1 02 0/4 0/4 4/7 317 8/41 (19.5)

Animal*

2. Contacto 0/2 0/5 17 0/5 0/4 0/4 0/6 0/2 0/9 1/9 2/53 (3.8)

Humano*

3. Contacto 1/3 0/4 0/3 0/2 0/4 0/3 01 1/4 217 1/8 5/39 (12.8)

Mixto

Total (% 17 012 2117 011 09 09 011 110 6/23 5/24 15/133

Prevalencia (14.3) (0) (11.8) (0) (0) (0) (0) (10) (26) (20.8) (11.3) Total

por sitio)

(p=0.097)

*Diferencia significativa se observaron entre Contacto Humano y Contacto Animal (p=0.027).

Cuadro 7.

Frecuencia de Salmonella enterica recuperada de muestras de alimentos para

primates recolectadas en diez sitios de manejo de animales silvestres en cautiverio en

Costa Rica.
Sitio de Manejo de Animales Silvestres en Cautiverio

Proteina de Total (%

Origen del 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 Prevalencia por

alimento proteina)
(p=0.898)

Vegetal 0/2 0/3 1/4 0/2 0/4 0/5 0/3 0/2 0/2 0/4 1/31 (3.2)

Animal 0/2 0/2 0/1 0/2 - 0/2 0/1 - 0/2 - 0/11 (0)

Mixto 0/1 0/1 (0)

Total (% 0/4 0/5 1/5 0/4 0/4 0/7 0/4 0/2 0/5 0/4 1/43 (2.3)

Prevalencia) (0) (0) (20) (0) (0) (0) (0) (0) (0) (0)

Por sitio

(p=0.938)
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7.2 Perfil de susceptibilidad a los Antibiéticos

Un total de 41 antibiogramas fueron realizados mediante el sistema
automatizado VITEK®?2 a la totalidad de aislamientos recuperados. El 78.0% (32/41)
resultaron pansusceptibles a los antibidticos sometidos, mientras que 22.0% (9/41)

resultaron resistentes al menos a un antibi6tico (Cuadro 8).

Cuadro 8.
Frecuencia de perfiles de susceptibilidad basados en los valores de concentracion
minima inhibitoria (CMI) de 41 aislamientos de Salmonella recuperados de heces,

alimentos y ambiente.

ug/mL 0.1 03 06 012 025 05 1 2 4 8 16 20 32 64 76 128 256 512
Antimicrobiano

Ampicilina 41
Ampicilina/ 41
Sulbactam
Piperacilina/ 41
Tazobactam
Cefotaxima 41 |

Ceftazidima 41 |

Cefepima 41 |

Imipenem 41

Meropenem 41

Amicacina 39 | 2 |

Gentamicina 41 |

Acido Nalidixico 7 3813 |

Ciprofloxacino 35 |6

Nitrofurantoina 16 21 ] 4
Colistina 40 1

Trimetropima Sulfa 41 |

CMI obtenida segun sistema VITEK® 2. El numero dentro de la tabla representa la cantidad de
aislamientos segun su CMI para cada antibiético. Lineas negras verticales representan el punto de
corte de acuerdo al CLSI (Anexo 3) para la caracterizacion de susceptibilidad, susceptible hacia la
izquierda y no susceptible hacia la derecha. El color verde representa los aislamientos susceptibles
y el gris para los no susceptibles. Colistina no tiene color ni linea de punto de corte debido a la
ausencia de datos (CLSI 2022).
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No hubo aislamientos multi resistentes (resistentes al menos a tres familias de
antibioticos) (Magiorakos et al. 2012). Dichos perfiles de no susceptibilidad incluyeron
cuatro aislamientos con resistencia a ciprofloxacina, uno a nitrofurantoina y uno a
ciprofloxacina-nitrofurantoina en heces de primates. En cuanto a ambientes, un perfil

resultdé no susceptible a ciprofloxacina, y dos perfiles a nitrofurantoina (Cuadro 9)

Cuadro 9.

Frecuencia de perfiles de resistencia obtenidos a partir del total de aislamientos de

Salmonella.
Perfil de CIP FM CIP-FM
Resistencia
Porcentaje de 12.2% (5/41) 7.3% (3/41) 2.4% (1/41)
Aislamientos

El Unico aislamiento proveniente de los alimentos resultdé pansusceptible. Se
identifico un aislamiento no susceptible a colistina con una CMI de 8ug/mL por parte el
sistema VITEK® 2, por lo que se envid una alicuota de 10uL de ADN de este
aislamiento al centro nacional de referencia INCIENSA para que ellos llevaran a cabo
un PCR que confirmara o descartara la presencia del gen mcr-1. El resultado fue
negativo para la presencia del gen mcr-1.

Se detectaron tres aislamientos pansusceptibles a los antibidticos evaluados
que el sistema VITEK® 2 indico dentro de los resultados de analisis dos observaciones.
Dos muestras de A. palliata del sitio 4 (Macho y Hembra, Adultos, con seis afios de
estar en cautiverio, viven en el mismo recinto, sin historia previa de consumo de

antibidtico) se indicé como observacion “Fenotipo marcado para revisién: Quinolonas
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Resistente, Parcialmente resistente”. Una muestra de C. imitator del sitio 8 (Adulto,
Macho, cuatro afos de estar en cautiverio, sin historia previa de consumo de
antibiotico) se indicO como observacidon “Fenotipo marcado para revision:

Aminoglucésidos TOB NET AMI Resistente (AAC(67))".

7.3 Caracterizacion del Serotipo

La caracterizacion de los serotipos llevada a cabo en el INCIENSA por medio
de la técnica de PCR determin6 que, entre los aislamientos provenientes de heces,
16% (4/25) coincidieron con serotipos Typhimurium o 14,[5],12:i:- , S. Braenderup/Ohio,
S. Stanley, S. Newport y S. Anatum/ S. Saintpaul. 15.4% (2/13) de muestras de
superficies y 100% (1/1) de aislamientos de alimentos pertenecieron al serotipo
Westhampton. Un total de 83% (34/41) de aislamientos obtuvo un patron que no

coincidio con la referencia de Kim et al. (2006) (Cuadro 10).
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Cuadro 10.
Frecuencia de perfiles de susceptibilidad y serotipo identificado en 41 aislamientos
de Salmonella recuperada de heces, superficies y alimentos en centros de cautiverio

de Costa Rica.

Origen Total de Serotipo Perfil Fenotipico de No
aislamientos identificado Susceptibilidad
A. palliata 5 NC Pansusceptible
1 Braenderup / Ohio* Pansusceptible
1 Typhimurium / CIP
14,[5],12:i:-
A. geoffroyi 3 NC Pansusceptible
1 NC FN
3 NC CIP
C. imitator 6 NC Pansusceptible
1 Newport Pansusceptible
1 Anatum/ Saintpaul ¥ Pansusceptible
S. oerstedii 2 NC Pansusceptible
1 NC CIP-FN
Superficies 1 (Contacto 6 NC Pansusceptible
animal) 1 NC FN
1 Westhampton Pansusceptible
Superficies 2 (Contacto 1 NC Pansusceptible
humano) 1 Westhampton Pansusceptible
Superficies 3(Contacto 1 NC Pansusceptible
mixto) 1 NC FN
1 NC CIP
Alimentos Vegetales 1 Westhampton Pansusceptible
Total 41

X Ambos serovares comparten el mismo patrén. ¥ Se requiere un PCR STM7 para discriminar.

NC : No coinciden con ningun patrén descrito
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7 DISCUSION

Globalmente, Salmonella debido a su potencial zoondtico tiene un impacto directo
en la salud humana, la salud animal y el ambiente por lo que la interaccion de esos
actores y las estrategias de prevencion y control deben abordarse bajo la perspectiva
de Una Salud. Las multiples interacciones que cumplen estos actores diariamente
continuan siendo un motivo sélido de estudio sobre todo de las implicaciones de salud
publica, conservacion de especies y salud ambiental relacionado a la resistencia
antimicrobiana (Nizeyi et al. 2001; Hoelzer et al. 2011; Gebreyes et al. 2014).
Salmonella tiene caracteristicas innatas y factores adquiridos que le permiten la
diseminacién con una amplia distribucion y la colonizacion de multiples reservorios con
afectacion tanto a personas como animales lo cual conlleva a un importante impacto
econdmico y calidad de vida, atentando a la salud publica y la conservacion de
especies, sumado el emergente problema de la resistencia antimicrobiana. El abordaje
de Una Salud es esencial para mitigar los efectos y consecuencias de esta bacteria.
Equipos de trabajo transdisciplinarios deben enfocar en implementar y desarrollar
soluciones para prevenir, combatir los casos e identificar los reservorios animales,
alimenticios y ambientales que pueden estar vinculados a infecciones en humanos o
animales.

En Costa Rica y Latinoamérica, previamente a los datos obtenidos en el
presente estudio, se carecia de informacion relacionada a Salmonella en poblaciones
de primates no humanos, los ambientes ex situ donde estos se mantienen y se

relacionan con humanos, asi como los alimentos que estos consumen y espacios
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donde estos se preparan, al menos para el conocimiento de los autores. Se logro
recuperar un 11.5% de Salmonella del total de muestras procesadas distribuidos en un
13.9%, 11.3% y 2.3% para heces, ambientes y alimentos respectivamente. Se lograron
identificar aislamientos resistentes a ciprofloxacina y nitrofurantoina, asi como la
identificacion de serotipos de importancia médica. Uno de los paradigmas de la salud
publica y los riesgos asociadas a la interaccion humano — primate no humano es la
transmision de enfermedades (Singla et al. 1997). Desde este punto, todas las
poblaciones de primates no humanos son de alguna manera influenciadas por los
humanos (Fuentes 2012; Struhsaker 1999). Es el humano quien generalmente inicia
la interaccion con el primate al ofrecer comida, hacer gestos o ruido (McKinney 2014),
incrementando el riesgo de transmision de enfermedades debido a que se fomenta la
interaccidn humano — primate, incluyendo la transmision de Salmonella. El riesgo de
contraer una zoonosis producto de estas interacciones son desapercibidas por gran
parte de la poblacion. Cuando estos eventos suceden generalmente no se tiene ningun
tipo de medida de higiene luego de estas interacciones en la mayoria de los casos,
aunado a la falta de consciencia de que los ambientes donde hay animales son uno
de los mayores reservorios de enfermedades que se pasan por desapercibidos. Aun
existen muchos vacios de conocimiento por parte de la poblacién acerca de Salmonella

y SUS reservorios.
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8.1 Salmonella en heces de primates

La prevalencia general de Salmonella en heces corresponde a 13.9%. La
diferencia de este valor obtenido en comparacién con el valor estimado (5%) podria
recaer en la ausencia de datos epidemioldgicos del agente es un contexto similar. Lo
que causoO que se usara un valor estimado en base a estudios similares en otras
especies. Una caracteristica destacada del presente estudio es la inclusion de la mayor
cantidad de primates en cautiverio conocido al menos para la region latinoamericana.
Por lo tanto, a pesar de que hay descritos otros estudios que incluyen primates de
nuevo mundo, no comprenden una poblacidén tan elevada, no son realizados bajo
condiciones ambientales e involucrando multiples sitios de manejo de animales
silvestres. Uno de ellos es el descrito por Calderon et al. (2013) en Colombia, con un
reporte del 80% de prevalencia (8/10 primates), la cual es mucho mas elevada que la
encontrada en cualquiera de los centros participantes en nuestro estudio. Esto puede
deberse a que el estudio de atribuye la alta prevalencia a un posible brote de
Salmonella en la coleccion al momento del muestreo. Otros grupos de estudio lo que
han realizado son reportes de casos de Salmonella en primates de Latinoameérica

sufriendo cuadros clinicos (Kourany y Rossan 1971; Knaobl et al. 2011)

En México, entre el 2007 y 2008, se evaluaron 267 muestras de heces de
multiples especies de animales silvestres en un zooldgico, obteniendo una prevalencia
general de Salmonella del 11.6 % (31/267). Del total positivos, cuatro aislamientos
correspondieron a primates de nuevo mundo, un Ateles geoffroyi cuyo serovar

correspondio a Braenderup, un Cebus apella cuyo aislamiento se caracteriz6 como S.
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Derby y dos Saimiri sciureus portadores de S. Oranienburg (Silva-Hidalgo et al. 2012b).
Salvo por el A. geoffroyi, las demas especies de primates no se encuentran en el pais,
aunque si el género. No obstante, la prevalencia real de Salmonella en los primates
que ese grupo de estudio no se evidencia, debido a que el total de primates
muestreados no fue reportado, solo se indicé la cantidad total de animales de diversas
especies. Similarmente, Salmonella Braenderup también es uno de los posibles

serovares encontrado en las heces de un primate en nuestro estudio.

Con relacion a otros estudios fuera de Latinoamérica, 63 macacos Rhesus
(Macaca mullata) muestreados 15 dias posterior a su captura y llevados a cautiverio
fueron muestreados. No lograron el aislamiento de Salmonella spp. y los
investigadores sugieren que la colonizacion en primates cuando ocurre puede estar
asociada a las condiciones de cautiverio (Agarwal y Chakravarti 1969). Uno de los
mayores estudios de Salmonella en primates realizado entre 1964 y 1967 en el Centro
Nacional de Investigacion de Primates, CA, USA, incluy6 6646 primates de 10 especies
(ninguna de las presentes en nuestro estudio). El estudio se dividio en dos partes, entre
1964 y 1966 se obtuvo una prevalencia de 12% evaluando 5076 individuos y en 1967
un 3% evaluando 1570 animales (Good et al. 1969). Este estudio fue el que
comprendio la mayor cantidad de individuos y la prevalencia obtenida en la primera
parte (12%) es similar a nuestro estudio (13.89%). El Centro Nacional de Investigacion
en Primates es un sitio donde las medidas de higiene y bioseguridad son muy estrictas
y las condiciones en este sitio son muy controladas. Obtener una prevalencia similar a
este sitio es un buen parametro de comparacion para nuestro estudio por las

condiciones y cantidad de animales incluidos. De igual manera Good et al. (1969)



47

sugieren que la colonizacidn de Salmonella en estos primates es rara vez asociada a
cuadros clinicos, anotacion que coincide con lo que observamos en nuestro estudio,
donde no se requiere la presentacion de diarrea clinica para aislar Salmonella de

heces, sin importar su consistencia.

En Reino Unido, en un periodo de cuatro afios, se logré aislar Salmonella del
2.7% (17/632) de macacos cynomolgus (Macaca fascicularis) con diarrea al momento
de su ingreso a cuarentena, 0.6% (2/328) con diarrea al momento de cumplir su
cuarentena, y 0.2% (3/1670) de individuos clinicamente normales (Tribe y Fleming
1983). Si tomamos en cuenta la categoria de post cuarentena en animales
clinicamente normales, podemos decir que esta prevalencia es muy baja en
comparacion a nuestra prevalencia general, sin embargo, se encuentra dentro del

rango de resultados obtenido entre los diferentes centros participantes.

En el 2006 en Korea, Jang et al. (2008) evaluaron un total de 77 primates de 33
especies distintas, incluyendo dos Cebus capuchinus (actualmente C. imitator en
Costa Rica) y un Ateles geoffroyi (ambas especies incluidas en nuestro estudio). El
restante de primates incluidos correspondio a diversas especies como Papio anubis,
Ateles paniscus, Macaca radiata, Cebus apella, Macaca nigra, Macaca fascicularis,
Cercopithecus neglectus, Macaca cyclopis, Macaca silenus, Papio (Mandrillus) sphinx,
Cercocebus albigena, Cercopithecus mona, Macaca maura, Pongo pygmaeus,
Erythrocebus patas, Macaca nemestrina, Macaca mulatta, Cercopithecus aethiops,
Macaca sinica, Hylobates lar y Hylobates concolor. En su estudio todos los primates

resultaron negativos a Salmonella. A diferencia de nuestro estudio, los investigadores
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incluyeron solamente la poblacién de primates de un unico centro de rescate, y a pesar
de que esta poblacién fue mucho mayor que cualquiera de los centros en nuestro
estudio, su prevalencia fue nula. A diferencia de los centros en Costa Rica, en los
cuales los que albergaban mas de 11 primates tuvieron mas de un animal positivo. En
nuestro trabajo las prevalencias para las especies Cebus imitator y Ateles geoffroyi
fueron de 16 % y 15.5 % respectivamente. Son mas elevadas las reportadas en esta
tesis que en el trabajo de Jang et al. (2008) no obstante, hay que tener en cuenta que
se muestrearon muchos mas individuos de estas especies por lo que pudo haber

influenciado la sensibilidad del muestreo.

A pesar de que estas prevalencias previamente descritas difieren en tipo de
estudio, caracteristicas y manejo de los primates, especies de primates, cantidad de
animales, ubicacién geografica y metodologia de procesamiento, hay estudios con
prevalencias mayores, menores y similares a la encontrada por nuestro grupo de
estudio, sin embargo el estudio con la mayor cantidad de primates muestreados (Good
et al. 1969) es similar a las valores obtenidos aqui. Ademas, los reportes de Salmonella
en colecciones de primates establecidas son poco frecuentes, siendo encontrados con
mayor frecuencia reportes de brotes diarreicos de los afios ochentas (National
Research Council (US) Committee on Occupational Health and Safety in the Care and
Use of Nonhuman 2003; Abee et al. 2012). Actualmente la presion sobre el bienestar
animal, mejores condiciones de higiene y bioseguridad ha llevado beneficiar el manejo

y el control sobre las enfermedades infecciosas.
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La prevalencia de patégenos en la vida silvestre puede impactar en la frecuencia
de casos de salmonelosis en humanos y otros animales (Jijon et al. 2007). Los brotes
por Salmonella en sitios de manejo de fauna silvestre son infrecuentes, poco
reportados y desconocidos en muchos casos. Los visitantes y trabajadores poseen un
mayor riesgo de salud por el contacto directo e indirecto con los animales

asintomaticos (Jang et al. 2008).

Los estudios que describen Salmonella en primates ex situ previamente citados,
no hacen referencia a caracteristicas de la poblacion como sexo, etapa de vida, tiempo
en cautiverio, cantidad de animales con los que vive, ni otras caracteristicas como
agentes infecciosos presentes en su ambiente o factores de manejo, lo que representa
un déficit para la comparacion mas profunda de resultados o el conocimiento de la
epidemiologia de Salmonella en esas poblaciones. Ademas, resultados negativos a la
identificacion por cultivo se deben interpretar en que los animales en el momento del

estudio no excretaban Salmonella (Ketz-Riley 1986).

8.2 Salmonella en muestras ambientales.

Salmonella en sitios de manejo de animales silvestres se encuentra poco
reportada. La transmision indirecta de este patdgeno a partir de superficies es
desconocida en muchos casos y subestimada (Farias et al. 2015). La presencia de
Salmonella en heces y ambientes podria sugerir contaminacion ambiental de los
primates hacia el ambiente, por contacto directo e indirecto con las excretas. No
obstante, al ser estos ambientes abiertos y en los cuales se observé la presencia de

potenciales vectores como roedores, aves, insectos, fomites y personas, el origen
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puede ser multiple. Estos ambientes restringidos en conjunto con sistemas de drenajes

deficientes favorecen la presencia de patogenos (Richter y al-Sheddy 1990).

El ambiente puede funcionar como reservorio de Salmonella, favoreciendo la
colonizacion de multiples hospederos (MacKenzie et al. 2017) entre ellos trabajadores,
visitantes, otros animales de la coleccion e incluso animales de vida libre que se
acercan a estos espacios. Microorganismos patogenos y resistentes tienen la habilidad
de sobrevivir en ambientes. Cuando los animales entran en contacto con estos
ambientes contaminados puede resultar en el intercambio de agentes microbioldgicos
con potencial patogénico y puede propiciarse el intercambio de elementos genéticos
moviles que las bacterias utilizan como factores de virulencia o resistencia a farmacos
(Lessa et al. 2011). Para realmente saber si los aislamientos ambientales y de heces
son las mismas cepas se necesitan técnicas moleculares que este estudio no abarca.
Sin embargo, aun asi es muy dificil de concluir cuando se estudia vida silvestre y
ambientes en qué direccion se dio la transmision del microrganismo (Vittecoq et al.
2016). Es decir, si el animal excreto la bacteria al ambiente en cautiverio o si el animal

la adquirid desde el ambiente u otra fuente.

La prevalencia obtenida de las muestras ambientales de aproximadamente
11.3% es similar en comparacion al estudio de Farias et al. (2015) en sitios de manejo
de animales silvestre localizados en Ohio, USA. Sin embargo, entre los centros
involucrados en el presente estudio se observaron variaciones de las frecuencias entre
un 0 y 26% las cuales podrian atribuirse a condiciones ambientales, presencia de

vectores o portadores, tipos de superficies, medidas de higiene y de bioseguridad. No
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obstante, en este estudio no se incluyeron estas caracteristicas como variables de
analisis. De acuerdo a la literatura, como factor principal de riesgo se incluye el estado
de la superficie y sus condiciones de porosidad, humedad, irregularidad y corrosion
(Moore and Griffith 2002), resaltando que la sequedad de las superficies puede tener
efecto directo en la sobrevivencia de agentes bacterianos. En este estudio en particular
fue incluido el muestreo de barandas y jaulas de aluminio, las cuales en su mayoria se
encontraron secas y expuestas a radiacion solar directa, lo que afecto posiblemente la
supervivencia y recuperacion del agente. Aun asi, la prevalencia de Salmonella en
superficies de contacto animal y de la interfaz humano-animal fue significativamente
mayor que las superficies restringidas a contacto humano en donde habia medidas de
limpieza mas rutinarias. La carga biolégica de microorganismos presente en la
superficie y sustancias que estos producen como metabolitos e incluso antibiéticos
incide también en la capacidad de recuperar el microorganismo deseado ya que en el
ambiente se encuentran en constante interaccion y competencia (Ali et al. 2015; Bell

et al. 2016).

Durante el muestreo varios factores pueden impactar el resultado en la
recuperacion de Salmonella incluyendo la carga bacteriana ambiental, la manipulacién
y presion durante el arrastre de la gasa con posible lesidon de la membrana celular, el
tiempo de contacto de la gasa en la superficie, el tiempo de transporte y el area de
muestreo (Rawlinson et al. 2019). En este estudio, el tiempo de transporte desde el
muestreo hasta el procesamiento de la muestra en el laboratorio se tratd de reducir a
lo menos posible, no obstante, por la distribucion geografica de los sitios, el rango de

tiempo vario desde las dos horas a las seis horas aproximadamente. En cuanto al area
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de muestreo hubo variaciones dependiendo de las infraestructuras de cada lugar;
generalmente las de contacto humano eran mucho menores en comparacion a los de
ambientes mixtos o los ambientes exclusivos de animales, estos ultimos resultando en
los de mayor area. Esto pudo influir en los resultados, donde hubo mayor frecuencia
de Salmonella en espacios de contacto animal que en areas restringidas a contacto

humano (p=0,027).

Estos factores pudieron influir en que el porcentaje de recuperacion bacteriana
en superficies haya sido tan bajo e incluso nulo en algunos sitios aun cuando un
portador se encontraba en el recinto. Uno de los puntos mas importantes es que al
realizarse los muestreos con previo aviso, en muchas ocasiones les permitié a los
participantes limpiar las superficies y evaluar su método de limpieza, principalmente
recintos de examinacion clinica y cocina. Cabe resaltar un hallazgo de importancia en
el sitio 8, el cual presentd un aislamiento en el area de clinica a pesar de que no
atendian animales ahi desde hace muchos meses, por lo que se encontraba en
abandono y se podria atribuir a que el aislamiento fue acarreado por un vector
(posiblemente un roedor o insecto). En el sitio 9 se aisl6 Salmonella de la cocina.
Inmediatamente confirmado el aislamiento se notificd a los responsables y enseguida
realizaron una accion de correccion. La encargada de la cocina tenia conocimientos
de higiene y manipulacién de alimentos, entonces cerré la cocina, realizé una limpieza
y desinfeccion profunda de superficies y utensilios. Finalmente, aunque el método
utilizado en nuestro estudio para el aislamiento de Salmonella es considerado el “gold
standard”, diferencias en la recuperacion de este microorganismo pudieron deberse a

la cepa circulante, la cual podria presentar variaciones de virulencia o resistencia, con
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mas susceptibilidad a la desecacion u otras condiciones ambientales (Rawlinson et al.

2019).

8.3 Salmonella en los alimentos evaluados.

Los alimentos que ofrecieron los sitios participantes variaban. Los mas
frecuentes incluian frutas, vegetales, huevo, carne de pollo, carne de ternero, insectos,
alimento seco para perro, alimento humedo para gato y lacteos. Estos alimentos
anteriormente se han descrito como fuente de Salmonella (Almeida et al. 2013; Molina
et al. 2016). La comida en estos sitios raramente es evaluada a nivel microbiologico
aun cuando las afecciones gastrointestinales ocurren con bastante frecuencia (Richter
y al-Sheddy 1990). Los alimentos pueden actuar de manera clave en la transmision de
microorganismos por manipulacion deficiente e inadecuadas medidas de higiene.
Farias et al. (2015), reportaron una prevalencia de Salmonella en alimentos del 15.8
% (6/38). Tres de estos aislamientos pertenecian al serovar Heidelberg, cuyo perfil de
sensibilidad incluia resistencia a los antibidticos AM-ST-TE-K-GM. Los otros tres
fueron S. Agbeni de perfil pansusceptible a los antibidticos evaluados. Este hallazgo
representa una frecuencia mayor a la identificado en nuestro estudio, asi como un
aislamiento multirresistente y con serotipos descritos asociado a brotes con
hospitalizaciones en USA (CDC 2018). En India, el 3.8% (1/26) de los alimentos
evaluados en estos sitios resultaron positivos, correspondiendo al serovar Kentucky,
cuyo perfil de resistencia resulté pansusceptible, hallazgo similar al nuestro. En México
se evaluaron 22 muestras de alimentos ofrecidos a animales silvestres en cautiverio.

No hubo aislamiento en ninguna de las muestras (Silva-Hidalgo et al. 2012b)
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coincidiendo con el resultado obtenido de la mayoria de los centros (9/10). Estos
estudios citados resaltan la importancia de los muestreos de Salmonella en alimentos

ya que pueden ser fuente de transmision para animales en cautiverio.

Debido a la transmision de la bacteria por medio de alimentos se ha causado la
muerte de individuos. Se resalta la importancia de aplicar las mismas medidas de
inspecciodn, higiene y manipulacion de alimentos a la que se someten los alimentos
destinados a personas. Ya que, cuando un animal es colonizado con Salmonella,
representa un riesgo para su propia salud, la salud publica, la conservacion de otros
animales en el sitio de manejo ex situ y salud ambiental (Ocholi et al. 1987; Silva-
Hidalgo et al. 2012b). Salmonella puede acarrear elementos genéticos moéviles que
confieren resistencia y mecanismos de virulencia que favorezcan la multirresistencia y
también transmitirse por alimentos (Hammerl et al. 2018). Esto representa un factor de
riesgo ya que complica el tratamiento de enfermedades transmitidas por alimentos o

puede convertir a estos animales en reservorios de estos elementos.

Actualmente ha crecido la preocupacion alrededor de enterobacterias como
Salmonella asociadas a frutas y vegetales debido al incremento de aislamientos y
reportes de brotes de enfermedad asociados a estos (Lenzi et al. 2020). Uno de los
mecanismos descritos que favorece la transmisidn es que bacterias patégenas usan
sus fimbrias y la celulosa para fijarse a la superficie de plantas lo que les permite
mantenerse en estos alimentos (Bintsis 2018). Aunque no se realizé una cuantificacion
de Salmonella en el alimento del cual se obtuvo el aislamiento, esta descrito que se

requiere una cantidad muy baja de microorganismos (1x10'-1x10%) para causar
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enfermedad (Bell et al. 2016). Los vegetales crudos tienen el riesgo de contaminacion
previo a la cosecha cuando hay factores como el riego con aguas contaminadas,
desechos mal manejados, heces de producciones pecuarias utilizadas para el abono
de tierras, heces de vida silvestre o animales domésticos que contaminan cultivos.
Durante la cosecha, los riesgos suelen presentarse en el transporte, procesamiento,
distribucion y comercio de los productos hasta el punto final de consumo (Mritunjay y
Kumar 2017). En este caso de estudio, todos los alimentos sufrieron manipulacion
previo al muestreo, lo que se encuentra descrito como un factor de riesgo que favorece
la contaminacion (Ehuwa et al. 2021). Aun asi, dada las multiples fuentes de alimentos
incluidos en las muestras compuestas, la prevalencia de Salmonella obtenida fue

relativamente baja.

La contaminacion microbiolégica ambiental representa un desafio actual al ser
un medio de contaminacion para los alimentos ofrecidos a animales (Bintsis 2018).
Durante el muestreo, un comportamiento observado frecuentemente correspondié a
primates que consumian sus alimentos después de que estos habian caido al suelo y
espacios contaminados con materia fecal. Era comun observar que un primate tomara
un alimento recién servido y si no se lo acababa lo tiraba, posteriormente otro primate
o incluso el mismo en algun momento llegaba y al menos lo probaba o se lo terminaba
de comer. Este es uno de los desordenes de comportamiento se da principalmente en
cautiverio al tener un espacio limitado, donde la alimentacion y la deposicidon de sus
excretas ocurren en la misma area. Esto puede favorecer la transmision de
enfermedades entre individuos en un mismo recinto. Sobre todo, si se introduce un

animal al recinto y no se le realizan examenes de heces para conocer su estatus.
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La alimentacion es clave para mantener la salud y superar las infecciones. De
esto depende ofrecer alimentos de buena calidad y en cantidades adecuadas (Nelson
et al. 2002). Al evaluar las propiedades organolépticas (salvo por sabor y siempre
utilizando guantes limpios para evitar contaminacion) se pudo determinar que los
alimentos se encontraban en un buen estado, incluso al nivel de poder destinarse a las
personas. Contaban con una buena textura, olor normal, colores normales del fruto,
vegetal o carne y brillo adecuado. Incluso en algunas ocasiones eran sometidos a
algun tipo de procesamiento térmico que favoreciera su ingesta y redujera la carga
microbioldgica, o que eventualmente se puede ver reflejado en la baja prevalencia
encontrada en esta matriz. En este estudio la unica muestra de alimentos positiva
contenia alimentos vegetales frescos (pepinos, hojas de arboles y sandia). Los
alimentos frescos a diferencia de otros que sufren un proceso de coccidn pueden
contener patdogenos como Salmonella por lo que las infecciones y brotes asociados a
estos son frecuentes (Gupta et al. 2007). Actualmente la seguridad microbiolégica de
los productos frescos como frutas, vegetales y hortalizas ha incrementado la
preocupacion en todo el mundo representando un riesgo para la salud (Gajraj et al.

2012).

Similar a las superficies, diferentes factores pueden repercutir en la
recuperacion de bacterias de alimentos entre ellos: el organismo y la cepa que se
pretende aislar, el nivel de contaminacién, el medio y la marca, la absorcion de las
células al método de muestreo, la presion y tiempo de contacto, la topografia y tipo de

superficie, la humedad/sequedad de la superficie, el método de transporte de la
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muestra, dafo celular y estresantes ambientales, numero de muestras y uso de la

superficie (Rawlinson et al. 2019).

8.4 Perfil de susceptibilidad a los antibiéticos de aislamientos obtenidos.

La totalidad de 41 aislamientos de Salmonella recuperados en este estudio
fueron expuestos para la determinacion de los perfiles de susceptibilidad a antibioticos
mediante el sistema automatizado VITEK®Z2. De estos, el 78.0 % (32/41) resultd
pansusceptible a los 15 antibidticos evaluados, mientras que los restantes (9/41)
resultaron resistentes al menos a un antibidtico, sin exhibir perfiles de multirresistencia,
entendida como resistencia al menos a tres familias de antibioticos (Magiorakos et al.
2012). Esto concuerda con estudios previos de vida silvestre en condiciones ex situ
donde la baja frecuencia de uso de antibidticos comparado a otros sitios de manejo de
animales como producciones pecuarias primarias y hospitales veterinarios donde el
consumo de antibioticos es mucho mayor (Milton et al. 2018). Los perfiles de no
susceptibilidad correspondieron a cinco aislamientos con resistencia a ciprofloxacina,
uno a nitrofurantoina y uno a ciprofloxacina-nitrofurantoina en heces de primates. En
cuanto a ambientes, un perfil resultdé no susceptible a ciprofloxacina, dos perfiles a
nitrofurantoina (Cuadro 9) y uno se identificd como no susceptible a colistina, teniendo
una CMI de 8mg/mL. Debido a que esta tecnologia tiene limitaciones para evaluar la
no susceptibilidad de este antibidtico, se remitié dicho aislamiento al Centro Nacional
de Referencia de Bacteriologia de INCIENSA para su confirmacion gendmica por
medio de la técnica de PCR. Para ello, una alicuota de 10uL de ADN de este

aislamiento a una concentracion de 69.4ng/mL fue remitida. El resultado de esta
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prueba dio negativo para la presencia del gen mcr-1, por lo tanto, un resultado negativo
de no susceptibilidad a colistina. El unico aislamiento proveniente de los alimentos

resulté pansusceptible.

De los animales positivos a Salmonella, solo el 4% (1/25) habia sido tratado con
el antibidtico ceftiofur, una cefalosporina de tercera generacion, sin embargo, el
antibiograma fue susceptible a este farmaco. De los aislamientos no susceptibles al
menos a un antibidtico, ningun individuo reportaba haber recibido antibioticoterapia.
Sin embargo, este punto debe ser evaluado teniendo en cuenta que puede haber un
sesgo de informacidén suministrada. Aunque los animales silvestres es poco probable
que sean tratados con una terapia antibidtica, cuando ingresan a uno de estos sitios
de rescate es porque en su mayoria tienen alguna afectacion de la salud, que en ciertos
casos requieren el uso de antibidticos. En estas condiciones hay un incremento de
interacciones con personas y otros animales eventualmente tratados con antibidticos
o colonizados con bacterias resistentes, lo que favorece la transmision de bacterias
resistentes y mecanismos de resistencia (Plaza-Rodriguez et al. 2021).

De los ambientes y alimentos, el 18.8% (3/16) de las muestras resultaron
resistentes al menos a un antibidético de la familia de las fluoroquinolonas o
nitrofuranos. En este estudio, la superposicion de espacios podria servir como areas
donde estas bacterias resistentes y mecanismos de resistencia pueden
intercambiarse. Al mantenerse en cautiverio, actividades como la alimentacion,
limpieza de recintos, mantenimiento de instalaciones y disefio e implementacion del
enriquecimiento ambiental requieren el ingreso de personas a los recintos, este ingreso

puede venir acompafnado de bacterias resistentes o con potencial patogeno. Por otra
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parte, debido a la arquitectura implementada y los requerimientos ambientales, los
espacio en estos recintos son abiertos. Vectores como insectos, reptiles, roedores y
aves pueden movilizar bacterias al ingresar y salir de los mismos.

El antibidtico al cual presentaron mayor resistencia resulto ser la ciprofloxacina.
Este es un antibidtico utilizado para el tratamiento de salmonelosis en humanos (Shane
et al. 2017). El Sistema de Monitoreo Nacional de la Resistencia Antimicrobiana
Estadounidense (NARMS) y el Comité Europeo de Evaluacion de Susceptibilidad
Antimicrobiana (EUCAST) han reportado al alza los aislamientos no susceptibles de
Salmonella (Fang 2015; Karp et al. 2017). Incluso la OMS lo asigné como uno de los
patogenos de alta prioridad de investigacion, y se ha mencionado que la resistencia de
Salmonella a este antibidético amenaza las opciones de tratamiento en pacientes
humanos (Cuypers et al. 2018). En Costa Rica, fluoroquinolonas como la enrofloxacina
son ampliamente usados en la medicina veterinaria como opciones de tratamiento y
de manera profilactica en primates y otros animales domésticos. Asimismo, a nivel
mundial también hay un alto uso de fluoroquinolonas, entre ellos ciprofloxacina, que
aunque no es una eleccion de primera linea se usa de esta manera (Redgrave et al.
2014). El mecanismo de resistencia mas frecuente en fluoroquinolonas se presenta en
los genes que codifican los blancos de esta antimicrobiano, las topoisomerasas tipo |l
(gyrA, gyrB, parCy parE). Las mutaciones en las regiones de estos genes codifican la
resistencia a las fluoroquinolonas y se conoce como region determinante de la
resistencia a las quinolonas (QRDR por sus siglas en inglés) (Yoshida et al. 1990;
Yoshida et al. 1991; Redgrave et al. 2014). Asimismo genes como los qnr también se

encuentran descritos reduciendo la susceptibilidad a fluoroquinolonas en distintas
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enterobacterias, incluyendo Salmonella. Estas también previenen que las quinolonas
se adhieran a las topoisomerasas (Cattoir et al. 2007).

Salmonella resistente a fluoroquinolonas también se ha aislado de animales de
produccion (Ismael-Acle 2020; Huertas-Sanchez 2020; Jiménez-Madrigal 2022;
Hernandez-Rojas 2022) asi como mapaches (Baldi et al. 2019) en Costa Rica. El
informe de vigilancia de Costa Rica reporta 7.7 % (19 / 248) de los aislamientos durante
este periodo como no susceptibles a ciprofloxacina (Tijerino Ayala et al. 2020). El
incremento de estos aislamientos requiere un abordaje desde la perspectiva de Una
Salud para monitorear donde se estan creando, la diseminacion y determinar nichos

de contagio (Cuypers et al. 2018).

La nitrofurantoina resultd ser el otro antibidtico al cual los aislamientos
resultaron no susceptibles. Es un antibiético de amplio espectro, especialmente usado
para el tratamiento de infecciones urinarias y de manera topica en heridas (Guay
2001). Se ha usado en medicina veterinaria, principalmente como promotor de
crecimiento en ganaderia. En 1995 la Unidén Europea cesd6 su uso debido a la presencia
de residuos con propiedades carcinogénicas en productos alimenticios. Salmonella a
pesar de ser naturalmente sensible a este antibidtico, en los ultimos afos se ha
incrementado el reporte de aislamientos resistente en Europa (Garcia et al. 2017) y en
aislamientos animales en Costa Rica (Ismael-Acle 2020; Huertas-Sanchez 2020;
Jiménez-Madrigal 2022; Hernandez-Rojas 2022). En Costa Rica este medicamento
esta registrado para el uso en humanos (MINSA 2021). El Sistema De Medicamentos
Veterinarios del SENASA no contiene ningun registro de la molécula. No obstante, el

uso extra-etiqueta de este medicamente en Costa Rica sucede en el ambito veterinario.
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En Europa, a pesar de su prohibicion hace mucho tiempo, se ha descrito que la
resistencia a este antibidtico por parte Salmonella es capaz de mantenerse en el
tiempo, principalmente en los genes nfsA y nfsB (Garcia et al. 2017). Dos presuntos
escenarios que podrian explicar los aislamientos resistentes que proviene de animales
sin historia previa de uso de este tipo de antibidticos es que la resistencia se haya
mantenido en el tiempo en ambientes y diseminado a través de aguas, alimentos o el
ambiente. Otra posibilidad es que haya pasado desde humanos o u otro animal
portador, a través de contacto directo o indirecto. No obstante, establecer la
temporalidad de la infeccion y diseminacion de Salmonella resistente a la
nitrofurantoina en a estos escenarios queda por ser estudiada a mas profundidad en

futuros estudios.

El sistema VITEK® 2 identificé un aislamiento con una concentracién minima
inhibitoria para colistina de 8 pg/mL, no obstante, este no es el método apropiado para
evaluar la sensibilidad de este antibidtico (CLSI, 2022). Del ADN extraido para la
confirmacion genotipica de este aislamiento, una alicuota de 10uL se envio al
INCIENSA con el objetivo de identificar o descartar la presencia del gen mcr-1, el cual
es uno de los responsables de conferir resistencia a las polimixinas. Los genes mcr se
encuentran en plasmidos, estos se puede compartir y diseminar facilmente entre
bacterias (Liu et al. 2016). El resultado del PCR para la identificacién de este gen fue
negativo lo que descarta que este mecanismo sea la causa de este resultado. Distintos
genes mcr pueden estar involucrados en el mecanismo de resistencia, sin embargo,

de acuerdo con lo expresado por el INCIENSA es que se les ha dificultado obtener
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controles positivos, por lo tanto, no los realizan. Otros mecanismos de resistencia a la
colistina en Gram negativas incluyen mutaciones cromosémicas. Estas comprenden
modificaciones de lipopolisacaridos (LPS), pérdida del LPS, mutaciones de porinas y
sobreexpresion de bombas de eflujo, sobreproduccion de polisacarido capsular (PSC)
que ocultan los sitios de union y atrapan polimixina, e inactivacion enzimatica de
polimixinas (Lentz et al. 2021). La confirmacion de la resistencia a colistina sin importar
el mecanismo de resistencia a este antibidtico es por medio de métodos fenotipicos
como la micro dilucién en caldo, metodologia de referencia recomendada por CLSI

(CLSI 2022).

Los genes mcr han sido reportados en otros animales de zoologico en Brasil
(Cocodrilos y mapaches) y ambientes en los que estos se encuentran (dos Santos et
al. 2020); asimismo, en una amplia variedad de bacterias incluida Salmonella. Aunque
el tratamiento de esta bacteria con colistina no es una primera opcién, la transferencia
horizontal de genes hacia otras bacterias comensales y patégenas es de suma
relevancia (Luo et al. 2020) y la presencia de estos genes se considera un factor de
riesgo para la exhibicion de multirresistencia a diversas familias de antibioticos lo que
genera un gran impacto contra la salud por darse limitantes terapéuticas (Javed et al.
2020). Los genes mcr puede estar presentes en bacterias que presentan
susceptibilidad a la colistina, lo que permite que persista sin detectarse (Lima et al.
2019) y exista el riesgo de diseminacion por plasmidos a cepas mas virulentas o clones
hiperepidémicos (OPS/OMS 2016). La deteccion de los genes mcr se ha informado
con frecuencia en S. enterica en muchos paises y para distintos serotipos (entre ellos

Typhimurium, Enteritidis, 1,4,[5],12:i:-, London, Heidelberg, Newport, Saintpaul,
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Dublin...), incluso ocupando el segundo lugar después de E. coli (Lima et al. 2019). No
obstante, la informacion en animales silvestres y ambientes en que estos habitan es
limitada. En cinco de seis continentes (excluido Antartida), mas de 40 paises han
reportado variantes mcr (del mcr-1 al mcr-9), lo que indica la epidemia del gen mcr

(Luo et al. 2020).

En Costa Rica, los aislamientos clinicos son mayoritariamente pansusceptibles
a los antibioticos de uso clinico humano; sin embargo, circulan cepas multirresistentes
y/o con sensibilidad disminuida a ciprofloxacina. Situacion similar sucede en los
aislamientos de origen veterinario (Bolafios et al. 2014). Estos datos concuerdan con
los hallazgos encontrados en nuestro estudio, donde el 14.6 % de los aislamientos

tienen sensibilidad disminuida a ciprofloxacina.

Cabe recalcar que la seleccion de antibidticos se enfocé en determinar la
susceptibilidad antibiética a infecciones por Salmonella spp. en posibles casos de
infeccion en personas contacto directo o indirecto con los animales cuyo punto de
origen fueran los sitios de manejo. También al no contar con valores de CMI de
referencia para primates se extrapolan los de humano. Utilizando el abordaje de Una
Salud para establecer el uso de los antibiéticos de manera responsable, medidas de
higiene y bioseguridad podrian desacelerar la resistencia antimicrobiana tanto por la
presidon de seleccion que ejercen los antibioticos sobre las bacterias, asi como por la

transferencia horizontal de elementes genéticos moviles.
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8.5 Serotipos identificados

Todos los serotipos identificados se han asociado a cuadros clinicos humanos,
causando brotes de enfermedad y contaminando alimentos. El numero de infecciones
humanas por Salmonella vinculadas directa o indirectamente a estas fuentes de vida

silvestre y ambientes no esta definido.

Salmonella Typhimurium y su variante monofasica | 4,[5],12:i:- se reportan como
el tercer y quinto serotipos con mayor cantidad de casos reportados en Estados Unidos
(CDC 2018). En Costa Rica, estos representan el primero y segundo lugar de serotipos
identificados con una distribucion por todo el territorio nacional (Bolafios et al. 2014).
Situacion similar a Europa (D’Incau et al. 2021). S Typhimurium contabiliza 4,581
casos, representando 9.8 % y una incidencia de 1.43 por cada 100.000 habitantes en
Estados Unidos (CDC 2018). En otras regiones como Gales del Sur, Australia vy
Bélgica se ha reportado como el principal serovar causando enfermedad (Ceyssens et
al. 2015; Simpson et al. 2018) y generando brotes a nivel mundial desde diferentes
matrices incluyendo alimentos, animales de compafiia (Xiang et al. 2020; CDC 2021;
WHO 2022) y ambientes veterinarios afectando la salud de personas y animales
(Cherry et al. 2004). La variante monofasica | 4, [5],12:i:- se encuentra fuertemente
asociada a la industria alimentaria y su aumento de casos ha sido significativo en los
ultimos afos en Europa (Soyer et al. 2009; D’Incau et al. 2021). Esta variante
monofasica en Estados unidos es la que ha tenido el mayor incremento en la incidencia
de casos (580%) registrando 2.179 casos, para 4.7 % y una incidencia de 0.68 por

cada 100.000 habitantes en USA (CDC 2018). Estos serovares cada vez generan
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mayor preocupacion debido al incremento de aislamientos multirresistentes que
comprometen la salud global incrementando la morbilidad y mortalidad (Xiang et al.
2020). En Costa Rica ya se reportan aislamientos con presencia de BLEE (Bolafios et
al. 2014), lo cual representa un factor de riesgo para su tratamiento y genera
preocupacion para la salud publica costarricense. S. Typhimurium se ha identificado
en colecciones de primates causando diarrea (McClure et al. 1986) y de manera
asintomatica (Renquist y Withney 2008). También se ha aislado en animales silvestres
en cautiverio (Smith et al. 2002; Farias et al. 2015; Molina-Lépez et al. 2015; Milton et
al. 2018) asi como de los cuidadores de la coleccion (Milton et al. 2018). En vida libre
se han reportado aislamientos en mapaches (Baldi et al. 2019) y tortugas (Work et al.
2019). La variante | 4,[5],12:i:- se encuentra reportada en animales de cautiverio sin
causar enfermedad (Smith et al. 2002; Molina-Lépez et al. 2015). Para conocimiento

del autor, este serovar no se ha reportado en animales silvestres en Costa Rica.

El serotipo Westhampton ha sido identificado en plantas de cosecha en
Bostwana (Motsoela et al. 2002), Corea (Kidie et al. 2013) y Nigeria (Raufu et al. 2015).
En bivalvos vivos en un mercado en Francia (Doublet et al. 2009) y en un rio en
Argentina (Anselmo et al. 1999). En Nigeria, es uno de los serotipos mayormente
asociados a salmonelosis en camellos, el cual es una fuente de alimento para las
personas en esa region (Raufu et al. 2015). Westhampton es un serotipo que se
presenta rara vez (Anselmo et al. 1999; Kidie et al. 2013; Raufu et al. 2015). Sin
embargo, en USA se reportan hasta el 2016, 33 casos de salmonelosis humana
asociados a este serotipo (CDC 2018). En los reportes de Salmonella del INCIENSA

de Costa Rica no se ha reportado este serotipo (Bolafios et al. 2014)
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S. Westhampton se ha descrito principalmente asociada a ambientes donde hay
animales. En nuestro estudio las muestras correspondientes a este serotipo coinciden
con lo reportado al encontrarse en ambientes y alimentos, todas pertenecientes al
mismo sitio de manejo. En este sitio, las muestras provenientes de monos no
pertenecen a este serotipo cual sugiere que el reservorio de S. Westhampton puede
mantenerse en el ambiente o alguna especie de animal no identificada, o bien haber

ingresado y diseminado por alimentos o fomites contaminados al lugar.

Un aislamiento proveniente de las heces de un mono congo resultaron con un
patron STM 2,5 y STY 0. Dicho perfil es compartido por dos serovares: Braenderup y
Ohio, los cuales son indistinguibles por este método (Kim et al. 2006). Desde el 2001
hasta el 2016, el serotipo Braenderup ha sido el tercer serotipo con mayor incidencia
de casos (aumentando en un 138%) en USA. Para el 2016 se encontrd en el puesto 9
de casos confirmados provenientes de humanos con 1001 reportes, representando el
2.1 % y una incidencia de 0.31 por cada 100 000 habitantes (CDC, 2018). En Costa
Rica se han presentado dos casos de origen humano en el 2018 en Alajuela (Tijerino
Ayala et al. 2020). A nivel mundial existe una amplia descripcién de brotes asociados
a alimentos como tomates (Gupta et al. 2007), verduras de hojas verdes (Gajraj et al.
2012), mangos (CDC 2012) y melones (ECDC 2021). También existen reportes de
aves silvestres en cautiverio de los cuales se aisld este serovar (Smith et al. 2002;
Reche et al. 2003; Jijon et al. 2007) asi como de vida libre (Allgayer et al. 2009; Grigar
et al. 2017). Este serovar ya ha sido aislado de primates (Knobl et al. 2011). Por otra
parte, S. Ohio es un serovar raro que causa enterocolitis, puede causar brotes y

generalmente se adquiere de los alimentos (Bertrand et al. 2010; Kato et al. 2012). Sin
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embargo, sus reservorios y vias de transmision por medio de alimentos suelen ser
desconocidas y dificiles de establecer (Soto et al. 2000; Bertrand et al. 2010). En Costa
Rica, este serovar no se ha reportado segun el centro de referencia (Tijerino Ayala et
al. 2020). En California, S. Ohio se ha reportado en aves silvestres en cautiverio (Smith
et al. 2002). El primate del cual este aislamiento fue obtenido compartia espacio con
otro primate, el cual también resulté positivo, sin embargo, de este otro aislamiento el
serotipo no se pudo identificar, lo que sugiere que estos animales se colonizaron en

momentos diferentes.

En cuanto al serotipo Newport, de acuerdo al ultimo reporte se Salmonella del
CDC, para el 2016 se encontro en el puesto 2 de casos confirmados provenientes de
humanos con 4728 reportes, representando el 10.1 % y una incidencia de 1.47 por
cada 100 000 habitantes en los Estados Unidos (CDC 2018). Mientras que en Costa
Rica ocupa el octavo lugar de aislamientos de acuerdo al INCIENSA (Tijerino Ayala et
al. 2020). En los ultimos afios ha incrementado los aislamientos multirresistentes de S.
Newport, lo cual ha generado una preocupacion por la diseminacion de estas cepas
(Zhao et al. 2003; Poppe et al. 2006; Varma et al. 2006). Su aislamiento de alimentos
que han causado brote se encuentra evidenciado en multiples ocasiones asociados a
tomates, (Greene et al. 2008), pepinos (Angelo et al. 2015), carnes (Espié et al. 2005;
Poppe et al. 2006), asi como ambientes y animales silvestres (Smith et al. 2002; Poppe

et al. 2006). Este serovar ya ha sido aislado de primates (Knobl et al. 2011).

Para el 2016 se encontré S. Anatum en el puesto 20 de casos confirmados

provenientes de humanos con 257 reportes, representando el 0.6 % y una incidencia
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de 0.08 por cada 100 000 habitantes en los USA (CDC 2018). Asimismo existe
evidencia de que S. Anatum multirresistente ha provocado casos globales
estrechamente relacionados con el inadecuado manejo durante el embalaje, el
transporte y la manipulacion de los alimentos en la cocina de los consumidores (Feng
et al. 2020) asi como brotes mas concentrados también asociado al deficiente manejo
de alimentos (Pakalniskiene et al. 2009). Se ha aislado de alimentos como queso (da
Cunha-Neto et al. 2020), ensaladas (Pakalniskiene et al. 2009), vegetales (Quiroz-
Santiago et al. 2009; Hassan et al. 2017). Incluso se comporta como agente causal de
enfermedad nosocomial (Dargatz y Traub-Dargatz 2004), lo que representaria un
riesgo para la conservacion y coleccion si no se tienen las medidas de bioseguridad
adecuadas.

De acuerdo con el reporte de Salmonella de Costa Rica, se contabiliza un caso
de origen desconocido de S. Anatum (Tijerino Ayala et al. 2020). Multiples reportes de
S. Saintpaul en distintos paises distribuidos en diferentes continentes asociados a
alimentos se han descrito en matrices como pavo (Beutlich et al. 2010), mariscos
(Akiyama et al. 2011) meldn (Munnoch et al. 2009), tomate, chiles (CDC 2008; Barton-
Behravesh et al. 2011), asi como en rios (Medrano-Félix et al. 2018), ambientes
(Akiyama et al. 2011) y animales en cautiverio (Smith et al. 2002). El reporte del CDC,
para el 2016 colocé en el puesto 11 de casos confirmados provenientes de humanos
con 778 reportes, representando el 1.7% y una incidencia de 0.24 por cada 100 000
habitantes en los Estados Unidos (CDC 2018). Para Costa Rica, se reportan 2 casos,
uno con origen de Heredia y otro con origen desconocido (Tijerino Ayala et al. 2020).

Los serotipos Anatum y Saintpaul son indistinguibles de acuerdo a la metodologia
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utilizada, se necesita un PCR para la proteina STM7 para discriminar entre los
serotipos (Kim et al. 2006). Dos primates de esta coleccion (Cuadro 5) resultaron
positivos a los serotipos Newport y Anatum/Saintpaul. El aislamiento de estos serotipos
fue unico, sugiriendo que los animales adquirieron la bacteria posiblemente en

momentos diferentes. Estos animales no compartian recinto.
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9. CONTROL DE LOS AGENTES INFECCIOSOS

Ciertos factores pueden asociarse a la dificultad del control de patégenos en
primates ex situ. El alojamiento, comportamientos y las condiciones de vida en
cautiverio de los primates resultan que el control sea muy dificil. La deficiente
documentacion de registros médicos, la falta de conocimiento del personal acerca de
patdbgenos y su transmision son clave. Muchas veces no se cuentan con las
condiciones para separar los animales en grupos de acuerdo con su condicion de
salud. El muestreo y procesamiento de las muestreas es un trabajo logistico complejo
y caro, que limita que muchas condiciones de salud sean diagnosticadas y descritas
en una coleccion (National Research Council (US) Institute for Laboratory Animal
2003).

Estas caracteristicas fueron expresadas y observadas en los diferentes sitios de
manejo, lo que podria favorecer la prevalencia de Salmonella entre animales,
ambientes y personas si no se cumplen las medidas de higiene y bioseguridad. Al
conversar con los trabajadores, en su mayoria tenian conocimiento sobre
enfermedades que se pueden transmitir entre animales y personas, sin embargo, no
contemplaban que los primates pueden ser portadores de Salmonella.

A partir de un sitio contaminado, si no se identifican, tienen las medidas de
higiene y bioseguridad adecuadas puede generarse un brote que afecte toda una
nacion (Bertrand et al. 2010). La vigilancia e identificacion de matrices con la
potencialidad de albergar estos microorganismos es clave para la prevencion de

brotes.
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Debido a las limitantes econdmicas y sobrecarga de animales por parte de
algunos centros, el tema de las cuarentenas de ingreso tiende a ser deficientes,
principalmente por la falta de examenes que se pueden realizar en los animales, asi
como los espacios que necesitan para llevar a cabo una cuarentena adecuada.

Las medidas de bioseguridad e higiene se ha demostrado que son efectivas
para disminuir los casos de diarrea (principal sintoma de salmonelosis). Asi quedoé
evidenciado en el pais que al establecerse medidas estrictas de higiene y bioseguridad
durante la pandemia del COVID-19, en donde los casos bajaron en un 28% del 2019

al 2020 (MINSA 2020) y del 34% del 2020 al 2021 (MINSA 2021).
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10. TRATAMIENTO DE LOS PRIMATES

El tratamiento de salmonelosis en primates se enfoca en la antibioticoterapia
basada en el perfil de sensibilidad. Es esencial corregir las pérdidas de fluidos,
desbalance de electrolitos y acido base, ya que es la deshidratacion severa representa
el mayor peligro de muerte. La terapia con antibiéticos debe reservarse para animales
con diarrea severa o septicemia. El control de los signos clinicos es fundamental. El
tratamiento de estos portadores asintomaticos, por el contrario, puede aumentar la
probabilidad de desarrollo de un estado de portador e incrementar la resistencia
antibacteriana. El potencial zoono6tico de Salmonella y |a dificultad de eliminar el estado
de portador pueden requerir la formacién de grupos basados en esta caracteristica. Si
se llegara a considerar el tratamiento, debe hacerse un analisis de riesgos y beneficios.
También se deben evaluar riesgos de contaminacion para coleccion de primates y el
personal (Jijon et al. 2007; Abee et al. 2012; Balansard et al. 2019). Fomentar las
practicas que reduzcan el estrés e incrementen el enriquecimiento ambiental,
adecuada nutricion y cuidados contribuye a controlar la diseminacion de este y otros
agentes. El control de vectores y fomites son medidas importantes de bioseguridad
que apoyadas en las practicas de higiene favorecen el control de Salmonella en sitios

de manejo ex situ (Jang et al. 2008; Hoelzer et al. 2011; Silva-Hidalgo et al. 2012a).
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11. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Debido a la situacion sanitaria de la COVID-19 el estudio cont6 con diferentes
limitaciones asociadas a la misma. En los centros que albergan animales silvestres
hubo cierres parciales, despido de personal, menor ingreso de recursos economicos
lo que afectd el muestreo en estos sitios. Esto ya que se atrasaron los permisos de
investigacion, no habia personal disponible para recibirnos y debido a sus propias
medidas de bioseguridad se retraso el muestreo.

Los centros que no se encontraban al dia con la Caja Costarricense del Seguro
Social y Hacienda no se les puede otorgar permisos de acceso genético/bioquimico.
Actualmente muchas de las pruebas de salud incluyen técnicas diagnosticas que
requieren el acceso genético a los microorganismos. Algunos de ellos expresaron que
la pandemia influyé en esto al limitarse lo ingresos econdmicos para realizar estos
pagos. De esta forma también se afectd el estudio indirectamente. Inclusive sin
pandemia, los permisos de investigacion tienen mucha burocracia y aunque los
tramites ahora son en linea, esto no siempre agiliza el proceso.

Hubo cierre de instituciones como las gubernamentales que se encargaban de
los permisos y una vez que reabrieron se encontraban sobrecargados de trabajo, lo
que nos afect6. La universidad también tuvo cierres de las instalaciones y cuando
reabrieron hubo tiempo de trabajo limitado generando extension del tiempo estimado
de finalizacion. Tanto por parte de la Universidad como de los suplidores de materiales
y reactivos hubo retrasos para adquirir los insumos necesarios para llevar a cabo el

proyecto, inclusive en ocasiones se tuvo que detener el proyecto por esto.
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No existen puntos de comparacién o referencia para evaluar las CMI de los
aislamientos de Salmonella en primates, por lo tanto, si uno de estos individuos se
llegara enfermar, se tendria que extrapolar estos valores de otras especies.

La metodologia de PCR fue una limitante para identificar los serotipos de los
aislamientos obtenidos. Técnicas mas especializadas como la Secuenciacion de
Genoma Completo es necesaria para identificar estos serotipos que el PCR no incluye.

Se realizdé un muestreo observacional transversal, por o que podria darse una
subestimacion de la prevalencia si en ese momento el(los) animal(s) no excreta(n) el
microorganismo. El estudio no pretendié determinar causas de colonizacién, sino
estimar la prevalencia de Salmonella desde diferentes matrices y su caracterizacion
de resistencia y serotipo.

Ciertos aspectos de salud son dificiles de determinar y analizar debido a que
muchos de estos animales carecen de un expediente de salud que le de trazabilidad a
sus eventos de salud como tratamientos o enfermedades.

Cuando se muestrean poblaciones aparentemente saludables, suele haber
falsos negativos debido a la excrecion intermitente y la baja carga de excrecion. El
efecto de estos dos factores previamente descritos se puede contrarrestar al usar
heces (tal como se hizo) en el cultivo en lugar de hisopados rectales. Otro aspecto
importante que podria reducir esos falsos negativos es el muestreo seriado (al menos
tres dias) (Balansard et al. 2019). No obstante, debido a la logistica discutida con los
sitios de manejo y experiencias previas en la colecta de muestras no invasivas, esto

no se habria logrado realizar con todos los primates.



75

12. RELEVANCIA DE LA SALUD PUBLICA

Los primates pueden excretar de manera asintomatica agentes infecciosos
entre ellos Salmonella. El contacto directo o indirecto con estos individuos puede
desencadenar eventos de enfermedad tanto en personas como otros animales. Se
debe evitar el contacto directo con estos animales y de ser asi utilizando todas las
medidas de bioseguridad establecidas. También el contacto con reservorios como
fomites o ambientes puede causar infecciones, por lo tanto, las medidas de higiene
personal son clave para evitar casos clinicos. Los alimentos brindados a los animales
deben manipularse con el cuidado adecuado para evitar que estos se enfermen o se
colonicen con la bacteria. Salmonellas que incluyen serotipos frecuentemente
asociados a cuadros clinicos y brotes pueden estar presentes en estas matrices y ser
no susceptibles a las opciones de tratamiento establecidas generando morbilidad y
mortalidad importante. Estas matrices (animales silvestres, ambientes y alimentos)
deben considerarse de importancia a la hora de hacer vigilancia epidemiolégica de

Salmonella.
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13. CONCLUSIONES

1. Se logro aislar Salmonella de las tres matrices de estudio (heces-ambientes-
alimentos) y se obtuvo una prevalencia mayor a lo esperado al inicio del estudio. La
transmision de patdégenos entre humanos y primates no humanos es posiblemente uno
de los resultados mas peligrosos de las interacciones entre humanos y vida silvestre.
Basados en los resultados de este estudio, podemos concluir que los primates no
humanos en Costa Rica mantenidos en cautiverio pueden excretar Salmonella de
manera asintomatica. La presencia de Salmonella en superficies anexas a estos
primates es un hallazgo de importancia para la salud publica, principalmente para las

personas en contacto con estos primates debido a sus deberes laborales.

2. La frecuencia de resistencia es baja entre los aislamientos obtenidos. Esta es dada
por ciprofloxacina y nitrofurantoina. No se lograron identificar aislamientos
multirresistentes. La vigilancia epidemiolégica de patrones de resistencia
antimicrobiana en animales silvestres y ambientes, asi como los patrones de
transmision, puede favorecer a la creacibn de estrategias de prevencion y

diseminacion de esta.

3. Se logro identificar el serotipo de pocos aislamientos, sin embargo, los que se
identificaron han sido asociados con casos clinicos en personas y algunos en primates,
representando un riesgo a la salud publica y conservacion de especies. Dada la baja

prevalencia y variedad de serotipos aislados, es probable que la principal fuente de
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trasmision hacia estos animales es por el consumo de agua o alimentos contaminados
y superficies que tienen contacto con roedores, aves, insectos u otros reservorios del
microorganismo. El control de Salmonella en estos lugares representa un desafio por
la variedad de individuos, no solo primates, que pueden actuar como portadores
asintomaticos. La inocuidad de los alimentos, constante limpieza, desinfeccion y
aplicacién de medidas de bioseguridad es esencial para el control de Salmonella en

este tipo de poblaciones y evitar casos clinicos.
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14. RECOMENDACIONES

Al Gobierno de Costa Rica e Instituciones publicas. Dado que los primates son
especies emblematicas para Costa Rica, asi como uno de los principales atractivos
turisticos, se debe considerar la inversion y preocupacién de la salud de estas
poblaciones tanto en condiciones ex situ como in situ (en su habitat natural) (Webb y
McCoy 2014). El monitoreo de enfermedades infecciosas y no infecciosas es relevante,
ya que actualmente estas especies se encuentran amenazadas y en peligro de
extincion. La educacién constante hacia la ciudadania costarricense y turistas acerca
de la importancia del cuido y respeto a estos animales, a las enfermedades infecciosas
y a los ecosistemas debe ser un tema educativo que se promueva abordaje integral
transdisciplinario que recalque la importancia de este valor para disminuir los riesgos
de transmision de enfermedades. En especial de las personas que trabajan con estos
animales y turistas son poblaciones criticas por el grado de exposicion debido a su
labor en el caso de los cuidadores y por negligencia en el caso de algunos turistas.

A los Centros que mantiene primates en cautiverio. Las personas que trabajan
con estos animales deben capacitarse acerca de los riesgos laborales y enfermedades
infecciosas. Cuando laboren con ellos deben encontrase libres de enfermedades y
mantenerse con monitorios de salud constante. Se recomienda que, al incluirse un
primate en una coleccion, se realice previamente una evaluacion de salud completa a
cargo de un médico veterinario que incluya test de tuberculosis negativo, examen
parasitologico, examen bacteriolégico para Shigella, Salmonella, Campylobacter y

Yersinia. Depende de las circunstancias se pueden realizar examenes virales,
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radiografias para evaluar la densidad 6sea y pulmones en casos de tuberculosis y
neumonia. La evaluacion de enteropatégenos bacterianos en primates idealmente
deberia realizarse al momento de ingresar, después de cumplir el periodo de
cuarentena y anualmente (Miller y Fowler 2015; Perpifian et al. 2017). En teoria se
recomienda la separacion o retiro de los portadores de Salmonella, pero en la practica
no siempre es factible. Debido a esto, la clave es la limpieza, desinfeccion y
bioseguridad en el lugar acompafiados de un bajo impacto por estrés (Ketz-Riley 1986;
de Carvalho 2014). Se deben recoger las heces constantemente y se puede utilizar
hipoclorito de sodio para la desinfeccion (de Carvalho 2014) o Virkon (Dunowska et al.
2005; Maretrg et al. 2009). Se recomienda el entrenamiento en las buenas practicas
de manipulacion de alimentos para las personas que se encargan de la alimentacion
de los primates, la limpieza constante de herramientas y utensilios que puedan servir
como fomite para evitar que este sea un medio de diseminacién de Salmonella. El
control de roedores y aves dentro de los recintos, asi como en los espacios donde se
preparan alimentos ayuda a controlar patégenos también. En cuanto a manejo se
recomienda mantener densidad de animales adecuada, un balance de grupos
sociales, periodos de introduccion y adaptacién prolongados, enriquecimiento

ambiental y nutricion balanceada (Ketz-Riley 1986).

A las Universidades e Investigadores. Se recomienda a futuro un estudio
longitudinal que evalue diferencias de condiciones climaticas y factores de riesgo tanto
para los animales como para las personas en contacto con ellos, asi como la

evaluacion de Salmonella en heces en los trabajadores de los sitios de manejo con
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contacto regular con los animales silvestres. Existe evidencia de que trabajadores de
estos sitios pueden ser portadores asintomaticos (Milton et al. 2018). También la
evaluacion longitudinal de especies de vida libre, sobre todo aquellas que viven en
ambientes con alto riesgo de contacto con turistas o pobladores, asi como donde el
manejo de aguas y desechos es deficiente. Se recomienda también hacer vigilancia
de resistencia antimicrobiana en otras bacterias que sirvan como centinela, ejemplo,
E. coli. Vigilancia e investigacion epidemioldgica de microrganismos portadores de
resistencia tanto en animales, ambientes y los alimentos debe fomentarse.

A las autoridades competentes y ciudadania. Para nadie es un secreto que
muchos turistas buscan realizar visitas en estos sitios con la finalidad de tener una
experiencia y contacto con animales silvestres. Esta practica deberia ser vetada de
estos lugares debido al riesgo de transmision de enfermedades infecciosas, asi como
los accidentes fisicos. No se recomienda el contacto directo con los primates, ni la
alimentacion de animales silvestres por parte de particulares, en especial de nifios ni
personas inmunocomprometidas por el riesgo de sufrir una zoonosis. También por el
riesgo que los animales sufran una antropozoonosis. Asimismo, se deben de mejorar
las barreras de restriccion entre particulares y los animales ya que muchas veces son
muy estrechas y aunque no haya contacto directo se puede dar transmisién por
aerosoles de agentes infecciosos.

Muchas de estas recomendaciones requieren un esfuerzo econdémico, de
materiales y recurso humano que no son sencillos de conseguir. Pero se pueden
plantear metas y buscar apoyo que permitan poco a poco mejorar las interacciones

entre humanos y primates de acuerdo con las necesitades de cada sitio.
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17. ANEXOS
Anexo1.

Estudios de Prevalencia de Salmonella relacionado a Animales Silvestres en
Cautiverio.

Autores, afno y Pais Muestras (n de Muestras o Prevalencia (%) Observaciones
Revista (duracion | animales) Animales Positivos
del (n)
muestreo)
Milton et al., 2018. India 314 Muestras: Rumiantes (1) Rumiantes (0.8) Agua y comida
Epidemiology and
Infection Rumiantes (126) No Rumiantes (4) No Rumiantes (4.6) 26 muestras, prevalencia
de 3.8%.
No Rumiantes (86) Aves (5) Aves (4.9)
Prevalencia total 4.3
Aves (102) Total 10 Total 3.1 (Animales’ CuidadoresY
alimento y agua)
Farias et al., 2015. Ohio, 225 Muestras: 56 muestras de 24.9 56 muestras ambientales,
Zoonoses & Public EEUU (6 ) heces 6 positivas (10.7 %). 38
Health meses) Mamiferos (31) muestras alimentarias, 6
positivas (15.8%)
Molina-Lépez, Vidal, | Espafa (9 | 263 Muestras: Mamiferos (1) Mamiferos (2)
Obén, Martin, & meses) Mamiferos (50),
Darwich, 2015 aves (169) y reptiles | Aves (8) Aves (4,7)
Journal of Wildlife (44) . .
Disease Reptiles (2) Reptiles (5)
Total (11) Total (4.2)
Calderén, 2013. Colombia 30 Muestras: 8 animales 80 10 primates de un centro,
Primates (10) solo uno con diarrea
Revista Colombiana
de Ciencia Animal
Silva-Hidalgo et al., México 245 Muestras: Animales Cautiverio | Animales Cautiverio 22 muestras alimentarias,
2012. (2007- (29) (13.18) todas negativas.
2008) Animales Cautiverio
Research in (220) Roedores, Roedores, Muestreo en agosto-
Veterinary Science octubre-enero. No hay
Roedores (15) Moscas & Moscas & Cucarachas descripcion de cuantos
Cucarachas (2) (8) son mamiferos, aves o
Moscas & reptiles.
Cucarachas (10 Total (31) Total (11,6)
muestras
compuestas)
Jang et al., 2008 Korea (2m | 294 Muestras: Aves (1) Aves (6.7)
Journal of Veterinary | en 2006)
Science Mamiferos (233) Reptiles (14) Reptiles (30.4)
Aves (14) Mamiferos (2) Mamiferos (0.9)
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Reptiles (46) Total (17) Total (5.8)
Jijon, Wetzel, & Ohio (6m 71 Muestras: 8 26 Prevalencia por especie
LeJeune, 2007 en 2004)
Aves (11)y Aves (2) y Aves (2)
Journal of Zoo and Mamiferos (8) Mamiferos (6 en 3
Wildlife Medicine Sp) Mamiferos (3)
Smith, Mazet, & California 212 Muestras: aves 9 4.2 Animales Marinos
Hirsh, 2002 (1999- (104) y mamiferos Aves (4)
2000) (108) Aves (3.8)
Journal of Zoo and Mamiferos (5)
Wildlife Medicine Mamiferos (4.6)
Gopee, Adesiyun, & | Trinidad & | 141 Muestras de 17 del 93-99. 12 del 93-96. Estudio retrospectivo del
Caesar, 2000 Tobago animales muertos y 93-96. Estudio longitudinal
enfermos del 93-96. | Del 97-98: Del 93-93: de 6 meses entre 97-98
Journal of Wildlife (1993-96
disease & 97-98) 1102 Muestras del Mamiferos (29) Mamiferos (7)

97-98:
Mamiferos (404)
Aves (435)

Reptiles (173)

Aves (12)
Reptiles (25)

Total: 66

Aves (3)
Reptiles (14)

Total: 7
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Anexo 2. Consentimiento informado

UNIVERSIDAD NACIONAL DE COSTA RICA
ESCUELA DE MEDICINA VETERINARIA

CONSENTIMIENTO INFORMADO
Proyecto de Investigacion: Prevalencia, caracterizacion fenotipica y perfiles de
resistencia de Salmonella enterica recuperada de primates no humanos de nuevo
mundo, superficies y alimentos en centros de cautiverio de Costa Rica

Encargados:

Dr. Lohendy Muioz Vargas (e-mail: lohendy.munoz.vargas@una.cr/ tel: 88751614)
Dr. Mauricio Jiménez Soto (e-mail:drmjimenezsoto@hotmail.com/ tel: 83936719)
Ernesto Rojas Sanchez (e-mail: ernesto.rojas.sanchez@est.una.ac.cr / tel: 84800516)

PROPOSITO DEL PROYECTO:

El objetivo de este estudio sera estimar la prevalencia de Salmonella primates no
humanos de nuevo mundo, superficies de contacto y alimentos en sitios de manejo en
animales silvestres en cautiverio de Costa Rica. Se pretende conocer si los primates
no humanos de Costa Rica pueden ser excretores asintomaticos de Salmonella, si los
alimentos que ingieren y ambiente en que se encuentran pueden tener Salmonella.
Asimismo, si genes de resistencia se estan expandiéndose de ambientes hospitalarios
y agropecuarios (donde son mas frecuentes) hacia animales silvestres (donde no se
esperaria encontrarlos).

. QUE SE PRETENDE HACER?:
Se le realizaran visitas programadas en donde se realizaran las siguientes actividades:

Se recolectaran muestras de 4 gramos (aproximadamente una cucharada) heces de
primates no humanos [mono titi (Saimiri oerstedii citrinellus), mono cara blanca (Cebus
imitator), mono arafia (Ateles geoffroyi) y mono congo (Alouatta palliata) 1o mas
inmediato posible cuando defecan. Para esto se estaria observando el mono en todo
momento hasta que defeque y es ahi cuando se procederia a recolectar la muestra.

Las muestras de heces se introduciran en un tubo plastico y se almacenaran en frio a
<4°C hasta su procesamiento en el Laboratorio de Bacteriologia de Escuela de
Medicina Veterinaria, UNA.
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Paralelo a la toma de la muestra se anotara la siguiente informacion del animal:
especie animal, edad o tiempo en cautiverio, sexo, terapias medicamentosas recientes
y alguna otra informacioén relevante que se considere en ese momento.

La informacion que cada animal aporte solo la manejaran los investigadores del
proyecto. Al encargado del lugar en que se encuentre el animal se le dara un reporte
con los resultados de los animales una vez concluida la investigacion. La informacion
de los animales y los consentimientos informados se guardaran, con el fin de contar
con un expediente para cada participante por tiempo indefinido. La informacion podria
ser compartida con el ente gubernamental que competa la responsabilidad y
comunidad cientifica para tratar de aclarar incégnitas acerca del estado excretor
asintomatico y expansion de genes de resistencia a otros ambientes. Siempre
teniendo claro la confidencialidad hacia los participantes, en ningun momento se
utilizaran nombres ni informacion que pueda asociarse a su participacion.

BENEFICIOS:

Se generaran datos sobre las poblaciones anteriormente citadas y evaluara el estado
de Salmonella de los animales con el fin de diagnosticar qué aspectos pueden estar
alterados para estudiar las posibles causas de fondo y trabajar en ellas para evitar que
sigan afectandose los animales, ya que Salmonella puede ser un patégeno mortal para
ellos. A partir de datos obtenidos se pueden formular recomendaciones de manejo
para los animales y encargados del cuido para mejorar el bienestar animal, la
conservacion, salud animal y publica de los lugares.

RIESGOS:

Estrés asociado a la presencia de quien colecte las muestras es el riesgo esperado.
Para evitar riesgos se contara con suficientes ayudantes (Médicos veterinarios,
estudiantes de veterinaria y asistentes técnicos en veterinaria) con experiencia de
trabajo en vida silvestre con el fin de evitar que se perjudique la salud de los animales.
Si alguna complicacién mayor sucede, el animal sera atendido inmediatamente en el
lugar y de ser necesario trasladado al Hospital de Especies Menores y Silvestres, UNA.
Se usara equipo estéril y desechable para no poner en riesgo la salud del animal. Las
muestras seran tomadas y manejadas por los Médicos Veterinarios. Si durante el
procedimiento usted considera que el animal esta siendo sujeto de algun grado de
sufrimiento mas alla de lo que usted considera permisible en él, puede detener el
procedimiento.

Antes de dar su autorizacion para este estudio usted debe haber hablado con los
investigadores sobre este estudio y ellos deben haber contestado satisfactoriamente
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todas sus preguntas. Si quisiera mas informacidon mas adelante, puede obtenerla
llamando o escribiendo al investigador.

Recibira una copia de esta férmula firmada para su uso personal.

La participacidon en este estudio es voluntaria. Tiene el derecho de negarse o
discontinuar su participacion en cualquier momento, sin que esta decision afecte la
calidad de la atencidén que requiere.

Su participacion en este estudio es estrictamente confidencial, los resultados podrian
aparecer en una publicacion cientifica, pero de una manera anénima, nunca revelando
el nombre del participante, ni direccidn, ni nada que pueda asociarse a su participacion.
No perdera ningun derecho legal por firmar este documento.

CONSENTIMIENTO

He leido o se me ha leido, toda la informacion descrita en esta formula, antes de
firmarla. Se me ha brindado la oportunidad de hacer preguntas y éstas han sido
contestadas en forma adecuada. Por lo tanto, accedo a participar como sujeto de
investigacion en este estudio.

Nombre, cédula y firma del sujeto
fecha:__ / /

Klombre, cédula y firma del testigo
fecha:__ / /

Nombre, cédula y firma del Investigador que solicita el consentimiento
fecha:__ / /

Este consentimiento ha sido sometido a la evaluacion del Comité de Bienestar Animal
de la EMV bajo el oficio UNA-EMV-CBBA-OFIC-002-2019.



Anexo 3. Valores de corte de CMI para Enterobacteriaceae

Criterio de Interpretacion

Antibidtico Referencia Sensible Intermedio Resistente
Ampicilina CLSI (2022) <8 16 = 32
Ampicilina/ CLSI (2022) < 8/4 16/8 > 32/16
Sulbactam

Piperacilina/ CLSI (2022) < 8/4 16/4 2= 32/4
Tazobactam

Cefotaxima CLSI (2022) <1 2 24
Ceftazidima CLSI (2022) <4 8 > 16
Cefepima CLSI (2022) <2 4-8 > 16
Imipenem CLSI (2022) <1 2 24
Meropenem CLSI (2022) <1 2 24
Amicacina CLSI (2022) <16 32 > 64
Gentamicina CLSI (2022) <4 8 > 16
Acido CLSI (2022) <16 > 32
nalidixico

Ciprofloxacin CLSI (2022) <0.25 0.5 =1

o

Nitrofurantoin  CLSI (2022) <32 64 = 128
a

Trimetroprim/  CLSI (2022) < 2/38 --- 2 4/76

Sulfametoxaz
ol
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