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RESUMEN

El propdsito de este estudio fue estimar la prevalencia de la no-tifoidea Salmonella
enterica subsp. enterica (desde aqui nombrada Salmonella) y los perfiles de
resistencia a los antibiéticos en la cadena de produccion porcina para consumo
humano en Costa Rica. Un total de 1419 muestras fueron analizadas para la
identificacion y aislamiento de Salmonella de heces, linfonodos mesentéricos,
linfonodos parotideos y canales recolectadas en cuatro de las principales plantas de
faena de Costa Rica. Los cerdos eran provenientes de 16 granjas pecuarias
distribuidas en 14 regiones geograficas del territorio costarricense. Un total de 362
aislamientos de Salmonella fueron recuperados, alcanzando una prevalencia general
en plantas de faena de cerdos de 25,5%, con diferencias significativas entre
establecimientos (p <0,05), y una prevalencia por tipo de muestra de 45,6% (162/355),
27,3% (97/355), 8,5% (30/353) y 20,5% (73/356) en heces, linfonodos mesentéricos,
linfonodos parotideos y canal, respectivamente. Un subgrupo de 118 muestras
positivas a Salmonella fue seleccionado aleatoriamente para realizar el antibiograma.
De estos, el 52% de los aislamientos de Salmonella resultaron pansusceptibles,
mientras que el 48% mostré resistencia al menos a un antibidtico, incluyendo contra la
nitrofurantoina (82,2%), la ampicilina (28%), la ampicilina sulbactam (26%) y el
trimetoprim/sulfametoxazol (11,9%). Un 13,5% (16/118) de los aislamientos analizados
presentaron patrones de resistencia a cefalosporinas de tercera y cuarta generacion,
y un 9,3% (11/118) presentaron resistencia a las fluoroquinolonas, siendo ambas
clases las de elecciébn para el tratamiento de salmonelosis humana. De gran

relevancia, un 11,9% (14/118) de los aislamientos expresaron fenotipos de
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multirresistencia. Los resultados de esta investigacion muestran el papel del cerdo
como portador de Salmonella logrando aislarse de cuatro matrices a lo largo de la
cadena de produccion porcina. Ante este escenario, la instauracion de medidas de
prevencion y contingencia son fundamentales para mitigar el impacto de este y otros
microorganismos transmitidos por alimentos. La vigilancia continua de Salmonella
permite evaluar el efecto de las intervenciones en granjas y plantas de faena y
monitorear el riesgo potencial para la salud publica. Por otra parte, la identificacion de
aislamientos resistentes a al menos uno de los antibiéticos ensayados pone en riesgo
la eficacia de los tratamientos en humanos y animales, por lo que, se resalta la
importancia del seguimiento de un plan de accién nacional que promueva el uso
correcto y racional de los antibiéticos, con el fin de contener el avance de este

fendbmeno y sus consecuencias.

Palabras claves: Salmonella, planta de faena, cerdos, Seguridad Alimentaria
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ABSTRACT

The purpose of this study was to estimate the prevalence of non-typhoidal
Salmonella enterica subsp. enterica (from here referred as Salmonella) and the
antimicrobial resistance profiles in the swine production chain for human consumption
in Costa Rica. A total of 1419 samples were analyzed for the identification and isolation
of Salmonella from feces, mesenteric lymph nodes, parotid lymph nodes and carcasses
collected in four of the main slaughterhouses of the great metropolitan area. Pigs were
from 16 farms distributed across 14 geographic regions of Costa Rica. A total of 362
Salmonella isolates were identified, averaging a prevalence of 25,5% in pig slaughter
plants, which was significantly different between farms (p <0,05), and a prevalence by
sample type of 45,6 % (162/355), 27,3% (97/355), 8,5% (30/353), and 20,5% (73/356)
in feces, mesenteric lymph nodes, parotid lymph nodes, and carcasses, respectively.
A subgroup of 118 Salmonella-positive samples was randomly selected for antibiotic
resistance testing (antibiogram). Of these, 52% of Salmonella isolates were
pansusceptible, while 48% showed resistance to at least one antibiotic, including the
nitrofurantoin  (82,2%), ampicillin  (28%), ampicillin sulbactam (26%), and
trimethoprim/sulfamethoxazole (11,9%). A 13,5% (16/118) of the analyzed isolates
showed resistance patterns against third and fourth generation cephalosporins, and
9,3% (11/118) showed resistance to fluoroquinolones, both commonly recommended
as the treatment of choice for human salmonellosis. Importantly, 11,9% (14/118) of the
isolates expressed multi-resistant phenotypes. Our results showed the role of the pig
as a Salmonella reservoir, recovered from four sample types along the swine

production chain. Given this scenario, the establishment of prevention and contingency
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measures are essential to mitigate the impact of this and other foodborne
microorganisms. Continuous and active Salmonella surveillance programs are
necessary to evaluate the impact of the interventions used in farms and slaughter
plants. These programs would strengthen the monitoring of potential risk to public
health associated with the consumption of pork products that could be contaminated
with these bacteria. On the other hand, the identification of resistant and multiresistant
isolates in the present study is an important finding that can potentially jeopardize the
public health by decreasing the efficacy of antimicrobial treatments in humans and
animals. Therefore, a contingency national plan is highly recommended to promote the
correct and rational use of antibiotics, to decelerate the advance of this phenomenon
and its consequences.

Keywords: Salmonella, slaughterhouse, pigs, Food Safety



1. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes
1.1.1 Salmonella: Generalidades

El género bacteriano Salmonella recibe su nombre en honor a Daniel E. Salmon
que junto con Theobald Smith logr6 aislar e identificar Salmonella Choleraesuis en
muestras de intestino de cerdo (D"Aoust and Maurer 2007; Lamas et al. 2018). Las
bacterias pertenecientes a este género se incluyen dentro de la familia
Enterobacteriaceae y se caracterizan por ser bacilos Gram negativos, anaerobios
facultativos, no formadores de esporas, reductores de nitratos a nitritos, catalasa-
positivos y oxidasa-negativos. Son maoviles debido a la presencia de flagelos peritricos,
a excepcion de cepas no flageladas o no maviles con flagelos disfuncionales (D" Aoust
and Maurer 2007; Gonzalez Pedraza et al. 2014). Poseen un metabolismo de tipo
oxidativo y fermentativo; con capacidad de fermentar glucosa y otros carbohidratos
con la produccion de acido y gas. La mayoria de las cepas utilizan citrato como Unica
fuente de carbono, descarboxilan lisina, arginina y ornitina, producen sulfuro de
hidrogeno y no hidrolizan urea. Muchos de estos rasgos constituyen la base para la
identificacion bioquimica de los aislamientos de Salmonella (D" Aoust and Maurer 2007,

Gonzalez Pedraza et al. 2014).

El crecimiento y la supervivencia de Salmonella est4 determinado por una serie
de factores como la temperatura, el pH, la actividad del agua (aw) y la presencia de
conservantes (Yates 2011). La mayoria de los serotipos de Salmonella crecen en un

rango de temperatura que va desde los 5,2 °C hasta los 46,2 °C, con una temperatura



Optima de 35 a 43 °C. La congelacion resulta perjudicial para la supervivencia de
Salmonella, sin embargo, no garantiza la destruccion de la bacteria (Yates 2011; Jarvis
et al. 2016; Fernandes et al. 2018). Salmonella posee la capacidad de proliferar en
matrices con pH que oscilan desde 4 a 9, con pH optimo de 6,5 a 7,5. El pH minimo
varia dependiendo de la temperatura, la presencia de sal o nitritos y el tipo de acido
presente (Chung and Goepfert 1970; Gonzalez Pedraza et al. 2014). La actividad del
agua (aw) tiene un efecto significativo en el crecimiento de la bacteria, con un aw
optimo de 0,99 y un limite inferior de 0,93 (Chung and Goepfert 1970; Gonzalez
Pedraza et al. 2014) por lo que muchos alimentos sirven de matriz para su
proliferacion. El crecimiento de Salmonella puede ser inhibido por aditivos como acido
benzoico, acido sorbico o acido propionico y desinfectantes comunes como fenoles,
iodados y clorados. No obstante, puede persistir en el ambiente durante largos

periodos asociados a sustratos organicos (Gonzalez Pedraza et al. 2014).

En lo que corresponde a la clasificacion, el género Salmonella se compone de
dos especies: S. enterica y S. bongori, la primera a su vez se divide en seis
subespecies: enterica (I), salamae (Il), arizonae (llla), diarizone (llIb), houtanae (IV) e
indica (VI) basado en sus caracteristicas gendmicas y bioguimicas (Brenner et al.
2000; Tindall et al. 2005; Andino and Hanning 2015). La mayoria de los aislamientos
de muestras clinicas humanas y animales domésticos corresponden a serovares en el
orden de S. enterica subsp. enterica, mientras que el resto de las subespecies de S.
enterica y S. bongori se aislan principalmente de animales ectotermos o el medio
ambiente, aunque se han reportado algunos casos de enfermedad en humanos

(Lamas et al. 2018).



La serotipificacion permite diferenciar las cepas de Salmonella mas alla del nivel
de subespecie, esta categorizacion se basa en las caracteristicas antigénicas de la
bacteria conforme al esquema de Kauffman — White, y consiste en la identificacion
serologica de los antigenos somaticos O, de los antigenos flagelares H y
ocasionalmente del antigeno capsular Vi (Martinez 2007; Quirés Cardenas 2016;
Lamas et al. 2018). Hasta la fecha se han identificado mas de 2600 serotipos de S.
enterica, la mayoria de estos pertenecen a la subespecie enterica (I), mientras el resto
de los serotipos se distribuyen de manera desigual entre las otras subespecies (Gal-
Mor et al. 2014; Lamas et al. 2018). Segun la Organizacion Mundial de Salud (OMS) y
la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), todos los serotipos de S.
enterica son potencialmente peligrosos para la salud humana y, por lo tanto, se
consideran patdégenos. Sin embargo, solo unos pocos serotipos se reportan como

causa de enfermedad en humanos y animales domésticos (Osterberg 2010).

Los serotipos pertenecientes a la subespecie S. enterica difieren en su
especificidad de hospedador y manifestacion clinica predominante. Algunos tienen
afinidad por una o unas pocas especies hospedadoras, mientras la mayoria tienen la
capacidad de colonizar el tracto alimentario de una amplia gama de animales
(Osterberg 2010). Para fines clinicos se propone una clasificacion mas practica,
dividiendo los serotipos de S. enterica en tifoideos y no tifoideos. Los serotipos
tifoideos se caracterizan por ser de reservorio exclusivamente humano y esta
representado por las serovariedades S. Typhi y S. Paratyphi (A, B o C) causantes de
la fiebre entérica, mientras los serotipos no tifoideos son patdgenos generalistas con

una amplia especificidad de hospederos, y en humanos los sintomas pueden variar



desde gastroenteritis leve hasta infecciones sistémicas graves (Gal-Mor et al. 2014;

Quirés Cardenas 2016; Hiyoshi et al. 2018).
1.1.2 Salmonella: Salud Pablicay Seguridad Alimentaria

Las infecciones por Salmonella enterica tienen un gran impacto en la salud
publica y la seguridad alimentaria en todo el mundo; especificamente la salmonelosis
humana causada por Salmonella no tifoidea (Campos et al. 2019; Nair 2020). Esta
enfermedad se caracteriza por un cuadro de gastroenteritis autolimitante usualmente
acompafnado de diarrea leve, escalofrios, fiebre, dolor abdominal, nduseas, vomitos,
deshidratacion, dolor de cabeza, dolor en las articulaciones, mialgia, malestar general,
enterocolitis y fatiga (CDC 2019a; CDC 2019b; Nair 2020). Los sintomas suelen iniciar
de seis a 72 horas después de la exposicion y persisten aproximadamente durante dos
a siete dias (CDC 2019a; Healy and Bruce 2019). Si bien la mayoria de los casos de
salmonelosis se recuperan sin tratamiento, la deshidratacién o la infeccion invasiva
con bacteriemia y otras infecciones extraintestinales pueden conducir a la
hospitalizacion o la muerte, particularmente en grupos de alto riesgo, incluidos nifios
menores de cinco afios, adultos mayores y pacientes inmunocomprometidos (Antunes
et al. 2016; CDC 2019b; Healy and Bruce 2019). En estos casos, el tratamiento
convencional consiste en fluoroquinolonas y quinolonas para adultos, cefalosporinas
de tercera generacién para nifios y cloranfenicol en pacientes con endocarditis o

infeccion endovascular (EFSA 2010; Guerra Filho et al. 2016).

La transmision de Salmonella no tifoidea a los humanos puede ocurrir el 95% de

ocasiones por la ingestidon de alimentos o agua contaminados con esta bacteria o bien,



en un menor porcentaje, por el contacto directo con animales infectados o su medio
ambiente (Andino and Hanning 2015; Quirds Cardenas 2016; Nair 2020). Los serotipos
mas comunes asociados a infecciones en humanos son S. Typhimurium y sus
variedades, S. Enteritidis y S. Newport, los cuales también se han aislado de animales
de abasto que fungen un papel de reservorios (Hoelzer et al. 2011; Artuso-Ponte
2015). En las ultimas décadas, se ha evidenciado un cambio en la tendencia de los
serotipos de Salmonella vinculados con la salmonelosis transmitida por los alimentos,
con la expansion mundial de serotipos previamente menos comunes, como S. 1
4,[5],12:i;, S. Derby y S. Rissen (Campos et al. 2019). La mayoria de los serotipos
requieren un in6culo de 10 a 108 UFC como dosis infectante, aunque recuentos
bacterianos menores pueden causar enfermedad dependiendo de factores como la
virulencia de la cepa y el grado de resistencia de cada individuo y su respuesta
inmunologica (Artuso-Ponte 2015; Antunes et al. 2016). Aunque las fuentes de
infeccion son diversas, la transmision a través de los alimentos se considera la fuente
de infeccibn mas comun de Salmonella, principalmente a través del consumo de

alimentos de origen animal contaminados (Pires et al. 2009).

Salmonella no tifoidea es uno de los agentes zoono6ticos de mayor prevalencia
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo y constituye una de las cuatro
principales causas de enfermedad diarreica a nivel mundial (OMS 2018a). Se estima
gue el nimero de infecciones humanas por Salmonella no tifoidea supera los 153
millones de casos y las 57 000 muertes cada afio en todo el mundo, asociado
principalmente a los serotipos Enteritidis y Typhimurium (Kirk et al. 2015;

Evangelopoulou et al. 2018; Healy and Bruce 2019). Ademas, representa una alta



carga econOmica para los paises debido a los costos asociados a vigilancia,
prevencion y tratamiento de enfermedades, atribuyéndose mas de cuatro millones de
afos de vida ajustados por discapacidad (AVAD), es decir el niumero de afios de vida
saludables perdidos debido a enfermedad, resultando en la enfermedad con mayor
cantidad de AVAD de las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA) (Kirk et al.

2015).

Alrededor de 1,35 millones casos de gastroenteritis, 26 500 hospitalizaciones y
420 muertes causados por Salmonella son reportados por afio en Estados Unidos
(CDC 2020) alcanzando una incidencia anual de 17,6 casos de salmonelosis por cada
100 000 habitantes. El costo econdémico asociado a sistemas de salud y comunidad en
los Estados Unidos se valora en $3,7 billones por afio ocupando el primer lugar en
namero de hospitalizaciones y muertes, junto con una pérdida anual de 16 782 afios
de vida ajustados por calidad (AVAC) (Hoffmann et al. 2012; Foley et al. 2013). Por su
parte, la Unién Europea reporta una incidencia mas alta que Estados Unidos con 20,1
casos de salmonelosis por cada 100 000 habitantes al afio. Para el 2018, en estos
paises se confirmaron 91 857 infecciones por Salmonella en humanos, asi como 1 580
brotes transmitidos por alimentos y un brote transmitido por agua, siendo S. Enteritidis
el principal causante de la mayoria de los brotes (EFSA and ECDC 2019). En América
Latina, Asia y Africa, se estima una incidencia de salmonelosis de 200 a 500 casos
cada 100 000 habitantes por afio (Quesada et al. 2016). Especificamente, en Asia, se
reportan alrededor de 83 millones de casos con mas de 137 000 muertes por
salmonelosis cada afio. Asimismo, en Africa, se estiman cerca de tres millones de

casos y 5 000 muertes anuales, y en Oceania 90 000



casos y mas de 540 muertes al afio. lgualmente, en Latinoamérica y Caribe se
presentan mas de 500 000 casos y 900 muertes anuales por Salmonella (Ekdahl et al.
2005; Majowicz et al. 2010).

En Costa Rica, desde el afio 2003 se establecio la salmonelosis como
enfermedad de notificacion obligatoria a partir del Decreto Ejecutivo N° 30945-S. El
Instituto Costarricense de Investigacion y Ensefianza en Nutricion y Salud (INCIENSA)
sefiala un aumento en la referencia de aislamientos de Salmonella por parte de los
diferentes laboratorios clinicos del pais, asi como un incremento en el reporte de casos
de salmonelosis asociados al consumo de alimentos contaminados y al contacto con
animales de granja y mascotas en los ultimos 20 afios (INCIENSA 2014; Duarte
Martinez and Rojas Campos 2016). El informe epidemiolégico y de laboratorio emitido
por el INCIENSA para el 2005, documentd un total de 23 brotes de diarrea e
intoxicaciones alimentarias con alrededor de 819 personas afectadas, de los cuales
dos brotes de gran magnitud se vincularon a Salmonella enterica subespecie enterica
serovares Weltevreden y Newport (Bolafios-Acufia et al. 2007). Entre el periodo 2010
— 2013, los serotipos mas frecuentemente aislados de muestras de humanos en el pais
fueron S. Typhimurium, S. Enteritidis, S. Panama, S. Weltevreden, S. Javiana y S. |
4,[5],12:i:- (variante monofasica de S. Typhimurium). Un incremento en el nimero de
casos de diarrea por Salmonella Weltevreden se evidencié durante el 2012,
obteniéndose un total de 32 aislamientos confirmados, cuya fuente de contagio no fue
posible determinar (INCIENSA 2012). En el 2013, se confirmaron 235 aislamientos de
Salmonella de origen humano lograndose identificar un total de 34 serovariedades

diferentes, y 112 aislamientos de Salmonella de origen no humano, de los cuales 27



corresponden a alimentos de origen animal para consumo humano, incluyendo cinco
muestras de origen porcino. En ese afio, S. Enteritidis y S. Typhimurium (incluyendo
sus variantes), fueron los serotipos mas frecuentes aislados de muestras no humanas
(INCIENSA 2014). Adicionalmente, para el 2015 se establece una tasa de notificacion
de 200 casos de salmonelosis por cada 100 000 habitantes (Salas et al. 2016). Y para
el 2018, se confirmaron un total de 248 aislamientos de Salmonella en humanos,
lograndose identificar 41 serovariedades diferentes, aunque S. Enteritidis, S.
Typhimurium y la variante S. | 1,4,[5],12:i: continlan siendo las serovariedades
aisladas con mayor frecuencia. Durante este periodo se reporta una incidencia de
casos confirmados de salmonelosis de 3,9 por cada 100 000 habitantes (INCIENSA

2020).
1.1.3 Salmonella en la cadena de produccidén porcina

Las infecciones por Salmonella en cerdos son de relevancia para la industria por
la enfermedad clinica y por la posibilidad de los cerdos de infectarse con una amplia
gama de serotipos de Salmonella, lo que ocasiona una disminucion en el rendimiento
productivo y un aumento en los costos de produccién. Ademas, constituyen una
potencial fuente de exposicién y enfermedad para los humanos debido al riesgo de
contaminacion de las canales y subproductos de origen porcino durante la faena

(Griffith et al. 2019; Naberhaus et al. 2020).

La salmonelosis en los cerdos puede manifestarse como septicemia, enterocolitis
o infecciones subclinicas. La respuesta a la infeccién varia segun la dosis del in6culo,

el estado inmunolégico del animal, exposicién previa a la infeccién y condiciones de



estrés en animales de mayor edad (lbar 2017a). La forma septicémica, asociada a S.
Choleraesuis, presenta una alta mortalidad, una baja morbilidad y los signos clinicos
incluyen anorexia, fiebre, letargia, disnea y extremidades cianéticas, es comun en
lechones recién destetados y en animales menores de cinco meses, pero también
puede presentarse en cerdos listos para mercado. La forma enterocolitica, causada
por S. Typhimurium junto con otros serotipos, se presenta desde el destete hasta los
cuatro meses de edad, puede ser aguda o cronica, tiene una baja mortalidad, una alta
morbilidad y los signos clinicos incluyen anorexia, fiebre, letargia y diarrea acuosa
(Stevens and Gray 2013; Naberhaus et al. 2020). La forma subclinica es causada por
los serotipos de Salmonella no adaptados al hospedador, los cerdos infectados
muestran signos leves o en su mayoria no presentan signos, y con frecuencia se
comportan como portadores asintomaticos (Campos et al. 2019; Naberhaus et al.
2020). Los serotipos mas comunes encontrados en los cerdos son S. Typhimurium, S.
Choleraesuis, S. Derby, S. Enteritidis, S. Istanbul, S. Mbandaka, S. Agona y S.

Heidelberg (Zamora and Molina 2017).

Los cerdos son un reservorio importante de Salmonella y a nivel de granja,
representan la principal fuente de infeccion. En aquellas granjas porcinas donde se
presenta salmonelosis clinica o subclinica, la introduccion de la enfermedad en la
mayoria de los casos se debe a la entrada de algun portador infectado. No obstante,
la contaminacion del medio ambiente también juega un papel importante en el
mantenimiento de las infecciones endémicas en la unidad productiva, principalmente
a través del alimento, agua, objetos inanimados o animales portadores como roedores,

pajaros, insectos y otros mamiferos (Artuso-Ponte 2015; Nair 2020).
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Aproximadamente un 46,7% de las infecciones porcinas resultan de la contaminacion
del alimento y agua. Por lo tanto, el primer objetivo debe ser la proteccion de los

alimentos y el agua contra la contaminacion fecal (Evangelopoulou et al. 2018).

Diversos estudios epidemioldgicos se han realizado para estimar la prevalencia
de Salmonella y los factores de riesgo asociados a la produccion de cerdos. La
prevalencia de esta bacteria varia considerablemente entre y dentro de las piaras
segun el tipo de muestra, la poblacion de estudio y el disefio del estudio (Artuso-Ponte
2015; Nair 2020). También depende de los diferentes sistemas de produccion,
incluyendo sistemas todo adentro/todo afuera, flujo continuo y al aire libre, asi como
entre sistemas alternativos o0 convencionales de produccion, y a su vez contempla
multiples factores, incluidos el serotipo bacteriano, el manejo de la granja y las medidas
de bioseguridad (Correia-Gomes et al. 2013; Smith et al. 2018; Nair 2020). Un aumento
en la transmision de patdgenos entre los animales se relaciona a factores como la
crianza en confinamiento, la densidad poblacional y el tamafio del hato (Davies 2011;

Stevens and Gray 2013).

Todas las edades son susceptibles a Salmonella; sin embargo, se puede
presentar con mayor frecuencia en ciertas etapas de la produccion porcina, como la
fase de crecimiento y de finalizacion (Kranker et al. 2003; Artuso-Ponte 2015; Nair
2020). Estudios previos realizados detectaron una baja prevalencia de Salmonella
durante la gestacion, el parto y la lactancia, asimismo cerdas mas jovenes tenian mas
probabilidades de diseminar el agente en comparacion con cerdas mas viejas
(Magistrali et al. 2011) Durante el periodo posterior al destete, las cerdas mostraron

un aumento significativo en la excrecién de Salmonella asociado a un elevado estrés
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durante esta fase debido al destete y las condiciones de alojamiento, haciéndolas
susceptibles a nuevas infecciones y permitiendo la excrecion del patégeno en el caso
de cerdas portadoras. En este periodo, los lechones también resultaron ser altamente
susceptibles a factores estresantes vinculados a un nuevo entorno, en donde se ven
obligados a relacionarse con lechones de varias camadas mientras se ajustan a un
cambio en la alimentacion, a la vez se presenta una disminucion de la inmunidad
pasiva que reciben de su madre a través de la ingesta de calostro haciéndolos mas

susceptibles a los patégenos (Magistrali et al. 2011; Nair 2020).

La transmision de Salmonella ocurre principalmente por contacto directo entre un
cerdo infectado y un cerdo susceptible, pero también a través del contacto indirecto
con un ambiente contaminado (Dorr et al. 2009). La via de transmision mas comun es
la fecal - oral, aunque se han descrito infecciones por via aérea a traves del contacto
directo o la inhalacién de aerosoles o particulas de polvo contaminadas (Oliveira et al.
2006; Boyen et al. 2008; Stevens and Gray 2013). Estudios experimentales han
demostrado que Salmonella invade las tonsilas aproximadamente 30 minutos después
de la exposicion, y en dos a tres horas colonizan linfonodos, colon y ciego (Hurd et al.
2001; Artuso-Ponte 2015). Asimismo, la diseminacién de Salmonella a través de las
heces comprende lapsos que oscilan entre los 17 y 38 dias, aunque se han informado
periodos desde los siete dias hasta las 28 semanas, lo que aumenta la probabilidad
de transmitir Salmonella dentro del sistema de produccién porcino (Pires et al. 2013;

Artuso-Ponte 2015).

La infeccibn generalmente ocurre en tres diferentes etapas, después de la

inoculacién oral: (1) colonizacion del intestino y adhesion a la pared intestinal, (2)
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invasion de la pared intestinal, (3) diseminacién a los linfonodos mesentéricos y otros
organos (Velge et al. 2012). La colonizacion de Salmonella se extiende mas alla del
tracto gastrointestinal y se manifiesta en tejidos como linfonodos, bazo, higado,
tonsilas y pulmones (Nair 2020). Una vez en el intestino, las bacterias se adhieren a
los enterocitos e inicia un proceso de invasion del epitelio intestinal conocido como
endocitosis mediada por bacterias (Quirés Cardenas 2016). El paso de las bacterias a
través de la pared intestinal inicia mediante la invasion de los enterocitos o las células
M en el lado apical, la migracion al lado basolateral y exocitosis en el espacio intersticial
de la lamina propia. Dentro de la lamina propia, las bacterias son captadas
aleatoriamente por los diferentes fagocitos y rapidamente se diseminan a través de la
linfa eferente en linfonodos mesentéricos y a través del torrente sanguineo en el bazo
y el higado. Sin embargo, se han observado comportamientos diferentes segun el
serotipo y el hospedador (Velge et al. 2012). Las razones por las que algunos serotipos
de Salmonella se limitan al intestino mientras que otros se trasladan a 6rganos distales
siguen sin estar claras. Salmonella utiliza dos sistemas de secrecidén de tipo tres
codificados por las islas de patogenicidad de Salmonella (SPI) 1 y 2 para inyectar
proteinas de virulencia en las células hospederas para modificar las funciones
celulares. SPI1 esta involucrado en la invasion e inflamacion de la célula hospedera
mediante reordenamientos profusos del citoesqueleto de actina en el sitio de contacto
entre las bacterias y la célula hospedera, que envuelven a las bacterias externas y las
internalizan en vacuolas unidas a la membrana. Asi como, SPI2 es necesario para la
supervivencia intracelular y la replicacién dentro de los fagocitos y la diseminacién

sistémica (Velge et al. 2012; Quirdés Cardenas 2016).
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Los cerdos positivos de Salmonella introducen la bacteria en la planta de faena
a través de sus heces, piel y 6rganos internos representando el principal factor de
riesgo para la propagacion y transmision a los seres humanos a través de la cadena
de produccion (Artuso-Ponte 2015; Campos et al. 2019). Los patdgenos pueden
transferirse del tracto gastrointestinal a las superficies externas de la canal durante el
proceso de faena, pero pueden mitigarse mediante intervenciones antimicrobianas en
la canal. A pesar de las efectivas estrategias para descontaminacion de la superficie
de la canal, los linfonodos generalmente estan rodeados de grasa protegiéndolos de
los tratamientos antimicrobianos utilizados, lo que sirve como una posible causa de
enfermedades transmitidas por los alimentos atribuidas a Salmonella en productos

carnicos (Mufioz-Vargas et al. 2017; Bessire et al. 2018).
1.1.4 Salmonellay resistencia alos antimicrobianos

La OMS define la resistencia a los antimicrobianos como “la capacidad que tienen
los microorganismos (bacterias, virus, hongos y algunos parasitos) de impedir que los
antimicrobianos (como antibiéticos, antiviricos, antifingicos y antipalldicos) actlen
contra ellos”, como resultado, los microorganismos son capaces de resistir a los
tratamientos habituales, las infecciones persisten y pueden transmitirse a otros
individuos (OMS 2017). La resistencia a los antimicrobianos es considerada una de las
principales amenazas para la salud humana y animal por el impacto sobre la ineficacia
de los tratamientos para el control de las enfermedades infecciosas, el consecuente
aumento en la morbilidad y mortalidad, y el incremento en los costos médicos debido
a la necesidad de tratamientos costosos y estancias hospitalarias mas prolongadas

(OMS 2018b; OMS 2020a).



14

La resistencia a los antimicrobianos es un fendbmeno bioldgico que ocurre de
forma natural con el tiempo, generalmente a través de modificaciones genéticas, sin
embargo, el uso continuo excesivo o0 indebido de los antimicrobianos, tanto en
humanos como en animales y plantas, esta acelerando este proceso (OMS 2020a). En
las dltimas dos décadas el consumo global de antibiéticos ha aumentado, al mismo
tiempo, se ha presentado un cambio hacia el uso de antibiéticos de amplio espectro y
de ultimo recurso, como los carbapenémicos y la colistina (OMS 2018b). Ante la
presion de seleccion ejercida por el uso de antibioticos, las bacterias susceptibles son
eliminadas o inhibidas, mientras que las bacterias resistentes tienen una mayor
probabilidad de sobrevivir y multiplicarse dado su capacidad de neutralizar el efecto
del farmaco, como resultado de la mutacién de genes o la adquisicién de genes de
resistencia y, finalmente, el desarrollo de mecanismos para mantener, acumular y

diseminar los genes de resistencia (Artuso-Ponte 2015; Prestinaci et al. 2015).

Por su gran capacidad de adaptacion, las bacterias pueden desarrollar diferentes
mecanismos de resistencia frente a los antibiéticos. La resistencia intrinseca es la
capacidad de una especie bacteriana de resistir a la acciébn de un antibiético en
particular como resultado de caracteristicas estructurales o funcionales. Ademas de la
resistencia intrinseca, las bacterias pueden adquirir o desarrollar resistencia a los
antibioticos como resultado de mutaciones en genes cromosémicos o transferencia
horizontal de genes (Blair et al. 2015). Los principales mecanismos de resistencia
desarrollados por las bacterias consisten en minimizar las concentraciones
intracelulares del antibidtico como resultado de una pobre penetracién en la bacteria o

expulsion del antibidtico del interior de la célula bacteriana; modificacién del sitio
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blanco por mutacion genética o modificacion postraduccional del sitio blanco;
modificacion o inactivacion del antibiético mediante enzimas hidroliticas (Blair et al.

2015; Calderdén and Aguilar 2016).

El uso de antimicrobianos en los sistemas de produccion de alimentos se ha
considerado el principal impulsor para la seleccion y transmision de bacterias
resistentes a los antibiéticos al ser humano a través de los alimentos y de otras vias
(Campos et al. 2019). Los alimentos se pueden contaminar en cualquier punto de la
cadena alimentaria y servir como vehiculo de bacterias resistentes a los
antimicrobianos. Cuando se ingieren microorganismos resistentes a los
antimicrobianos, provenientes de los alimentos o del agua, algunas bacterias pueden
causar enfermedad, pero también pueden servir como fuente de genes de resistencia
antimicrobiana para otros microorganismos en el tracto gastrointestinal (FAO 2020).
Alrededor de dos tercios del uso total de antimicrobianos en paises industrializados
corresponden a animales destinados a la produccion de alimentos, este escenario se
agrava en la produccién porcina, la cual se ha vinculado con un mayor consumo de
antimicrobianos en comparacién con otros sistemas de produccion animal. A nivel
mundial se estima un promedio anual de consumo de antimicrobianos por kilogramo
de animal producido de 172 mg/kg en cerdos, comparado con el consumo de 148
mg/kg y 45 mg/kg en pollos y bovinos, respectivamente (Van Boeckel et al. 2015;

Campos et al. 2019).

A principios de la década del 90, emergieron cepas de Salmonella resistentes a
diferentes antibiéticos, las cuales en la actualidad representan un grave problema para

la salud publica (Ibar 2017a). En cerdos se han aislado cepas de Salmonella
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resistentes y multirresistentes (MDR) cuyo patron de resistencia mas comun incluye la
tetraciclina, el sulfisoxazol (sulfonamida) y la estreptomicina (aminoglucésido). Estas
familias de antibioticos son ampliamente utilizadas en la medicina humana y animal, lo
qgque aumenta la preocupacion sobre el desarrollo de resistencia cruzada a los
antimicrobianos utilizados para la terapia humana (Haley et al. 2012; Artuso-Ponte

2015).
1.2 Justificacion

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) constituyen una
importante causa de morbilidad y mortalidad en el mundo e impiden el desarrollo
socioeconémico de los paises al ejercer una presion excesiva sobre los sistemas de
atencién médica y perjudicar las economias nacionales, el turismo y el comercio (OMS
2015; OMS 2020b). Dentro de las causas mas frecuentes de ETA destaca Salmonella
enterica no tifoidea, que ademéas de diarrea también causa enfermedad invasiva
particularmente en pacientes inmunocomprometidos (OMS 2015). En Costa Rica,
Salmonella es una de las dos principales causas de diarreas de origen alimentario
reportadas en el pais (INCIENSA 2013) lo cual es compatible con lo reportado
mundialmente en donde alrededor del 90% de los casos de salmonelosis humana
estan relacionados con el consumo de alimentos de origen animal, siendo la carne de

cerdo una de las mas relevantes (Meyer et al. 2010).

En los ultimos afos, se ha evidenciado la transmisién de Salmonella de los
cerdos a los humanos a través de la cadena alimentaria, asi como brotes transmitidos

por los alimentos asociados con el consumo de productos de cerdo. La contaminacion
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de la carne de cerdo con Salmonella puede ocurrir en cualquier punto de la cadena de
produccion, sin embargo, la carne de cerdo cruda o poco cocida contaminada son las
principales vias de transmision de este patdgeno alimentario (Meyer et al. 2010). Se
ha estimado que el 70% de las canales contaminadas proceden de animales
portadores y el 30% restante se contamina con Salmonella a través de
contaminaciones cruzadas a partir de animales portadores, del ambiente, de los
equipos de la planta o a través de practicas inadecuadas (Evangelopoulou et al. 2018).
No obstante, es probable que la aparicion de Salmonella en la superficie externa o
interna de la canal no se detecten en muchos casos, aunque la inspeccion oficial en

planta de faena se realice adecuadamente (Meyer et al. 2010).

La difusion de Salmonella se ha relacionado con la intensificacion de la cadena
de produccion porcina y con un aumento en el comercio internacional de cerdos y
subproductos (Campos et al. 2019). La carne de cerdo es una de las principales
fuentes alimenticias y de mayor consumo en el mundo; con volimenes de produccién
anual de 106 millones de toneladas (Shahbandeh 2020). En Costa Rica, la actividad
porcina es una de las principales actividades pecuarias, registrando un importante
aporte en la generacion de divisas, empleos, uso de factores productivos, contribuciéon
en el valor agregado de la economia y mayor participacién de pequefios productores
(MEIC 2015). En el pais existen alrededor de 14 355 granjas productoras de cerdos,
con un total de 435 243 cerdos, de estos 371 424 destinados para produccion de carne
y 63 819 para reproduccion (CENAGRO 2014). Aunque el consumo de carne de cerdo

per capita en Costa Rica es bajo en comparacion con el promedio mundial, la



18

productividad de este sector ha mejorado significativamente en los ultimos afios

registrando una tasa media de crecimiento anual del 4,38% (MEIC 2015).

Un andlisis de datos de brotes transmitidos por los alimentos, publicado en 2009,
estim6 una asociacion mundial del 4,35% de los casos de salmonelosis en humanos
con el consumo de productos de carne de cerdo, incluyéndose los siguientes paises:
Australia, Nueva Zelanda, Canada, Union Europea y Estados Unidos (Greig and Ravel
2009). En los Estados Unidos, la carne de cerdo fue la segunda fuente atribuida a los
brotes de Salmonella, y el producto carnico asociado con la mayor cantidad de
enfermedades, hospitalizaciones y muertes entre los afios 2009 — 2015 (Campos et al.
2019). Mientras tanto, alrededor del 10-20% de las infecciones por Salmonella en la
Union Europea se relacionan a los cerdos, y en los ultimos afios se ha mostrado un
aumento en las notificaciones de casos de S. Typhimurium, asociados al consumo de
carne y subproductos de cerdo (EFSA 2010; Bonardi 2017). En Costa Rica, en el afio
2013 se confirmaron 112 aislamientos de Salmonella de origen no humano, de los
cuales 27 fueron obtenidos a partir de alimentos, y de estos, cinco a partir de muestras
de origen porcino, representando un 18,5% de las muestras de origen alimentario
(INCIENSA 2014). Asimismo, el primer y Unico estudio realizado en nuestro pais sobre
la epidemiologia de la salmonelosis determind una incidencia del 52,7% en cerdos
obtenido de higado, bazo, linfonodos mesentéricos y materia fecal en una planta de

proceso costarricense (de la Cruz 1958).

Por otra parte, las granjas porcinas son un importante reservorio y proveedor de
genes de resistencia a los antibioticos. En general, el uso de antibiéticos en la crianza

de animales es uno de los principales impulsores de la aparicion de bacterias
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resistentes y la diseminacion de genes de resistencia, estos genes son capaces de
distribuirse en la microbiota normal de los reservorios y trasmitirse a los humanos por
medio de los alimentos contaminados (Rivera Calderdn et al. 2012; Ibar 2017a). A
principios de la década del 90, emergieron cepas de Salmonella resistentes a
diferentes antibidticos, las cuales en la actualidad representan un grave problema para
la salud publica, pudiendo asociarse a fallo clinico o respuesta retardada en pacientes
con salmonelosis o complicaciones en el manejo del tratamiento de los pacientes que
presentan infecciones extraintestinales (Ibar 2017a; INCIENSA 2020). En Costa Rica,
durante el 2018, segun los resultados de la vigilancia de la resistencia a los antibiéticos
en los aislamientos clinicos de Salmonella, la mayoria de los aislamientos se muestran
sensibles a los antibiéticos de uso clinico humano, aunque se presentan aislamientos
con resistencia a algunos farmacos de importancia, incluyendo cefalosporinas de
tercera generacion y ciprofloxacina. Asi como, el hallazgo de los dos primeros

aislamientos de Salmonella resistentes a la colistina (INCIENSA 2020).
1.30bjetivos
1.3.1 Obijetivo General

Estimar la prevalencia de Salmonella y los perfiles de resistencia a los antibiéticos en

la cadena de produccion de cerdo para consumo humano en Costa Rica.
1.3.2 Objetivos Especificos

1. Aislar las cepas de Salmonella presentes en heces, carcasas y tejidos linfaticos

de la cadena de produccién porcina.
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2. Caracterizar el perfil de resistencia a los antibioticos de los aislamientos de
Salmonella mediante la técnica de concentracion minima inhibitoria.

3. Comparar la prevalencia de Salmonella y perfiles de resistencia a los
antibioticos recuperados de heces, carcasas y tejidos linfaticos de la cadena de

produccion porcina.
1.3.3 Hipotesis
Hipotesis 1.:

Ho: La prevalencia de Salmonella recuperada de heces, carcasas y tejido linfatico

esigual.

Hi: La prevalencia de Salmonella recuperada de heces, carcasas Y tejido linfatico no

es igual.
Hipotesis 2:

Ho: Aislamientos de Salmonella recuperados de cuatro matrices de la cadena de
produccion porcina de Costa Rica son susceptibles a todos los antibioticos analizados

mediante el sistema automatizado VITEK® 2.

Hi: Aislamientos de Salmonella recuperados de cuatro matrices de la cadena de
produccion porcina de Costa Rica son resistentes a algunos de los antibi6ticos

analizados mediante el sistema automatizado VITEK® 2.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1Disefno de estudio

En este estudio observacional transversal se incluyé un total de 369 cerdos
incorporados a la linea de produccion de establecimientos de faena de porcinos, de
los cuales se recolectaron cuatro tipos de muestras (matrices) incluyendo linfonodos
parotideos, linfonodos mesentéricos, contenido cecal y esponjas de canal. Un total de
1419 muestras (353 linfonodos parotideos, 355 heces, 355 linfonodos mesentéricos, y
356 esponjas de canal) fueron recolectadas a través de catorce visitas durante los
meses de enero a mayo 2021 en cuatro diferentes plantas de faena de cerdos, a las
que se referira como A, B, C y D. El criterio de inclusion de los establecimientos se
basé en aquellos inscritos ante el Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA), que
contaran con la vigilancia de un inspector oficial u oficializado de la Direccion de
Inocuidad de Productos de Origen Animal (DIPOA) y que estuvieran localizados en el

gran area metropolitana.

El calculo del tamafio de muestra consider6 un tamafio de poblacién de 432 568
cerdos basado en estimaciones del Consejo Nacional de Produccion de Costa Rica
(CNP 2020), una prevalencia de Salmonella del 30%, con una sensibilidad y
especificidad de la técnica laboratorial del 99%, un nivel de confianza del 95%, y un
poder del andlisis estadistico del 80%, utilizando el programa para célculos
epidemioldgicos Epitools (Sergeant 2018). La prevalencia de Salmonella en la cadena
de produccion porcina se asume del 30% basado en estudios preliminares no

publicados llevados a cabo por Mufioz-Vargas y colaboradores (2020) debido a la
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carencia de estudios recientes en territorio nacional, en donde Unicamente se han
descrito los hallazgos de una investigacion sobre Salmonella en cerdos destinados

para consumo humano hace mas de 60 afios (de la Cruz 1958).
2.2 Método de muestreo

Aproximadamente 10 gramos de heces de la porcion cecal y un segmento de
linfonodos mesentéricos de cada porcino fueron colectados asépticamente posterior al
proceso de eviscerado y colocados inmediatamente de forma individual en una bolsa
estéril. De igual manera, durante el punto de inspeccién de cabezas se colectd el
linfonodo parotideo derecho de cada animal. Para su reconocimiento se utilizé la
glandula parétida como referencia, esta glandula tiene forma triangular y se sitla
caudal a la rama de la mandibula en la fosa retromandibular, debajo de esta se localiza
el linfonodo parotideo, de modo que para lograr la exposicién de este linfonodo se

debid incidir la glandula parétida.

Las esponjas de las canales porcinas fueron colectadas en la camara de
refrigeracion posterior al lavado con &cido peracético utilizando una esponja estéril
previamente humedecida con 10 mL de Agua Peptonada Buferizada (BPW, BD Co.,
Spark, MD, USA) dentro de una superficie delimitada con un rectangulo de hojalata
estéril de 30X30 cm, y colocado inmediatamente en una bolsa estéril. Todas las
muestras individualmente empacadas fueron colocadas en hielo y transportadas al
Laboratorio de Bacteriologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad

Nacional para su respectivo procesamiento.

2.3Procedimientos de laboratorio
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2.3.1 Aislamiento e identificacién de Salmonella

Se utiliz6 un protocolo previamente estandarizado para el aislamiento e
identificacion de Salmonella mediante el uso de caldos de enriquecimiento y medios
selectivos (Mufioz-Vargas et al. 2017). Para el aislamiento de Salmonella en muestras
fecales se pesaron cuatro gramos de heces previamente homogeneizados para ser
enriquecidos en 36 mL de caldo de Tetrationato (TTB) (BD Co., Spark, MD, USA).
Después de incubar durante 18-24 horas a 37°C, se pipete6 0,1 mL del TTB en 10 mL
de caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) (BD Co., MD, USA) e incub6 a 42°C durante 18
— 24 horas. Al dia siguiente, se inoculd 10 ul de RV en agar de Xilosa-Lisina-Tergitol-
4 (XLT-4) (Remel, Lenexa, KS, USA) y se incub6 durante 18-24 horas a 37°C. En las
muestras positivas para Salmonella se observo el crecimiento de una colonia negra o
negra en el centro con periferia amarilla. De una a tres colonias por plato compatibles
con el fenotipo de Salmonella fueron transferidas a agar MacConkey (BD Co., MD,
USA) y confirmadas bioquimicamente con reaccion positiva en agar hierro-triple aztcar
y lisina - hierro, reaccién negativa a ureasa, y aglutinacién visual en portaobjetos
utilizando antisuero polivalente de Salmonella (Denka Seiken, JP). Una vez

confirmado, cada aislamiento fue almacenado a -80° C para su subsecuente estudio.

Para el aislamiento de Salmonella de tejido linfatico, previamente se removio la
grasa y el tejido circundante de los linfonodos. Cada uno fue sumergido
individualmente en agua hirviendo por dos segundos, y colocado inmediatamente en
una nueva bolsa estéril para ser pulverizados en un macerador automatico
Stomacher® (Seward Ltd, Worthing, UK). Seguidamente, 50 mL de Agua Peptonada

Buferizada estéril (BPW, BD Co., Spark, MD, USA) fueron afiadidos al macerado y se
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incubaron durante 18-24 horas a 37°C. Posteriormente, 1 mL del inéculo fue
transferido a 10 mL de caldo RV. A partir de este punto el protocolo siguio los mismos

pasos descritos para las muestras fecales.

Para el procesamiento de las esponjas de las canales porcinas se siguié el
protocolo descrito anteriormente con algunas modificaciones. Se afiadieron 100 mL de
Agua Peptonada Buferizada estéril (BPW, BD Co., Spark, MD, USA) a cada muestra
y se incubaron durante 18-24 horas a 37°C. Posteriormente, 1 mL del in6culo fue

transferido a 10 mL de caldo RV, con continuacion del protocolo descrito para heces.
2.3.2 Determinacion de laresistencia a los antibidticos

Para la determinacion de los perfiles de resistencia se utilizé el sistema
automatizado VITEK® 2 (BioMérieux, Marcy-I'Etoile, FR) basado en la técnica de
concentracion minima inhibitoria (CMI) mediante el panel AST-NS279 para bacterias
Gram negativas. Este panel contuvo los principales antimicrobianos utilizados en el
tratamiento de infecciones en humanos, incluyendo: ampicilina (AM),
ampicilina/sulbactam (SAM), piperacilina/tazobactam (TZP), cefalotina (CF),
cefotaxima (CTX), ceftazidima (CAZ), cefepime (FEP), imipenem (IPM), meropenem
(MEM), amikacina (AN), gentamicina (GM), acido nalidixico (NA), ciprofloxacina (CIP),

nitrofurantoina (FM), colistina (CL) y trimetoprim/sulfa (SXT).

Para efectos de este estudio, la cefalotina no fue incluida dentro de los resultados
debido a la falta de un punto de corte para su clasificacion al ser considerado
irrelevante contra el tratamiento de enterobacterias. De igual manera, se excluyeron

los valores obtenidos para los aminoglucésidos (AN, GM) puesto que se consideran
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clinicamente ineficaces para Salmonella, y, por ende, no deben ser reportados como
susceptibles. En el caso de la colistina, la microdilucion en caldo es la metodologia
aprobada para determinar la CMI y adicionalmente se utiliza PCR para el gen mcr-1 o
la secuenciacion de genoma completo, por lo que los resultados mostrados deberan

ser confirmados mediante esas técnicas (CLSI, 2021).

Se caracteriz0 la resistencia antimicrobiana de un total de 118 aislamientos de
Salmonella (n = 30 heces, n = 29 canales, n = 32 linfonodos mesentéricos y n = 27
linfonodos parotideos) seleccionados al azar segun lote, planta de faena y tipo de
muestra. Estos aislamientos almacenados a -80°C fueron refrescados en placas de
cultivo de MacConkey (BD Co., MD, USA) por 24 horas. Posteriormente, se preparé
una suspension de colonias de Salmonella en solucién salina 0,45% hasta alcanzar
una densidad equivalente al estandar McFarland de 0,5 — 0,63. En un segundo tubo
conteniendo 3 mL de solucion salina 0,45% se transfirieron 145 L de la suspension
preparada. Luego este tubo se coloco6 en el casete junto con una tarjeta AST-N279
para ser introducidos en el VITEK® 2 y se procedio a la determinacion de los perfiles
de resistencia a los antibidticos en los aislamientos seleccionados. Estos perfiles de
resistencia se interpretaron de acuerdo con la norma Clinical and Laboratory Standards

Institute (CLSI, 2021).

Basados en la referencia anteriormente citada, los aislamientos fueron
clasificados como Sensibles o Resistentes, dentro de esta Ultima categoria se
incluyeron los aislamientos categorizados como resistentes y de resistencia
intermedia, segun los valores de corte de la Concentracion Minima Inhibitoria (CMI)

para Enterobacteriaceae del CLSI mostrados en el Cuadro 1. Ademas, los aislamientos
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resistentes a tres o mas familias de antibidticos segun su CMI fueron considerados
Multirresistentes, mientras los aislamientos sensibles a todos los grupos de antibioticos

analizados fueron considerados Pansusceptibles (NARMS 2016).

Cuadro 1.

Valores de corte de CMI para Enterobacteriaceae segun el CLSI (2021)!

Antibidtico Criterios de Interpretacion segun la
Concentracion Minima Inhibitoria (ug/mL)
Resistente
Sensible Intermedio Resistente

Ampicilina <8 16 232
Ampicilina/Sulbactam <8 16 >32
Piperacilina/Tazobactam <16 32-64 2128
Cefotaxima <1 2 >4
Ceftazidima <4 8 =216
Cefepima <2 - 216
Imipenem <1 2 >4
Meropenem <1 2 >4
Acido Nalidixico <16 - >32
Ciprofloxacino <0,25 0,5 >1
Nitrofurantoina <32 64 =128
Colistina <2 24
Trimetoprima <38 - 276
/Sulfametoxazol

IClinical and Laboratory Standards Institute
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2.4 Analisis de los datos

Se realiz6 un andlisis estadistico descriptivo de la frecuencia y proporcion de
muestras positivas para Salmonella en cada matriz analizada y de los perfiles de
resistencia a los antimicrobianos. Utilizando el software estadistico Minitab, las
prevalencias de Salmonella fueron comparadas entre cada matriz utilizando la prueba
Chi Cuadrado (x?) o prueba exacta de Fisher, segin correspondié. Para el andlisis
epidemioldgico, se llevd a cabo una regresion logistica utilizando las variables
mencionadas y controlando las variables de lote y planta de faenado. Para todos los

modelos, los valores de p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
2.4.1 Variables independientes

Como variable independiente se consideré la fuente de las matrices incluidas
dentro de la cadena de produccién; contenido cecal, esponja de canal y tejidos

linfaticos.
2.4.2 Variables dependientes

Se incluy6 como variables dependientes la frecuencia de Salmonella y los perfiles
de resistencia a los antibidticos de los aislamientos obtenidos en cada una de las

matrices de la cadena de produccion porcina.
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3. RESULTADOS
3.1Prevalencia de Salmonella en planta de faena de cerdos

Un total de 1419 muestras fueron analizadas para la identificacion y aislamiento
de Salmonella enterica no tifoidea, correspondientes a 353 linfonodos parotideos, 355
heces, 355 linfonodos mesentéricos y 356 esponjas de canal recolectadas en cuatro
de las principales plantas de faena del gran area metropolitana de cerdos provenientes
de 16 granjas pecuarias distribuidas en 14 regiones geograficas del territorio

costarricense (Figura 1).
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Figura 1.

Distribucion geografica de las granjas porcinas segun el tamafio de muestra y planta

de faena.
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De la planta A se obtuvieron 500 muestras totales, incluyendo 125 muestras
fecales, 125 linfonodos mesentéricos, 125 linfonodos parotideos y 125 esponjas de
canal de cerdos procedentes de granjas localizadas en los cantones de San Ramén,
Pococi, Alajuela y Pérez Zeleddn. En la planta B se recolectaron 204 muestras; 51
heces, 51 linfonodos mesentéricos, 50 linfonodos parotideos y 52 esponjas de canal
de producciones porcinas ubicadas en Santa Barbara de Heredia y Turricares de
Alajuela. Para la planta C se analizaron 412 muestras; 103 heces, 103 linfonodos
parotideos, 103 mesentéricos y 103 esponjas de canal de cerdos criados en granjas
situadas en los cantones de Turrialba, Guarco, Pococi, Alajuela, Buenos Aires y
Turrubares. De la planta D correspondieron 303 muestras; 75 linfonodos parotideos,
76 heces, 76 linfonodos mesentéricos y 76 esponjas de canal de animales

provenientes de Bagaces, Puriscal, Mora y San Carlos.

Para este estudio, se logré dar trazabilidad a 369 cerdos incorporados a la linea
de produccion de las diferentes plantas de faenado. De 124 cerdos se logro aislar la
bacteria de una Unica muestra; correspondientes a 79 de heces, 23 de canales, 16 de
linfonodos mesentéricos y seis de linfonodos parotideos. Ademas, en 33 cerdos se
identific6 Salmonella en heces y linfonodos mesentéricos; de 14 cerdos se aisld en
heces y canales; en 11 cerdos se recuperoé de linfonodos parotideos y mesentéricos;
de otros nueve cerdos se aislé de linfonodos mesentéricos y canales. De tres cerdos
se logro aislar de heces, linfonodos mesentéricos y linfonodos parotideo; mientras que
de 16 cerdos se obtuvieron muestras positivas en heces, linfonodos mesentéricos y
canales. Por otra parte, de tres cerdos se aisl6 de canal y ambos tejidos linfaticos, y

de un cerdo se aislé de heces, canal y linfonodo parotideo. De siete cerdos se detect6
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Salmonella en los cuatro tipos de matrices, por el contrario, en 144 cerdos no se

logro identificar la bacteria.

La prevalencia global de Salmonella fue de 25,5% (362/1419) logrando aislarse
de todas las plantas de faena incluidas en este estudio. De manera general, se obtuvo
una prevalencia de Salmonella en heces, linfonodos mesentéricos, linfonodos
parotideos y canales de 45,6% (162/355), 27,3% (97/355), 8,5% (30/353) y 20,5%
(73/356), respectivamente. Del total de muestras positivas, el 44,8% (162/362) se aisld
de heces, 26,8% (97/362) de linfonodos mesentéricos, 8,3% (30/362) de linfonodos
parotideos y 20,2% (73/362) de canales. Tomando en cuenta el total de muestras
positivas, el mayor porcentaje de aislamientos se obtuvo de muestras fecales, seguido

por linfonodos mesentéricos, canales y finalmente linfonodos parotideos.

Cuadro 2.
Prevalencia de Salmonella segun planta de faena y tipo de muestra: heces, tejido

linfatico y canal de cerdos.

Planta de faena

Planta A Planta B Planta C Planta D Total
Tipo de n n n n n Valor
muestra n positivas n positivas n positivas n positivas n positivas de p?
(%) (%) (%) (%) (%) P

38 162/355
Heces 125 48(38,4) 51 31(60,8) 103 45(43,7) 76 (50) 355 45.6) 0,044

Ln 25 25 97/355
mesentéricol 125 (20) 51 (49) 103 31 (30,1) 76 16 (21,1) 355 (27.3) 0,001
Ln parotideo? 125 13 (10,4) 50 (162) 103 (568) 75 (657) 353 384355)3 0,451
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11 9 73/356
Canal 125 gy 52 11(21,2) 103 42(408) 76 ;g 356 5o 0,0001
Total 500 97 (19,4) 204 73(35,8) 412 124(30,1) 303 68 (22,4) 131 3%’;‘;9 0,0001

1Ln: abreviatura para linfonodo.

2Valores de p < 0.05 fueron considerados como significativos.

Como se observa en la Figura 2, de las 500 muestras recolectadas en la planta
A, 97 resultaron positivas, arrojando una prevalencia de Salmonella del 19,4%. Para
la planta B se aislaron 73 Salmonella de 204 aislamientos para una prevalencia total
de Salmonella del 35,8%. En la planta C la prevalencia de Salmonella fue de 30,1%
(124/412). En el caso de planta D, se pudo aislar Salmonella en 68 de 303 muestras
de cerdos (22,4%). Se observé diferencias estadisticamente significativas entre las
prevalencias generales de Salmonella por planta de faena (p = 0,0001),
especificamente hubo diferencias de prevalencia entre para las plantas A-C, A-B, B-

D, y C-D, segln la prueba de x? de asociacion.
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Figura 2.

Prevalencia de Salmonella por planta de faena de cerdos

La prevalencia segun tipo de muestra para la planta A fue de 38,4% (48/125) en
heces, 20% (25/125) en linfonodos mesentéricos, 10,4% (13/125) en linfonodos
parotideos y 8,8% en canales (11/125). En el caso de la planta B, se reporta una
prevalencia desglosada por muestra de 60,8% (31/51) para heces, 49% (25/51) en
linfonodos mesentéricos, 12% (6/50) para linfonodos parotideos y 21,2% (11/52) en
canales. Para la planta C la prevalencia de Salmonella fue de 43,7% (45/103), 30,1%

(31/103), 5,8% (6/103) y 40,8% (42/103) en heces, linfonodos mesentéricos, linfonodos
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parotideos y canales, respectivamente, con una prevalencia global del 30,1%
(124/412) para esta planta. En el caso de planta D, se pudo aislar Salmonella en 68
de 303 muestras de cerdos (22,4%), con una prevalencia por tipo de muestra de 50%
(38/76) en heces, 21,1% (16/76) en linfonodos mesentéricos, 6,7% (5/75) en linfonodos
parotideos y 11,8% (9/76) a canales. Se establecieron diferencias estadisticamente
significativas entre las prevalencias de Salmonella en heces y canal para cada una de
las plantas de faena, mediante la prueba de X? de asociacién. Dicha informacién se

refleja en el gréafico de la Figura 3
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Prevalencia de Salmonella en heces, tejido linfatico y canales recolectadas en cuatro

plantas de faena de cerdos.
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Los 362 aislamientos de Salmonella obtenidos en las plantas de faena provienen
de granjas porcinas ubicadas en las siete provincias de Costa Rica. Como se observa
en la Figura 4 del total de aislamientos, el 17,4% (63/362) corresponde a cerdos
provenientes de explotaciones porcinas en San José, 42,0% (152/362) en Alajuela,
1,1% (4/362) en Cartago, 2,8% (10/362) en Heredia, 4,1% (15/362) en Guanacaste,

10,5% (38/362) en Puntarenas y 21,8% (79/362) en Limédn.

Porcentaje relativo por provincia del total de
muestras positivas (N=362)

mon | 2 s (79/362)
Puntarenas — 10,5% (38/362)
Guanacaste - 4,1% (15/362)

i
(&)
£
3 Heredia - 2,8% (10/362)
a
Cartago l 1,1% (4/362)
0% 5% 10% 15% 20% 25% 30% 35% 40% 45% 50%
Porcentaje de muestras positivas
Figura 4.

Porcentaje relativo del total de aislamientos de Salmonella segun procedencia de los

cerdos por provincia.
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La prevalencia de Salmonella por zona de procedencia corresponde al 17,4%
(63/275) para la provincia de San José, con una prevalencia para los cantones de
Mora, Pérez Zeledon, Puriscal y Turrubares de 32,8% (21/64), 16% (16/100), 20,3%
(16/79), 31,3% (10/152), respectivamente. En Alajuela una prevalencia de Salmonella
del 31,1% (152/488) y por canton del 26,7% (16/60) para San Carlos, 24% (24/100)
para San Ramon, 25% para Alajuela Central (50/200) y 48,4% (62/128) en Turrucares.
En Cartago se obtuvo una frecuencia del 4% (4/100) con un desglose por canton de
2,5% (2/80) para Turrialba y 10% (2/20) para El Guarco. Para Heredia, Guanacaste,
Puntarenas y Limén se muestrearon cerdos provenientes de un unico cantén por
provincia. De Santa Barbara de Heredia se obtuvo una prevalencia de Salmonella del
13,2% (10/76). Para el cantdn de Bagaces en Guanacaste una frecuencia del 15%
(15/100). Y en la provincia de Limon, de 300 muestras recolectadas de cerdos
provenientes del canton de Pococi, se recuperaron 79 aislamientos de Salmonella

(26,3%). Dicha informacion se amplia en el Cuadro 3.



Cuadro 3.

37

Distribucion por canton y provincia del nimero de muestras recolectadas por cerdo y

la frecuencia de aislamientos de Salmonella obtenidos por localizacién de granja

porcina.
Tipo de muestra
Ubicacion Heces Ln mesentérico Ln parotideo Canal Total
granja porcina n positivas n positivas n positivas n positivas n positivas
(%) (%) (%) (%) (%)
San José 69 35(50,7) 69 15(21,7) 68 5(7,4) 69 8(11,6) 275 63(22)9)
Mora 16 9(56,3) 16 7(43,8) 16 4(25) 16 1(6,25) 64  21(32,8)
Pérez Zeledon 25 8(32) 25 2(8) 25 1(4) 25 5(20) 100 16 (16)
Puriscal 20 10(50) 20 5(25) 19 0(0) 20 1(5) 79 16 (20,3)
Turrubares 8 8(100) 8 1(12.5) 8 0(0) 8 1(12.5) 32 10(31,3)
Alajuela 122 63(51,6) 122 40(328) 121  15(12,4) 123 34(276) 488 152(31,1)
SanCarlos 15  11(733) 15 1(6,7) 15 0(0) 15  4(267) 60  16(26,7)
SanRamén 25  16(64) 25 1(4) 25 6(24) 25 1(4) 100  24(24)
Sarapiqui 50 13(26) 50 15(30) 50 4(8) 50 18 (36) 200  50(25)
Turrucares 32 23(71,9) 32 23(71,9) 31 5(16,1) 33 11(333) 128 62(484)
Cartago 25 3(12,0) 25 1(4,0) 25 0(0) 25 0(0) 100 4(4,0)
Guarco 5 2 (40) 5 0(0) 5 0(0) 5 0(0) 20 2(10)
Turrialba 20 1(5) 20 1(5) 20 0(0) 20 0(0) 80 2(2,5)
Heredia 19 7(36,8) 19 2(10,5) 19 1(5,3) 19 0(0) 76  10(13,2)
Santa Barbara 19 7(36,8) 19 2(10,5) 19 1(5,3) 19 0(0) 76 10(13,2)
Guanacaste 25 8(32) 25 3(12) 25 1(4) 25 3(12) 100 15 (15)
Bagaces 25 8(32) 25 3(12) 25 1(4) 25 3(12) 100 15(15)
Puntarenas 20 11 (55) 20 13 (65) 20 3 (15) 20 11 (55) 80  38(47,5)
Buenos Aires 20 11 (55) 20 13(65) 20 3(15) 20 11 (55) 80  38(47,5)
Limén 75 34 (45,3) 75 23(30,7) 75 5(6,7) 75 17(22,7) 300 79(26,3)
Pococi 75 34 (45,3) 75 23(30,7) 75 5(6,7) 75 17(22,7) 300 79(26,3)

3.2 Perfiles de resistencia a los antibi6éticos analizados

Para la determinacion de la resistencia a los antimicrobianos se seleccionaron al

azar un total de 118 aislamientos de Salmonella, correspondientes a 30 heces, 29

canales, 32 linfonodos mesentéricos y 27 linfonodos parotideos. Un 48,3% (57/118)
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de los aislamientos mostro resistencia a al menos uno de los antibidticos ensayados,
mientras un 51,7% (61/118) resultaron pansusceptibles, es decir resultaron sensibles
a todos los antibioticos incluidos en este estudio. La prevalencia de aislamientos
sensibles segun tipo de muestra fue de 40% (12/30) en heces, 56,3% (18/32) en
linfonodos mesentéricos, 70,4% (19/27) en linfonodos parotideos y 41,4% (12/29) en
canales. Por el contrario, un 60% (18/30), 43,8% (14/32), 29,6% (8/27) y 58,6% (17/29)
de los aislamientos de heces, linfonodos mesentéricos, linfonodos parotideos y
canales, respectivamente, presentaron resistencia a al menos uno de los antibioticos

incluidos en este estudio (Figura 5).
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Figura 5.

Distribucion de los aislamientos de Salmonella segun su perfil de resistencia general y

tipo de muestra.
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Adicionalmente, no se encontré ninguna asociacidén entre la resistencia de los
aislamientos al menos uno de los antibidticos estudiados y el tipo de muestra. No
obstante, se encontraron diferencias significativas entre los perfiles de resistencia y la

procedencia de los aislamientos segun planta de faena ( p = 0,0001).

Un 82,2% (97/118) de los aislamientos seleccionados fueron clasificados como
resistentes a la nitrofurantoina. Ademas, los aislamientos de Salmonella mostraron
resistencia a los betalactamicos, incluidas las cefalosporinas, con la mayor frecuencia
de resistencia a ampicilina (28%) y ampicilina/sulbactam (26%) y en menor grado para
las cefalosporinas de ultima generacion, con porcentajes de resistencia del 6,8%, 5,9%
y 0,8% correspondientes a cefotaxima, ceftazimida y cefepima. Todos los aislamientos

fueron sensibles a piperacilina/tazobactam.

El 11,9% de los aislamientos presento resistencia a la familia de los antagonistas
del folato, especificamente a la trimetropina/sulfametoxazol. La mayoria de los
aislamientos evaluados resultaron sensibles al acido nalidixico y la ciprofloxacina, con
una prevalencia de resistencia a dichos antibidticos de un 1,7% y 7,8%

respectivamente. Ninguno de los aislamientos analizados mostro resistencia a los
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antibioticos de la familia de los carbapenémicos (imipenem y meropenem). Dicha

informacion se resume en la Figura 6.
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* Abreviatura para los antibiticos (ATB): AM (ampicilina), SAM (ampicilina-sulbactam), TZP (piperacilina/tazobactam), CTX
(cefotaxima), CAZ (ceftazidima), FEP (cefepima), IPM (imipenem), MEM (meropenem), NA (acido nalidixico), CIP (ciprofloxacino),

FM (nitrofurantoina) y SXT (trimetoprima/sulfametoxazol).

Figura 6.

Frecuencia de aislamientos de Salmonella resistentes (n = 118) segun el MIC frente a

doce antibi6ticos.
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A continuacion, en la Figura 7, se detallan los principales fenotipos de

resistencia obtenidos a partir de los aislamientos de Salmonella seleccionados de

cuatro matrices de la cadena de produccion porcina.
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(cefepima), NA (acido nalidixico), CIP (ciprofloxacino), FM (nitrofurantoina) y SXT (trimetoprima/sulfametoxazol).

Figura 7.

Frecuencia de los perfiles de resistencia de Salmonella enterica aislada de heces,

tejido linfatico y canales de cerdos en linea de faena en Costa Rica.

Para la clasificacion de los aislamientos de Salmonella segun su perfil de

resistencia para cada una de las clases de antibidticos incluidas en este estudio, todo

aislamiento que resulto resistente a alguno de los antibioticos de su grupo se clasificd

como resistente para su clase. Dicha informacion se refleja en la Figura 8.
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Figura 8.

Frecuencia de perfiles de resistencia por clase de antibioticos de Salmonella enterica

aislada de heces, tejido linfatico y canales de cerdos en linea de faena en Costa Rica.

Por altimo, se evidencia que un total de 11,9% (14/118) de los aislamientos de
Salmonella analizados son multirresistentes (MDR), ya que presentan resistencia a

tres 0 mas categorias de antibidticos.
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4. DISCUSION
4.1. Prevalencia de Salmonella en la cadena de produccion porcina

Los resultados analizados para este estudio mostraron una prevalencia general
de Salmonella en planta de faena de cerdos de 25,5%, reportandose diferencias
significativas entre plantas (p = 0,0001), siendo la planta B la de mayor prevalencia
(35,8%) y la planta A la de menor prevalencia (19,4%). En el caso de la planta C se
obtuvo una prevalencia de 30,1% y para la planta D de 22,4%. Estas diferencias
observadas pueden estar relacionadas a diversos factores de riesgo asociados a la
presencia de la bacteria, de acuerdo con otros estudios, los niveles de contaminacién
por Salmonella en planta de faena estan vinculados al estado sanitario de la granja de
procedencia, al transporte y la movilizacion de los animales hacia la planta y a las
condiciones de estabulacion de los cerdos en la planta (Arguello et al. 2013). De igual
manera, influyen los parametros de higiene y la calificacion del personal en cada
establecimiento, el dia de muestreo, y el origen y nimero de animales infectados que

ingresan ese dia a faena (Botteldoorn et al. 2003; Piras et al. 2014).

Diversos estudios se han realizado para establecer una relacion entre el estado
sanitario de la piara y la deteccién de Salmonella al momento de la faena. McDowell y
colaboradores (2007) observaron una asociacion positiva entre el aislamiento de
Salmonella en contenido cecal o un resultado serolégico positivo 0 sospechoso con la
aparicion de Salmonella en canales. De igual manera, Sgrensen y colaboradores
(2004) demostraron una relacion favorable entre la serologia de la piara y la

prevalencia de Salmonella recuperada de tres matrices: contenido cecal, faringe y
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superficie de la canal a nivel de planta. De la misma manera, Gebreyes y
colaboradores (2004) reportaron una asociacion entre los porcentajes mas altos de
muestras fecales positivas en granja con las tasas mas altas de contaminacion por

Salmonella en planta de faenado.

Igualmente, Botteldoorn y colaboradores (2003) evidenciaron una fuerte
correlacion entre los aislamientos de Salmonella en granjas porcinas y los aislamientos
obtenidos a nivel de planta de faenado al compararlos con muestras positivas
obtenidas en heces y canales, aunque se obtuvo una pobre correlacion entre los datos
bacteriologicos y seroldgicos debido a infecciones recientes por Salmonella; similar a
esto Duggan y colaboradores (2010) y Visscher y colaboradores (2011) no encontraron
asociacion entre el estado seroldgico de los cerdos y los resultados bacteriologicos al
momento de la faena. Por tanto, el analisis seroldgico es util para verificar si las granjas
porcinas estuvieron previamente expuestas a Salmonella. Sin embargo, el estado de
Salmonella de los cerdos en el momento de la faena y el riesgo asociado de
diseminacién de la bacteria durante la cadena de produccion porcina Unicamente
pueden evaluarse mediante exdmenes bacteriolégicos que deben incluir tanto tejido
linfatico como contenido cecal (Methner et al. 2011). En vista de que los cerdos
positivos para Salmonella constituyen un riesgo y pueden ser un vehiculo para la
propagacion de la bacteria en pasos posteriores de la cadena de produccion porcina,
es necesario la aplicacion de adecuadas practicas de manejo para poder asegurar el
control de Salmonella en el porcino durante todo su proceso "de la granja a la mesa"

(Arguello et al. 2013).
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En el presente estudio, la prevalencia de Salmonella por tipo de muestra fue de
45,6% en heces, 27,3% en linfonodos mesentéricos, 20,5% en canales y 8,5% en
linfonodos parotideos. Para los cuatro establecimientos el mayor porcentaje de
aislamientos se obtuvo de muestras fecales. Los linfonodos mesentéricos constituyen
el segundo tipo de muestra mas frecuente para el aislamiento de Salmonella en las
plantas A, B y D, mientras que para la planta C corresponde a las canales. La muestra
menos frecuente para el aislamiento de Salmonella fueron los linfonodos parotideos,
a excepcion de la planta A gue fueron las canales. Al comparar las prevalencias entre
plantas por tipo de muestra se encontraron diferencias significativas en heces y
canales (p <0,05), mientras que para el tejido linfatico no se mostraron diferencias
significativas (p >0,05) entre plantas. Los resultados obtenidos muestran que la
prevalencia de Salmonella en los cerdos difiere dependiendo del tipo de muestra,
asimismo la recoleccion de mas de una muestra por cerdo demostrd que la bacteria
se puede encontrar en casi todo el cerdo. Esto se puede deber a la diseminacion rapida
de Salmonella desde su ingreso en el organismo, en donde se ha reportado que la
bacteria puede diseminarse sistémicamente en menos de seis horas posterior a la

colonizacion inicial via oral (Hurd et al. 2001).

Como era de esperar, el mayor numero de aislamientos de Salmonella se obtuvo
de heces y linfonodos mesentéricos, esto se explica debido a la rapida propagacion
del patégeno por el tracto gastrointestinal e infiltracién del tejido linfoide asociado, la
colonizacion del intestino y linfonodos puede ocurrir después de unas pocas horas de
la inoculacion, en particular, se ha reportado que, en tan solo dos horas posteriores a

la exposicién, es posible detectar altas concentraciones de la bacteria en heces (Hurd
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et al. 2001). Incluso, poco después de la infeccidn, se puede evidenciar dafo epitelial
e inflamacion, principalmente en la mucosa del ileon, junto con la migracion del
patogeno al tejido linfoide asociado al intestino. En virtud de ello, estos tejidos
desempeiian una funcion de centinelas de la infeccion permitiendo evaluar la
prevalencia de Salmonella y los serotipos asociados a los cerdos (Mufoz-Vargas et al.

2017).

La alta prevalencia de Salmonella en heces y linfonodos mesentéricos podria
estar asociado con infecciones ocurridas durante el transporte desde la granja hasta
la planta de faena o al alojamiento en los corrales de espera. Diversos estudios han
reportado que las frecuencias de aislamiento de S. enterica en cerdos son de tres a
diez veces mas altas después del transporte y la faena en comparacién con los valores
obtenidos en la granja (Williams and Newell 1967; Berends et al. 1996; Hurd et al.
2002). De igual manera, Massacci y colaboradores (2020) demostraron que la
prevalencia de cerdos positivos a Salmonella aumenta significativamente cuando el
tiempo de transporte a planta de faena es superior a dos horas, en este caso se
observo una prevalencia de animales positivos para Salmonella del 10,2% en granja 'y

del 26,5% en planta de faena.

El estrés generado durante el transporte se ha vinculado como una causa para
el aumento en la excrecion de S. enterica (Hurd et al. 2002). Los cambios fisiol6gicos
asociados con el estrés podrian inducir la activacién de los portadores latentes o
aumentar la susceptibilidad de los no portadores a una nueva infeccién (Rostagno
2009; Verbrugghe et al. 2011). El estrés puede ser causado por el manejo inadecuado

de los cerdos en el momento de la carga y descarga, la alta densidad poblacional
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durante el transporte, la larga duracion del transporte, las malas habilidades del
conductor, las condiciones climaticas adversas y el ayuno prolongado (Arguello et al.
2013; Bonardi 2017; Massacci et al. 2020). Adicionalmente, la infeccion por Salmonella
puede contraerse durante el transporte a través del contacto de los cerdos con

camiones contaminados con la bacteria (Arguello et al. 2011; Massacci et al. 2020).

Otro factor que podria influir en la prevalencia de la infeccidn entre los cerdos en
la planta de faena es el tiempo de estabulacion. Bonardi (2017) establece una relaciéon
positiva entre el tiempo de espera y la frecuencia de deteccidén de la bacteria en los
linfonodos, probablemente a causa de una mayor oportunidad de invasién de los
linfonodos mesentéricos en condiciones de estrés prolongado, por lo que, destaca la
importancia del corral de espera como punto de control de Salmonella en la cadena de
produccion de carne de cerdo (Bonardi 2017). Sumado a ello, la contaminacién de las
areas de estabulacién podria ser responsable tanto de las infecciones orales en los
cerdos como de la contaminacion de la piel, la cual esta directamente relacionada con

la contaminacién de la canal durante el proceso de faena (Bonardi 2017).

Segun Bonardi y colaboradores (2016) los cerdos mantenidos durante 12 horas
0 mas en corrales de espera mostraron una mayor probabilidad de contraer Salmonella
del ambiente de estabulacion (16,7%), en comparacién con los cerdos mantenidos
durante una a tres horas (11,1%). Asi como, Verbrugghe y colaboradores (2011)
evidenciaron que un periodo de ayuno de 24 horas aumento la carga intestinal de
Salmonella en cerdos, mientras Bonardi (2017) establece una asociacion entre un
periodo de ayuno prolongado con cambios en la microbiota intestinal y niveles

elevados de Salmonella en las heces. Es preciso sefialar que, en Costa Rica, la
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legislacion nacional establece un periodo de ayuno minimo de 12 horas y maximo de
18 horas entre el retiro del alimento y el sacrificio del animal; mientras el tiempo de
descanso en corrales queda a criterio del médico veterinario regente, con un lapso
recomendado de dos a cuatro horas (SENASA 2021). En efecto, la presencia del
patogeno, el rapido establecimiento de la infeccion y los largos viajes desde la granja
hasta la planta de faena o los largos periodos de estabulacion son factores que,

definitivamente, promueven nuevas infecciones por Salmonella.

En Costa Rica, existe escasa informacion publicada sobre Salmonella en cerdos,
de la Cruz (1958) demostrd que cerdos faenados en el gran area metropolitana hace
mas de 60 afios eran portadores de Salmonella, logrando aislar en un 52,7% de los
cerdos al menos una muestra positiva, reportando porcentajes de aislamiento por tipo
de muestra de 28,6% en linfonodos mesentéricos, 20,6% en muestras fecales, 11,3%
en higado y 6% en bazo, presentdndose una frecuencia de aislamiento en linfonodos

mesentéricos similar a la de este estudio, pero inferior para las muestras fecales.

Los datos disponibles para otros paises reportan prevalencias muy variables de
Salmonella en la cadena de produccién porcina, lo cual varia dependiendo del disefio
del estudio y los métodos bacteriolégicos aplicados. Estudios realizados en grandes
paises productores de carne de cerdo, como China, encontraron niveles de
prevalencia de Salmonella en plantas de faena entre los 29,2 y 46,6% (Bai et al. 2015;
Li et al. 2016; Zhou et al. 2017). Por otra parte, Dang-Xuan y colaboradores (2015)
reportaron una prevalencia de Salmonella de 33,4% en dos plantas de faenado de
cerdos localizadas en Vietnam. Entre los paises miembros de la EFSA los porcentajes

de Salmonella detectados en cerdos varian del 0 al 29%, con datos similares a los de
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este estudio en paises como Espafia, Grecia y Portugal con prevalencias entre los 24
y 29% de aislamientos recuperados de tejido linfatico (EFSA 2008). Piras y
colaboradores (2011) aislaron Salmonella de 40 de las 244 (16,4%) muestras de
cerdos provenientes de siete plantas de faena en Cerdefia, Italia. En Gran Bretafa,
para el 2019 la prevalencia de Salmonella en la poblacion de cerdos de engorde al
momento de la faena se estimo en 32,2%, con algunas variaciones mensuales en las
prevalencias observadas (Martelli et al. 2021). Una investigacion realizada en Brasil
identifico 487 muestras positivas a Salmonella de un total 1258 muestras (38,7%)
recuperadas de diferentes matrices de la cadena de produccién porcina (Kich et al.
2011). Por el contrario, Guerra Filho y colaboradores (2016) mostraron niveles
generales de prevalencia de Salmonella de 10% en plantas de faena de cerdos bajo
el Servicio de Inspeccidon Federal brasilefio. En general, se han descrito prevalencias
de Salmonella en cerdos similares a las obtenidas para este estudio; por el contrario,
las diferencias observadas entre paises pueden deberse a la variabilidad en la
densidad de cerdos, las condiciones climaticas, los sistemas de crianza y de faena

de cerdos, y el uso de diferentes razas de cerdos (Swanenburg et al. 2001).

La prevalencia de Salmonella en heces da informacién sobre la proporcion de
animales que excretan activamente la bacteria. Esta puede estar presente en las heces
después de una infeccién activa de los enterocitos y el sistema linfatico o por
transmision pasiva de la bacteria a través del intestino (Clari 2014; Garrido et al. 2020).
Diferentes estudios han informado una prevalencia de Salmonella de alrededor del 20-
30% en el contenido fecal de cerdos faenados (Davies et al. 2004, Visscher et al. 2011;

Bonardi et al. 2013; Powell et al. 2016). Sin embargo, los datos del presente estudio
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mostraron una prevalencia de Salmonella superior en muestras fecales, similar a lo
reportado por Jiang y colaboradores (2019) con 45,3% de muestras fecales positivas
recolectadas en dos instalaciones de faena de cerdos en la provincia de Henan en
China y a Kich y colaboradores. (2011) con 44% (52/119) de aislamientos de

Salmonella recuperados de heces en una planta de faena en Brasil.

El aislamiento de Salmonella en los linfonodos mesentéricos de los cerdos
permite evaluar el estado de portador del animal (Bahnson et al. 2006; Bonardi 2017).
Los linfonodos mesentéricos se convierten en reservorios del patégeno debido a la
capacidad de Salmonella de sobrevivir intracelularmente en macréfagos y neutrofilos
(Griffith et al. 2019). En esta investigacion se obtuvo una prevalencia de Salmonella
de 27,3% en linfonodos mesentéricos, con un rango entre 20 a 49% en los cuatro
establecimientos. Estos resultados fueron similares a los informados por Ayala-
Romero et al. (2018) en plantas de faena de cerdos localizadas en diferentes regiones
de Colombia, en las cuales detectaron la presencia de Salmonella en 129 de 457
linfonodos mesentéricos recolectados en 31 establecimientos, para una prevalencia
del 28,2%. En Europa, los estudios de referencia sobre la prevalencia de Salmonella
en cerdos de engorde se basan en el aislamiento directo del patégeno de los linfonodos
mesentéricos, datos similares se presentan en paises como Espafia, Grecia, Portugal,
Luxemburgo y Reino Unido con prevalencias entre el 21 y 29% en linfonodos

mesentéricos (EFSA 2008).

En un estudio realizado por Chaves y colaboradores (2017), Salmonella estuvo
presente en 44,4 (40/90) y 20,0% (2/10) de los linfonodos mesentéricos recolectados

en dos plantas de faenado de cerdos en México. Investigaciones realizadas en Brasil
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han determinado valores de prevalencia de Salmonella de 37,3%, 19,4% y 36,4% en
linfonodos mesentéricos de cerdos destinados para consumo humano (Bessa et al.
2004; Silva et al. 2009; Possebon et al. 2020). Otros autores han reportado diversos
porcentajes de prevalencia para este tipo de linfonodo: 27,9% en el Medio Oeste de
los Estados Unidos (Rostagno et al. 2007), 21% en Beélgica (Botteldoorn et al. 2003),
3,3% en Alemania (Kasbohrer et al. 2000) y valores menores al 2% para paises como

Austria, Lituania, Suecia y Finlandia (EFSA 2008).

La mayoria de los estudios de Salmonella relacionados con tejido linfatico se han
realizado en linfonodos localizados en el tracto gastrointestinal. No obstante, esta
bacteria también se ha aislado de linfonodos periféricos que tienen el potencial de
incorporarse a los subproductos porcinos (Bessire et al. 2018). Los linfonodos
periféricos representan un riesgo para la diseminacién de Salmonella ya que se
encuentran recubiertos por tejido graso circundante que los protege de las medidas de
control aplicadas a la canal durante la faena, por lo tanto, estos tejidos linfaticos
infectados pueden constituir un importante reservorio de Salmonella desempefiando
un papel crucial como fuente de contaminacién durante el proceso de faena,
promoviendo la introduccion de Salmonella en la cadena alimentaria (Hanlon et al.

2016; Bessire et al. 2018).

La cabeza del cerdo es utilizada con frecuencia para la preparacion de embutidos
o productos carnicos ahumados, de los cuales algunos se consumen crudos o poco
cocidos (Vieira-Pinto et al. 2013). En los cerdos, los linfonodos de la cabeza se agrupan
en tres linfocentros: mandibular, parotideo y retrofaringeo, estos se localizan

principalmente en la region ventrolateral del cuello (Kénig and Liebich 2005) y dado su
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localizacion se suelen incorporar a los subproductos cérnicos. Usualmente, cuando
Salmonella se aisla de los linfonodos parotideos, es porque la bacteria evade el tracto
gastrointestinal y el tejido linfoide asociado para diseminarse sistémicamente,
situacion poco frecuente en cerdos debido al caracter subclinico de la enfermedad
(Hanlon et al. 2016). Aunque, como se demostro en esta investigacion, los linfonodos
parotideos podrian albergar Salmonella y eventualmente ser una fuente importante en
la transmision de la bacteria a los humanos, generando un impacto directo sobre la

salud publica.

No se encontraron otros estudios en cerdos relacionados con el aislamiento de
Salmonella en linfonodos parotideos, generalmente, en la regién de la cabeza los
tejidos linfaticos més estudiados para la identificacién de Salmonella son las tonsilas y
los linfonodos mandibulares, estos se suelen incluir con frecuencia dentro de las
investigaciones, debido a la rapidez de los cerdos para infectarse con Salmonella por
via oral, logrando aislarse de las tonsilas a los 30 minutos posteriores a la exposicion.
A su vez, esto se ve favorecido por el comportamiento exploratorio del cerdo, asi como
por la tendencia a comer su propio excremento o el de otros animales, promoviendo la
infeccion por Salmonella (Cevallos-Almeida et al. 2018). Ademas, los linfonodos
mandibulares filtran la linfa proveniente de cavidad bucal, lengua, glandulas salivares,
el espacio intermandibular y los musculos de la masticacion, permitiéndoles captar los
patdgenos que ingresan por via oral (Vieira-Pinto et al. 2012). En Costa Rica, la cabeza
de cerdo se utiliza para la preparacion de un platillo tradicional conocido como “frito de
cerdo”, elaborandose a partir de la piel, tejido graso y masculo de la region de la cabeza

y cuello, por lo tanto, la presencia de Salmonella en linfonodos parotideos o tejido
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linfatico asociado a la cabeza representa una posible fuente de contaminacion e

infeccion con este microorganismo para los consumidores.

La prevalencia global de Salmonella en canales de cerdos para el presente
estudio fue del 20,5%, oscilando entre el 8,8 y el 40,5% de canales positivas. Similar
a este estudio, Delhalle y colaboradores (2008) observaron frecuencias de aislamiento
de Salmonella en canales muy variables, oscilando entre el 2,6 al 34,3% de las
canales, con una prevalencia global del 16,1% en las canales muestreadas después
del enfriamiento dos a cuatro horas después de la faena, mientras Botteldoorn et al.
(2003) informaron valores superiores, con una prevalencia general del 37% en las
canales muestreadas antes y después del enfriamiento en cinco plantas de faena de
cerdos localizadas en Bélgica. Asi como, en un estudio de McDowell y colaboradores
(2007) el 40% de los hisopados de canales recolectados después de la evisceracion
fueron positivas. Por el contrario, datos recopilados de los Estados miembros de la
Union Europea mostraron una prevalencia general de canales contaminadas con
Salmonella del 8,3%, en donde una de cada doce canales estaba contaminada con la
bacteria para este grupo. A nivel de los Estados miembros, la prevalencia de canales
contaminadas oscil6 entre el 0,0% y el 20,0%, con valores similares a los de estudio

en paises como Francia, Bélgica e Irlanda (EFSA 2008).

La legislacion costarricense establece, como criterio de higiene del proceso de
faena en cerdos, un nimero maximo permitido de seis resultados positivos de la
ventana de cincuenta y cinco muestras (10,9%) recolectados de canales de cerdos en
un periodo de 12 meses. De manera general, los resultados de prevalencia de

Salmonella obtenidos de canales porcinas para este estudio indican un nivel de
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contaminacion superior al decretado por legislacion nacional. Estos resultados son
incluso superiores a los permitidos por la USDA de un 8,7% (USDA 2013) y la EFSA
de un 6% (EFSA 2014). Sin embargo, se debe considerar que las condiciones de
muestreo para este estudio son distintas, ya que la recoleccion de muestras se realizé
luego de la desinfeccion con acido peracético y antes del enfriamiento en una Unica
area de muestreo de 30 x 30 cm?en el flanco derecho o izquierdo de las diferentes
canales provenientes de un mismo lote; mientras que los muestreos oficiales se
realizan basados en las ventanas programadas establecidas en un cronograma o
dependiendo del volumen de faena de cerdos de cada establecimiento, y para ello el
personal de inspeccién recolecta esponjados de canales con 24 horas de refrigeracion
utilizando una cuadricula de 10 x 10 cm?en tres puntos anatémicos: papada, pecho y
cuarto posterior para un area total de muestreo de 30 x 30 cm? (DIPOA 2021). Por
ende, la discrepancia en los resultados puede relacionarse al momento del muestreo
utilizado dado que se ha demostrado que el enfriamiento de las canales podria
disminuir el nimero de muestras positivas a Salmonella (Bolton et al. 2002; Botteldoorn
et al. 2003; De Busser et al. 2011; Arguello et al. 2012; Gonzales-Barron et al. 2013;

Wheatley et al. 2014).

Diversos estudios han evaluado el aislamiento de Salmonella en canales de
cerdo, y estos han reportado una disminucion significativa del nimero de canales
contaminadas después del enfriamiento. Gonzales Barron y colaboradores (2008)
demostraron un efecto beneficioso significativo del enfriamiento sobre la reduccién de
la prevalencia de Salmonella en las canales de cerdo a través de un metaanalisis.

Ademas, revelaron que el area de muestreo y el tamafno del estudio (nimero total de
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muestras y numero de lotes muestreados por planta de faena) tienen un impacto
significativo en el tamafo del efecto medido del enfriamiento, lo que indica que las
diferencias en el disefio del muestreo afectan en gran medida el efecto del enfriamiento

en la aparicion del patégeno (Gonzales-Barron et al. 2013).

Un estudio realizado por Mannion y colaboradores (2012) tuvo como objetivo
principal determinar el papel de la planta de faena como un factor potencial para la
diseminacién de Salmonella y en éste se detectaron muestras positivas en las canales
antes del lavado, después del lavado y después del enfriamiento, mostrando una
disminucién progresiva del nUumero de muestras positivas, siendo el porcentaje mas
alto el detectado antes del lavado (10,2%). Por otra parte, Arguello y colaboradores
(2012) seleccionaron al azar un total de 896 canales de cerdo de cuatro plantas de
faena localizadas en diferentes regiones de Espafia y durante tres a cinco visitas a
cada una de las plantas recolectaron muestras de canales antes de enfriarlas logrando
aislar Salmonella en el 39,7% de las canales. La prevalencia de canales positivas fue
similar entre las plantas, pero reportaron diferencias significativas al tomar en cuenta
el dia de muestreo dentro de cada una de las plantas. Ademas, encontraron una
reduccion significativa en la prevalencia de canales contaminadas con Salmonella
(10,8%) después de los procesos de enfriamiento y almacenamiento en camara de frio

de las canales.

Por el contrario, Vanantwerpen y colaboradores (2016) recuperaron un nimero
similar de muestras positivas antes y después del enfriamiento sugiriendo una
capacidad de supervivencia de las cepas de Salmonella durante el enfriamiento. Para

ello, recolectaron muestras de canales inoculadas con la bacteria antes y después de
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enfriarlas utilizando dos métodos de muestreo: frotis y corte de la superficie externa de
las canales. En los resultados obtenidos, observaron una disminucion significativa en
el aislamiento de Salmonella antes y después del enfriamiento mediante el método de
frotis, con un resultado similar a lo informado en los estudios anteriormente
mencionados. No obstante, en los cortes de canal no se detectaron disminuciones en
el nimero de aislamientos recuperados, lo cual implica que la bacteria todavia estaba
viva y presente en la piel al momento del muestreo, pero con mayor dificultad para
aislarse mediante el método de frotis, a causa de una mayor adhesion de las bacterias
a la piel del cerdo, lo cual también ha sido sugerido por Morild y colaboradores (2011)
recuperando 2 log / cm2 menos de bacterias en la piel que la cantidad inicial inoculada.
Se demuestra que la exposicién de las canales a bajas temperaturas, un mayor de
tiempo de contacto con la bacteria y otros factores ambientales como el pH y la
osmolaridad implican un cambio en la estructura de la superficie de la piel promoviendo
la adherencia bacteriana (Morild et al. 2011). Estos resultados comparados con los
obtenidos en el presente estudio sugieren una mayor vigilancia en el proceso de
reduccion de la carga bacteriana de la superficie de los cerdos de las plantas con alta
frecuencia de contaminacion de las canales, lo cual podria repercutir en la carga de

salida hacia puntos de venta.

4.2. Resistencia alos antibidticos

En el presente estudio, un 52% de los aislamientos de Salmonella obtenidos de
la cadena de produccion porcina fueron sensibles a todos los antibiéticos probados,
mientras que el 48% mostro resistencia al menos a uno de ellos. Porcentajes mas altos

de resistencia a los antibioticos se han reportado para otros paises, por ejemplo, un
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estudio en Colombia, en el que analizaron 333 aislamientos de Salmonella
enterica obtenidos de heces, linfonodos mesentéricos y contenido cecal de cerdos en
plantas de faena reportaron un 81,5% de aislamientos resistentes a al menos uno de
los antibioticos ensayados (Pulecio-Santos et al. 2015). De manera similar, en Ecuador
se han reportado prevalencias de 79,4% de resistencia a al menos uno de los
antibioticos ensayados en 63 cepas de Salmonella aisladas de contenido cecal y
linfonodos mesentéricos de cerdos faenados (Almachi-Cornejo 2020). De igual
manera, en un estudio realizado en Brasil mostraron resistencia en el 72% de los
aislamientos de Salmonella obtenidos de planta de faena de cerdos (Lopes et al.

2015).

Para esta investigacion, la mayoria de los aislamientos de Salmonella mostraron
resistencia a la nitrofurantoina, con un 82,2% de las cepas ensayadas resistentes a
este antibiético. Ademas, corresponde al patron de resistencia mas comun entre los
aislamientos, con un 15,6% de las cepas presentando el patron FM. Esto coincide con
los resultados obtenidos por Calayag y colaboradores (2017) con un 93,4% de
aislamientos resistentes a nitrofurantoina obtenidos de diferentes matrices en plantas
de faena de cerdos en Filipinas. En Italia, de 65 aislamientos de Salmonella
recolectados en granjas y plantas de faena de cerdos, un 44,83% mostré resistencia
a la nitrofurantoina (Nguyen Thi et al. 2020). En Etiopia, de 173 aislamientos de
Salmonella recuperados de contenido cecal, linfonodos mesentéricos y carcasas un
27,2% de las cepas fueron resistentes a la nitrofurantoina, siendo nitrofurantoina,
estreptomicina y tetraciclina el patron mas comun de multirresistencia a los antibiéticos

observado (Aragaw et al. 2007). En Argentina, se reporté un 17,8% (18/101) de
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resistencia a la nitrofurantoina en aislamientos de Salmonella recolectados en granjas
y plantas de faena de cerdos (Ibar 2017b).

La nitrofurantoina es un antibiético bactericida de amplio espectro, perteneciente
a la familia de los nitrofuranos, que a través de un mecanismo de accion complejo que
no se comprende del todo, afecta tanto a las bacterias Gram negativas como a las
Gram positivas (Munoz-Davila 2014; Squadrito and del Portal 2021). La nitrofurantoina
se ha utilizado con éxito durante mucho tiempo para la profilaxis y el tratamiento de
infecciones genitourinarias inferiores (Squadrito and del Portal 2021). Ademas, en los
altimos afos, la creciente resistencia a los antibidticos mas nuevos, como los
betalactamicos, ha llevado a un resurgimiento en el uso de nitrofurantoina,
considerandose antibiético de primera linea para el tratamiento de infecciones el tracto

urinario no responsivas a otras terapias en humanos (Squadrito and del Portal 2021)

Los nitrofuranos se han utilizado ampliamente en medicina veterinaria debido a
su amplia actividad antimicrobiana para el tratamiento y prevencién de enfermedades,
asi como promotores del crecimiento en animales productivos. Sin embargo, estudios
toxicolégicos han informado de las propiedades genotdxicas y cancerigenas de los
nitrofuranos estableciendo un riesgo para la salud humana debido a la presencia de
residuos toxicos en los productos alimenticios (Antunes et al. 2006). En consecuencia,
su uso fue prohibido en animales destinados para consumo humano en varios paises
(Antunes et al. 2006), incluido Costa Rica desde el afio 1995 (Decreto Ejecutivo 24401
1995; Fernandez 2016).

En Costa Rica, el informe de vigilancia emitido por el INCIENSA para el 2010,

reporté un 9% (17/186) de cepas de origen humano y un 21% (35/166) de cepas de
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origen no humano resistentes a la nitrofurantoina, estas ultimas procedian de heces
de aves, enjuagues de pollo, hisopados cloacales, hisopados por arrastre y otros
origenes no especificados (Tijerino et al. 2011). Para el 2018, un 1,2% (3/248) de los
aislamientos de Salmonella mostraron resistencia a los nitrofuranos (INCIENSA 2020).
Aunque el uso de nitrofuranos en animales de produccién esta prohibido en muchos
paises, se ha descrito resistencia a ellos en enteropatégenos, como Salmonella,
aislados de muestras de alimentos (Antunes et al. 2006); e incluso se han detectado
trazas de nitrofuranos en productos carnicos (Martinez-Puchol et al. 2020), tal como lo
descrito por Ismael-Acle (2020) con un 76% de aislamientos de Salmonella resistentes
a la nitrofurantoina recuperados de terneros en plantas de faena de Costa Rica.
Segun Martinez-Puchol y colaboradores (2020), estos hallazgos podrian estar
asociados a la estabilidad de la resistencia a los nitrofuranos, al uso de estos
antimicrobianos, a pesar de ser productos prohibidos, o la existencia de contaminacién
ambiental. Los mecanismos de resistencia utilizados contra la nitrofurantoina estarian
mediados por una mutacion en los genes nfsA y nfsB ocasionando una disminucién en
la actividad de las nitroreductasas responsables de la labor antimicrobiana del farmaco
(Osei Sekyere 2018). Martinez-Puchol y colaboradores (2020) asociaron la presencia
de mutaciones conducentes a la presencia de codones STOP en los genes
equivalentes (snrA y cnr) y a la subsiguiente falta de nitroreductasas funcionales en
todos los aislamientos resistentes a nitrofuranos. Ademas, describen la presencia de
mutaciones en acrB, emrD, yajR o macB, genes codificantes de bombas de expulsion

cromosomales, las cuales han sido implicadas en el desarrollo de resistencia a
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nitrofuranos. Estos ultimos descritos como mecanismos transferibles de resistencia a
nitrofuranos.

Por otra parte, Garcia y colaboradores (2017) analizaron la presencia de los
genes nfsA y nfsB en clones de Salmonella Typhimurium multirresistente (DT-104 y
pUO-StVR2) obtenidos de muestras hospitalarias obtenidas durante el periodo 2008 -
2014 , reportando para los clones DT 104 un 24,6% de los aislamientos con resistencia
intermedia y un 32,8% de los aislamientos con resistencia completa a la
nitrofurantoina; mientras todos los clones pUO-StVR2 resultaron altamente resistentes
a la nitrofurantoina. Todos estos aislamientos presentaron mutaciones en el gen nfsA
y en menor proporcion en el gen nfsB. Estos resultados sugieren que, la estabilidad
cromosomal de las mutaciones en estos clones ha permitido que la bacteria logre
mantener esta resistencia por largos periodos de tiempo, siendo estos cambios en el
cromosoma, sumamente estables y poco cambiantes en el tiempo (Garcia et al. 2017),
lo cual explicaria los resultados obtenidos en esta investigacion. De igual manera, las
mutaciones en la pérdida de funcién en los genes de la NADPH nitrorreductasa (nfsA
y nfsB) provocan resistencia a otros agentes relacionados como nitrofurazona,
furazolidona, furaltadona, nifuraldezona y nifupirazina.

Respecto a los antibidticos betalactamicos, farmacos usualmente utilizados para
el tratamiento de salmonelosis humana, la resistencia a las penicilinas se presentd
como la segunda de mayor frecuencia entre los aislamientos de Salmonella analizados
en el presente estudio, con un 28% y 26% de las cepas resistentes a ampicilina y
ampicilina/sulbactam, respectivamente. Mostrandose diferencias con lo reportado para

otros paises, por ejemplo, en Grecia, de 74 aislamientos de Salmonella procedentes
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de plantas de faena de cerdos, se obtuvieron un 64,3% de cepas resistentes a
ampicilina, mientras todos los aislamientos resultaron sensibles a ampicilina/sulbactam
(Evangelopoulou et al. 2014). No obstante, en Korea, de 21 aislamientos de
Salmonella obtenidos de cerdos de engorde un 4,76% resultdo resistente a
ampicilina/sulbactam (Kim et al. 2011).

En Republica Checa, un estudio de 126 cepas de Salmonella recuperadas de
ciego, linfonodos mesentéricos y canales de cerdos durante la faena o por necropsia
de animales procedentes de 28 granjas porcinas, mostraron un 42,9% de aislamientos
resistentes a ampicilina; de los cuales un 86,4% de los aislamientos resistentes
corresponden a S. Typhimurium (Sisak et al. 2006). De manera similar, en el estado
de Carolina del Norte, Estados Unidos, de 858 aislamientos de Salmonella obtenidos
de la cadena de produccion porcina, un 42% presentaron resistencia a ampicilina
(Gebreyes et al. 2004). En Rumania, se detectd un 50% de aislamientos resistentes a
ampicilina a lo largo de la cadena de produccion porcina (Morar et al. 2015). Mientras,
en Filipinas, se detectaron un 70,5% (129/183) y 71,9% (128/178) de aislamientos de
S. enterica resistentes a la ampicilina en cerdos durante la faena (Calayag et al. 2017,
Calayag et al. 2021). Asi como, en Tailandia, el 69% (145/210) de las Salmonella
aisladas de cerdos en plantas de faena eran resistentes a la ampicilina (Phongaran et
al. 2019).

En el caso de otros betalactamicos, entre los 118 aislamientos de Salmonella
analizados, 15 (13,6%) eran resistentes a las cefalosporinas de tercera y cuarta
generacion. Este dato es preocupante dado su impacto para la salud publica ya que

son los farmacos de eleccion para el tratamiento de infecciones sistémicas por
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Salmonella en nifios o adultos con contraindicaciones de fluoroquinolonas
(Liakopoulos et al. 2016). La frecuencia de resistencia de cefotaxima, ceftazidima y
cefepima fue del 6,8%, 5,9% y 0,8%, respectivamente. De manera similar, en un
estudio en China, en el que se analizaron 126 cepas de Salmonella procedentes de
cerdos faenados, un 15,8% fueron resistentes a las cefalosporinas de tercera
generacion. De estos, el 45% fueron positivos para la betalactamasa CTX-M-27 y no
se detectaron otros genes codificantes de BLEE (Yang et al. 2017).

Para Costa Rica, un 19,6% (11/56) de los aislamientos de Salmonella de origen
humano mostraron resistencia a ampicilina segun datos reportados por INCIENSA en
el 2010 (Tijerino et al. 2011). En el 2018, 9,7 % (24 / 248) de las cepas de Salmonella
presentaron resistencia neta a la ampicilina. Ademas, un 8,5% (21/248) de los
aislamientos presentaron resistencia adquirida a las cefalosporinas de tercera
generacion (cefotaxima y/o ceftazidima). En la mayoria de estos aislamientos se
confirmé la presencia de BLEE tipo CTX-M, cinco aislamientos de la serovariedad S.
Infantis se confirmaron como portadores de CTX-M-65 y en dos aislamientos de la
serovariedad S. | 1,4,[5],12:i:- se identificO la presencia de la betalactamasa AmpC
plasmidica tipo CMY-2 (INCIENSA 2020).

En enteropatdgenos, el principal mecanismo de resistencia a los betalactdmicos
es la inactivacion directa de los antibioticos por hidrdlisis enzimatica mediante la
expresion de betalactamasas. Asimismo, alteraciones en la permeabilidad, la
presencia de bombas de eflujo y alteraciones en las proteinas de unién a la penicilina,
también contribuyen a la resistencia (Mir6 et al. 2004; Worthington and Melander

2013). La resistencia a la ampicilina en Salmonella enterica a menudo se debe a la
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produccién de betalactamasas TEM-1, TEM-2, PSE-1, OXA-1 o SHV-1. Aunque, rara
vez se han informado betalactamasas de espectro extendido o cefamicinasas
mediadas por plasmidos (Mir6 et al. 2004).

Las cefalosporinas; sin embargo, tienen una sensibilidad variable a las beta-
lactamasas. Las cefalosporinas de ultima generacion son mas resistentes a la hidrolisis
por betalactamasas producidas por bacterias Gram negativas que las cefalosporinas
de primera generacion (Rivas et al. 2002), aunque estas se ven afectada por la
presencia de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), por la hiperproduccion de
cefalosporinasas de tipo AmpC cromosémicas o AmpC plasmidicas y por
carbapenemasas (Nastro et al. 2012). Se ha establecido una relacién causal directa
entre la aparicion de cepas productoras de BLEE y AmpC y el amplio uso de
betalactamicos; por lo tanto, se deben formular medidas para controlar el uso
desmedido de cefalosporinas de ultima generacién para reducir la aparicion de cepas
cada vez mas resistentes a los antibioticos (Ye et al. 2017).

La familia de los antagonistas del folato (trimetoprim/sulfametoxazol), con un
11,9% de cepas de Salmonella resistentes a estos antibioticos, representaron la
tercera clase de antibioticos con la mayor frecuencia de aislamientos resistentes. Su
mecanismo de accion se basa en la inhibicion de la sintesis de acido folico bacteriano
a través de mecanismos distintos; la trimetoprima se une al sitio activo de la enzima
dihidrofolato reductasa (DHFR) evitando la sintesis de la forma activa tetrahidro del
acido félico, mientras el sulfametoxazol inhibe la formacién de acido félico a partir del
acido paraaminobenzoico (PABA), por ende, la combinacién de trimetoprim y

sulfametoxazol tiene un efecto bactericida sinérgico (van Hoek et al. 2011).



64

El trimetoprim/sulfametoxazol con frecuencia es utilizado para el tratamiento de
salmonelosis en humanos, aunque en algunos paises su uso se considera obsoleto
debido a las altas tasas de resistencias reportadas (Calayag et al. 2021). En Filipinas,
un 70,8% y 80,3% de las cepas de Salmonella aisladas de cerdos en planta de faena
mostraron resistencia a trimetoprim/sulfametoxazol (Calayag et al. 2017; Calayag et
al. 2021). Phong Aran et al. (2019) reportaron un 35,7% de aislamientos de Salmonella
resistentes a trimetoprim/sulfametoxazol en plantas de faena de cerdos en Tailandia.
De manera similar, un estudio en Vietnam inform6 que el 36,7% de los aislamientos
de Salmonella en cerdos eran resistentes a trimetoprim/sulfametoxazol.

La resistencia a las sulfonamidas en Salmonella se debe a la presencia del gen
sul, provocando un cambio en la sensibilidad de la dihidropteroato sintetasa a las
sulfonamidas. Los genes sul mas comunes son sull, sul2 y sul3, que se han
identificado en los principales serotipos de Salmonella, incluidos S. Enteritidis, S,
Typhimurium, S. Heidelberg y S. Hadar. Estos genes estan presentes en integrones,
islas gendmicas de Salmonella o plasmidos transferibles. En el caso del trimetoprim,
los genes dhfr estimulan la expresién de una forma insensible DHFR evitando su unién
al farmaco, estos genes también estan asociados con integrones, plasmidos o islas
gendmicas de Salmonella (Nair et al. 2018).

Por su parte, en esta investigacion se hallé una prevalencia del 9,3% (11/118) de
resistencia a fluoroquinolonas, de estos un 7,8% y un 1,7% resistentes a ciprofloxacina
y acido nalidixico, respectivamente. Bajas tasas de resistencia similares se han
reportado en paises como Tailandia con un 0,95% (2/210) y 2,38% (5/210) de

aislamientos de Salmonella en cerdos resistentes a ciprofloxacina y acido nalidixico,
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respectivamente (Phongaran et al. 2019). Para el 2013, el Servicio de Inspeccién y
Seguridad Alimentaria (FSIS) del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos,
realizd un primer muestreo en ciegos de cerdos durante la faena, en este, el 2,7%
(15/552) de los aislamientos de Salmonella eran resistentes a la ciprofloxacina; para
un segundo muestreo, en el 2014, la resistencia a ciprofloxacina fue del 3,8% (23/603)
(USDA 2014; Tyson et al. 2017). Por el contrario, se ha observado una alta prevalencia
de resistencia (42,9%) a las quinolonas en cerdos de diversos origenes en Etiopia
(Molla et al. 2006).

La resistencia de la Salmonella enterica a las fluoroquinolonas es motivo de
preocupacion, ya que es el farmaco de eleccién para el tratamiento de salmonelosis
invasiva en adultos. El principal mecanismo de resistencia a las fluoroquinolonas en
bacterias Gram negativas esta causado por mutaciones en genes que codifican la ADN
girasa (gyrA y gyrB) y la topoisomerasa IV (parC y parE) (Mir6 et al. 2004). Aunque
estas mutaciones pueden impedir la capacidad de tratar infecciones, no suelen ser de
transmision horizontal, lo que limita la tasa y el rango de propagacion de la resistencia
en las poblaciones bacterianas. Sin embargo, en los Gltimos afios, la resistencia a las
qguinolonas mediada por plasmidos (PMQR) se ha convertido en una amenaza para el
uso terapéutico eficaz de las quinolonas; los genes gnr de resistencia a quinolonas
identificados a partir de plasmidos incluyen gnrA, gnrB, gnrS, gnrD y gnrS (Tyson et al.
2017).

Todos los aislamientos de Salmonella analizados resultaron sensibles a los
carbapenemes (imipenem y meropenem), lo cual coincide con los resultados obtenidos

por INCIENSA (2020), en donde, todos los aislamientos de Salmonella analizados a
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través de la vigilancia de laboratorio, incluyendo los referidos en el 2018, han resultado
sensibles a los carbapenemes.

Aunque las tasas de resistencia registradas, para las cepas de Salmonella
analizadas, a ciprofloxacina (7,8%) cefotaxima (6,8%), ceftazidima (5,9%), acido
nalidixico (1,7%) y cefepima (0,8%), fueron moderadas o relativamente bajas, es de
destacar que el abanico de farmacos a los que se adquirio resistencia es bastante
amplio y preocupante, lo que demuestra la gravedad de la aparicién de la resistencia
antibiotica de este patdégeno. La aparicibn y propagacion de aislamientos de
Salmonella que presentan resistencia a mdultiples antibidticos, especialmente a los
antibioticos catalogados de “importancia critica y maxima prioridad”, como
fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera y cuarta generacion, es motivo de
preocupacion debido a su uso para el tratamiento efectivo de las infecciones invasivas
por Salmonella no tifoidea (OMS 2019). Las consecuencias de la resistencia a los
antibioticos de importancia critica en humanos incluyen un aumento en la gravedad de
las infecciones y en la ineficacia de los tratamientos ocasionando un aumento de los
costos médicos, estancias hospitalarias prolongadas y un aumento en la mortalidad
(OMS 2020a), asi como la demanda en el uso de antibiéticos de ultimo recurso (p.ej.
carbapenémicos, colistina). La practica comun del uso de antibiéticos en la produccion
primaria se ha considerado el principal impulsor de la seleccién y transmision de
bacterias transmitidas por los alimentos resistentes a los antibidticos, incluidas
Salmonella, para humanos (Campos et al. 2019). A nivel mundial, la produccién
porcina se asocia con un mayor consumo de antimicrobianos comparado con otros

sistemas productivos, Tiseo y colaboradores (2020) mediante la recopilacion de datos
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de ventas de antimicrobianos en sistemas productivos de aves, bovinos y cerdos de
41 paises en 2017 proyectaron el consumo global de antimicrobianos de 2017 a 2030;
mediante modelos de regresidon multivariados estimaron las ventas globales de
antimicrobianos para el 2017 en 93 309 toneladas y esperan que las ventas aumenten
en un 11,5% para el 2030 (104 079 toneladas). En este estudio los cerdos presentaron
el mayor aumento proyectado en el consumo de antimicrobianos y contribuyeron en
un 45 % al aumento total entre 2017 y 2030 (Tiseo et al. 2020). Ademas, para el 2015,
el reporte del EFSA establecid una correlacion entre las frecuencias de resistencia a
los antibidticos entre Salmonella de cerdos, carne de cerdo y humanos obtenida a
partir de datos de vigilancia sistematica entre los paises miembros, evidenciando el
impacto de las practicas de produccién porcina en la resistencia a los antibioticos
(EFSA and ECDC 2015). De igual manera, la presencia de los mismos elementos
genéticos moéviles portadores de genes de resistencia a antibiéticos en aislamientos
porcinos y humanos es una evidencia adicional de transmisiéon de Salmonella
resistente a los antimicrobianos de los cerdos a los humanos (Campos et al. 2019).
Debido a la estrecha relacion existente entre los animales, los alimentos, el ser
humano y el medio ambiente hace necesaria la adopcién de medidas urgentes para
promover un uso mas prudente de los antibidticos, asi como medidas de control y

mitigacion de las posibles consecuencias de este hallazgo.
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5. CONCLUSIONES

5.1.

5.2.

5.3.

Los cerdos incluidos en el presente estudio, clinicamente sanos y
provenientes de las cuatro plantas de faena muestreadas, se evidencian
como importantes reservorios de Salmonella la cual logré aislarse de heces,
linfonodos mesentéricos, linfonodos parotideos y canales.

De los aislamientos de Salmonella obtenidos de cuatro matrices de la
cadena de produccion porcina se logro identificar un porcentaje considerable
de Salmonella resistentes al menos a uno de los antibioticos analizados
mediante el sistema automatizado VITEK® 2, identificandose resistencia a
nitrofuranos,  betalactamicos, cefalosporinas, fluoroquinolonas vy
sulfonamidas potenciadas.

Se encontraron diferencias significativas en la prevalencia de Salmonella por
tipo de muestra, siendo las heces y los linfonodos mesentéricos las muestras
mas frecuentes para el aislamiento de la bacteria a nivel de planta de faena.
De igual manera, se observaron diferencias significativas en la prevalencia
segun planta de faena siendo necesario la realizacion de mas estudios para
determinar los principales factores asociados. Por otra parte, no se
presentaron diferencias significativas entre los perfiles de resistencia y el

tipo de muestra.
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6. RECOMENDACIONES

6.1. A nivel nacional existen escasos estudios relacionados a la cadena de
produccion porcina, por lo que se incentiva a investigadores y estudiantes de la
Universidad Nacional al desarrollo de investigaciones cientificas en esta area, en
el caso de Salmonella, seria pertinente conocer la dinamica de la bacteria en
diferentes etapas de la produccion primaria (variables como sexo, distribucion
etaria, estacionalidad, entre otros) permitiendo determinar los factores de riesgo
asociado a la infeccién en granjas. En planta de faena, seria de importancia evaluar
la prevalencia a partir de otros tejidos u érganos, comparar técnicas de muestreo
0 varianzas en el disefio de estudio, asimismo la inclusion de muestras de
superficie 0 ambiente que permitan identificar peligros que puedan contribuir a la
diseminacién del patdgeno a lo largo de la cadena productiva, permitiendo evitar la
contaminacion directa o cruzada, lo cual resulta clave para poder desarrollar
programas eficientes y econémicamente rentables al establecer las medidas de
contingencia, determinando las formas adecuadas de implementarlas y asi,
minimizar el riesgo para la salud publica y animal.

6.2. Relacionado a los aislamientos que formaron parte de este estudio, se
recomienda al laboratorio de Salud Publica e Inocuidad de los Alimentos de la
Universidad Nacional la caracterizacion molecular con técnicas de proxima
generacion con el fin de determinar y analizar los genes de resistencia involucrados
con el objetivo de establecer las causas de los patrones de resistencia observados

y la distribucién a lo largo de la cadena de produccion porcina.
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6.3. En cuanto a medicina veterinaria y salud publica, se recomienda a las
autoridades competentes a la implementaciéon de medidas mas rigurosas para el
control del uso de antibioticos en especies de consumo humano; acompafnado de
un fortalecimiento a nivel nacional sobre la concientizacion de la RAM que involucre
a la produccion primaria. Promover que los tratamientos antimicrobianos se basen
en diagnodsticos microbiolégicos y pruebas de sensibilidad. Adicionalmente, es
necesario determinar el alcance del problema de resistencia antimicrobiana a nivel
nacional, conocer la racionalidad detras del uso de estos farmacos y determinantes
asociados.

6.4. Desde el sector agropecuario la implementacién de un sistema de vigilancia
integrado basado en el enfoque de “Una sola salud”, combinado con medidas de
control eficaces a lo largo de toda la cadena alimentaria, iniciando desde la
produccion primaria con la aplicacién de medidas de bioseguridad y buenas
practicas pecuarias para disminuir la introduccién de factores de riesgo.

6.5 A los médicos veterinarios y personal de las plantas de faena, se sugiere la
implementacion de estrategias para reducir la excrecion de los cerdos infectados
gue ingresan a faena y el mantenimiento de estrictas medidas de higiene en los
camiones y los corrales para reducir la probabilidad de infeccion de los animales
no infectados. Asi mismo, a nivel de planta de faena la identificacién de peligros
especificos asociados con la contaminacion directa o cruzada de las canales y las
medidas correspondientes para su control a fin de asegurar la inocuidad y

seguridad de los productos céarnicos.
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6.6 A los consumidores, se aconseja la implementacién de cuatro pasos basicos
para ayudar a prevenir las infecciones por Salmonella de los alimentos. El primer
paso, limpiar, este consiste en lavarse las manos antes y después de manipular
los alimentos; lavar los utensilios, las tablas de cortar, los platos y los mesones
con agua jabonosa caliente; desinfectar las superficies de la cocina y no lavar las
carnes crudas antes de cocinarlas ya que esta practica puede propagar
microorganismos a otros alimentos, utensilios y superficies. El segundo paso,
separar, se debe aislar las carnes crudas de los alimentos listos para comer, utilizar
tablas de cortar y platos para frutas y verduras diferentes a los que se usa para las
carnes; asi como no colocar alimentos cocidos junto con alimentos crudos para
evitar contaminaciones cruzadas. El tercer paso, cocinar, para ello se recomienda
el uso de un termometro para asegurar que los alimentos alcancen una temperatura
interna segura ya que las bacterias del género Salmonella son inactivadas con
tiempos de coccién y temperatura. Y el Gltimo paso, enfriar, en este se aconseja
mantener los alimentos a temperaturas seguras, y para ello se deben refrigerar los
alimentos a temperaturas inferiores a 5°C para limitar el crecimiento
potencial de Salmonella en alimentos susceptibles a la contaminacién por dicha

bacteria.
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