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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar la susceptibilidad a 20
antibiéticos y la presencia de genes de resistencia a betalactamicos, especificamente
blacmy-2 y blactx-m en aislamientos de Salmonella enterica recuperados de pollo de
engorde en tres matrices dentro de la cadena avicola de Costa Rica. Para lograrlo se
recurrié a la determinacion de los perfiles de susceptibilidad a los antibiéticos por el
método de Kirby-Bauer y técnicas de caracterizacion molecular.

Se encontro resistencia en todas las familias de antibiéticos en estudio, siendo
un 91.3% de las bacterias multirresistentes. Aislamientos con perfil de resistencia a los
betalactamicos evidenciado por el método de Kirby-Bauer fueron seleccionados para
determinar la presencia de los genes mediante la técnica de PCR.

En un estudio paralelo se efectué secuenciacién de genoma completo a 71 de
los aislamientos de la presente investigacion, la informacién generada fue utilizada
para la deteccidbn de genes de resistencia de interés en salud publica mediante
ResFinder version 4.0. El gen blactx-wmes, fue encontrado en un 67.6% y el gen
blacmy-2 no fue detectado, por lo que se recurrio a la validacion de estos resultados por
medio de la técnica de PCR convencional, confirmandose la ausencia del gen
blacmy-2 en los aislamientos con perfil de resistencia a los betalactamicos. Ademas, se
encontraron genes de resistencia a los aminoglucésidos, al cloranfenicol, a la
fosfomicina, a las sulfonamidas y a las tetraciclinas.

Se establecieron los serovares de Salmonella por medio del software The
Salmonella In Silico Typing Resource (SISTR) version 1.1.1, obteniendo un 2.8% de

prevalencia del serovar S. Kentucky, 2.8% de S. Anatum y un 94.4% del serovar
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S. Infantis, siendo este ultimo reportado como uno de los principales serovares
aislados de infecciones por Salmonella en seres humanos de Costa Rica.

Dados los resultados obtenidos, se recomienda indagar sobre las vias por
medio de las cuales las bacterias adquieren la resistencia con el fin de determinar las
medidas de intervencion mas efectivas. Asimismo, reforzar los sistemas de Buenas
Practicas de Higiene, asi como Andlisis de Riesgos y Puntos Criticos de Control a nivel
de planta de cosecha, evitar la contaminacion en punto de venta y educar al
consumidor final sobre la correcta preparacion de la carne de pollo siguiendo estrictas
normas de manipulacion de alimentos, con el fin de prevenir las infecciones en seres

humanos y en animales.

Palabras clave: Salmonella enterica, blacmy-2, blactx-m, pollos de engorde,

secuenciacion de genoma completo, resistencia antimicrobiana.
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ABSTRACT

The research objective was to determine the susceptibility to twenty antibiotics
and the presence of beta-lactam resistance genes, specifically blacwy-2 and blactx-m in
isolates of Salmonella enterica recovered from broiler chickens in three areas in the
poultry chain in Costa Rica. The Kirby-Bauer method and molecular characterization
techniques were used to achieve the determination of the antibiotic’s susceptibility.

Resistance was found in all families of antibiotics within the study, with 91.3% of
isolates resistant to three or more families of antibiotics, classifying them as
multiresistant. Isolates with a resistance profile to beta-lactams, shown by the
Kirby-Bauer method, were selected to determine the presence of genes with the PCR
technique.

Complete genome sequencing in a parallel study of this investigation was used
for the detection of resistance with interest in public health by means of ResFinder
version 4.0. The blacrx-m-65 gene was found in 67.6% of the isolates, while the blacmy-2
gene was not detected. These results were validated with the conventional PCR
technique, whereas the absence of the blacuy-2 gene was confirmed in isolates with a
beta-lactam resistance profile. Genes resistant to aminoglycosides, chloramphenicol,
fosfomycin, sulfonamides and tetracyclines were also detected. The Salmonella
serovars were determined using the software The Salmonella In Silico Typing Resource
(SISTR) version 1.1.1 software, obtaining a 2.8% prevalence of the serovar S. Kentucky,
2.8% of S. Anatum and 94.4% of the serovar S. Infantis, the latter being reported as
one of the main serovars isolated from Salmonella infections in humans from

Costa Rica.
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Based on the resistance statistics found within this study, further investigation is
recommended to determine how the bacteria acquires resistance to implement the
most effective intervention measures. To prevent infections in both humans and
animals, strict protocols must be reinforced and implemented. This includes following
the systems of Good Hygiene Practices (GHP) and Hazard Analysis and Critical
Control Points (HACCP) in slaughterhouses, avoid contamination at sales, and educate
the final consumer on the correct preparation of poultry meat, following strict food

handling standards.

Keywords: Salmonella enterica, blacmy-2, blactx-m, poultry, WGS, antimicrobial

resistance.



1 INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

1.1.1 Salmonella: Generalidades

Salmonella spp. es una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, que cuenta con pared celular, morfologia bacilar y un
metabolismo de anaerobiosis facultativo. A pesar de que la mayoria de las especies
son motiles mediante sus flagelos peritricos, existen dos variantes no flageladas:
Salmonella enterica subespecie enterica serovares Gallinarum (Salmonella
Gallinarum) y Pullorum (Salmonella Pullorum) (Kwon et al. 2000; D’Aoust y Maurer
2007; Xiong et al. 2018).

Una célula bacteriana de Salmonella puede medir aproximadamente entre
0.5 um y 1.5 ym de ancho por 2-5 um de largo (Andino y Hanning 2015). Este género
no tiene la capacidad de formar esporas, es catalasa positiva, es decir, descompone
el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno, que a nivel macroscépico se evidencia
por la formacién de burbujas, ademas es oxidasa negativa, que corresponde a la
ausencia del citocromo C oxidasa (Fernandez et al. 2010; Ryan et al. 2017).

Su ubicuidad radica en la versatilidad de condiciones para su crecimiento. Asi,
la temperatura Optima para el crecimiento de Salmonella es de 35°C a 37°C, pero
cuenta con la capacidad de formar cadenas filamentosas que le permiten crecer en
temperaturas extremas, desde los 4°C hasta los 44°C (Bhunia 2008). En medios no
selectivos, la temperatura de incubacion puede ir entre 34°C y 38°C, ya que no suele

ser tan critica como en medios selectivos (Mooijman 2018). El pH 6ptimo es de 6.5 a



7.5, sin embargo, se ha reportado el crecimiento desde los 3.8 hasta los 9.5 (Ryan et
al. 2017). Su aw 6ptimo corresponde a 0.99, con un rango que va desde los 0.94 hasta
>0.99 (King et al. 2011). No obstante, estudios realizados en alimento para aves,
indican que el aw al que ocurre el crecimiento de Salmonella varia dependiendo de la
cepa bacteriana (Andino et al. 2014).

Esta bacteria logra mantenerse en alimentos ricos en proteinas y lipidos,
mientras que las concentraciones altas en sal inhiben su crecimiento, ademas no es
tolerante a las altas temperaturas, por lo que es posible inactivarla por medio de una
adecuada coccion de los alimentos (Buncic 2006).

Actualmente se han reportado dos especies: Salmonella bongori y Salmonella
enterica. El primer aislamiento de Salmonella bongori se obtuvo de una lagartija en la
ciudad de Bongor, Africa, de donde se origina su nombre; esta especie bacteriana se
caracteriza por afectar principalmente a los animales poiquilotermos, por lo que no es
comun el reporte de casos en humanos (Tortora et al. 2007). Salmonella enterica, por
su parte, cuenta con la capacidad de afectar a los animales homeotermos, como los
seres humanos, de manera que adquiere mayor relevancia para la salud publica
(Mansfield y Fox 2019). La enterocolitis provocada por Salmonella enterica
corresponde a una de las intoxicaciones alimentarias mas comunes en el mundo,
debido a que se puede encontrar en una gran variedad de alimentos (MedlinePlus
2020).

Salmonella enterica a su vez se subdivide en seis subespecies, basado en
caracteristicas genémicas y bioquimicas: enterica, salamae, arizonae, diarizonae,

houtenae e indica (Friend y Franson 1999; Andino y Haning 2015). Ademas, basados



en lipopolisacéridos, proteinas flagelares y antigenos de capsula, existen mas de 2541

serovares de Salmonella enterica (Brenner et al. 2000; D’Aoust y Maurer 2007).

1.1.2 Salmonella en aves

Tanto en seres humanos como en animales, el término utilizado para referirse
a las infecciones por bacterias del género Salmonella se conoce como salmonelosis
(Forsythe y Hayes 1999). Las aves de corral son huéspedes naturales para Salmonella
Pullorum, que produce en ellas pullorosis y Salmonella Gallinarum, que les provoca la
enfermedad de Klein o tifosis aviar. También es comun el aislamiento en aves de corral
de Salmonella enterica serovar Enteritidis, que les causa la enfermedad conocida
como paratifosis aviar y Salmonella enterica serovar Typhimurium, ambos
considerados patdgenos para el ser humano (Wray et al. 1999; Terzolo 2004).

La transmision de Salmonella en las aves de corral puede ocurrir de manera
horizontal por la ruta fecal oral, por consumo de heces o alimentos contaminados e
incluso iatrogénicamente por medio de equipos utilizados por el personal de la granja
(SAG 2016a). La transmision de forma vertical ocurre por la ruta transovarica, debido
a que las bacterias de Salmonella migran desde el oviducto hasta el huevo, previo a la
formacién de la cascara, de manera que las aves nacen infectadas; no obstante, el
huevo se puede infectar horizontalmente después de la eclosion a través de la cascara,
debido a contaminacion fecal, la transmision vertical es la mas dificil de regular, debido
a que no se corrige con buenas practicas de manejo, sino eliminando a los animales
infectados (FAO 2005) y se previene con protocolos de vacunacion y buenas practicas

de bioseguridad (SENASA 2020a). Ademas, la bacteria puede ingresar a las granjas



por medio de animales silvestres como los roedores o incluso otras aves de vida libre
(Hafez 2001; Lutful 2010). En este particular, las aves silvestres han sido consideradas
diseminadores de agentes debido sus caracteristicas migratorias, propiciando que las
enfermedades pasen de un pais a otro en poco tiempo (Rey et al. 2016). Uno de los
principales aislamientos de Salmonella en aves silvestres corresponde a Salmonella
enterica subespecie enterica serovar Typhimurium, el cual es patégeno para los seres
humanos (Lawson et al. 2014).

La pullorosis suele presentarse como una enfermedad sistémica aguda que
afecta principalmente a las aves de corral jévenes, mientras que la tifosis aviar
corresponde a una enfermedad septicémica, tanto aguda como crénica, que se
presenta en aves de corral adultas, sin evidencia de zoonosis reportada en ninguno de
los dos casos. La bacteria ingresa por medio del tracto gastrointestinal, posteriormente
invade a los macréfagos, los mismos se dirigen al higado y el bazo donde se replica el
agente, de esta manera la enfermedad se torna sistémica. Dependiendo de la accion
del sistema inmunoldgico la enfermedad puede progresar hasta causar la muerte o
permanecer en el animal de manera asintomatica (Henderson et al. 1999; Shivaprasad
y Barrow 2008; Chappell et al. 2009; Terzolo 2009).

La enfermedad provocada por la infeccion de Salmonella Pullorum también es
conocida como diarrea blanca bacilar, en aves adultas se torna asintoméatica, mientras
gue en aves jovenes presenta un incremento en la mortalidad en los dias siete a diez
posteriores a la eclosion. La sintomatologia puede incluir depresién, somnolencia y
retardo del crecimiento; a nivel de necropsia se evidencian noddulos de color blanco o

gris en el corazon, pulmones, higado, paredes de la molleja, intestinos y peritoneo



(Dinev 2010). La tasa de morbilidad y mortalidad dependera del nivel de nutricion,
manejo, grado de exposicibn y presencia de enfermedades concomitantes
(Shivaprasad y Barrow 2008).

La tifosis aviar no representa un riesgo para la salud publica, dado que sélo
afecta a las aves, principalmente adultas. En la presentacion aguda es comun observar
postracion, plumas erizadas y crestas palidas, pero lo que mas afecta al sistema de
produccion es que las aves muestran una disminucion en la ganancia de peso y la
postura de huevos (SAG 2016b). Cuando ocurre la presentacioén crénica, durante la
necropsia se evidencia afeccion de los ovarios, los cuales presentan cambios
inflamatorios y degenerativos (Dinev 2010).

La paratifosis aviar, causada por serovares moviles, como Salmonella
Enteritidis, de la cual las aves no son huéspedes naturales, es una de las
enfermedades aviares de mayor relevancia en salud publica, por ser de caracter
zoonotico (Terzolo 2004). Puede tener una presentacion crénica o aguda en aves, con
una alta morbilidad y un aumento de la mortalidad principalmente en las primeras dos
semanas post eclosion (Dinev 2010).

El protocolo de vigilancia de Salmonella en pollos de engorde de Costa Rica se
enfoca en Salmonella Gallinarum, Salmonella Pullorum y Salmonella Enteritidis
(SENASA 2020a). Ademas, se cuenta con un protocolo de vigilancia de Salmonella en
aves reproductoras dirigido a estos mismos tres agentes, con el fin de evitar la
transmision vertical a los pollos de engorde (SENASA 2020b).

Como parte del protocolo de vigilancia en pollos de engorde se toman muestras

de arrastre en la cama de la galera, muestras fecales, meconio, combinacion de higado



y bazo, combinacién de ciego y tonsilas cecales, médula 6sea, alimentos y enjuague
del pollo en la planta de procesamiento. El laboratorio oficial para el procesamiento de
las muestras en Costa Rica es el Laboratorio Nacional de Servicios Veterinarios
(LANASEVE), ademas, se cuenta con una red de laboratorios debidamente
autorizados por el Servicio Nacional de Salud Animal (SENASA). Una vez en el
laboratorio se realizan pruebas de tamizaje como la prueba de aglutinacién en placa,
microaglutinaciéon o Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA, del inglés:
Enzyme-linked immunosorbent assay); como pruebas confirmatorias se utiliza el
cultivo bacteriano y la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, del inglés:
Polymerase chain reaction) en tiempo real (SAG 2016a y SENASA 2020a).

Algunos antibioticos que se han utilizado en aves para el tratamiento de
salmonelosis son los pertenecientes al grupo de los aminoglucésidos como la
gentamicina, quinolonas como la ofloxacina, fenicoles como el cloranfenicol, cuyo uso
esta prohibido en Costa Rica y muchos paises alrededor del mundo actualmente, y en
menor cantidad las sulfonamidas debido a su toxicidad renal en aves (Melo et al. 2007).

El tratamiento que se instaura una vez confirmada la enfermedad por
Salmonella en aves no debe de centrarse en el uso de antibidticos, debido a que estos
suelen ocultar la enfermedad durante los muestreos, de manera que la bacteria no se
detecta en las heces, pero puede alojarse en el ave a la espera de condiciones donde
la inmunidad se vea comprometida. Ademas, se afecta la microbiota intestinal del ave
y la puede exponer a la colonizacion por Salmonella. En algunos casos se puede
recurrir a un antibiograma para tratar aves de alto valor genético (Contreras 2010 y

OIE 2021).



El uso de acidificantes ha demostrado ser eficaz en la reduccion de la tasa de
crecimiento de Salmonella en las aves, lo que se puede utilizar tanto con fines
preventivos como de tratamiento. Ademas, el uso de probidticos ayuda a que las aves
alcancen una adecuada poblacion de microorganismos benéficos en su intestino a
tempranas edades, previniendo asi la infeccién por Salmonella (Contreras 2010). Por
su parte la implementacion de protocolos de vacunacidén, programas de Buenas
Practicas y Andlisis de Riesgos y puntos Criticos de Control (HACCP, del inglés:
Hazard Analysis and Critical Control Points) que velen por el mantenimiento de la
bioseguridad en las granjas resultan fundamentales en la prevencion y control de la

salmonelosis aviar (SAG 2016, OIE 2021).

1.1.3 Salmonella en pollo para consumo humano: ETAs

Las Enfermedades de Transmision Alimentaria (ETAS) son provocadas por la
ingestibn de agua o comida contaminada, ya sea con agentes quimicos o
microorganismos. Debido a su multiple causalidad existen diferentes manifestaciones
que van mas alla de la sintomatologia gastrointestinal, incluyendo afecciones del
sistema nervioso, reproductor e inmunoldgico (OMS 2020a). A pesar de que toda la
poblacion mundial se puede ver expuesta a las ETAS, en algunos grupos etarios las
manifestaciones de la enfermedad pueden ser severas e incluso mortales, como lo son
nifos, adultos mayores y personas con un sistema inmunoldgico debilitado (Adams et
al. 2016).

Salmonella enterica se puede clasificar en tifoidal y no tifoidal. En el caso de

Salmonella enterica tifoidal el reservorio es exclusivamente humano, causada por los



serovares Typhi y Paratyphi, que se manifiesta clinicamente como una enfermedad
invasiva, provocando fiebre y potencialmente la muerte (Quirés 2016; OMS 2018a).
Salmonella enterica no tifoidal tiene como reservorio a otros animales y como agentes
causales estan los serovares Typhimurium, Enteritidis, Mbandaka, Heidelberg, entre
otras (Quirds 2016; Ortiz et al. 2021). En cuanto a la manifestacion clinica suele ser no
invasiva en seres humanos, causando principalmente afeccion a nivel entérico, pero
se puede agravar en pacientes inmunosupresos, nifios, adultos mayores o mujeres
embarazadas (CDC 2020). Salmonella Gallinarum y Salmonella Pullorum no
representan un problema grave para la salud publica, debido a que se han adaptado
muy bien a su huésped natural, mientras que la paratifosis aviar, provocada por
Salmonella Enteritidis si es de gran importancia zoonética (Terzolo 2009). Comprende
una de las mayores causas de hospitalizaciones y muertes en el mundo, adquiriéndose
principalmente por el consumo de carne de pollo y huevos contaminados (Fandifio y
Verjan 2019).

Asi, en seres humanos los agentes mas comunes de gastroenteritis
corresponden a Salmonella Enteritidis y Salmonella Typhimurium, los cuales cuentan
con un periodo de incubacién de aproximadamente 12-36 horas antes de la aparicion
de sintomas como fiebre leve, dolor abdominal, nauseas y diarrea. Para algunas
personas la enfermedad es autolimitante en un periodo de cuatro a siete dias, sin
embargo, la excrecion de la bacteria en heces puede perdurar hasta tres meses en
pacientes asintomaticos (Forsythe 2010).

En cuanto a la patogénesis de salmonelosis, la dosis infectiva es de 10°a 10’

UFC por gramo de alimento; sin embargo, esto puede variar segun el estado de salud



de la persona, el inoculo y la virulencia de la cepa (Jiménez 2016). Salmonella enterica
se fija a las células epiteliales del ileon, pasa por un proceso de endocitosis hacia el
interior de estas, permanece dentro de una vacuola donde se multiplica y se libera en
la lamina propia de la mucosa. Posteriormente, se da la llegada de células
inflamatorias, se liberan prostaglandinas y enterotoxinas, se activa la enzima adenilato
ciclasa y se producen fluidos hacia el lumen intestinal (Adams et al. 2016).

Salmonella cuenta con mecanismos de virulencia que le permiten sobrevivir
dentro de los organismos a los que infecta. Se caracteriza por poseer una variedad de
genes que al expresarse aumentan su patogenicidad, los cuales se encuentran
agrupados en islas genémicas, conocidas como islas de patogenicidad de Salmonella
o SPIs (Espinoza et al. 2017). Durante el proceso infeccioso, la bacteria debe
seleccionar los genes a expresar para adaptarse a los cambios ambientales que se le
presentan (Figueroa y Verdugo 2005).

Actualmente, se han descrito un total de 23 SPIs, sin embargo, sélo cinco se
encuentran presentes en todos los serovares de Salmonella enterica, incluyendo SPI-
1, SPI-2, SPI-3, SPI-4 y SPI-5, los restantes pueden variar dependiendo del serovar
(Hensel 2004; Blondel et al. 2009). La SPI-1 cuenta con genes de invasion, apoptosis
de macréfagos y otros que inducen la activacion de cascadas de fosforilacion MAP
cinasas dependientes. Las SPI-2 y SPI-3 contienen genes que favorecen la
supervivencia y replicacion de Salmonella dentro de los macréfagos y enterocitos.
Ademas, una de las vias que utiliza la bacteria para ingresar y sobrevivir en células no
fagociticas es el sistema de secrecion tipo lll, el cual es codificado por genes de la

SPI-2. La SPI-4 permite la codificacion de sistemas de secrecion tipo |. Por su parte,
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la SPI-5 comprende genes que participan en la secrecion de fluidos y la reaccion
inflamatoria que se induce en la mucosa del intestino (Figueroa y Verdugo 2005).

De todas las SPIs descritas por la literatura, la mas importante es la SPI-7,
siendo la isla de mayor patogenicidad y de mayor tamafio, comprendiendo hasta 134kb
y es especifica de los serovares Typhi, Paratyphi y Dublin (Hensel 2004; Seth 2008).
En el caso de Salmonella Typhi, esta presente el polisacarido capsular Vi, el cual se
regula, biosintetiza y exporta gracias al locus viaB, de 14 kb, que se ubica dentro de la
region del ADN comprendida por la SPI-7, su principal funcion consiste en prevenir que
se dé el reconocimiento de inmunidad innata por el sistema de complemento (Wilson
et al. 2011).

El abordaje terapéutico de la enteritis por Salmonella enterica va a depender de
la gravedad del caso, cuando hay deshidratacién se recomienda el suministro de
electrolitos para lidiar con la pérdida de fluidos por diarrea o vomito. El uso de
antimicrobianos sistémicos se limita a los grupos de riesgo, es decir personas en las
que su sistema inmunolégico es menos eficiente, ademas la terapia a elegir debe
basarse en los patrones de resistencia locales (OMS 2018b). Generalmente este
tratamiento consiste en terapias con cefalosporinas de tercera generacién, como la
ceftriaxona, ademas de otros betalactamicos como la amoxicilina y la ampicilina (Ibarra
et al. 2005).

Existen reportes de efectividad in vitro ante la infecciéon por Salmonella de las
fluoroquinolonas, pero clinicamente no han demostrado ser eficientes y también se
reporta el uso de azitromicina (Gomez 2017). Sin embargo, los antibidticos de eleccion

suelen ser las cefalosporinas de tercera generacion (Ibarra et al. 2005; Gonzales
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2015). En caso de que se presente resistencia a los antibiéticos de eleccion, se ha
recurrido con éxito a cefalosporinas de cuarta generacion como cefepima en nifios

(Contreras et al. 2021).

1.1.4 Resistencia antimicrobiana de Salmonella en pollo para consumo humano

La OMS define la resistencia a los antimicrobianos como un fenémeno por
medio del cual un microorganismo que anteriormente se veia afectado por un
antimicrobiano, deja de ser susceptible al mismo, esto ocurre porque logran neutralizar
el efecto del farmaco, ya sea adquiriendo genes de resistencia o por medio de
mutaciones (OMS 2020b). Los antibiéticos funcionan como un factor de seleccion,
permitiendo que sobrevivan las bacterias que mejor resistan a la presencia del farmaco
(Errecalde 2004).

La OPS menciona que existen seis principales causas de resistencia a los
antibiéticos: prescripcion innecesaria, no finalizar los tratamientos, uso excesivo en el
sector pecuario, déficit de control de enfermedades intrahospitalarias, malas medidas
de sanidad e higiene y faltante en el desarrollo de nuevos antibiéticos (OPS 2017).

La contribucion por parte de los sistemas de produccién animal, a la resistencia
a los antibidticos, radica en que se han utilizado antimicrobianos, con fines no
terapéuticos, sino como promotores de crecimiento, administrando dosis mas bajas
que las recomendadas terapéuticamente, para de este modo reducir la microbiota
intestinal que compite con el huésped por nutrientes y también tratar alguna
enfermedad subclinica que no ha sido correctamente diagnosticada, con el objetivo de

aumentar el rendimiento productivo (INFOSAN 2005). Existen reportes de
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contaminacion de fuentes de agua y alimentos, debido al uso excesivo de
medicamentos en enfermedades que no han sido adecuadamente diagnosticadas
(Arenas y Moreno 2018).

Las bacterias pueden ser resistentes a un antimicrobiano por factores
intrinsecos, como la falta de un punto diana especifico, pero también existe la
resistencia adquirida, la cual se logra gracias a mutaciones cromosomicas, es decir
cambios estructurales en su material genético o por medio de resistencia transferible,
mediada por plasmidos, transposones o integrones (Pérez 1998). En cuanto a los
mecanismos empleados para alcanzar la resistencia se tiene la inactivacion mediada
por enzimas, modificaciones que vuelven impermeable la membrana o pared celular,
mecanismos activos de expulsion del farmaco y modificaciones del sitio blanco que
tiene el antibidtico en la célula bacteriana (Errecalde 2004).

El principal mecanismo que emplean las Enterobacterias para desarrollar
resistencia a los betalactamicos es la produccién betalactamasas, las BLEEs son
enzimas que hidrolizan las penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos vy
carbapenemas, pero que se inhiben con &cido clavulanico, sulbactam y tazobactam
(Garcia et al. 2010; Paciel et al. 2011). En los ultimos afios a nivel global se ha dado
un aumento en el aislamiento de Enterobacterias, especificamente del género
Salmonella que presentan genes de resistencia a los betalactdmicos que codifican
para betalactamasas, dentro de los cuales se encuentran los blactx-m y blacmy-2. Estos
aislamientos deben ser considerados un problema de salud publica, debido a que se
reportan tanto en poblaciones humanas, como en animales (Martin et al. 2012;

Gonzales 2015). Para el afio 2018 el INCIENSA confirm¢ la presencia del gen
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blactx-m-65 €n el serovar de Salmonella Infantis por medio de WGS, ademas en este
mismo serovar se encontro la betalactamasa AmpC plasmidica tipo CMY-2, por medio
de PCR (INCIENSA 2020).

El gen blactx-m fue descubierto en 1989 presente en Escherichia coli, el cual se
caracteriza por codificar enzimas que se encargan de hidrolizar cefotaxima;
actualmente se encuentra ampliamente disperso y se cree que su éxito radica en estar
presente en plasmidos y en asociacidon con integrones (Garcia et al. 2010). La familia
de blacwy-2 es codificada por AmpC B-lactamasa y confiere resistencia a ceftriaxona y
ceftiofur, ademas ante el acido clavulanico (Heider et al. 2009).

Otros genes de importancia para la salud publica son los asociados con
resistencia a los aminoglucésidos, tales como el aac(6’)-laa_1, ligado generalmente
con amikacina, el aac(3)-1Va_1, mayormente asociado con gentamicina y tobramicina,
ant(3")-la_1, relacionado con estreptomicina, aph(3’)-lla_2, aph(3)-la_7, aph(3')-la_9,
aph(4)-la_1y aph(6)-Id_1, asociados con kanamicina. Ademas, un gen relevante es el
strA_1, asociado igualmente con resistencia a los aminoglucoésidos (UniProt 2021;
CDC 2021a).

Estudios recientes mencionan genes relevantes asociados con resistencia a
tetraciclinas, tales como tet(A) 4, tet(A)_6 y tet(B) 2, mientras que otros genes como
el sull 5 se asocia con resistencia a los antagonistas del folato, como el
sulfametoxazol; el en floR_2 con el cloranfenicol, el fosA3_1 con la fosfomicina y el
sull_5 con las sulfonamidas (Xiaoliang et al. 2019; UniProt 2021).

En el afio 2017 la OMS publicé por primera vez una lista de patdogenos

prioritarios, resistentes a los antibidticos, estableciendo tres categorias: Prioridad 1:
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Critica, Prioridad 2: Elevada y Prioridad 3: Media. Salmonella resistente a las
flouroquinolonas se ubica en la segunda categoria, presentando una
farmacorresistencia creciente (OMS 2017). Por su parte el Sistema Nacional de
Monitoreo de Resistencia Antimicrobiana de los Estados Unidos, para ese mismo afio
reportd que un 1% de aislamientos de Salmonella no tifoidea, recuperados de casos
clinicos humanos, presentaron disminucién de la susceptibilidad a la azitromicina, una
resistencia del 3% a ceftriaxona y un aumento del 8% de resistencia a ciprofloxacina.
Ademas, un 16% de los aislamientos resulto resistente al menos a un antibiético
esencial, mientras que un 2% arrojaron resultados de resistencia a tres 0 mas
antibioticos esenciales (CDC 2019a).

Un estudio realizado en el afio 2012 en una planta procesadora comercial de
Costa Rica determind que cepas de Salmonella aisladas de canales de pollo
presentaban 100% de susceptibilidad a gentamicina y ciprofloxacina, pero se encontré
algun grado de resistencia en un 8% a ampicilina, 4% a ceftriaxona, 8% a cloranfenicol
y 92% a trimetoprima sulfametoxazol (Rivera 2012). Para el afio 2013 en Costa Rica,
segun el informe del Centro Nacional de Referencia de Bacteriologia del INCIENSA,
se recibieron un total de 235 aislamientos de Salmonella de origen humano,
encontrandose en ellos 34 serovares distintos; al menos cuatro casos fueron
asociados al consumo de mayonesa caseray diez casos al consumo de carne de pollo,
se seleccionaron 200 aislamientos para realizar un analisis de susceptibilidad a los
antibioticos y se determino un 6% de resistencia al acido nalidixico, 0.5% de resistencia
a trimetoprima sulfamethoxazol, 1% de presencia de BLEEs, 1.5% de resistencia ante:

ampicilina, cloranfenicol, tetraciclinas, sulfonamidas, piperacilina, estreptomicina,
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piperacilina-tazobactam. Ademas, se confirmaron 113 aislamientos de Salmonella de
origen no humano, de los cuales fueron analizados un total de 36 aislamientos, el 100%
resultd susceptible ante cefalosporinas de tercera generacion, 50% de susceptibilidad
disminuida a ciprofloxacina y un 2.7% fue resistente al mismo. De origen aviar se
reportaron principalmente S. Gallinarum, S. Enteritidis y S. Typhimurium, mientras que
en ambiente las mas relevantes fueron S. Javiana y S. Altona (INCIENSA 2013a).

El dltimo informe de vigilancia de INCIENSA basado en laboratorio para
Salmonella spp, comprende las cepas aisladas en los laboratorios pertenecientes a la
Red Nacional de Laboratorios de Bacteriologia de Costa Rica que fueron enviadas al
CNRB en el periodo comprendido entre enero a diciembre del afio 2018, ademas de
algunos aislamientos realizados en el CNRB. En dicho informe se confirmaron 248
aislamientos de Salmonella de origen humano, sobresaliendo el serovar Typhimurium
con 16% del total de aislamientos. Para los 248 aislamientos se obtuvo resistencia
intermedia a ciprofloxacina en un 7.7%, un 8.5% de resistencia a cefalosporinas de
tercera generacion como la ceftazidima y cefotaxima, un 9.7% presento resistencia a
ampicilina y un 3.2% a trimetoprima sulfametoxazol. Por otro lado, todos los
aislamientos analizados resultaron sensibles a los carbapenemes como el imipenemy
el meropenem (INCIENSA 2020).

En Costa Rica la Direccion de Medicamentos Veterinarios cuenta con una
dependencia llamada Departamento de Farmacovigilancia, que integra la Comision
Nacional de Resistencia a los Antimicrobianos Transmitida por los Alimentos,
encargandose de velar por la seguridad en el uso de estos medicamentos,

principalmente en animales destinados a consumo humano (MAG 2014).
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1.2 Justificacion

Las enfermedades diarreicas corresponden la mitad de la carga mundial de
ETAs, siendo Salmonella no tifoidal una de las cuatro principales causas de diarrea a
nivel global, acompafada de E. coli, Campylobacter y Norovirus (OMS 2015). Para el
afo 2010 los agentes etiologicos asociados a enfermedades diarreicas fueron la causa
de 230 000 muertes en el mundo, sobresaliendo entre ellos Salmonella no tifoidal
(FERG 2015).

Segun la estimacién efectuada por la OMS para el afio 2010, la carga mundial
de ETAs fue de 33 millones de Afios de Vida Ajustados por Discapacidad (AVAD)
(FERG 2015). Un AVAD representa un afio de vida saludable perdido (Seuc et al.
2000). Por su parte, la carga mundial de Salmonella no tifoidal para el afio 2010 fue de
4 millones de AVAD (FERG 2015).

En Costa Rica Salmonella es una de las principales causas de diarreas
reportadas, debido al consumo de alimentos contaminados, junto con otros agentes
bacterianos como Shigella, Clostridium perfringens y Escherichia coli. Ademas,
agentes virales como Adenovirus y Norovirus (INCIENSA 2013b). Las principales
fuentes alimenticias asociadas a la adquisicion de Salmonella no tifoidal son la carne
de ave y los huevos (OMS 2019).

Segun los datos que brinda la Asociacion Latinoamericana de Avicultura, el
consumo per capita de carne de pollo en la region ha venido creciendo de manera
exponencial en los ultimos afos, reportandose para el 2019 un consumo aparente de
30.2 Kg por persona al afio (ALA 2019). La avicultura en Costa Rica representa el

0.73% del Producto Interno Bruto con un valor agregado del 10.9% de las actividades
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primarias del sector agropecuario, siendo un 8.2% para pollo y un 2.7% para huevo
(SENASA 2020a). El impacto economico de la salmonelosis en las granjas avicolas
radica en las pérdidas asociadas a una conversion alimenticia deficiente, ademas a
nivel de la industria de alimentos se producen pérdidas por destruccion de carcasas
contaminadas y sanciones sanitarias (Insunza y Soto 1998).

La economia de un pais también se puede ver afectada debido a los gastos en
los que incurre el sistema de salud para brindar atencion y tratamiento a las personas
afectadas (Adams 2016). En los Estados Unidos cada afio aproximadamente un millén
de personas enferman por Salmonella no tifoidal, adquirida de alimentos contaminados
(USDA 2015). Para el afio 2013, segun el Servicio de Investigacion Econdmica del
USDA, 35% de las hospitalizaciones por ETAs correspondieron a Salmonella no
tifoidal, siendo el costo total de enfermedad de $3.7 mil millones (USDA 2013).

Aunado al efecto negativo para la economia que representa la salmonelosis,
existe actualmente una preocupacién global en cuanto al futuro de los antibi6ticos
como agentes farmacoldgicos en el tratamiento de enfermedades bacterianas, ya que
el uso inadecuado de los mismos ha provocado que la resistencia avance
aceleradamente. Por este motivo es necesario contar con investigaciones propias a
nivel pais en el tema de resistencia a los antibidticos, a razén de conocer la
susceptibilidad de las cepas bacterianas circulantes.

Determinar la resistencia de Salmonella a nivel genético permite descartar
familias de antibioticos que no son efectivas en el tratamiento de salmonelosis en seres
humanos y optimiza la busqueda del medicamento mas idoneo, segun sea el caso. La

deteccion de genes de resistencia en la familia de los betalactamicos, los cuales
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corresponden al tratamiento de eleccién en seres humanos, ofrece una perspectiva
cualitativa de la realidad nacional, y motiva a realizar mas investigaciones en el area
para conocer acerca de la prevalencia. Ademas, dada la capacidad de transmision de
genes de resistencia entre bacterias del género Salmonella y otras enterobacterias
conocer los genes de resistencia permite estar preparados ante la aparicion de otras
bacterias resistentes para las cuales el abordaje es por medio de antibidticos.

Esta investigacion también busca concientizar a la industria avicola sobre la
importancia que tiene la prevencion de esta enfermedad, no sélo por su impacto en la
economia sino en la salud publica, asi como motivar a realizar un adecuado
diagndstico y monitoreo de Salmonella en granja, que evite tratamientos empiricos con
antibioticos de amplio espectro sin ninguna justificacion médica, los cuales son uno de
los principales contribuyentes a la resistencia antimicrobiana.

Ante esta situacion, la presente investigacion ofrece resultados preliminares de
la epidemiologia de Salmonella en la cadena de produccién avicola de Costa Rica,
dando a conocer los antibioticos que aln pueden ser efectivos para el tratamiento de
salmonelosis y alertando sobre aquellos que dejaron de serlo. Ademas, incentiva al
fortalecimiento de las medidas preventivas y de bioseguridad para la disminucién del
riesgo, tanto en planta de procesamiento, como al momento de preparar la carne de

pollo para consumo.
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1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

1.3.1.1 Determinar los perfiles de susceptibilidad a 20 antibidticos y genes de
resistencia a betalactamicos en aislamientos de Salmonella recuperados en
tres matrices dentro de la cadena de produccion de pollo de engorde en

Costa Rica.

1.3.2 Objetivos Especificos

1.3.2.1 Identificar los perfiles de susceptibilidad a los antibioticos de los aislamientos
de Salmonella recuperados de heces, carcasas y alimentos balanceados de

la produccién avicola.

1.3.2.2 Determinar las frecuencias de resistencia y multirresistencia de los

aislamientos de Salmonella provenientes de las tres matrices evaluadas.

1.3.2.3 Determinar la presencia de los genes blactx-m y blacmy-2 en aislamientos de

Salmonella con perfil de resistencia a los betalactamicos.
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2 MATERIALES Y METODOS

2.1 Procedencia de los aislamientos

En este estudio observacional trasversal, un total de 104 aislamientos de
Salmonella spp, fueron caracterizados fenotipica y genotipicamente para evaluar su
susceptibilidad ante diversos antimicrobianos. Dichos aislamientos fueron obtenidos
en el segundo semestre del afio 2019, como parte del proyecto titulado “Analisis de la
resistencia a antimicrobianos en bacterias entéricas aisladas en diferentes puntos de
la cadena de produccién avicola nacional” inscrito bajo el codigo B-9252 de la UCR y
del proyecto SIA 0648-19 titulado “Diversidad genomica de Salmonella enterica y
genes de resistencia a los antimicrobianos en poblaciones humanas animales y
alimentos en Costa Rica” de la UNA. Para dicho estudio se colectaron 300 muestras
en total, provenientes de tres matrices asociadas con la cadena de produccion de pollo
de engorde, para la determinacion de la prevalencia de Salmonella, obteniéndose 104
aislamientos, (n = 63) de contenido cecal de pollos de engorde, (n = 38) de pollo en
piezas: pechuga deshuesada, alitas, muslo entero y muslo deshuesado, adquiridas en
puntos de venta y (n = 3) de alimentos balanceados para pollos de engorde. Todos los
aislamientos fueron recuperados siguiendo un protocolo previamente descrito (Mufioz
et al. 2017). Se confirmaron por medio de las pruebas fenotipicas LIA y TSI, ademas
se efectud la prueba serologica de aglutinacion con antisuero polivalente para
Salmonella. Posteriormente, fueron almacenados a -80°C en el Laboratorio de

Microbiologia del Centro de Investigacion en Nutricion Animal (CINA), de la
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Universidad de Costa Rica y fueron utilizados para su caracterizacion en el presente

estudio.

2.2 Procesamiento de las muestras

2.2.1 Determinacién de la susceptibilidad a los antibiéticos por el método de

Kirby-Bauer

El andlisis de susceptibilidad a los antibidticos se llevé a cabo en el Laboratorio
de Microbiologia del CINA, en la Universidad de Costa Rica y el Laboratorio de
Bacteriologia de la Escuela de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional, por
medio del método de Kirby-Bauer, descrito en el documento M02-A13, segun el Clinical
& Laboratory Standards Institute (CLSI 2019), utilizando los siguientes antibiéticos:
amikacina, gentamicina, ampicilina, cefazolina, cefoxitina, cefotaxima, ceftazidima,
cefepima, aztreonam, imipenem, meropenem, ertapenem, amoxicilina clavulanato,
piperacilina tazobactam, cloranfenicol, azitromicina, &cido nalidixico, ciprofloxacina,
nitrofurantoina y trimetoprima sulfametoxazol. De los anteriores Unicamente
gentamicina, amoxicilina, ciprofloxacina y trimetoprima sulfametoxazol se encuentran
registrados para uso veterinario en avicultura en Costa Rica (Medivet 2021).

Como cepa control se utilizé Escherichia coli (ATCC 25922). Inicialmente se
realizé una suspension de colonias de Salmonella en solucién salina, provenientes de
un plato de agar para métodos estandar con 18 a 24 horas de incubacion. Se ajusto la
suspension hasta alcanzar una turbidez equivalente con el estandar de McFarland 0.5,

utilizando el instrumento DensiCHEK™ Plus (bioMérieux, North Carolina, USA 2016).
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Cada aislamiento se proceso individualmente. Se introdujo un hisopo estéril en
el indculo, asegurando que no se encontrara excesivamente humedo, haciendo una
leve presion en los bordes del tubo de ensayo antes de retirarlo del mismo.
Seguidamente, se inoculo la placa de Agar Miiller-Hinton, procurando cubrir |a totalidad
de la placa, se repitié dos veces rotando la placa aproximadamente 60° entre cada
rayado, todo lo anterior sin exceder los 15 minutos desde su preparacion. Ademas, se
borded la placa de Petri con el hisopo para asegurar la eliminacion de un exceso de
inoculo dentro de la misma.

Se dejo la tapa de la placa entreabierta por unos tres a cinco minutos, sin
exceder los 15 minutos en este paso, para asegurar que estuviera seca antes de
continuar con las demas partes del procedimiento.

Posteriormente mediante una pinza estéril se posiciond cada sensidisco
impregnado con antibiético haciendo una leve presién sobre el mismo para asegurarse
de que hiciera contacto con el in6culo. Las placas se incubaron a una temperatura de
35°+ 2°C, por 16 a 18 horas. Luego se procedi6 a la medicién del halo de inhibicién en
milimetros utilizando una regla, la cual se posicioné en el centro de cada disco,

abarcando la totalidad del diametro del halo.

2.2.2 Determinacion de la presencia del gen blacmy-2
2.2.2.1 Extraccion de ADN

Para este procedimiento se utilizé el kit comercial DNeasy® Blood & Tissue
Handbook (Qiagen, Germany 2020), siguiendo las instrucciones del fabricante.

Brevemente, se indujo una lisis de la muestra, utilizando proteinasa K. Por medio de
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una solucion buffer se mantuvo unido el material genético y se llevé a cabo un lavado
para desechar contaminantes en la muestra, finalmente se realiz6 una elucion para
extraer el material genético de interés, es decir el ADN. Para la cuantificacion del ADN
se utilizé el espectroflourometro Invitrogen Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific,
Singapore 2017), basado en fluorescencia, que se caracteriza por su alta precision y

sensibilidad.

2.2.2.2 Criterio de inclusion
Para efectuar la técnica de PCR se seleccionaron aquellas extracciones de ADN
con una relacion A260/280 entre 1.8 a 2.0, lo que indica una pureza 6ptima, ademas

de una concentracion > 50 pg/uL (Banco Nacional de ADN Carlos Il 2020).

2.2.2.3 Determinacién de la presencia del gen blacwy-2 por PCR convencional
La determinacion de la presencia del gen blacmy-2 se llevé a cabo en los
Laboratorios de Salud Publica e Inocuidad de Alimentos y en el Laboratorio de
Bioquimica de la EMV-UNA. Se realiz6 la técnica de PCR convencional en
aislamientos con perfil de resistencia a la familia de los betalactamicos, utilizando como
cepa control Salmonella Typhimurium (OPS-216), brindada por el Centro Nacional de
Referencia en Bacteriologia del INCIENSA, la cual era portadora de una
betalactamasa tipo AmpC plasmidica, codificada por el gen blacwv-.. ESta cepa fue
aislada de hemocultivo de un paciente humano con bacteriemia.
El procedimiento de la técnica de PCR se baso en el manual del producto

Platinum Green Hot Start PCR 2X Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen,
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USA 2015). Se agregaron 6 pL de agua libre de nucleasas en un tubo para PCR, luego
10 pL de la mezcla de reactivos lista para su uso Platinum Green Hot Start PCR 2X
Master Mix (Thermo Fisher Scientific, Invitrogen, USA 2015), que contiene Platinum
Tag ADN polimerasa en una soluciéon amortiguadora para PCR con MG?* y dNTPs.
Ademas, esta suplementada con tintes de seguimiento para la carga directa de los
productos del PCR en el gel. Alamezcla se le agreg6 1 pL del cebador blacuy-. Forward
y 1 uL de blacuv-> Reverse, 2 pL del ADN extraido de los aislamientos de Salmonella y
finalmente 4 pL del potenciador Platinum Enhancer (Thermo Fisher Scientific,

Invitrogen, USA 2015).

Durante el termociclaje se llevé a cabo una desnaturalizacion inicial a 94°C
durante 30 segundos, luego se realizaron 35 ciclos a 94°C durante 30 segundos, con
una temperatura de hibridacién de 60°C durante 30 segundos y una extension a 72°C
por un minuto, una vez finalizado este proceso se mantuvo a 4°C. Finalmente, se
realiz6 una electroforesis capilar para visualizar la reaccién del PCR, utilizando el

instrumento QIAxcel Advanced (Pérez y Hanson 2002; Qiagen, Germany 2016).

En el Cuadro 1 se muestran las secuencias de nucleétidos que se utilizaron

para la identificacién de los genes en estudio.
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Cuadro 1.

Cebadores utilizados para la deteccion de genes de resistencia de BLEES sintetizados

con base en la secuencia de nucle6tidos de NCBI, 2021.

Gen Cebador Secuencia 5°-3’ Tamafo de amplicén
(pb)
blacmy2-r TTCTCCTGAACGTGGCTGGC
blacwy 98
blacmyz-r GGACAACTTGACGCCGAAGC

2.3 Criterios de interpretacion

2.3.1 Determinacion de la susceptibilidad a los antibiéticos por el método de

Kirby-Bauer

Los resultados obtenidos en la determinacidon de susceptibilidad a los
antibioticos para cada aislamiento de Salmonella se clasificaron en las siguientes
categorias segun sea el caso: Susceptible y Resistente (Intermedia o Resistente), de
acuerdo con los puntos de corte del documento M100-ED32 (CLSI 2022). Ademas, se
tomaron como multirresistentes aquellos aislamientos con resistencia a tres o mas
familias de antibiéticos (NARMS 2019). En el Cuadro 2 se muestra la clasificacion

utilizada en el presente estudio.
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Cuadro 2.

Puntos de corte para Enterobacterias basados en el CLSI, 2022.

, Halo de inhibicion (mm)
Contenido de

Antibidtico* . . Resistente
disco (ug) Susceptible 2 Intermedio Resistente <

AMK 30 17 15-16 14
GEN 10 15 13-14 12
AMP 10 17 14-16 13

KZ 30 23 20-22 19
FOX 30 18 15-17 14
CTX 30 26 23-25 22
CAZ 30 21 18-20 17
FEP 30 25 - 18
ATM 30 21 18-20 17
IMP 10 23 20-22 19
MEM 10 23 20-22 19
ETP 10 22 19-21 18
AMC 20-10 18 14-17 13
TZP 100-10 25 24-21 20
CHL 30 18 13-17 12
AZT 15 13 - 12
NAL 30 19 14-18 13
CIP 5 31 21-30 20
NIT 300 17 15-16 14
SXT 1.25-23.75 16 11-15 10

* AMK= Amikacina, GEN= Gentamicina, AMP= Ampicilina, KZ= Cefazolina,
FOX= Cefoxitina, CTX= Cefotaxima, CAZ= Ceftazidima, FEP= Cefepima,
ATM= Aztreonam, IMP= Imipenem, MEM= Meropenem, ETP= Ertapenem,
AMC= Amoxicilina clavulanato, = TZP= Piperacilina tazobactam, CHL= Cloranfenicol,
AZT= Azitromicina, NAL= Acido nalidixico, CIP= Ciprofloxacina, NIT= Nitrofurantoina,
SXT= Trimetoprima sulfametoxazol.
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2.3.2 Procedimientos llevados a cabo como parte del proyecto inscrito bajo el
codigo B-9252 de la UCR, realizado por el Centro de Investigaciéon en

Nutricién Animal de forma paralela a la presente investigacion

Una vez que los 104 aislamientos de Salmonella fueron caracterizados
fenotipicamente en la presente investigacion por el Método de Kirby-Bauer se eligieron
para secuenciacion de genoma completo 71 aislamientos de provenientes de planta
de procesamiento y punto de venta, los cuales contaban con perfil de resistencia a la
familia de los betalactdmicos, esto con el fin de determinar la presencia de genes de
resistencia a los betalactdmicos. Para esto se extrajo el ADN y fueron enviados por

parte del CINA al Instituto Bernhard Nocht, Alemania.

2.2.3.1 Secuenciacion de genoma completo

Se extrajo el ADN de los 71 aislamientos de Salmonella por medio del kit
comercial DNeasy® Blood & Tissue Handbook (Qiagen, Germany 2020).
Posteriormente, fueron enviados al Instituto Bernhard Nocht, ubicado en Alemania,
donde se efectlo la secuenciacion de genoma completo, segun la metodologia
descrita en la Guia de Secuenciacion con tecnologia lllumina © (lllumina, USA 2021),
a cargo de la Dra. Andrea Molina Alvarado.

El primer paso fue la preparacion de las bibliotecas, utilizando la biblioteca
lllumina Nextera XT, en este paso el ADN fue fragmentado en sitios especificos que
posteriormente se unieron por medio de adaptadores. Luego ocurrié la generacion de
grupos en una celda de flujo, por medio de MiSeq, la cual es una celda de tipo aleatorio,

donde los fragmentos de cada biblioteca fueron clonados. Seguidamente se dio la
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secuenciacion por sintesis, donde los nucleotidos se marcaron con fluorescencia y se
fueron uniendo a la cadena de ADN, luego cada una de las bases de datos emitio una
intensidad de longitud de onda que la hizo identificable. Finalmente se dio el analisis
de datos, con el fin de determinar los serovares de Salmonella enterica y la presencia

de genes de resistencia a los antimicrobianos.

2.3.2.1 Tipificacion y determinacion de los serovares de Salmonella enterica con
MLST version 2 19.0 y SISTR version 1.1.1

Con el software MLST version 2 19.0 (Jolley et al. 2018) se dio la tipificacion de
secuencias multilocus, utilizando las secuencias de fragmentos internos de siete genes
de mantenimiento. Para cada gen de mantenimiento, se asignaron como alelos las
secuencias pertenecientes a una especie bacteriana. Los alelos en cada uno de los
loci de los genes de mantenimiento definieron el perfil alélico o ST de los aislamientos.
Se obtuvieron una serie de siete nimeros enteros que representaron a los alelos en
cada uno de los siete loci de mantenimiento, los cuales caracterizaron a la especie
bacteriana.

Para la determinacion de los serovares de Salmonella se utilizo el software
SISTR version 1.1.1 (Yoshida et al. 2016) donde se incluy6 el genoma bacteriano para

la realizacion de tipificacion molecular in silico.
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2.3.2.2 Determinacion de la presencia de genes blacmy-2 y blactx-m en bacterias del
género Salmonella con ResFinder version 4.0

Con la informacion obtenida de la secuenciacion de genoma completo con
tecnologia lllumina en formato FASTQ se recurrio a la base de datos ResFinder version
4.0 (Bortolaia et al. 2020), la cual detecta una serie de genes asociados a resistencia
antimicrobiana de interés para la salud publica, presentes en aminoglucosidos,
betalactamicos, diarilquinolinas, quinolonas, fluoroquinolonas, antagonistas del folato,
glucopéptidos como la vancomicina, fosfonatos, lincosamidas, macrolidos,
nitroimidazoles, oxazolidinonas, fenicoles, polimixinas como la colistina, rifamicinas y
tetraciclinas. Todos los anteriores de importancia en medicina humana y veterinaria

(Bortolaia et al. 2020).

2.4 Andlisis estadistico

Se realiz6 un andlisis estadistico descriptivo, con el fin de determinar los
perfiles de susceptibilidad a los antibiéticos en estudio (N = 104), la presencia de genes
de resistencia a los betalactamicos (n = 71) y el grado de susceptibilidad en cada una
de las diferentes matrices de la cadena de produccion avicola: planta de
procesamiento (n = 63), punto de venta (n = 38) y alimentos balanceados (n = 3).

Se comparo la relacion entre los perfiles de resistencia y la presencia de
genes de resistencia (variables dependientes), con la procedencia de los aislamientos
(variable independiente).

Se compararon los resultados obtenidos en punto de venta con los de planta de

cosecha por medio de la prueba exacta de Fisher, haciendo uso del software
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estadistico MedCalc Version 20.027 (MedCalc 2022), tomando como diferencias

estadisticamente significativas los valores de p<0.05.

2.4.1 Definicion de variables

2.4.1.1 Variables independientes
Cada uno de los tres niveles de la cadena de produccién avicola analizados:

plantas de cosecha, puntos de venta y alimento para aves.

2.4.1.2 Variables dependientes
Los perfiles de resistencia a los antibidticos de cada una de las cepas, la
presencia de genes de resistencia y el grado de resistencia en cada una de las

matrices de la cadena de produccion avicola.
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3 RESULTADOS

3.1 Determinacion de la susceptibilidad a los antibiéticos por el método de
Kirby-Bauer

Los antibioticos betalactamicos cefazolina y ertapenem presentaron un
porcentaje de resistencia correspondiente a 100%. Por su parte la resistencia a
imipenem y piperacilina tazobactam se evidencid en un menor porcentaje de
aislamientos, con apenas un 1.0% en ambos antibiéticos.

Los fenicoles representados en la presente investigacion por el cloranfenicol
tuvieron un alto porcentaje de aislamientos resistentes, correspondientes a un 91.1%.
En las quinolonas, especificamente en el cido nalidixico se evidencié un 93.1% de
resistencia, mientras que en los nitrofuranos como la nitrofurantoina un 94.1%.

En el caso de cefalosporinas de tercera generacion, ceftazidima presentd un
15.8% de resistencia, mientras que cefotaxima contaba con un 65.4%, tal y como se

muestra en el Cuadro 3.
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Cuadro 3.
Distribucién de resistencia (R, %) en 101 aislamientos recuperados de planta de

cosecha y punto de venta, segun el método de Kirby-Bauer.

ATB* Halo de inhibicién (mm)

<10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23-24 25 2629 30 =231 R (%)
AMK 2 0 0 0 0 0 O | o o 1 7 11 19 35 18 8 0 0 2(2.0)
GEN 47 32 6 3 1 | o o o 1 0 1 o0 3 5 2 0 0 0 89 (88.1)
AMP 79 1 0 0O 0 1 © | 0 0o o0 2 3 2 7 4 2 0 0 81 (80.2)
KZ 9 0 0 O o0 0O 0 0 2 2 10 2 0 | 0 0 0 0 35 (100)
FOX 1 0o 0 2 3 1 6 1 | 4 3 20 14 11 12 15 8 0 0 14 (13.9)
CTX 48 6 7 2 0 0 0 1 1 0 0 0 O 1 0 | 8 10 17 66 (65.4)
CAZ 0 0 1 0 4 5 4 0 1 0 1 | 4 7 29 8 28 6 2 16 (15.8)
FEP 0 4 4 1 4 4 1 0 0O 0 2 11 4 17 | 19 12 5 13 52 (51.5)
ATM 0 7 6 4 6 3 8 4 3 4 6 | 2 1 1 0 9 1 16 61 (60.4)
IMP 0 o 0o o 0 0O O O 0O 0 1 0 O 0 6 48 28 18 1(1.0)
MEM 8 4 6 0 3 7 2 2 0 0 1 0 o0 0 0 8 14 46 33(32.7)
ETP 1 1 3 4 2 7 5 1 4 0 4 2 | 0 0 0 0 0 o0 34 (100)
AMC 20 0 0 0 0 0 1 1 | 1 3 7 2 8 18 15 23 2 0 22 (21.8)
TZP 1 o 0 o0 o 0 o0 0 0 O | 0 0 10 20 47 6 7 1(1.0)
CHL 90 0 0 1 0 1 0 0 | 0 0 0 0 3 1 2 2 0 1 92 (91.1)
AZT 4 2 108 8 19 3 6 1 2 13 6 6 5 8 0 0 0 16 (15.8)
NAL 94 0 0 O O O O 0 O | 1 1 0 o0 3 1 1 0 0 94 (93.1)
CIP 1 o 0o o o0 o0 0 1 0 0 0 0 O 3 5 46 23 | 22 79 (78.2)
NIT 94 0 0 0 1 0 O© | 0 0 0 2 0 2 1 0 1 0 0 95 (94.1)
SXT 2 0o 0 0 0 O | 0 0o 2 3 11 6 8 19 16 32 1 1 2(2.0)

* AMK= Amikacina, GEN= Gentamicina, AMP= Ampicilina, KZ= Cefazolina,
FOX= Cefoxitina, CTX= Cefotaxima, CAZ= Ceftazidima, FEP= Cefepima,
ATM= Aztreonam, IMP= Imipenem, MEM= Meropenem, ETP= Ertapenem,
AMC= Amoxicilina clavulanato, TZP= Piperacilina tazobactam, CHL= Cloranfenicol,
AZT= Azitromicina, NAL= Acido nalidixico, CIP= Ciprofloxacina, NIT= Nitrofurantoina,
SXT= Trimetoprima sulfametoxazol. Para KZ N = 35y para ETP N = 34. Los niUmeros
resaltados en negrita son los valores resistentes, las celdas en color gris representan
los valores intermedios, los cuales también fueron considerados como resistentes. Las
lineas verticales representan el limite a partir del cual se considera susceptible. Puntos
de corte basados en el CLSI 2022.
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Se evidencio la presencia de resistencia a los antibioticos en planta de cosecha
y punto de venta, para las familias de aminoglucésidos, betalactamicos, fenicoles,
macrolidos, quinolonas, fluoroquinolonas, nitrofuranos y antagonistas del folato.
Ademas, se determiné una diferencia significativa (p<0.05) en meropenem al comparar
los resultados de planta de cosecha con punto de venta, encontrandose mayor
resistencia en planta de cosecha.

En planta de cosecha los antibiéticos con el porcentaje mas alto de resistencia
fueron cefazolina y ertapenem con 100% de resistencia en ambos antibiéticos,
mientras que se presentd un 0.0% de resistencia a imipenem y piperacilina
tazobactam, y un 1.6% de resistencia a trimetoprima sulfametoxazol.

En punto de venta los antibidticos a los cuales se present6 el porcentaje mas
alto de resistencia fueron cefazolina y ertapenem con un 100%, ademas nitrofurantoina
con un 94.7%. Por otro lado, los otros antibiéticos que presentaron menor resistencia
en punto de venta fueron amikacina con 0.0%, imipenem con 2.6%, al igual que
piperacilina tazobactam y trimetoprima sulfametoxazol, tal y como se muestra en el

Cuadro 4.
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Cuadro 4.
Distribucién de aislamientos (n, %) de Salmonella enterica resistentes a los
antibiéticos, utilizando el método de Kirby-Bauer, segun su origen en la cadena de

produccion avicola de Costa Rica.

Numero de aislamientos (%)

N = 101

Familia Antibiotico Planta de Punto de OR IC 95% Valor p
cosecha venta
n =63 n =238

Aminoglucsidos AMK 2 (3.2) 0(0.0)  3.4301  0.1463-66.9588 0.4653
GEN 58 (92.1) 31(8L6)  2.6194  0.7674-8.9409 0.1242
AMP 49 (77.8) 32(842)  0.6563  0.2285- 1.8848 0.4339
Kz* 30 (100) 5(100) 55455  0.0992-310.0586  0.4041
FOX 9 (14.3) 5(132) 11000  0.3394- 35651 0.8738
CTX 38 (60.3) 28(73.7) 05429  0.2249 - 1.3101 0.1741
CAZ 12 (19.1) 4(10.5) 20000  0.5952-6.7201 0.2623
Betalactamicos FEP 28 (44.4) 24(632) 04667  0.2044 - 1.0654 0.0704
ATM 36 (57.1) 25(65.8)  0.6933  0.3007 -1.5989 0.3903
IMP 0(0.0) 1(26) 01969  0.0078-4.9565 0.3234
MEM 28 (44.4) 5(132) 52800  1.8223-152982 0.0022
ETP* 28 (100) 6(100) 43846  0.0794-242.1631  0.4702
AMC 17 (27.0) 5(132) 24391  0.8178-7.2750 0.1098
TZP 0 (0.0) 1(26) 01969  0.0078 - 4.9565 0.3234
Fenicoles CHL 59 (93.7) 33(86.8)  2.2348  0.5611-8.9021 0.2541
Macrolidos AZT 10 (15.9) 6(158) 10063 0.3339-3.0326 0.9911
Quinolonas NAL 59 (93.7) 35(92.0)  1.2643  0.2672- 59822 0.7674
Fluoroguinolonas CIp 49 (77.8) 29(76.3) _ 1.0862 _ 0.4180 - 2.8228 0.8652
Nitrofuranos NIT 59 (93.7) 36(94.7) 08194  0.1428 - 4.7028 0.8232
g?;fgon'ﬁas del oxr 1(1.6) 1(26) 05968  0.0362-9.8295 0.7180

* Para KZ en planta de cosecha n = 30 y en punto de venta n = 5, ademas para ETP
en planta de cosecha n = 28 y en punto de venta n = 6. Los nimeros resaltados en
negrita corresponden a los valores de p<0.05.
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Los perfiles de resistencia muestran que en planta de cosecha 59 de los
aislamientos, correspondiente a un 93.7% presentan resistencia a tres 0 mas familias
de antibi6ticos, mientas que en punto de venta 36 aislamientos de Salmonella, es decir
un 94.7% cuenta con resistencia a tres 0 mas familias de antibioticos, por lo que se
catalogan como multirresistentes (NARMS 2019).

Un 9.9% de los aislamientos (10/104) evidenciaron resistencia a siete de las
familias de antibidticos en estudio, correspondientes a aminoglucésidos,
betalactamicos, fenicoles, macrélidos, quinolonas, fluoroquinolonas y nitrofuranos, de
los cuales siete aislamientos fueron obtenidos en planta de cosecha. Ademas, uno de
los aislamientos obtenidos de planta de cosecha también presento resistencia a siete
de las familias en estudio correspondientes a aminoglucésidos, betalactamicos,
fenicoles, quinolonas, fluoroquinolonas, nitrofuranos y antagonistas del folato.

Un 58.4% de los aislamientos cuenta con resistencia a seis de las familias de
antibioticos en estudio, 18.8% tienen resistencia a cinco familias en estudio, 5.0% a
cuatro familias, 0.9% a tres familias, 0.9% a dos familias y 2.0% a una familia de
antibiéticos. Cabe destacar que los nitrofuranos estuvieron presentes en 16 de los 19
perfiles de resistencia determinados en la presente investigacion.

Por otra parte, 5.9% de los aislamientos resultaron pansusceptibles a los 20
antibioticos en estudio, siendo punto de venta la matriz con menor porcentaje de
aislamientos pansusceptibles. En alimento para aves se presento una mayor cantidad
de aislamientos susceptibles a los antibiéticos en estudio, los cuales se catalogaron

como pansusceptibles en su totalidad, tal y como se muestra en el Cuadro 5.
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Cuadro 5.
Perfiles de resistencia de aislamientos de Salmonella enterica por familia de

antibiético, segun su origen dentro de la cadena de produccién avicola de Costa Rica.

Numero de aislamientos (%)

Perfil de resistencia* N =104 _
Planta de cosecha Punto deventa  Alimento para aves
n =63 n =38 n=3
A-B-P-M-Q-F-N 7(11.1) 3(7.9) 0 (0.0)
A-B-P-Q-F-N-FI 1(1.6) 0 (0.0) 0 (0.0)
A-B-M-Q-F-N 0 (0.0) 1(2.6) 0 (0.0)
A-B-P-M-Q-N 0 (0.0) 1(2.6) 0 (0.0)
A-B-P-Q-F-N 37 (58.7) 18 (47.4) 0 (0.0)
B-P-M-Q-F-N 1(1.6) 1(2.6) 0 (0.0)
A-B-P-Q-N 6 (9.5) 5(13.2) 0 (0.0)
A-B-Q-F-N 0 (0.0) 1(2.6) 0 (0.0)
A-P-Q-F-N 0 (0.0) 1(2.6) 0 (0.0)
B-P-Q-F-N 3(4.8) 1(2.6) 0 (0.0)
A-P-M-Q-N 2(3.2) 0 (0.0) 0 (0.0)
A-Q-F-N 0 (0.0) 1(2.6) 0 (0.0)
B-P-F-FI 0 (0.0) 1(2.6) 0 (0.0)
P-Q-F-N 0 (0.0) 1(2.6) 0 (0.0)
A-P-Q-N 2(3.2) 0 (0.0) 0 (0.0)
B-P-N 0 (0.0) 1(2.6) 0 (0.0)
Q-N 0 (0.0) 1(2.6) 0 (0.0)
B 2(3.2) 0 (0.0) 0 (0.0)
Pansusceptible 2(3.2) 1(2.6) 3 (100)

* A= Aminoglucésidos, B= Betalactdmicos, P= Fenicoles, M= Macrdlidos,
Q= Quinolonas, F= Fluoroquinolonas, N= Nitrofuranos, FI= Antagonistas del Folato.
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El porcentaje de resistencia antimicrobiana mas alto en la familia de los
betalactamicos tanto en planta de cosecha, como en punto de venta correspondio a
cefazolina y ertapenem, con un 100% para ambos antibiéticos, seguido por las
penicilinas, representadas en el presente estudio por el antibiético ampicilina con
77.8% en planta de cosecha y 84.2% en punto de venta. Las cefemas también
presentaron altos niveles de resistencia que en el caso especifico de cefotaxima
correspondio a un 60.3% en planta de cosecha y un 73.7% en punto de venta.

No se determind resistencia a nivel de planta de cosecha para imipenem y
piperacilina tazobactam. Por su parte en punto de venta se determiné un 2.6% de
resistencia en ambos antibi6ticos.

En seis de los antibioticos betalactamicos analizados se determiné un mayor
porcentaje de resistencia en planta de cosecha si se compara con punto de venta, tal

y como se muestra en la Figura 1.
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Figura 1.

Resistencia a Betalactamicos en aislamientos de Salmonella enterica, segun grupo y

origen.
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3.2 Determinacion de la presencia del gen blacmy-2 por PCR convencional

En la Figura 2 se puede visualizar la amplificacién del gen blacmy-2 a 122 pares
de bases, en la cepa de Salmonella Typhimurium (OPS-216), brindada por el Centro
Nacional de Referencia en Bacteriologia del INCIENSA, que corresponde al control
positivo en la presente investigacion, utilizando electroforesis capilar, por medio del

instrumento QIAxcel Advanced (Qiagen, Germany, 2016).
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Visualizacion de PCR para determinacion de la presencia del gen blacmy-2 por medio

de electroforesis capilar, utilizando el instrumento QIAxcel Advanced.
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3.3 Resultados obtenidos como parte del proyecto inscrito bajo el codigo

B-9252 de la UCR, realizado de forma paralela a la presente investigacion

3.3.1 Comparacién de resultados fenotipicos y genotipicos

Al comparar los resultados mediante la prueba exacta de Fisher obtenidos
fenotipicamente con el método de Kirby-Bauer con los obtenidos genotipicamente por
medio de secuenciacién de genoma completo no se muestran diferencias significativas
(p<0.05) para la familia de fenicoles; sin embargo, se obtuvieron diferencias
significativas para las familias de aminoglucosidos, betalactdmicos y antagonistas del

folato, tal y como se observa en el Cuadro 6.

Cuadro 6.
Comparaciéon entre la caracterizacion fenotipica y genotipica de 71 aislamientos de

Salmonella enterica recuperados en tres puntos de la cadena avicola de Costa Rica.

Numero de aislamientos (%)

Familia de antibiotico N=71 OR IC 95% Valor p *
Fenotipo Genotipo

Aminoglucosidos 61 (85.9) 71 (100) 0.0410 0.0024 - 0.7134 0.0284

Betalactamicos 64 (90.1) 48 (67.6) 4.3810 1.7369 - 11.0497 0.0017

Fenicoles 64 (90.1) 61 (85.9) 1.4988 0.5364 - 4.1883 0.4402

Antagonistas del folato 1(1.4) 61 (85.9) 0.0023 0.0003 - 0.0188 <0.0001

* Los numeros resaltados en negrita corresponden a los valores de p<0.05.
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3.3.2 Determinacion de los serovares de Salmonella enterica por secuenciacion

de genoma completo y analisis con SISTR version 1.1.1

Al analizar los 71 aislamientos elegidos para la secuenciacion de genoma
completo se determind la presencia del serovar Kentucky, correspondiente al 2.8%,
ademas del serovar Anatum con un 2.8% y el serovar Infantis en mayor cantidad con
un 94.4%.

Se establecié que el serovar Anatum Unicamente presentaba resistencia a la
familia de los betalactamicos, mientras que uno de los aislamientos del serovar
Kentucky resultd pansusceptible. Para el serovar Infantis Gnicamente un aislamiento
presenta resistencia a menos de tres familias de antibioticos distintas, mientras que
siete de los aislamientos de S. Infantis presentaron resistencia a siete de las familias
de antibidticos en estudio, de los cuales cuatro provenian de planta de cosechay tres

de punto de venta, tal y como se muestra en el Cuadro 7.
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Cuadro 7.
Distribucién de los perfiles de resistencia (n, %) utilizando el método de Kirby-Bauer,

en Salmonella enterica por serovar, segun su origen, en un total de 71 aislamientos.

Numero de aislamientos (%)
, , . N=71
Serovar Perfil de resistencia Planta de cosecha Punto de venta
n=34 n=37
B-P-F-FI 0 (0.0) 1(2.7)
Kentucky Pansusceptible 0 (0.0) 1(2.7)
Anatum B 2 (5.9) 0 (0.0)
A-B-P-M-Q-F-N 4 (11.8) 3(8.1)
A-B-M-Q-F-N 0 (0.0) 1(2.7)
A-B-P-M-Q-N 0 (0.0) 1(2.7)
A-B-P-Q-F-N 22 (64.7) 17 (45.9)
B-P-M-Q-F-N 1(2.9) 1(2.7)
A-B-P-Q-N 3(8.8) 5(13.5)
. A-B-Q-F-N 0 (0.0) 1(2.7)
Infantis A-P-M-Q-N 2 (5.9) 0 (0.0)
A-P-Q-F-N 0 (0.0) 1(2.7)
B-P-Q-F-N 0 (0.0) 1(2.7)
A-Q-F-N 0 (0.0) 1(2.7)
P-Q-F-N 0 (0.0) 1(2.7)
B-P-N 0 (0.0) 1(2.7)
Q-N 0 (0.0) 1(2.7)
Total 34 (100) 37 (100)

* A= Aminoglucésido, F= Fluoroquinolonas, B= Betalactamicos, M= Macrdlidos,
Q= Quinolonas, N= Nitrofuranos, P= Fenicoles.
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3.4 Determinacion de la presencia de los genes blacwy-2y blactx-m y otros genes
de resistencia por secuenciacion de genoma completo y analisis con
ResFinder version 4.0

El gen blactx-w-65, asociado con resistencia a los betalactamicos fue encontrado
en un 67.6%. También se encontraron genes de resistencia a los aminoglucésidos
como aac(3)-1Va_1 en un 85.9%, ant(3")-la_1 en el 91.6%, aph(3’)-lla_2 en apenas un
1.4%, aph(3')-la_7 en 2.8%, aph(3')-la_9 en 1.4%, aph(4)-la_1 en 88.7%, aph(6)-1d_1
en un 2.8%, strA_lenel 1.4% y aac(6')-laa_1 presente en 100% de los aislamientos.

Otro gen encontrado fue floR_2, asociado a resistencia al cloranfenicol, el cual
estuvo en un 85.9% de los aislamientos analizados. Ademas, se detect6 el gen
fosA3_1 en un 35.2%, el cual se relaciona con resistencia a la fosfomicina y el gen
sull 5 en un 85.9% de los aislamientos, el cual se asocia con resistencia a las
sulfonamidas.

Finalmente, se detectaron genes de resistencia a las tetraciclinas, los cuales
corresponden a tet(A) 4 en el 1.4% de los aislamientos y el tet(B)_2 en igual
porcentaje, ademas se encontro el tet(A)_6 en un 84.5%, siendo el gen mayormente
representado para la familia de las tetraciclinas en el presente estudio, tal y como se

muestra en la Figura 3.
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Figura 3.

Frecuencia en la presentacion de genes de resistencia por familia de antibiéticos
detectados en aislamientos de Salmonella enterica con el software ResFinder version
4.0.

El serovar Infantis presentd6 genes de resistencia para seis familias de
antibiéticos, correspondientes a aminoglucdsidos, tetraciclinas, antagonistas del folato,
betalactamicos, fenicoles y fosfomicinas, siendo aac(6')-laa_1 y ant(3")-la_1 los genes
mas representados, con un 100% y 97.0%, respectivamente, ambos de la familia
aminoglucésidos.

El 100% de los aislamientos de serovar Kentucky presentd genes aac(6')-laa_1
y aph(6)-Id_1 de la familia de los aminoglucésidos, mientras que 50.0% contaba con

tet(B) 2 de la familia tetraciclinas. Por su parte, el serovar Anatum presento
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Gnicamente el gen asociado con aminoglucdsidos aac(6')-laa_1 en un 100%, tal y

como se evidencia en el Cuadro 8.

Cuadro 8.

Distribucion porcentual de genes de resistencia encontrados con el software ResFinder

version 4.0, en Salmonella enterica, segun serovar, en un total de 71 aislamientos.

Serovares de Salmonella enterica

N=71
Familia Infantis Kentucky Anatum
n==67 n=2 n=2
Gen % Gen % Gen %
aac(3)-lva_1 91.0
aac(6'-laa_1 100
ant(3")-la_1 97.0 aac(6)-laa_1 100
Aminoglucosidos | aph(3)-lla_2 15 aph(6)-1d_1 100 | aac(6)-laa_1 100
aph(3Y)-la_7 3.0 StrA_1 50.0
aph(3')-la_9 15
aph(4)-la_1 94.0
-, tet(A)_4 1.5
Tetraciclinas tet(A)_6 89 6 tet(B)_2 50.0 0.0
Antagonistas del sull 5 91.0 0.0 0.0
folato
Betalactamicos blacTx-m-e5_1 71.6 0.0 0.0
Fenicoles floR_2 91.0 0.0 0.0
Fosfomicinas fosA3 1 37.3 0.0 0.0
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4 DISCUSION

4.1 Determinacion de la susceptibilidad a los antibioticos por el método de
Kirby-Bauer
4.1.1 Aminoglucdsidos

La efectividad de los aminoglucosidos ante Salmonella enterica fue evaluada en
la presente investigacion por medio de amikacina y gentamicina. Se obtuvo como
resultado 100% de susceptibilidad para amikacina en aislamientos provenientes de
punto de venta y alimento para aves; sin embargo, se contdé con apenas unn = 3 en
alimento para aves. Por su parte, en planta de cosecha se determindé un pequefio
porcentaje de resistencia correspondiente al 3.2%.

Esta familia es utilizada en medicina desde 1940, pero su actividad se ha visto
afectada por enzimas como  fosfotransferasas, acetiltransferasas vy
nucleotidiltransferasas; por lo que en 1970 se inici6 con el desarrollo de
aminoglucésidos semisintéticos como amikacina (Ramirez y Tolmasky 2017).

El uso de amikacina en medicina humana se dirige a infecciones sistémicas
graves, aunque, se suele limitar su uso debido a las complicaciones por nefrotoxicidad
gue puede tener en los pacientes tratados (Jenkins et al. 2016). En medicina
veterinaria por su parte se ha utilizado en animales de produccion como lo son las
cabras para tratar infecciones por bacterias gran negativas (Errecalde et al. 2000).
Actualmente su uso en Costa Rica se limita a tratamientos en seres humanos, ya que

su venta para fines de medicina veterinaria no esta aprobada (Medivet 2021).
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Por su parte, gentamicina presenté altos porcentajes de resistencia en el
presente estudio, correspondientes a 92.1% en planta de cosecha y 81.6% en punto
de venta. Algunos mecanismos que pueden provocar resistencia a gentamicina,
ademas de la produccion de enzimas, corresponden a cambios en el punto blanco de
la bacteria donde actua el farmaco, en la subunidad ribosémica 30S, se da metilacion
en el sitio de union de la molécula y cambios en la permeabilidad de la membrana, de
manera que se limita el ingreso a la bacteria (Hayward et al. 2018).

Un estudio llevado a cabo en Costa Rica en el afio 2012 a nivel de planta de
proceso avicola determiné que cepas de Salmonella aisladas de canales de pollo
contaban con 100% de susceptibilidad a gentamicina (Rivera 2012), difiriendo en gran
medida con los resultados reportados en la presente investigacion.

El uso veterinario de gentamicina en la industria avicola de Costa Rica es
permitido actualmente, principalmente a nivel de pequefios productores, no a nivel de
la industria. Por otro lado, a partir del afio 2020 se incluy6 por parte del SENASA el
monitoreo de residuos de aminoglucésidos en alimentos de origen animal, siendo el

residuo que se encontré en menor cantidad (SENASA 2020c; Medivet 2021).

4.1.2 Betalactdmicos

La familia de los betalactamicos estuvo representada en esta investigacion por
12 antibioticos, pertenecientes a distintos grupos, incluyendo las penicilinas como la
ampicilina, cefemas, que correspondieron a cafazolina, cefoxitina, cefotaxima,

ceftazidima y cefepima, por otro lado, monobactamicos como el aztreonam,
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carbapenemas como el imipenem, meropenem y ertapenem Yy finalmente agentes
combinados como la amoxicilina clavulanato y piperacilina tazobactam.

Las penicilinas en medicina veterinaria se suelen utilizar principalmente en el
tratamiento de infecciones urinarias en pequefias especies. También es comuln su uso
en casos de mastitis en bovinos (USDA 2014, Medivet 2021). En aves esta indicado
su uso en el tratamiento de infecciones respiratorias (Kepro 2022).

Segun el informe de vigilancia basada en laboratorio de Salmonella de
INCIENSA para el afio 2013 se presentd un 1.5% de resistencia a ampicilina en
aislamientos de origen humano, mientras que para el 2020 se determind una
resistencia del 9.7% (INCIENSA 2013a, INCIENSA 2020). En la presente investigacion
se encontrd un 84.2% de resistencia en punto de venta y 77.8% en planta de cosecha,
lo cual es realmente un serio problema para la salud publica tomando en cuenta que
se trata de un antibidtico utilizado para el tratamiento médico de salmonelosis en seres
humanos (Ibarra et al. 2005).

Con respecto a las cefalosporinas de tercera generacién algunas como la
cefotaxima son utilizadas en medicina veterinaria para el tratamiento de salmonelosis
en cerdos (Biochem 2022). Ademas, son de uso clinico para salmonelosis en seres
humanos, segun INCIENSA en el afio 2013, se reportd en bacterias del género
Salmonella de origen no humano 100% de susceptibilidad a cefotaxima y ceftazidima
(INCIENSA 2013a). En la presente investigacion se detectd un 73.7% de resistencia a
cefotaxima en punto de venta y un 60.3% en planta de proceso, ademas de un 10.5%
de resistencia a ceftazidima en punto de venta y 19.1% en planta de proceso,

encontrandose diferencia entre ambos estudios. Cabe destacar que en el reporte dado
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por INCIENSA sobre la situacion de Costa Rica con respecto a Salmonella enterica en
el 2013 no especifica para el andlisis de resistencia en los aislamientos de origen no
humano cuéles correspondian a los que se obtuvieron de origen avicola, ya que se
contaba también con aislamientos de origen bovino, porcino, pescado, mariscos,
vegetales, ambiente y alimentos balanceados. Ademas, la prueba de susceptibilidad a
los antibidticos aplicado por INCIENSA fue Unicamente a 36 de los 112 aislamientos
con los que contaban, mientras que en el presente estudio se aplico el analisis de
susceptibilidad a los antibioticos por el método de Kirby-Bauer a 104 aislamientos.

Para el afio 2020 INCIENSA reportd que un 8.5% de las bacterias de Salmonella
de origen humano presentaban resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion
como cefotaxima y/o ceftazidima, siendo en su mayoria del serovar Infantis (INCIENSA
2020), de manera que se muestra un aumento en comparacion con el informe del afio
2013.

Por otra parte, en el afio 2017 se reporté en Japon la presencia de cepas de
Salmonella no tifoidal resistente a cefalosporinas de tercera generacidbn como
cefotaxima en heces de personas encargadas de manipular alimentos, lo cual
representa una amenaza para la salud publica y evidencia que la problemética sobre
la resistencia en bacterias del género Salmonella es un tema global (Saito et al. 2017).

En otras cefemas como cefazolina se encontré un 100% de resistencia tanto en
punto de venta, como en planta de cosecha, ademas en cefoxitina se encontré 13.2%
de resistencia en punto de venta y 14.3% en planta de cosecha, mientras que en
cefepima un 63.2% en punto de venta y 44.4% en planta de cosecha. Por su parte, un

estudio realizado en Colombia con aislamientos de Salmonella obtenidos de carne de
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pollo en punto de venta también report6 resistencia a cefazolina, cefoxitina y cefepima
en diferentes grados, en los serovares Paratyphi, Heidelberg, Enteritidis, Typhimurium
y otros serovares no especificados (Donado et al. 2014).

Por otro lado, aztreonam del grupo de monobactamicos, tuvo un 65.8% de
resistencia en punto de venta y 57.1% en planta de cosecha. Existen reportes de su
uso en pacientes con fiebre tifoidea, que es provocada por Salmonella Typhi (Carrada
2007). Sin embargo, en la actualidad no es un antibiético cominmente utilizado en
estos casos.

Segun el informe de vigilancia de Salmonella del INCIENSA para el afio 2020
no se reportd resistencia en ninguno de los aislamientos de origen humano para
carbapenemas, siendo analizados meropenem e imipenem (INCIENSA 2020). Por su
parte en la presente investigacion tampoco se encontr resistencia a imipenem en
planta de cosecha, pero en punto de venta se determiné un 2.6%. Para meropenem
13.2% de los aislamientos de punto de venta fueron resistentes y 44.4% en planta de
cosecha.

En ertapenem se determin6 un 100% de resistencia en punto de venta y planta
de cosecha. Se ha reportado que la resistencia en enterobacterias a las carbapenemas
puede ocurrir por adquisicién de genes que codifican para carbapenemasas tipo KPC,
ademas de BLEEs (Maldonado et al. 2017).

Con respecto a los agentes combinados se encontré 13.2% de resistencia a
amoxicilina con acido clavulanico en punto de venta y 27.0% en planta de cosecha,
para piperacilina tazobactam tazobactam un 2.6% en punto de venta y en planta de

cosecha no hubo aislamientos resistentes. Para el afio 2013 INCIENSA reporto un
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1.5% de resistencia a piperacilina tazobactam (INCIENSA 2013a). Por su parte un
estudio reporta resistencia a amoxicilina con acido clavulanico y a piperacilina
tazobactam, en los serovares de Salmonella Paratyphi, Heidelberg Enteritidis y

Typhimurium, proveniente de carne de pollo (Donado et al. 2014).

4.1.3 Fenicoles

La familia de los fenicoles estuvo representada en el presente estudio por
cloranfenicol. La literatura reporta que se pueden dar dos efectos de toxicidad en seres
humanos relacionados a este antibidtico, uno dependera de la dosis, presentandose
durante tratamientos médicos por medio de los cuales se puede inducir una depresion
medular. El otro efecto es independiente de la dosis, en este caso se presenta anemia
aplasica y una vez que aparece no es reversible (FAO 2004).

El monitoreo de residuos en alimentos de origen animal de SENASA cuenta con
una vigilancia particular para el cloranfenicol, debido a que sus efectos adversos
pueden aparecer aun con niveles trazas que lleguen a personas susceptibles, razén
por la cual no se permite su uso en especies de produccion en Costa Rica. Segun los
resultados del monitoreo efectuado en el 2020 no se encontraron residuos de
cloranfenicol en alimentos de origen animal destinados al consumo humano (SENASA
2020c).

En la presente investigacion se obtuvo un 93.7% de resistencia al cloranfenicol
en planta de cosecha y 86.8% en punto de venta. Estos resultados difieren en gran
medida con los reportados en planta de cosecha para aves en Costa Rica por Rivera

en el afio 2012, donde se encontro un 8% de resistencia al cloranfenicol (Rivera 2012).



52

Por su parte INCIENSA reportdé en 2013 que un 1.5% de aislamientos de
Salmonella obtenidos de seres humanos contaban con resistencia al cloranfenicol y
pertenecian al serovar Typhimurium (INCIENSA 2013a). De manera que se
encontraron resultados considerablemente mas altos en la presente investigacion en
planta de cosecha y punto de venta.

Uno de los mecanismos por los cuales se puede presentar resistencia al
cloranfenicol en enterobacterias es la inactivacion de la molécula por medio de
enzimas codificadas por genes que pueden estar tanto en plasmidos, como en el
genoma bacteriano y se asocian a transposones o integrones (Farfan et al. 2002), esto
se evidencio en la presente investigacién por medio del gen floR_2.

La problematica entorno al cloranfenicol es preocupante en otros paises de
Latinoamérica como Venezuela, donde a pesar de estar prohibido su uso en animales
destinados al consumo humano, se detectaron residuos en cerdos, correspondiente a
un 17% de las muestras analizadas, los niveles oscilaban entre los 13.6 ng/Kg y
42.9 ng/Kg (Bricefio et al. 2010). Cabe destacar que los niveles de resistencia
encontrados en la presente investigacion son altos, a pesar de ser un antibiético que
no esta aprobado para uso en aves de engorde y, ademas, no se presentan residuos
segun el ultimo reporte nacional brindado por SENASA. Se debe mencionar que dichos
efectos no estan presentes en otros fenicoles (SENASA 2020c). El uso en Costa Rica
s6lo estd permitido en medicina veterinaria para otras especies que no estén

destinadas al consumo humano tales como animales de compaiiia (Medivet 2021).



53

4.1.4 Macrolidos

Los macrolidos se estudiaron en la presente investigacion por medio de
azitromicina. Este antibiotico se ha utilizado en seres humanos para infecciones
entéricas, genitourinarias y respiratorias, estando actualmente en estudio su uso en
pacientes con covid-19, ya que existen informes de que puede tener propiedades
antivirales al combinarlo con hidroxicloroquina. Sin embargo, aun se realizan estudios
para determinar su efectividad en este contexto (Damle et al. 2020). Se ha reportado
efectividad in vitro de este antibiotico ante Salmonella, pero no clinicamente (Goémez
2017). En medicina veterinaria su uso se da principalmente en infecciones bucales en
especies menores, ademas en aves se utiliza para el tratamiento de infecciones
respiratorias y reproductivas (Medivet 2021; JB 2022).

Para el afio 2017 el Sistema Nacional de Monitoreo de Resistencia
Antimicrobiana de los Estados Unidos reporté un 1% de disminucion de la
susceptibilidad a la azitromicina en aislamientos de Salmonella no tifoidea,
recuperados de casos clinicos humanos (CDC 2019a). En esta investigacion se obtuvo
un resultado mayor en planta de cosecha y punto de venta, correspondiente a 15.9%
y 15.8% respectivamente.

La resistencia ante azitromicina se puede dar por una alteracién en el punto
blanco que tenga en la bacteria mediante metilasas codificadas por genes erm,
modificacion de la molécula propiamente y bombas de eflujo, que en Streptococcus
suele estar mediado por genes mef (AEMPS 2018). Actualmente en Costa Rica los

macrolidos se encuentran entre las familias incluidas en el monitoreo del plan nacional
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de residuos, ademas la molécula cuenta con permiso sanitario para uso en medicina

veterinaria en el pais (SENASA 2020c; Medivet 2021).

4.1.5 Quinolonas

La familia de las quinolonas estuvo representada en el presente estudio por el
acido nalidixico. EI mecanismo de accion de las quinolonas consiste en inhibir a las
topoisomerasas, que son indispensables para que ocurra la sintesis de ADN, por lo
qgue se inhibe la reproduccién de la bacteria. Se utilizan para tratar infecciones
urinarias, respiratorias, e incluso septicemias en seres humanos (Alés 2003).

En medicina aviar tiene accion sinérgica al combinarse con aminoglucdésidos
como la gentamicina siendo efectivo en el tratamiento de infecciones respiratorias,
digestivas e incluso urinarias, dada su buena distribucién a estos tejidos. También es
utilizado con los mismos fines terapéuticos en cerdos (Avimex 2022).

Segun un estudio en terneros destinados al consumo humano en Costa Rica se
obtuvo un 3.4% de resistencia al acido nalidixico (Ismael-Acle 2020), mientras que en
el presente estudio se obtuvo 93.7% en planta de cosecha y 92.1% en punto de venta,
por lo que los resultados son considerablemente mas altos en pollos de engorde.

El monitoreo de este antibiético por parte de INCIENSA se hace como marcador
de vigilancia, mostrando segun el reporte del 2013 de vigilancia basada en el
laboratorio para Salmonella de origen humano un 6% de resistencia al acido nalidixico,
resultado que también difiere con los datos de la presente investigacion (INCIENSA

2013a). Por otra parte, el ultimo reporte de INCIENSA para Salmonella de origen
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humano, determind que existia resistencia mayormente en el serovar Infantis, seguido
de los serovares Enteritidis y Panama (INCIENSA 2020).

La resistencia al &cido nalidixico suele ser mediada por la mutacion del gen gyrA
(Ruiz et al. 2004). En las enterobacterias como Escherichia coli el gyrA codifica para
la ADN girasa y se ubica en la zona llamada region determinantes de resistencia a
quinolonas, el coddén que se ve mas frecuentemente afectado es el 83, seguido del 87,
una sola mutacion tiene como consecuencia una disminucion de la susceptibilidad,

pero dos mutaciones provocan resistencia a las quinolonas (De la Fuente et al. 2007).

4.1.6 Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas se estudiaron en la presente investigaciéon por medio de
ciprofloxacina, dada su importancia en el uso clinico ante salmonelosis en seres
humanos al igual que las cefalosporinas de tercera generacion y trimetoprima
sulfametoxazol (Ibarra et al. 2005; INCIENSA 2020). Las fluoroquinolonas ampliaron
el espectro de las quinolonas por medio de la adicion de un atomo de fltor en la
posicion del carbono 6. Hasta hace poco se consideraba que tenian buena accién ante
bacilos gran negativos. Sin embargo, su resistencia ha ido en aumento en bacterias
del género Salmonella (Alés 2003; De la Fuente 2007). A nivel nacional en Costa Rica
son ampliamente utilizadas otras fluoroquinolonas de amplio espectro como la
enrofloxacina, tanto en especies menores como en especies productivas, incluidas las
aves (Medivet 2021).

Estados Unidos por medio del Sistema Nacional de Monitoreo de Resistencia

Antimicrobiana reportd en el 2017 que aislamientos de Salmonella no tifoidea,
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recuperados de casos clinicos humanos presentaron un aumento del 8% de
resistencia a ciprofloxacina (CDC 2019a). A nivel nacional un estudio realizado en el
afio 2012 en una planta procesadora comercial de pollo en Costa Rica determiné que
cepas de Salmonella aisladas de canales de pollo presentaban 100% de
susceptibilidad a ciprofloxacina, difiiendo con los resultados del presente estudio
donde se encontré6 un 77.8% en planta de cosecha y 76.3% en punto de venta,
indicando un aumento desde la realizacion de la investigacion de Rivera en el 2012 a
nivel de la cadena de produccion avicola de Costa Rica.

Por su parte, el reporte dado por INCIENSA en el informe de vigilancia basada
en laboratorio de Salmonella indica que para el afio 2013 los aislamientos de origen
no humano presentaban un 50% de susceptibilidad disminuida a ciprofloxacina y un
2.7% de resistencia, mientras que aquellos de origen humano tenian 100% de
susceptibilidad (INCIENSA 2013a). Para el afio 2020 INCIENSA reporta que en
aislamientos de Salmonella de origen humano se presenta 7.7% de resistencia
intermedia, los cuales correspondian a los serovares Typhimurium, Enteritidis,
Panama, Infantis, Branderup y Oranienburg (INCIENSA 2020).

Un estudio realizado en Costa Rica en terneros destinados a consumo humano
reporta un 64.9% de resistencia a ciprofloxacina, siendo este porcentaje cercano al
encontrado en la presente investigacion en pollos de engorde (Ismael-Acle 2020). Es
importante mencionar que el uso veterinario de ciprofloxacina esta permitido en el
sector avicola de Costa Rica (Medivet 2021).

La resistencia a fluoroquinolonas se puede dar por varias vias, tales como

alteraciones en el punto blanco de la bacteria donde actua el farmaco, disminucién de
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la concentracion intracelular del antibiético y por medio de plasmidos que cuentan con
genes que le confieren resistencia. Entre los mecanismos plasmidicos de resistencia
mas conocidos se encuentra la expresion del gen gnr, siendo mas comunes los gnrA,
gnrB y gnrS (De la Fuente 2007; Doma et al. 2020). Estos genes actian protegiendo

a la ADN girasa de la inhibicién por parte de las fluoroquinolonas (Wu et al 2007).

4.1.7 Nitrofuranos

La actividad de los nitrofuranos ante Salmonella enterica se estudio en la
presente investigacion utilizando nitrofurantoina. Debido a la probleméatica que gira en
torno al uso de nitrofurantoina la Unién Europea prohibié su uso en animales de
produccion desde el afio 1995, ya que se considerd que sus residuos en carne podian
producir carcinogenicidad en seres humanos, principalmente en relacion con el
metabolito semicarbazida (Vass et al. 2008).

En algunos paises de Latinoamérica, como es el caso de Peru se ha utilizado
indiscriminadamente la nitrofurantoina en animales de produccién como promotor de
crecimiento, prohibiéndose su uso en medicina veterinaria en el afio 2013, debido al
alto riesgo de residuos que pueden encontrarse en animales para consumo humanos
que fueron tratados con este farmaco (Martinez et al. 2020).

En el caso de Costa Rica actualmente no esta permitido su uso veterinario
(Medivet 2021). Sin embargo, es un farmaco que suele ser utilizado para tratar
infecciones del tracto urinario en seres humanos, generalmente provocados por las
enterobacterias Escherichia coli, Klebsiella neumoniae y Proteus mirabilis, en las

cuales se reporta tener mejor actividad que otros farmacos que se utilizaban de
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primera linea anteriormente como lo era trimetoprima sulfametoxazol (Jiménez et al.
2017).

Un estudio llevado a cabo en el sector de produccién pecuaria en Costa Rica
en el afio 2020, con aislamientos de Salmonella obtenidos de vacas postparto reporto
resistencia a la familia de los nitrofuranos en un 27.77% (Huertas 2020). Por el
contrario, en la presente investigacion se reporta un 94.7% en punto de venta y un
93.7% en planta de proceso de origen aviar, existiendo un mayor grado de resistencia
en pollos de engorde si se comparan con vacas postparto, a pesar de ser estudios
contemporaneos en diferentes especies productivas.

Por otra parte, los datos reportados en una investigacion llevada a cabo en
terneros destinados a consumo humano determinan un 76.27% de resistencia
nitrofurantoina, dicho resultado se asemeja a los obtenidos en el presente estudio, no
obstante, continta siendo numéricamente mayor el porcentaje encontrado en pollos
de engorde (Ismael-Acle 2020).

El dltimo reporte dado por INCIENSA sobre vigilancia de Salmonella determina
un 1.6% de resistencia a la nitrofurantoina en aislamientos de origen humano,
correspondientes a los serovares Infantis y Panama (INCIENSA 2020). Estos

resultados también difieren con los encontrados en el presente estudio.

4.1.8 Antagonistas del folato
Los antagonistas del folato fueron representados en la presente investigacion
por trimetoprima sulfametoxazol, dada su importancia en el tratamiento de

salmonelosis en seres humanos, especies menores como perros y gatos y especies
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productivas como cerdos, ademas, se encuentra aprobado su uso veterinario en
especies menores y animales destinados a consumo humano en Costa Rica
(INCIENSA 2020; Medivet 2021). Algunas presentaciones en combinacion con
bromhexina son utilizadas para el tratamiento de enfermedades respiratorias en aves
(Farbio 2021).

Las sulfonamidas fueron uno de los primeros antibiéticos en ser utilizados en la
medicina, alrededor de 1930, 30 afios después aparecidé el antibidtico sintético
trimetoprima, que complementaba a las sulfonamidas para aumentar su efectividad,
de manera que las sulfonamidas inhiben la dihidropteroato sintetasa que cataliza la
formacion de dihidrofolato, mientras que el trimetoprima inhibe la dihidrofolato
reductasa, que permite la formacién de tetrahidrofolato a partir de dihidrofolato
(Huovinen 2001).

En Costa Rica para el afio 2012 se encontré en planta de procesamiento de
aves un 92% de resistencia a trimetoprima sulfametoxazol (Rivera 2012). Mientras
que, en terneros destinados al consumo humano se encontré en el afio 2020 un
27.68% de resistencia a este antibiético (Ismael-Acle 2020). Ambos resultados difieren
de la presente investigacion, donde se obtuvo 1.6% de resistencia en planta de
cosechay 2.6% en punto de venta.

Por otro lado, INCIENSA reporta que para el afio 2013 un 0.5% de resistencia
en aislamientos de Salmonella Berta obtenidos de origen humano, mientras que en
aislamientos de Salmonella Gallinarum de origen no humano se obtuvo un 2.7% de

resistencia (INCIENSA 2013a). Sin embargo, en su informe mas reciente se determino
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un 3.2% de resistencia en aislamientos de origen humano, correspondientes a
Salmonella Infantis (INCIENSA 2020).

Para el afio 2006 un estudio realizado en Colombia reporté que bacterias del
género Salmonella aisladas de aves ponedoras presentaban 100% de susceptibilidad
a trimetoprima sulfametoxazol, lo cual no difiere en gran medida de los resultados
encontrados en la presente investigacion, donde se obtuvo 98.4% de susceptibilidad
en planta de cosechay 97.4% en punto de venta (Ruiz et al. 2006).

La resistencia a trimetoprima sulfametoxazol se puede dar por varios
mecanismos, uno de ellos es por medio de bombas de eflujo, que disminuyen la
concentracion intracelular del farmaco, otra es mediante mutaciones en genes dhps,
como el folP. EIl folP codifica la dihidropteroato sintasa, la enzima diana de las
sulfonamidas, la cual al estar mutada no puede ser localizada por trimetoprima
sulfametoxazol, lo que evita la accién de este antibiotico sobre la bacteria (Huovinen
2001; Buwenbo et al. 2013). En enterobacterias como Escherichia coli se ha reportado
este mecanismo de resistencia, asociado a la presencia de los genes sulfl y sulf2 que

afectan al sulfametoxazol y el gen dfr que afecta al trimetoprima (Mosquito et al. 2011).

4.1.9 Alimento para aves

Para que ocurra crecimiento de Salmonella en una matriz deben unirse una
serie de factores que le sean favorables, uno de ellos es el aw, cuyo valor optimo para
esta bacteria corresponde a 0.99. Los valores de awcercanos a 1 se consideran mas
perecederos que aquellos cercanos a 0, es decir que alimentos con aw altos brindan

un mejor ambiente para el crecimiento de bacterias (King et al. 2011; FDA 2014).
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Los alimentos balanceados que se ofrecen a los animales destinados al
consumo humano son producidos y almacenados en condiciones de baja humedad,
ya que la presencia de agua en los mismos los vuelve mas vulnerables a la
contaminacion por microorganismos (FAO 2010). Lo anterior justifica la poca
prevalencia obtenida en el estudio “Analisis de la resistencia a antimicrobianos en
bacterias entericas aisladas en diferentes puntos de la cadena de produccion avicola
nacional” inscrito bajo el codigo B-9252 de la UCR, donde se analizaron 100 muestras
de alimento balanceado para aves obteniendo una prevalencia de Salmonella enterica
del 3%, siendo estos aislamientos utilizados en el presente estudio de resistencia
antimicrobiana, representando una cantidad poco significativa.

Datos obtenidos como parte de un programa de vigilancia en alimentos para
animales de Costa Rica entre el afio 2009 y 2014, donde se analizaron un total de
1725 muestras, revelaron una prevalencia de Salmonella del 6.38%, un 69.1% de
estos aislamientos correspondian a alimento para aves, superando a la harina de
carne y huesos, alimentos para mascotas y otros alimentos (Molina 2016), estos
resultados no difieren en gran medida con los obtenidos en el estudio B-9252 de la
UCR, por lo que se puede confirmar que la prevalencia de Salmonella en este tipo de
matrices es considerablemente baja.

Por otra parte, los antibioticos al ingresar en el organismo se encargan de atacar
a las bacterias méas vulnerables e indirectamente seleccionan a las mas fuertes, las
cuales pueden ser susceptibles, pero suelen requerir mayor tiempo de interaccion con
el farmaco, si lo anterior no se cumple ocurre la resistencia antimicrobiana, ya que las

mismas logran sobrevivir a la terapia y se reproducen posteriormente (Errecalde 2004).
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Dicha exposicion a farmacos no ocurre en el alimento para aves, por o que no se da
la seleccidon de bacterias y tampoco se da un ambiente desafiante que obligue a las
bacterias de Salmonella a adquirir genes de resistencia o en caso de que ya los tenga
en su genoma, expresarlos.

Una vez que Salmonella infecta a las aves de engorde cambia por completo el
ambiente y necesita adaptarse para lograr sobrevivir. Este enteropatdgeno tiene la
capacidad de producir en la mayoria de los casos infecciones subclinicas, de modo
que los productores no lo perciben como un peligro para su sistema productivo
(SENASA 2020a). Cuando se inicia con el suministro de antibiéticos en los pollos de
engorde a tempranas edades las bacterias se irdn seleccionando, de manera que
sobrevivan las mas fuertes. Esto se evidencia con los resultados expuestos en el
Cuadro 5, ya que las aves llegan a planta de cosecha portando bacterias del género
Salmonella que presentan perfiles de resistencia para un considerable nimero de
familias de antimicrobianos, lo que quiere decir que la bacteria esta expresando genes
que le permitan adaptarse a las condiciones que se le ofrecen en el ambiente.

Con respecto al analisis estadistico en la determinacion de susceptibilidad a los
antibioticos por el método de Kirby-Bauer, se encontr6 un Unico resultado con
diferencia significativa (p<0.05), correspondiente a meropenem, entre las matrices
punto de venta y planta de cosecha, determinandose mayor resistencia en planta de

cosecha.
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4.1.10 Perfiles fenotipicos de resistencia

Los perfiles fenotipicos de resistencia por familia muestran informacion
relevante de la situacion de algunos sectores de Costa Rica con respecto a la carne
de pollo, ya que se encontr6é un 91.3% de aislamientos de Salmonella con resistencia
tres 0 mas familias de antibioticos, lo que se cataloga como multirresistencia (NARMS
2019). Al analizarlo por matrices se determind un porcentaje mayor en planta de
cosecha, correspondiente a 93.7%, mientras que en punto de venta es de un 94.7%,
lo cual debe ser un aspecto para considerar, tomando en cuenta que las personas
estan llevando hasta sus mesas carne de pollo que bajo practicas inadecuadas de
inocuidad alimentaria podrian representar un peligro para quienes la consuman,
especialmente para aquellas personas consideradas de riesgo (OMS 2018b).

La contaminacion cruzada es uno de los principales errores que se cometen al
momento de manipular alimentos de origen aviar, ya que si bien las bacterias del
género Salmonella se inactivan durante la coccién y este tipo de productos no se
suelen consumir crudos, puede ocurrir la contaminacién de otros alimentos que no
requieren coccion, tales como ensaladas y frutas que sean preparados en la misma
area y utilizando los mismos utensilios (Herrera y Troyo 2011). Otro error comdn que
se comete durante la manipulacion de la carne de pollo es el lavado, ya que con esta
practica se diseminan agentes patdogenos que pueden estar presentes en el pollo, tales
como la Salmonella hacia otros alimentos y utensilios. También se recomienda contar
con un termoémetro para verificar que durante la coccion de la carne de pollo se alcance

una temperatura interna de 74°C (CDC 2021b).
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La presente investigacion mostré que existen actualmente circulando en el pais
cepas de Salmonella enterica con capacidad de multirresistencia antimicrobiana,
siendo de aun mas atencion aquellas que presentan entre su perfil de resistencia los
antibioticos que usualmente se designan al tratamiento de la salmonelosis humana en
personas con un sistema inmunoldgico comprometido, como lo son las cefalosporinas
de tercera generacion y los agentes combinados con amoxicilina (Ibarra et al. 2005).

Si bien las cefalosporinas de tercera generacion no son muy utilizadas en la
industria avicola, las bacterias del género Salmonella pueden obtener los genes de
resistencia por medio de plasmidos que vienen de otras enterobacterias como la
Escherichia coli (Carvajal et al. 2021).

Segun Rivera (2012) se encontré un 16% de multirresistencia en planta de
cosecha aviar, donde se catalogé como resistente a los aislamientos que contaban
con resistencia a dos o mas familias de antibioticos, mientras que para la presente
investigacién se tomd como multirresistente, aquellos aislamientos que presentaban
resistencia a tres 0 mas familias, aun asi, el porcentaje de multirresistencia observado
en la presente investigacion fue mayor al encontrado por Rivera (Rivera 2012).

En otro estudio realizado en terneros destinados a consumo humano se
encontré un 49.1% de aislamientos de Salmonella enterica con fenotipos de
multirresistencia, siendo considerablemente mayor el encontrado en pollos de engorde
(Ismael-Acle 2020). Este resultado puede estar relacionado con la presion de seleccion
gue sufren las bacterias en las aves de engorde, tomando en cuenta que su promedio
de vida es alrededor de dos meses 0 menos, siendo considerablemente menor si se

compara con otras especies destinadas al consumo humano (Cordero 2021).
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4.2 Determinacion de la presencia del gen blacmy-2 por PCR convencional

En los aislamientos con perfil de resistencia a la familia de los betalactamicos,
especificamente resistentes a ceftazidima, ampicilina, cefotaxima y cefoxitin, donde no
fue posible localizar el gen blacmy-2 utilizando ResFinder version 4.0, se recurrio a la
validacion de los resultados por medio de PCR convencional. Sin embargo,
Gnicamente se obtuvo la amplificacion del control positivo correspondiente a la cepa
de Salmonella Typhimurium (OPS-216), brindada por el INCIENSA.

La totalidad de los aislamientos que contaban con perfil de resistencia a los
betalactdmicos correspondian a Salmonella serovar Infantis y 71.6% contaban con la
presencia del gen blactx-m. Por lo que se determiné que el perfil de resistencia en estos
aislamientos no estaba dado por blacwy-2 sino por blactx-m, considerado actualmente
el mas importante de todas las BLEES que surgen en enterobacterias a nivel mundial
y que tiene estrecha relacion con infecciones nosocomiales (Gonzales et al. 2019).

El restante 28.4% de aislamientos de S. Infantis con perfil fenotipico de
resistencia a los betalactamicos que segun ResFinder versién 4.0 no presentaba
genes de resistencia a esta familia pudo estar relacionado a errores al momento de
interpretar los resultados en la base de datos, ya que pueden existir otros genes que
aun no son detectados por la misma. Sin embargo, para estimar el nivel de semejanza
entre fenotipo y genotipo de una manera mas significativa, es necesario ademas de la
realizacion del método de Kirby-Bauer implementar el método de microdilucion en

caldo (Mensah et al. 2019).
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4.3 Comparacion de resultados fenotipicos y genotipicos

El perfil de resistencia fenotipico muestra los genes que la bacteria esta
expresando, los cuales le confieren capacidad de resistencia ante los antibioticos,
mientras que el perfil de resistencia genotipico muestra lo que la bacteria tiene en su
genoma, pero que no precisamente los esta expresando (NHI 2021). Al comparar los
perfiles fenotipicos con los genotipicos se obtiene que, para las familias de
aminoglucésidos, betalactamicos y antagonistas del folato se encuentran diferencias
significativas (p<0.05) entre lo que la bacteria esta expresando y lo que guarda en su
genoma.

En el caso de aminoglucdsidos y antagonistas del folato se encontré un mayor
porcentaje de resistencia a nivel genotipico si se compara con la resistencia a nivel de
fenotipo, esto se puede deber a que estos genes de resistencia pueden provenir de
otras enterobacterias que los comparten por medio de plasmidos y transposones, por
lo que pueden estar presentes en las bacterias del género Salmonella aun cuando no
se han expuesto a este antibiético (Garcia et al. 2010).

Se debe prestar especial atencién a esta situacién, dado que, como se
menciond anteriormente, los antagonistas del folato son medicamentos de eleccién
para el tratamiento de salmonelosis en seres humanos y varias especies de animales,
sin embargo, no se utilizan para el tratamiento de Salmonella en aves (INCIENSA
2020; Medivet 2021; OIE 2021).

En el caso de la familia de los betalactamicos se determind un mayor porcentaje
de resistencia en el perfil fenotipico, lo cual como se expuso anteriormente requiere de

la implementacion de otro analisis fenotipico como el método de microdilucion en caldo
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para estimar de manera mas certera la semejanza con el genotipo (Mensah et al.
2019).

Con respecto a la familia de los fenicoles, no se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre fenotipo y genotipo, por lo que las bacterias del
género Salmonella estarian expresando los genes de resistencia que guardan en su
genoma para esta familia.

Los factores ambientales como la presidn ejercida por antibiéticos de amplio
espectro que son utilizados en infecciones que no han sido correctamente
diagnosticadas inducen la expresion de genes de resistencia, ya que las bacterias
tratan de adaptarse a las condiciones adversas que se les presenten (INFOSAN 2005;

Celis et al. 2017).

4.4 Determinacion de los serovares de Salmonella enterica por secuenciacion
de genoma completo y andlisis con SISTR version 1.1.1

Al analizar los 71 aislamientos elegidos para la secuenciacion de genoma
completo se determind que el serovar que se encontraba en mayor cantidad fue
Infantis correspondiente a un 94.4% de los aislamientos, obtenido tanto a nivel de
planta de cosecha, como de punto de venta, el restante 5.6% se tratd de los serovares
Kentucky y Anatum en igual cantidad para ambos, el serovar Anatum fue aislado de
planta de cosecha y el serovar Kentucky en punto de venta. Al no encontrarse el
serovar Kentucky en planta de cosecha su presencia en punto de venta podria estar
relacionada a otras matrices carnicas que usualmente se manipulan en conjunto con

la carne de pollo, representando una contaminacion cruzada.
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Estos datos varian segun los reportados por INCIENSA en su informe de
vigilancia basado en laboratorio para Salmonella para el aflo 2013, donde el serovar
Infantis correspondia a un 1.7% de los aislamientos de origen humano, mientras que
Anatum fue un 6.3% de los serovares obtenidos de origen no humano, proveniente
especificamente de cerdos, ambiente y alimentos balanceados, Kentucky por su parte
correspondio a un 0.4% de los aislamientos de origen humano (INCIENSA 2013a).

Para el afio 2020 INCIENSA report6 un 7.3% de aislamientos de Salmonella de
origen humano, siendo importante destacar que parte de estos aislamientos fueron
indistinguibles de dos cepas de Salmonella Infantis enviadas por LANASEVE,
provenientes de avicultura, por lo que se sugirio la asociacion con la ingestion de este
alimento. Por otro lado, se encontron un 0.4% del serovar Anatum, proveniente de
aislamientos de origen humano (INCIENSA 2020).

En la presente investigacion el serovar Anatum Unicamente presento resistencia
a la familia de los betalactamicos, mientras que en el serovar Kentucky se determind
un 50.0% de multirresistencia, por su parte Infantis presentd un 97.0% de
multirresistencia. Segun INCIENSA para el afio 2020 del total de aislamientos de
Salmonella de origen humano, un 8.5% result6é resistente a los betalactamicos, un
90.5% pertenecian al serovar Infantis. Ademas, el 44.4% de los aislamientos de
Salmonella Infantis presentd multirresistencia, siendo un porcentaje alto, pero menor
al reportado en la presente investigacion (INCIENSA 2020).

Algunas razones que pueden explicar el éxito que tiene Salmonella Infantis en
la produccion avicola son sus efectivos sistemas de adhesion a las células intestinales,

asi como la capacidad de adquirir cualidades de otras enterobacterias comensales que
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cumplen un papel de reservorio de genes que le permiten adaptarse mejor a las
condiciones ambientales a las que se vera expuesta en las granjas avicolas (Pulido
2021).

A nivel internacional, en paises como Peru se habla del serovar Infantis como
uno de los mas comunmente asociado a multirresistencia y produccion de BLEEs
(Quino et al. 2021). En el afio 2019 en Estados Unidos se dio un brote de Salmonella
Infantis multirresistente, las bacterias provenian de pollo crudo que habia sido
adquirido en sitios distintos con fines de consumo humano y también como alimento
para mascotas, se reportaron 129 casos, 19.4% de hospitalizaciones y 0.8% de
fallecimientos, por lo que se hizo un llamado a reforzar las buenas practicas de
manipulacion de alimentos para evitar la contaminacion cruzada (CDC 2019b).

Un estudio llevado a cabo en Costa Rica en el afio 2019 con mapaches, los
cuales pueden actuar como reservorios de Salmonella, habitantes de zonas urbanas
detectd 7.1% del serovar Infantis del total de aislamientos (Baldi et al. 2019), siendo
éste un serovar comun en seres humanos y animales de produccién, como los pollos
de engorde, tal y como se evidencié en la presente investigacion.

4.5 Determinacion de la presencia de los genes blacmy-2y blactx-my otros
genes de resistencia por secuenciacion de genoma completo y analisis
con ResFinder version 4.0

Para la determinacion de la presencia de los genes blacwy-2 y blactx-m y otros
genes de resistencia se recurrio al software ResFinder 4.0, el cual es ampliamente
utilizado tanto a nivel internacional como a nivel de Costa Rica por instituciones como

INCIENSA para analisis genomicos, ya que el mismo permite, a partir de una
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secuenciacion de genoma completo, identificar una amplia gama de genes de
resistencia a diversas familias de antibidticos de importancia en salud publica
(Bortolaia et al. 2020).

La presencia de genes de resistencia en bacterias del género Salmonella es un
problema de salud publica que cobra mayor importancia si se toma en cuenta que las
enterobacterias cuentan con mecanismos que le permiten mutar y transferir genes de
resistencia, tales como plasmidos, transposones e integrones y dicha transferencia se
puede dar tanto entre la misma especie, como entre especies diferentes (Lopez et al.
2016).

Existen amplios reportes de bacterias del género Salmonella que presentan un
perfil de betalactamasas provenientes tanto de origen animal, como humano que son
portadoras del gen blacwy-2 (Martin et al. 2012; INCIENSA 2020). No obstante, en la
presente investigacion, a pesar de haberse encontrado aislamientos con perfil de
betalactamasas no se determiné la presencia de dicho gen, a pesar de que la
evaluacion se realiz6 por medio de ResFinder version 4.0 y, ademas, PCR
convencional.

Para el afio 2020 INCIENSA reporté que en bacterias del género Salmonella
que presentaban resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion, fue
encontrado el gen blactx-m-65en un 23.8% de los aislamientos, siendo estos del serovar
Infantis, mientras que en la presente investigacion se encontré un porcentaje mayor,
correspondiente a un 67.6%, sin embargo, se dio en el mismo serovar, siendo del total

de aislamientos del serovar Infantis un 71.6% portador de blactx-m-6s.
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Los genes que codifican para BLEEs se transmiten por plasmidos y se pueden
encontrar en transposones e integrones. Los plasmidos que portan genes de BLEEs
suelen también conferir resistencia a los aminoglucdsidos y las tetraciclinas (Lopez et
al. 2016). En la presente investigacion el serovar Infantis presentd genes de resistencia
para betalactamicos, aminoglucosidos y tetraciclinas.

Los tres serovares encontrados en la presente investigacion presentaron genes
de resistencia a los aminoglucésidos. El serovar con mayor variedad de genes de
resistencia a los aminoglucésidos fue Infatins, seguido por el serovar Kentucky y
finalmente Anatum, que presentd Unicamente el gen aac(6')-laa_1, el cual estuvo
presente en los 71 aislamientos a los cuales se les efectué secuenciacion de genoma
completo.

Las enzimas AAA (6') inactivan a los antibiéticos pertenecientes a la familia de
los antibiéticos por medio de acetilaciones en la posicién 6', este mecanismo se
considera bastante eficaz para inactivar a amikacina, sin embargo, no lo es tanto frente
a gentamicina (Salipante y Hall 2003).

Un estudio llevado a cabo con aislamientos de Salmonella obtenidos de carne
y huevos de pollo, provenientes de Brasil, Estados Unidos y China, determiné que un
70.6% portaba genes de resistencia a los aminoglucoésidos, 26.6% a las tetraciclinas,
25.2% a fosfomicinas, 23.8% a las sulfonamidas y un 15.4% a los betalactamicos
(Hu et al. 2020). En la presente investigacion se encontré un 100% de genes de
resistencia a los aminoglucésidos, 85.9% a las tetraciclinas, 35.2% a fosfomicinas,
85.9% a las sulfonamidas y un 67.6% a los betalactamicos, lo que resulta de mucha

importancia, dado que el grado resistencia encontrado en la presente investigacion
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supera a los resultados del estudio de Hu y colaboradores en todas las familias de
antibioticos reportadas.

Finalmente, se present6 un 85.9% de aislamientos que portaban el gen floR_2
asociado con resistencia a la familia de los fenicoles como el cloranfenicol. Segin un
estudio llevado a cabo con aislamientos de Salmonella proveniente de diferentes
matrices animales y vegetales de Estados Unidos y China, se determiné que portaban
genes floR_2 en asociacion con otros genes como aac(3)-1Va_1, ant(3")-la_1ysull 5
(Shang et al. 2021). Estos resultados coinciden con la presente investigacion en la

presencia de los cuatro genes anteriores en bacterias del género Salmonella.
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5 CONCLUSIONES

5.1 Mediante pruebas fenotipicas utilizando el método de Kirby-Bauer se establecio
que, a nivel de planta de cosecha de pollo de engorde y punto de venta, existe
Salmonella enterica con perfil de resistencia a los aminoglucosidos, fenicoles,
macrolidos, quinolonas, fluoroquinolonas, nitrofuranos, antagonistas del folato y

betalactamicos, incluidas cefalosporinas de tercera generacion.

5.2 Actualmente en dos puntos de la cadena de produccién avicola de Costa Rica,
correspondientes a planta de cosecha de pollo de engorde y punto de venta, existe
Salmonella enterica catalogada como multirresistente. Ademdas, se encontraron
aislamientos de Salmonella enterica con resistencia simultanea a siete de las familias

de antibiéticos en estudio, representando un posible riesgo para la salud publica.

5.3 Se determin6 por medio de pruebas de caracterizacibn molecular la presencia en
Salmonella enterica del gen blactx-w que codifica para betalactamasas de espectro
extendido, el cual puede estar participando en la resistencia a los betalactamicos
evidenciada fenotipicamente en la presente investigacion. Esto representa un riesgo,
ya que estas enterobacterias tienen la capacidad de transmitir genes de resistencia a
otras bacterias de la microbiota intestinal de los seres humanos y animales. A la vez
se determind la ausencia del gen blacwy-2 por medio de Resfinder version 4.0 y PCR

convencional.
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6 RECOMENDACIONES

6.1 A las escuelas de Medicina Veterinaria del pais, reforzar la educacién de los
Médicos Veterinarios en el tema de resistencia a los antibiéticos, especialmente para
aguellos que se dediquen a la industria pecuaria, ya que los alimentos de origen animal
son una de las vias mas importantes por medio de la cual la resistencia esta llegando

hasta los hogares.

6.2 A las autoridades competentes, regular el uso de los antibiéticos en Medicina
Veterinaria, utilizando receta médica y bajo la supervision del Médico Veterinario, con
el fin de prevenir la resistencia antimicrobiana debido al uso inadecuado de estos

farmacos.

6.3 A los Médicos Veterinarios dedicados a la industria avicola, promover el uso
racional de los antibioticos a nivel de produccién aviar, de manera que los diagnésticos
de las aves sean confirmados con el fin de reducir terapias empiricas con antibiéticos

de amplio espectro.

6.4 A nivel de plantas de procesamiento, reforzar los procedimientos de Buenas
Practicas de Manufactura y los sistemas de HACCP, de manera que se disminuya la
prevalencia de este patdgeno en las carcasas y piezas de pollo que se distribuyen en

puntos de venta y que llegan finalmente a la mesa del consumidor, que si bien no es
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biologicamente posible llegar a cero tolerancia, se deben cuantificar las mismas para

poder estimar asi el riesgo.

6.5 A las autoridades competentes, se requiere un muestreo a mayor escala que
permita evaluar de manera mas asertiva la realidad nacional de Costa Rica con
respecto a la presencia de genes de resistencia a los antibioticos en bacterias del
género Salmonella dentro de la cadena de produccion avicola y otras especies
destinadas al consumo humano, sus implicaciones practicas y la via por medio de la
cual las bacterias estan adquiriendo la resistencia, con el fin de determinar las medidas

de intervencidon mas efectivas.

6.6 A los Médicos de humanos, velar por diagnoésticos precisos, donde la terapia con
antibioticos sea realmente necesaria y la adecuada segun el tipo de infeccién, para

que de esta manera se logre mitigar un el avance de la resistencia a los antibiéticos.

6.7 Al consumidor de productos de origen aviar, llevar a cabo buenas practicas de
inocuidad alimentaria al preparar la carne de pollo, ya que las bacterias del género
Salmonella son inactivadas con tiempos de coccion y temperaturas ya definidas.
Ademas, la correcta utilizacion de los utensilios permite evitar la contaminacion

cruzada.
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