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RESUMEN
Esta pasantia tuvo una duracion de 344 horas y fue realizada desde el 1 de abril
hasta el 1 de junio de 2020, en el Instituto Regional de Sustancias Toxicas de la

Universidad Nacional en Heredia, Costa Rica.

Durante la pasantia se trabajo en un proyecto de investigacion que analiza el
uso de antibiéticos en actividades pecuarias cerca de parques nacionales realizando
entrevistas a productores pecuarios de zonas colindantes con estas areas protegidas.
Se encuestaron presencialmente tres fincas cercanas al Parque Nacional los
Quetzales y remotamente, dos cercanas al Parque Nacional Tortuguero. Asi se
identifico que entre los que respondieron el instrumento los principales riesgos de
contaminacion antibidtica hacia el ambiente son consecuencia de: insuficiente
asesoramiento con meédicos veterinarios, aplicacion empirica de medicamentos,

botiquines de acceso publico, depredacion de animales, entre otras.

Basada en la informacion recolectada y la experiencia vivencial, se realizd un
folleto desde la perspectiva médica veterinaria sobre la dinAmica participativa en un
proyecto interdisciplinario bajo el enfoque una salud, que sirva para nuevos miembros
del equipo y estudiantes como una guia introductoria y ejemplificativa sobre los aportes

de esta profesion en las labores de investigacion.

Finalmente, se participé en 120 pruebas variadas de laboratorio que evaluaron
biomarcadores de contaminacién en los organismos. Por ejemplo, un bioensayo
multinivel con alevines Parachromis dovii, donde se asisti6 al Bach. Sergei Redondo

en la toma de mediciones fisiolégicas en caAmaras de respirometria (20 en total) y
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pruebas de escototaxis (20 en total) en un grupo de diez peces control y diez peces
expuestos durante 48 h a una mezcla plaguicida de difenoconazol (325 pg/L) con
clorpirifés (5.5 pg/L). También se realizaron mediciones bioquimicas: EROD en higado
(20 en total) y ChE en musculo (20 en total) y cerebro (20 en total). Asi como, se llevd
a cabo RT-PCR en muestras de higado (20 en total) para la cuantificacion de genes
codificantes del citocromo cyplA. En este bioensayo el biomarcador mas sensible
para detectar un evento de contaminacion agudo, segun la concentracion utilizada, el

tiempo de exposicion y la especie utilizada fueron los genes codificantes de cyplA.

De la pasantia se desprendié un nuevo bioensayo, que replicé la metodologia
utilizando alevines P. gilii. Del analisis comparativo de ambos resultados se publicé el
articulo: “Transient exposure to sublethal concentrations of a pesticide mixture
(chlorpyrifos—difenoconazole) caused different responses in fish species from different
trophic levels of the same community”, que fue publicado en la revista Comparative

Biochemistry and Physiology.

Palabras Claves: Pasantia, Parachromis dovii, Ecotoxicologia, Contaminacion,

Biomarcadores.
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ABSTRACT
An internship of 344 hours was carried out at the Regional Institute of Toxic
Substances of the National University in Heredia, Costa Rica, from April 1st to June

1st, 2020.

During the internship, the student participated on a research project that
analyzes the use of antibiotics in livestock activities near national parks, conducting
interviews with livestock producers in areas adjacent to these protected areas. Three
farms near Los Quetzales National Park were surveyed in person and two near
Tortuguero National Park were surveyed remotely. Thus, it was identified that among
those who responded to the instrument, the main risks of antibiotic contamination to
the environment are a consequence of insufficient advice with veterinarians, empirical

application of medicines, public access to first aid kits, animal predation, among others.

Based on the information collected and the experiential experience, a brochure
was made from the veterinary medical perspective on the participatory dynamics in an
interdisciplinary project, under the one health approach, which serves for new team
members and students as an introductory and exemplary guide on the contributions of

this profession in research work.

Finally, the student participated in 120 varied laboratory tests that evaluated
biomarkers of contamination in organisms. For example, a multilevel bioassay with
Parachromis dovii fingerlings, where Bach. Sergei Redondo was assisted in taking
physiological measurements in respirometry chambers (20 in total) and scototaxis tests

(20 in total) in a group of 10 control fish and 10 fish exposed for 48 h to a pesticide
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mixture of difenoconazole (325 pg/L) with chlorpyrifos (5.5 pg/L). Biochemical
measurements were also performed: EROD in liver (20 total) and ChE in muscle (20
total) and brain (20 total). Likewise, RT-PCR was carried out on liver samples (20 in
total) for the quantification of genes encoding cytochrome cyplA. In this bioassay, the
most sensitive biomarker to detect an acute contamination event, depending on the
concentration used, the exposure time and the species used, were the genes encoding

cyplA.

A new bioassay emerged from the internship, which replicated the methodology
using P. gilii fingerlings. From the comparative analysis of both results, an article was
published: "Transient exposure to sublethal concentrations of a pesticide mixture
(chlorpyrifos—difenoconazole) caused different responses in fish species from different
trophic levels of the same community”, which was published in the Comparative

Biochemistry and Physiology journal.

Key Words: Internship, Parachromis dovii, Ecotoxicology, Contamination,

Biomarkers



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes

Durante las ultimas décadas, las investigaciones relacionadas con la salud
humana y animal han buscado resolver problemas cada vez mas complejos, muchos
influenciados por el aumento demografico, la rapida e intensa expansién de la
urbanizacién, la produccion ganadera y agricola intensificada, la invasion de
ecosistemas y las dindmicas de comercio y trafico globalizados (Zinsstad et al. 2011).
Por esta razon, ha sido necesario generar conocimiento en salud desde enfoques que
faciliten la ruptura de paradigmas, que dividen la salud entre los seres humanos, los

animales y el planeta como silos separados.

Poco a poco han surgido conceptos que parten de una visibn mas global e
integral. Entre estos se encuentra “Salud del ecosistema”, que acepta y amplia la forma
en la que se explican los vinculos inextricables entre los ecosistemas y la salud
(Zinsstad et al. 2011). También ha nacido el denominado “Una salud”, que analiza
coémo la salud de las personas esta estrechamente relacionada con la de los animales
y del medio ambiente. Esta perspectiva busca relacionar los cambios en la poblacion
humana, uso de la tierra, cambio climatico y el movimiento constante de personas y
animales a través del planeta, que han llevado a la distribucion mundial de
enfermedades infecciosas o no infecciosas que ponen en riesgo la salud publica. A
partir de este enfoque se pueden abordar, contextualizar y buscar soluciones para

enfermedades infecciosas pandémicas, como el SARS-CoV-2 y el estado de



emergencia mundial por la creciente resistencia contra antimicrobianos (RAM) (CDC

2018).

Finalmente, otro abordaje a valorar es el de “Salud planetaria”, el cual intenta
comprender las relaciones dinamicas y sistémicas entre los cambios globales, sus
efectos en los sistemas naturales y como los cambios en los sistemas naturales
pueden afectar la salud y el bienestar de los humanos a diferentes escalas
organizativas. Estas perspectivas holisticas favorecen una mirada critica sobre el
progreso social y econdmico en determinados paises que pareciera basarse en la
explotacion insostenible de sus recursos naturales y los efectos
desproporcionadamente negativos en la salud planetaria y, por ende, en la salud
ecosistémica y humana (Montira et al. 2019). En el caso de investigaciones
relacionadas con la contaminacion ambiental, es necesario generar acciones que
faciliten la cooperacién multidisciplinaria en areas como: biologia, quimica, geografia,
higiene, seguridad ocupacional, salud publica, psicologia, antropologia médica e

informatica, entre otros (Dhama et al. 2013).

Para sobrepasar el enfoque conceptual y promover acciones efectivas para
alcanzar la salud planetaria es necesario monitorear e informar sobre indicadores
relevantes que evidencien el alcance a escalas espaciales y temporales de los
cambios en los sistemas naturales. Se precisan bases con evidencia fortalecida sobre
soluciones de salud planetaria, incluidos sus costos y efectos en los grupos mas
marginales y vulnerables. Todo esto se puede lograr a través de los procesos

cientificos de investigacion (Montira et al. 2019).



Uno de los problemas actuales se trata de la contaminacion ambiental con
compuestos antimicrobianos y su amenaza para la salud publica, por el creciente
desarrollo de RAM (microorganismos capaces para resistir los efectos de uno de
dichos farmacos) (Calderon y Aguilar 2016). Esta resistencia es critica hacia los
antibioticos y agentes antibacterianos sintéticos, pero también existe preocupacion por
el uso indebido de antifingicos, antiparasitarios y antivirales. Se fundamenta en que
los microorganismos enfrentados a la presion de seleccidn antimicrobiana adquieren
y expresan genes de resistencia y luego los comparten con otras bacterias, o bien,
pueden producirlos por mutaciones ocurridas al azar (Calderén y Aguilar 2016;
McEwen y Collignon 2018). Es esencial recalcar que dondequiera que se utilizan estos
farmacos pueden existir reservorios de resistencia; por ejemplo: entornos de granja,
acuicultura, el aguay suelo (por escorrentia de aguas residuales y desechos organicos
o farmacéuticos) (McEwen y Collignon 2018). Vinculado a esto, la Organizacion
Mundial de la Salud ha establecido que el costo para la economia debido a la RAM
(muerte, discapacidad, estancias hospitalarias mas largas y necesidad de

medicamentos mas caros) es considerable y alarmante (OMS 2020).

La OMS ha declarado a la RAM como una de las diez principales amenazas
para la salud publica mundialmente. Por otra parte, hay un limitado desarrollo clinico
de nuevos antimicrobianos, por ejemplo, la OMS (2020) expuso que en el 2019 se
identificaron 32 antibidticos en fase de desarrollo clinico contra una lista patégenos
prioritarios. No obstante, de estos 32, solo seis se clasificaron como innovadores.
Asimismo, en el Informe del 2019 de las Naciones Unidas, por el “Interagency

Coordination Group on Antimicrobial Resistance”, se determiné que las enfermedades



farmacorresistentes ya causan al menos 700 000 muertes al afio en todo el mundo y
se espera que para el 2050 la cifra aumente a diez millones de muertes al afo, si no
hay un esfuerzo conjunto y urgente por solucionar la resistencia a los antimicrobianos.
Un dato alarmante es que, para el 2030, la resistencia a estos farmacos llevaria a 24

millones de personas a la pobreza extrema (IACG 2019).

Costa Rica no se encuentra exenta de esta realidad. El decreto ejecutivo de la
Presidencia de la Republica y el Ministerio de Salud de Costa Rica 41.385-S oficializo
el “Plan de accién nacional de lucha contra la resistencia a los antimicrobianos. Costa
Rica 2018-2025” (Amador-Mufioz et al. 2018). Alli se expone que la RAM se ha
distribuido en el territorio nacional, donde se han reportado casos de microorganismos
resistentes en hospitales y comunidades, tales como: Streptococcus pneumoniae,
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis, Salmonella spp., Shigella spp.,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa (INCIENSA 2011;

Amador-Mufioz et al. 2018).

En el sector agricola y animal también ha habido diversos estudios que
muestran la evidente exposicion a la RAM. Un estudio reporté bacterias del género
Enterococcus en muestras de leche no pasteurizadas del Gran Area Metropolitana.
Todas mostraron una resistencia importante a antibiéticos. La familia de los
aminoglicosidos resultdo ser la menos eficiente para limitar el crecimiento de estas
bacterias. Para el caso de la eritromicina, tetraciclina y cloranfenicol, la resistencia fue
menor al 50%. Se encontré6 ademas un 8% de resistencia a la vancomicina, siendo

este un antibiotico de ultima linea para bacterias Gram positivas (Araya et al. 2005).



Otra investigacion determind la presencia de genes de resistencia a los
antimicrobianos en las palomas que habitan en zonas urbanas y que pueden actuar
como reservorios de bacterias y vectores resistentes para los humanos (Blanco et al.
2017). Igualmente, otro estudio realizado en mapaches urbanos en Costa Rica
confirmo6 la existencia de multiples serovares de Salmonella resistentes a dos
antibioticos utilizados para tratar la salmonelosis humana circulando en una poblacion
de estos animales (Baldi et al. 2019). Todos estos estudios recalcan la importancia de

la vigilancia activa de la RAM desde los diversos sectores de la sociedad (Rojas 2014).

El uso excesivo de las drogas en el sector humano, animal y agricola se
considera una de las principales causas de RAM. En ese sentido, la utilizacién
inadecuada de estos en clinica humana y medicina veterinaria (incluyendo
acuicultura), asi como en la agricultura, contribuye a la seleccidbn de bacterias
resistentes a antibioticos por presion selectiva (INCIENSA 2011; McEwen y Collignon
2018). Igualmente, otra causa fundamental es la propagacion de bacterias y sus genes
de resistencia por el control deficiente de las infecciones causadas por bacterias, el
movimiento geogréfico de animales y humanos infectados y la contaminacion

ambiental (McEwen y Collignon 2018).

Debe entenderse que las causas implicadas en la resistencia antimicrobiana se
presentan de una forma compleja y se alinean con otros problemas contemporaneos
como la fragmentacion y degradacion de los bosques en las interfaces entre los
humanos y la naturaleza, de forma que, en el pais, estudios han llegado a identificar a
través de técnicas moleculares, genes de resistencia a antimicrobianos en felinos

silvestres, Panthera onca y Puma concolor que habitan zonas protegidas. Este estudio



indico la posibilidad de que las actividades pecuarias tengan relacion con el hallazgo
de estos genes de resistencia, aspecto que es importante continuar investigando para
comprender la acciones humanas que pueden llevar a la distribucion de estos genes

en la naturaleza (Angulo et al. 2017).

En investigaciones realizadas por la organizacion no gubernamental (ONG)
Panthera se han logrado identificar casos de depredacion de ganado que podrian
relacionarse con la generacién de genes de resistencia a antibidticos (ARGS) en

animales silvestres (Rojas 2019).

En relacion con la medicina veterinaria, la FAO indicé que entre las posibles
razones para el desarrollo de la resistencia se encuentra el uso innecesario de
antibioticos vinculado a diagndsticos incorrectos, la dosificacion erronea o inexistente,
junto a intervalos entre dosis inconvenientes para el farmaco y la prescripcion de
medicamentos sin un adecuado conocimiento de este (Errecalde 2004). Por lo que,
indiscutiblemente, el uso racional de dichos antimicrobianos en todos los sectores
productivos es la herramienta primordial para evitar entrar en la época pre-antibiética

(Errecalde 2004).

En Costa Rica se han desarrollado diferentes investigaciones en la tematica
indicada anteriormente. Un ejemplo corresponde al proyecto “Evaluacion del grado de
contaminacion con antibidticos en felinos silvestres y sus habitats en los parques
nacionales Braulio Carrillo, Tortuguero y Los Quetzales”, en el cual fue posible
recopilar y documentar informacion sobre el uso de dichas sustancias en 17 fincas

pecuarias cercanas a los parques nacionales Tortuguero y Los Quetzales, a partir de



cuestionarios aplicados a los productores. El estudio permitié conocer qué productos
utilizan, cémo los aplican y qué asesoria han recibido estas personas, asi como su
grado de conocimiento sobre la problematica. Los resultados mostraron que los
ganaderos cercanos al Parque Nacional Tortuguero utilizan mas tetraciclinas, mientras
gue los que se hallan en las inmediaciones del Parque Nacional Los Quetzales, hacen
mayor uso de los betalactamicos, representando asi un riesgo para la salud del
ecosistema (Rojas 2019). Ademas, se logré evidenciar la falta de capacitacion de los

productores sobre el correcto manejo de estos farmacos (Rojas 2019; Venegas 2019).

Otro problema importante relacionado con la contaminacién ambiental en Costa
Rica es el impacto producido por contaminantes como plaguicidas y otras sustancias

provenientes del sector agropecuario (Masis et al. 2008; Castillo et al. 2012).

Segun el informe final del Estado de la Nacion 2012, el pais no cuenta, a nivel
gubernamental, con un plan de monitoreo de calidad de agua enfocado en la presencia
de plaguicidas, de forma que la informacion generada en su mayoria ha sido obtenida
por investigaciones del Instituto Regional de Estudios en Sustancias Toéxicas (IRET)
de la UNAy el Centro de Investigacion en Contaminacion Ambiental (CICA) de la UCR.
Para investigar sobre los efectos de estos contaminantes en el ambiente, ha sido
necesario valorar las especies animales nativas del pais que pueden verse expuestas
a la sustancia en cuestion para hacer una estimacion del efecto ecoldgico de la

exposicion (Castillo et al. 2012).

Algunas especies caracteristicas o nativas de un sitio en estudio pueden

convertirse en especies centinela y ser utilizadas para valorar el impacto de la



contaminacion en el lugar (Mena et al. 2014b). Posterior a la eleccion de dichas
especies es necesario determinar los métodos mas convenientes para estudiar los
efectos tdxicos del contaminante de interés en la especie estudiada, como la aplicacion
de biomarcadores, los cuales indican la respuesta (sefales fisiologicas) de un
organismo frente a la agresiéon de un xenobidtico. Estos biomarcadores pueden ser
moleculares, bioquimicos y hasta manifestaciones etoldgicas de los animales, entre
otros (Gil 2000), y pueden aparecer en momentos distintos del proceso conducente a
la enfermedad. Por estas razones, es pertinente hacer una sabia eleccion del

biomarcador a evaluar (Gil 2000; Delfino et al. 2017).

En el caso de biomarcadores moleculares se ha identificado diversos genes que
se expresan en casos de estrés fisiologico, como al que se llega cuando un pez esta
en un medio contaminado. Por ello, su determinacion se vuelve una herramienta util
para monitorizar el impacto ambiental de un evento de contaminacion, ya que
funcionan como alarmas tempranas de exposicién ante un evento que cause estrés

fisiolégico (Navarro et al. 2014).

En otro estudio sobre bioacumulacion en peces medakas se utilizaron
biomarcadores para evaluar los efectos del difenoconazol (fungicida triazol, DFZ), el
cual actta sobre el sistema de biotransformacién y se acumula en los tejidos de los
organismos que lo ingieren. En este trabajo, los animales fueron expuestos a distintas
concentraciones del fungicida por 180 dias. Los resultados mostraron una
sobreexpresion del ARNm del citocromo hepatico cyplAl, cyplB, cyplCl, cyp27B y
cyp3A40, asi como la disminucién en la expresion de los genes codificantes para los

citocromos cyp3A38 y cyp27Al. También se observdO que la actividad de



etoxiresorufina-O-detilasa (EROD) en el higado aumento en todos los grupos tratados,
mientras que la actividad de la glutation-s-transferasa (GST) aumento en los grupos
gue recibieron las dosis mas altas. Estos resultados sugirieron que las exposiciones
cronicas a bajas dosis del compuesto pueden resultar en su bioacumulacion en los

peces y ocasionar induccién en el sistema de biotransformacion (Zhang et al. 2017).

En el pais se han utilizado pruebas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
en Tiempo Real (RT-PCR) para la cuantificacion de los niveles hepéaticos de ARNm de
dos genes relacionados con el proceso de biotransformaciéon y disrupcién endocrina
en peces nativos Parachromis dovii (Cichlidae) y Poecilia gillii (Poecillidae) en sitios
contaminados con pesticidas, cerca del Parque Nacional Palo Verde (Navarro et al.
2014). Para tal efecto, se evaludé un gen relacionado con efectos estrogénicos, la
vitelogenina y un gen que responde ante compuestos tipo dioxina, el Citocromo
P4501A (cyplA). Para ambas especies se disefiaron y validaron tratamientos
experimentales con modelos efectores (17-estradiol y B-Naphtoflavona,
respectivamente) y se demostré su utilidad como marcadores de exposicion a algunos
contaminantes. En este estudio se clonaron y secuenciaron parcialmente los
segmentos ARNmM que codifican para vitelogenina y cyplAl, cuyas secuencias
parciales tuvieron una alta homologia con otras encontradas en especies cercanas de
peces. En el estudio se logro observar diferencias en la expresion de genes ante la
exposicion con los modelos inductores de 17 estradiol y B-naphtoflavona (Navarro et

al. 2014).

Recientemente se estudié la toxicidad del insecticida organofosforado,

clorpirifés y del fungicida triazol, difenoconazol en P. dovii, los cuales fueron expuestos
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a dosis subletales de ambas sustancias de forma individual y en mezcla para evaluar
la respuesta de los biomarcadores: etoxiresorufina-O-detilasa (EROD), catalasa
(CAT), glutation-S-transferasa (GST) y la peroxidacion de lipidos (LPO) en tejidos
hepaticos y branquiales como marcadores de procesos de estrés oxidativo y
biotransformacion. También se cuantificé la actividad de la colinesterasa (ChE) como
un biomarcador de neurotoxicidad en el cerebro y masculo. Los resultados mostraron
una inhibicion significativa de la actividad ChE en cerebro y musculo de los peces
expuestos a clorpirifés (CPF). Sin embargo, no se produjo una inhibicion de su
actividad cuando los peces se expusieron a la mezcla de esta sustancia con
difenoconazol (DFZ). En los animales expuestos a la mezcla se observé un aumento
significativo en la actividad de EROD en el higado (Jiménez 2019). Ademas, se
evidencio que existe una interacciéon de ambas sustancias que afecta el metabolismo

de biotransformacién aun a niveles subletales de exposicion (Jiménez 2019).

Los cambios bioquimicos y moleculares antes mencionados como
consecuencia a la exposicion de xenobidticos implican para el individuo un costo
metabdlico (Calow 1991). De forma que bajo condiciones de estrés, se requiere
energia adicional para destinarla a los procesos de detoxificacion y reparacion, de
forma que aumenta el consumo de oxigeno y la tasa ventilatoria del pez como
evidencia de una disminucion en la capacidad del pez para resolver las perturbaciones
ambientales (Yang et al. 2000;Prassana et al. 2020) Por esta razon, a través de
pruebas de respirometria se puede evaluar el consumo de oxigeno de los individuos y

utilizar este parametro fisiologico como biomarcador (Sandoval-Herrera et al. 2019).
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Todos los posibles cambios anteriormente descritos suceden en el individuo en
sus distintos niveles de organizacion y pueden ser traducidos como cambios en el
comportamiento también, que llegan a suceder como respuesta a factores tanto
internos (fisiologicos) como externos (ambientales). El comportamiento del individuo
resulta de la integracion de muchas variables fisiolégicas como los sentidos, el balance

hormonal, la funcion neuroldgica y el metabolismo (Scott y Sloman 2004).

En los peces, una forma de valorar si su comportamiento ha cambiado frente a
un evento estresante es realizar pruebas de escototaxis, las cuales son metodologias
no invasivas que funcionan como biomarcadores tempranos que evidencian
condiciones acudticas de estrés. Dichas pruebas resultan utiles en estudios de
ecologia y comportamiento en investigaciones ecotoxicoldgicas y en la monitorizaciéon
de la calidad del agua (Robinson 2009). Su uso consiste en tratar de determinar si el
pez sostiene el comportamiento normal de preferir los sitios oscuros por sobre los sitios
claros, como una forma de disimularse con el entorno para evitar ser depredado

(Sloman y McNeil 2012).

1.2. Instituto Regional de Estudios en Sustancias Toxicas (IRET — UNA)

Fue creado en 1998 como un centro académico de caracter publico dedicado a
la investigacion, docencia y proyectos de extensién. Cuenta con mas de 30 afios de
experiencia en el diagnéstico de sustancias téxicas utilizadas en la region
centroamericana, asi como en la evaluacion y gestién de problemas relacionados con
la calidad ambiental y salud publica. Sus investigaciones integran la exposicion,
efectos y los posibles riesgos asociados al uso de sustancias contaminantes (IRET-

UNA 2012).
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A lo largo de la historia, el IRET-UNA se ha enfocado en formar profesionales
que sean capaces de entender, describir y proponer soluciones adecuadas a
problemas ambientales y de salud publica, que histéricamente han aumentado por la
magnitud y diversidad de las formas de contaminacion en Costa Rica y la region. Esto
se ha logrado a través de la cooperacidon multidisciplinaria de profesionales y

estudiantes de diversas carreras (IRET-UNA 2012).
Actualmente, se organiza en cuatro areas de trabajo:

- Diagnostico de importacion y de uso de plaguicidas y otras sustancias

toxicas.

- Salud (exposicion efectos y riesgos en la salud y las poblaciones

humanas, trabajo y salud publica).
- Ambiente (exposicidn, efectos y riesgos en la salud de los ecosistemas).

- Quimica ambiental (destino ambiental de los contaminantes, metodologia
de muestreo y analisis e investigacibn y apoyo en procesos de certificacion e

implementacion de tecnologias limpias) (IRET-UNA 2012).

El IRET-UNA tiene influencia en todos los paises centroamericanos, tanto asi
que la OMS lo ha declarado Centro Colaborador en las areas de epidemiologia y
toxicologia ocupacional y ambiental. Asi mismo, por recomendacion del Ministerio de
Salud (MinSa) se le ha nominado como Centro Colaborador de la Organizacion
Panamericana de la Salud (OPS) para la ejecucién del “Programa regional de accion
y demostracion de alternativas sostenibles para el control de los vectores de la malaria

sin uso del DDT en México y América Central’. De igual manera, el Laboratorio de
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Andlisis de Residuos de Plaguicidas (LAREP), también por recomendacion del MinSa,
ha sido designado como un laboratorio de referencia a nivel regional por la OPS (IRET-

UNA 2012).

El Instituto se caracteriza por promover el trabajo conjunto con otras unidades
académicas de la UNA, por ejemplo, la Escuela de Ciencias Biologicas y la Escuela

de Medicina Veterinaria.

1.3. Justificacion

En la actualidad existen severas crisis relacionadas con el mal uso de recursos
naturales y materias primas, que particularmente amenazan las fuentes de agua
potable (Garcia 1997). También es posible evidenciar multiples consecuencias de un
cambio climatico en proceso, el cual afecta mayormente a las poblaciones rurales

(Zinsstad et al. 2011).

Para poder atender y entender los contextos actuales que interconectan a los
humanos, animales de compafiia, ganado y vida silvestre con su entorno social y
ecoldgico es necesario un manejo integral de su salud bajo distintos enfoques, como
por ejemplo “Una Salud” y “Salud Planetaria” (Zinsstad et al. 2011; Montira et al. 2019).
Esto facilita identificar y comprender las acciones concretas que estan generando el
problema desde distintas perspectivas. Un ejemplo corresponde a los productores

agricolas y los problemas ambientales relacionados con la actividad agropecuaria.

Las perspectivas de cada persona involucrada, tanto en el problema como en
la solucién, se ven influenciadas por factores educativos, nivel socioeconémico,

diversidad cultural, caracteristicas personales y hasta el beneficio o perjuicio que
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perciben de la situacion. Por tanto, muchas veces las acciones que estan ocasionando
un problema ambiental tienen origenes complejos y diversos que requieren de mas de
un enfoque para conseguir una solucion integral en la que se beneficien los distintos

participantes (Murillo y Tobasura 2011).

Lamentablemente aln se siguen tratando los problemas ambientales como silos
disciplinarios separados y alejados entre la salud humana y la salud animal, sin lograr
aplicar una conexion logica y necesaria entre ambos. Por esta razon, se debe seguir
reforzando la aplicacion de la ciencia de forma coherente con conceptos holisticos y
no de forma sectorial, como se ha acostumbrado (Zinsstad et al. 2011). Esto se puede
lograr a través de metodologias de investigacion y de trabajo cada vez mas
multidisciplinarias e interdisciplinarias, las cuales pueden fortalecerse a través de la
practica profesional en equipos de trabajo diversos y colaborativos de distintas ramas

cientificas y de otros campos (Dhama et al. 2013).

El aumento de la resistencia a antibiéticos es uno de estos problemas que
precisan de un entendimiento integral, ya que, por su naturaleza, tiene graves
consecuencias negativas para la salud animal, publica y ambiental. Para ser capaces
de comprenderlo y buscar soluciones pertinentes que busquen un desarrollo saludable
en relacion con el ambiente se requiere de la aplicacién de enfoques multidisciplinarios
(Venegas 2019). Se sabe que en las actividades productivas animales es necesario el
uso de distintos medicamentos para prevenir o tratar enfermedades, pero estos deben
ser usados racional y criticamente para evitar el aumento de la resistencia a nivel

mundial (Rojas 2019).
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Se estima que, mundialmente, la mitad de los antibioticos producidos son
destinados para uso veterinario. Alrededor del 80% es dirigido a producciones
intensivas de cerdos, aves y bovinos y un 5%, a piscicultura. Asimismo, existe un
porcentaje que no se usa con fines terapéuticos, sino que es incorporado al alimento
como un promotor del crecimiento (Esperbent y Migliorati 2017). Debido a esto, resulta
crucial entender y evaluar el uso que se le da a estos medicamentos en las fincas del
pais para poder obtener una perspectiva general de la situacion y generar acciones de
capacitacién pertinentes para los productores, reforzar las practicas de manejo e
identificar las formas en las que los animales silvestres son impactados por esta

situacion (Venegas 2019).

En Costa Rica, distintas actividades productivas animales se desarrollan
ampliamente en todo el territorio nacional, lo que favorece diversas interacciones entre
las especies productivas, domésticas, silvestres y los seres humanos (Rojas 2019). En
muchas ocasiones, estas interacciones derivan de la competencia por recursos
naturales y una estrecha cercania que favorece el contacto entre los actores. Los
antibiéticos utilizados en las actividades productivas que no se utilizan de forma
prudente pueden terminar en el ambiente, por ejemplo: en el suelo, cuerpos de agua,
tejidos, restos de animales, o bien, en sus excreciones. Esta exposicién sobre todo a
bajas dosis favorece la generacion de microorganismos resistentes o inmunes a estos

medicamentos (Cota et al. 2014; Venegas 2019).

El contexto socioeconOmico de un pais es relevante para comprender los
problemas ambientales y sus soluciones. La agricultura es una actividad economica

muy importante en Costa Rica, de forma que en el 2018 las exportaciones de banano,
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pifia y café representaron un 21% de las exportaciones totales. La pifia se coloc6 como
uno de los productos con mayor crecimiento en los indices de exportacion durante el
2018 al ser esta actividad tan intensa han surgido problemas por el uso desmesurado

de plaguicidas (COMEX 2018).

Investigaciones previas ya han advertido sobre algunas consecuencias
indeseables del uso de plaguicidas, como: contaminacién de sustratos y aguas,
reduccion de los sistemas de produccion posibles en un sitio, diversos procesos de
biomagnificacion o bioconcentracion, pérdida de biodiversidad de los
agroecosistemas, destruccién catalitica de la capa de ozono, entre otros (Garcia
1997). También trae consecuencias para los ecosistemas naturales al relacionarse
con la muerte de peces y deterioro de la calidad del agua potable, situaciones
comprobadas al analizar y detectar residuos de plaguicidas en las aguas superficiales
provenientes de las plantaciones (Echeverria et al. 2018). Por ejemplo, plaguicidas
como clorpirifés (CPF) y difenoconazol (DFZ) son muy utilizados en los cultivos de
banano y pifia en el Caribe y han sido registrados en ecosistemas acuaticos,
representando un riesgo para los distintos organismos que ahi habitan (Mena et al.

2014a; Mena et al. 2014b; Jiménez 2019).

Por todo lo anterior, ha sido necesario el monitoreo de biomarcadores en
especies centinelas al evaluar eventos de contaminacion. Esta metodologia ha sido
atil en los estudios ecotoxicoldgicos para indicar sefiales tempranas de estrés en los
ecosistemas. Ademas, son herramientas rapidas de adecuada sensibilidad para
comprender las consecuencias ecologicas de los eventos de contaminacion (Mena et

al. 2014a; Mena et al. 2014b; Jiménez 2019).
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Los problemas ambientales contemporaneos suceden en sociedades muy
diversas, dinamicas y complejas. Por esto, es importante que la persona estudiante de
medicina veterinaria amplie su formacion multidisciplinar a través de aprendizajes
vivenciales, para que incorpore y contextualice su profesion dentro de equipos
multidisciplinarios e interdisciplinarios, con profesionales de otras ciencias exactas,
sociales y otras ramas, bajo distintos enfoques como Una Salud o Salud Planetaria,

como sucediod en esta pasantia.

Estas participaciones facilitaran respuestas mas responsables, pertinentes,
creativas y modernas a los retos actuales y futuros (Pagani 2011). Asimismo, es
importante que las y los estudiantes de medicina veterinaria se motiven a incorporarse
en campos histéricamente no tradicionales, o que permitird ampliar los espacios de
injerencia de la profesion en tematicas en las cuales ha faltado la perspectiva médica
veterinaria, lo que favoreceria la diversificacion de oportunidades de trabajo,
obteniendo mas herramientas conceptuales para aportar a las labores de vigilancia
ambiental, salud publica y conservacién (Pagani 2011). Por todo lo anterior, haber
realizado la pasantia en el Instituto Regional de Estudios en Sustancias Toxicas resulta
positivo para los estudiantes de la Escuela de Medicina Veterinaria por ser una
oportunidad de acercamiento entre ambos actores académicos de la institucion, de
forma que se pueda conocer mas el trabajo y los aportes que pueden brindar cada uno

y favorecer el intercambio entre ambas unidades.
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1.4. Objetivos

1.4.1.0Objetivo General

Aplicar los conocimientos, habilidades y destrezas obtenidos en la carrera de
Licenciatura en Medicina Veterinaria en investigaciones vinculadas con contaminantes
gue pueden afectar la salud animal y ambiental, realizadas en el Instituto Regional de

Estudios en Sustancias Toxicas.

1.4.2.0bjetivos especificos

1.4.2.1. Construir las capacidades necesarias para tomar y registrar datos sobre el
manejo de antibidticos en actividades pecuarias para identificar las posibles fuentes
de contaminacion hacia el medio ambiente.

1.4.2.2. Apoyar al equipo de trabajo interdisciplinario del proyecto “Evaluacion del
grado de contaminacion con antibiéticos en felinos silvestres y sus habitats en los
parques nacionales Braulio Carrillo, Tortuguero y Los Quetzales” desde una
perspectiva médica veterinaria, para complementar el enfoque “una salud” que desea
incorporarse en las labores de campo vinculadas a la investigacion.

1.4.2.3. Aplicar métodos de biomarcadores bioquimicos y transcriptdmicos en peces
para obtener destrezas necesarias en técnicas de laboratorio vinculadas con la

evaluacion del impacto de contaminantes quimicos
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Lugar de realizacion de la pasantia

La pasantia se realizo del 1 de abril hasta el 1 de junio de 2020, con un total de
344 horas, en el Instituto Regional de Estudios en Sustancias Toéxicas de la
Universidad Nacional (IRET-UNA) y en giras de campo realizadas en fincas cercanas

al Parque Nacional los Quetzales, San Gerardo de Dota, San José.

2.2. Equipos y materiales
Durante la pasantia se utilizaron distintas instalaciones dentro del Campus

Omar Dengo de la Universidad Nacional:

- IRET: los laboratorios de Ecotoxicologia (ECOTOX) y de Analisis de

Residuos de Plaguicidas (LAREP).

- Escuela de Ciencias Biolégicas: el Laboratorio de Andlisis Gendémico

(LAGEN).

Para poder llevar a cabo las actividades diarias fue necesario utilizar
frecuentemente equipos como: refrigeradoras, congeladores a -20 °C y -80 °C,
centrifugas y microcentrifugas, balanzas, cabinas de flujo laminar vertical,
homogeneizador de tejidos, bafio maria, criostato, computadoras, agitadores vortex,
camara de electroforesis, pinzas, tijeras, Nanodrop 1000, PCR en tiempo real,
incubadora de huevos, ultracentrifuga, pipetas, pipeteadores electrénicos y cristaleria.

En cuanto a los reactivos y materiales utilizados, se cita al Kit E.Z.N.A® Viral RNA Kit
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R6874-02 de Omega Biotek, ademas de los necesarios para extraccion de ARN por

medio de TRIzol®.

2.3. Metodologia
Los procedimientos en los cuales se participé fueron documentados en una

bitacora escrita a mano. La pasantia se desarrollé en las siguientes etapas:

2.3.1. Introduccién al laboratorio, equipo de trabajo y participacién de

actividades

Durante la primera semana se otorgaron las indicaciones de bioseguridad al
momento de utilizar las instalaciones respectivas, particularmente del laboratorio
ECOTOX. Estas se intensificaron por el contexto de la pandemia ocasionada por el
SARS-CoV-2. Las indicaciones fueron recibidas a través de circulares oficiales de
lectura obligatoria y explicaciones orales durante el recorrido de familiarizacién con las
instalaciones de dicho laboratorio. Asi mismo, se me mostraron los equipos utilizados
en cada una de las diferentes actividades y pruebas, particularmente, se me explico
su funcionamiento y sus cuidados basicos. Fue necesario también repasar y conocer

los programas de computacion con los que trabajaria durante la pasantia.

Durante la pasantia colaboré con diferentes profesionales: durante la
modificacion del formato de las encuestas se trabajo con el Bach. Jorge Pefialoza, las
infografias se realizaron con ayuda de Bach. Brenda Zamora Rojas y Bach. Mariela
Montero Arias. En el laboratorio todas las mediciones bioquimicas (analisis de EROD

y ChE) se realizaron con la MSc. Katherine Jiménez, durante las pruebas de
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respirometria y evaluacion del comportamiento en peces asisti a Bach. Sergei
Redondo. Las pruebas moleculares de RT-PCR se realizaron en conjunto con la PhD.

Kinndle Blanco y el MSc. Freylan Mena.

2.3.2. Cuestionarios utilizados para identificar posibles fuentes de

contaminacion de antibidticos hacia el medio ambiente.

Durante la pasantia se laboré con un grupo de trabajo que estaba realizando
unos cuestionarios para identificar posibles fuentes de contaminacion de antibioticos
hacia el medio ambiente, revisé los cuestionarios en su totalidad, de forma que se
hicieron modificaciones con relacién a la terminologia utilizada, el orden de las
preguntas, se incorporaron aclaraciones necesarias para ser utilizadas por la persona

entrevistadora, se omitieron interrogantes y se agregaron otras nuevas.

A la vez, se hicieron cambios importantes en el formato de la encuesta, la cual
se presentaba en formato de Word para que los datos fueran registrados sobre papel
a través de secciones como: complete, seleccion multiple, seleccién Unica, opciones
de falso o verdadero y numerosos cuadros de seleccién multiple. Todos los anteriores
fueron transformados a preguntas consecutivas en el programa de Excel. Los datos
fueron afiadidos al formato xIm, para ingresarlos al software Open Data Kit (ODK) el
cual permite programar variables y preguntas para su implementacion en diversos
dispositivos, como computadoras 0 moviles a partir de formularios digitales (ODK
2020). Este ultimo paso (actualmente en proceso) estd a cargo del Bach. Jorge

Peflaloza Castarneda.
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La informacién de las encuestas fue categorizada en tres hojas de Excel de la
forma que lo requiere el programa ODK: Survey, Choices y Settings. En la primera se
utilizaron cuatro columnas: la primera para agregar el tipo de respuesta de cada
cuestionamiento (por ejemplo: seleccion Unica, decimal o String), en la segunda se le
dio un nombre a cada interrogante, en la tercera se coloco la pregunta textual y en la
ltima, se observé su numeracion correspondiente. En la hoja de Choices se utilizaron
tres columnas principales: un nhombre para cada pregunta, las opciones de respuesta
y el nimero correspondiente. Por ultimo, en la hoja de Settings se coloco la

configuracion del idioma y el titulo de la encuesta (Figura 1).

Ditos del ntrevistado Areas y actividades Finalidad de la actividad
Al Of 4 A { L : [ .
ST productivas productiva
Enfermedades.
Datos de la finca mortalidad y manejo ‘ Registros de la finca

sanitario curativo

Actividades ‘onas protegidas y tipo ‘ . -

Actividade Zonas protegidas y tipc f—  Enmiendas organicas

productividas de proteccion .
Fuentes de agua { Plaguicidas

Tratamientos empleados
en aguas residuales y en ‘ Equipo de proteccion
desechos

Medidas sanitarias .
sereoinc Abonos orginicos

preventivas
Usos de medicamentos | Medidas sanitarias
e inspeccion de botiquin preventivas

Figura 1. Esquema de contenidos de la encuesta para el diagnostico del uso de

antimicrobianos aplicado durante la pasantia en IRET-UNA, Heredia, Costa Rica.



23

2.3.3. Toma y registro de datos sobre el manejo de antibidticos en
actividades pecuarias para identificar las posibles fuentes de

contaminacion hacia el medio ambiente.

En un principio, todas las encuestas fueron programadas para aplicarse de
forma presencial, pero por la complejidad de realizar giras de campo a la zona Caribe
del pais durante la pandemia, la dindmica debio modificarse de forma que se realizaron
tres giras de campo a tres fincas agropecuarias en la zona de San Gerardo de Dota,
cercanas al Parque Nacional los Quetzales. Durante estas, se aplicaron los
cuestionarios del proyecto “Evaluacion del grado de contaminacion con antibiéticos en
felinos silvestres y sus habitats en los parques nacionales Braulio Carrillo, Tortuguero
y Los Quetzales”, los cuales fueron previamente trabajados. También se realizaron
dos encuestas via telefonica a dos fincas pecuarias cercanas al Parque Nacional

Tortuguero.

Durante los dias previos a realizar las encuestas, se les consulté a las personas
participantes de la zona caribe si estaban familiarizados con programas o aplicaciones
como Google Meets, Zoom o llamadas y video llamadas por WhatsApp. Uno de los
encuestados indicé haber manejado Google Meets y WhatsApp en algin momento,
mientras que el otro encuestado dijo no manejar ninguna de esas aplicaciones. Ambos
coincidieron en que en la zona rural donde viven el internet es muy inestable y de
acceso complicado, por lo que no hacen uso frecuente de los recursos virtuales, por
esta razon indicaron que laforma mas sencilla de comunicarse para ellos sigue siendo

través de llamadas por telefonia regular.
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Finalmente, los resultados obtenidos se tabularon y se analizaron las
frecuencias de respuestas de las cinco fincas encuestadas, como se detalla en

resultados y discusion.

2.3.4. Apoyo al equipo interdisciplinario del proyecto “Evaluacién del
grado de contaminacion con antibiéticos en felinos silvestres y sus
habitats en los parques nacionales Braulio Carrillo, Tortuguero y Los

Quetzales”

Como parte del contexto alrededor de la pandemia por la COVID-19 fue
necesario alcanzar el cumplimiento de los objetivos a través de actividades realizadas
de forma remota, ya que las reuniones presenciales no eran la opcién mas segura para
trabajar. De esta forma se decidié desarrollar tres infografias a partir de la informacion
obtenida y analizada de las encuestas y las giras de campo hechas durante la

pasantia.

Se proceso la informacién de forma resumida para crear el material grafico
dirigido a personas estudiantes de la carrera de Licenciatura en Medicina Veterinaria
y afines, sobre la integracion de la perspectiva veterinaria en el enfoque “una salud”
utilizando las experiencias surgidas a partir del proyecto “Evaluacion del grado de
contaminacion con antibidticos en felinos silvestres y sus habitats en los parques

nacionales Braulio Carrillo, Tortuguero y Los Quetzales” como ejemplo practico.

La realizacion de estas infografias requirio el apoyo de la Bach. Relaciones

Internacionales, UNA, Brenda Zamora Rojas, en el desarrollo del disefio grafico, y de
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la Bach. Sociologia, UNA, Mariela Montero Arias, en la contextualizaciéon de la

informacion que fue obtenida.
2.3.5. Planteamiento y disefio de un bioensayo multinivel

Se participd de un bioensayo multinivel (Figura 2) en el que se expusieron
alevines de guapote (Parachromis dovii) a una mezcla de Difenoconazol (DFZ) con

Clorpirifés (CPF).

Level 1: Molecular cyplA expression

EROD activity

Level 2: Biochemical ‘ . — k‘ ChE activity

CPF 10% LC50
* DFZ 10% LC50

[ —) “‘s \ Respirometr
Level 3: Physiological “. Cﬂ /] FBMR) Y

Level 4: Behavior <0-= Swimrning dnd
escototaxis

Figura 2. Esquema de la evaluacion multinivel del bioensayo realizado durante la
pasantia en IRET-UNA, Heredia, Costa Rica.

Tomado de Redondo et al., 2021.

Durante este bioensayo se evaluaron los cambios en cuatro niveles distintos

entre el grupo control y el expuesto a la mezcla:

1. Posible cambio a nivel molecular (Induccion de la transcripcion de CYP1A)
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2. Cambios bioquimicos (enzimas evaluadas)
3. Cambios fisiolégicos (determinacion de tasas metabdlicas basales)
4. Cambios en natacion y comportamiento de los peces.

El grado de responsabilidad y participacion en cada una de las etapas fue
variable y esta especificado en el apartado correspondiente. Al finalizar el bioensayo,

se procedi6 a realizar el analisis de los datos obtenidos.
2.3.6. Preparacion de soluciones de exposicion

Los peces P. dovii fueron expuestos a una mezcla con CPF y DFZ. La solucién
stock de DFZ fue preparada de la siguiente manera: 2722 ug/mL de la sustancia
disueltos en acetona. De esta, se tomaron 95.51 yuL con una micro jeringa y fueron
adicionados directamente a un recipiente con 800 mL de agua filtrada (1 um) y tratada
con carbén activado y luz UV (Milipore) en adelante indicada como agua UV. Por su
parte, la solucion stock de CPF consistia en 2581.3 ug/mL de dicho insecticida disuelto
en acetona. Para dispensar la cantidad requerida, fue necesario realizar una solucion
intermedia: se tomaron 5 pL de la solucién stock de CPF y se agregaron 95 uL en agua
UV. De la solucion intermedia se tomaron 33 L y se agregaron directamente al mismo

recipiente con 800 mL que ya contenia al difenoconazol.

Para comprobar la presencia de estas disoluciones en el agua, se requirié su
cuantificacion en el LAREP. Dicho proceso fue realizado por la MSc. Karla Solano
Diaz, ingeniera quimica, por medio de una extraccion en fase sélida (cartucho Waters

Oasis® HLB, 60 mg 3CC) y del anélisis del extracto con cromatografia liquida acoplada
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a detector de masas, usando un sistema Acquity UPLC Waters, acoplado a

espectrometro de masas Xevo TQ-S micro (triple cuadrupolo) tandem.
2.3.7. Preparacion del bioensayo

Cada dia se tomaron, de forma aleatoria, dos peces del tanque de peces del
IRET. Los mismos se colocaron individualmente en contenedores de vidrio con 800
mL de agua UV y se mantuvieron con aireacion constante, fotoperiodo natural (12:12)
y con una temperatura del agua de 22.54 + 0.96 "C. En total se realizaron diez réplicas
utilizando en un frasco un pez control y en otro, uno expuesto a la mezcla con DFZ
(325 ug/L) y CPF (5.5 ug/L) durante 48 h. Para la preparacion del animal expuesto a
plaguicidas, se tomaron alicuotas de ambas sustancias y se agregaron a los envases

antes de introducirlo. Los peces no fueron alimentados durante el ensayo.
2.3.8. Procesamiento de tejidos y cuantificacion de proteinas

Posterior a las pruebas de respirometria y comportamiento se realizé la
eutanasia de los peces para seguidamente, diseccionarlos. Se tomaron las muestras
de cerebro (6rgano entero) y musculo lateral (una muestra de aproximadamente 50
mg), que fueron colocadas en microtubos e inmediatamente almacenadas a -80°C
para medir la actividad de ChE. El higado fue extraido y se dividié por la mitad. Una
de las mitades se coloco inmediatamente -80°C para la medicion de EROD vy la otra
fue almacenada en RNAlater ® y almacenada a -80°C para la identificacion vy
cuantificacion de la transcripcion de cyplA. Durante todo el procesamiento de las

muestras fue necesario respetar la cadena de frio.
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2.3.9. Determinacion de EROD y ChE en muestras de peces P. dovii
2.3.9.1. Determinacion de EROD

La actividad de la enzima etoxi-resorufina desetilasa (EROD) fue determinada
de acuerdo con el método descrito por Peters y colaboradores (1994), con algunas
modificaciones y adaptado a microplaca de acuerdo con Jiménez (2019). Se preparo
una curva de resorufina, que es el producto de la reaccion enzimatica. La ecuacion
lineal que describe esta curva fue utilizada para estimar el producto generado en la

reaccion de las muestras (Cuadro 1).

Cuadro 1. Determinaciéon de EROD: Preparacion de la curva de resorufina, en un

experimento realizado durante la pasantia en el IRET-UNA, Heredia, Costa Rica.

Volumen Buffer en pyL Concentracion Volumen de solucidn 1000
Resorufina nMen uL
990 10 10
980 20 20
960 40 40
920 80 80
840 160 160

En total se analizaron 20 muestras de higado, las cuales fueron homogenizadas
en 300 pL de una solucion buffer KH2PO4/K2HPO4 0.1M (pH=7.4) con un sonicador
Branson, SLPt. EI homogeneizado resultante fue centrifugado a 15300 gy a 4° C
durante 20 min. El sobrenadante fue utilizado para las mediciones de las actividades

enzimaticas.
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Las muestras de cerebro fueron homogeneizadas en 400 pL buffer
KH2PO4/K2HPO4 0.1M (pH=7.2) y centrifugadas por cinco min a 10600 g, 4°C. Los
sobrenadantes se diluyeron de la siguiente manera: 100 puL de sobrenadante en 200

pL de buffer KH2PO4/K2HPO4 0.1M (pH=7.2). El sobrenadante se guardo a -80 °C.

Las muestras de muasculo se homogeneizaron en 800 pL de buffer
KH2PO4/K2HPO4 0.1M (pH=7.2) y se centrifugaron por cinco min a 10600 g, 4°C. Los
sobrenadantes se diluyeron de la siguiente manera: 40 pL de sobrenadante en 240 uL

de buffer KH2PO4/K2HPO4 0.1M (pH=7.2). El sobrenadante se guardo a -80 °C.

En todos los tejidos procesados, el contenido de proteina se cuantific6 mediante
el método de Bradford (1976) con un reactivo marca BIO-RAD®. Como estandar se
utilizé una curva de albumina sérica bovina (BSA, por sus siglas en inglés). La medicion
se realizd en una microplaca y la lectura se llevd a cabo a 595 nm cinco min después
de mezclar. El contenido de proteina en las muestras fue calculado con la ecuacion

lineal obtenida para la curva de BSA.

La curva de Resorufina fue preparada a partir de una solucion stock de 50 uM
de resorufina en MeOH, preparada el 18-02-18 y mantenida a 4 °C. Se realiz6 una
disolucién de la solucién del stock 1/50 para tener una solucién de 1000 nM. Para ello,
se adicionaron 20 pL de solucion stock de resorufina a 980 L. A partir de esta solucion
de 1000 nM, se realizo la preparacion de la curva (Cuadro 1): la solucién de reaccion
consistido en 20 mL de un buffer fosfato de 0.1 M con pH 7.4 adicionado a 200 pL de
NADPH (0.10 Mm) y 500 pL de 7- etoxi-resorufina (7-ER) (0.415uM). La cinética de la

reaccion fue medida en microplacas durante tres min en un Thermo Scientific™
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Fluoroskan™ fluorometro con filtros de 530 nm (excitacion) y 580 nm (emision). La
unidad de actividad de EROD fue definida como la formacioén de 1 nmol de resorufina

por min por mg de proteina.
2.3.9.2. Determinacion de ChE

La actividad de las colinesterasas se hizo siguiendo el método de Ellman (1961),
adaptado a una microplaca segun Guilhermino y colaboradores (1996). La solucién de
reaccion se compone de buffer KH2PO4/K2HPO4 0.1M (pH=7.2), acetilcolina 1 Mm
como sustrato sintético y dithiobis-2 acido dinitrobenzoico (DTNB) 5.5 mM, 0.1 mM
como agente cromogénico, midiendo la cinética a 405 nm cada 2.5 min durante diez

min. La actividad fue expresada como nmol por min por mg de proteina.
2.3.10. Pruebas de RT-PCR

Todas las muestras de higado fueron inmersas en RNAlater (QIAGEN,
Alemania) y mantenidas en un congelador -80°C hasta su procesamiento. Antes de
llevar a cabo los analisis, se retir6 el RNAlater. Para ello, se les centrifugé a alta
velocidad y se descart6 el sobrenadante. Los ARN de las muestras de higado fueron
extraidos utilizando Pure Link™ RNA mini kit (Invitrogen, USA) y tratados con DNase
I, RNase free (Novagen, USA). El proceso de retrotranscripcién se llevd a cabo
utilizando el RevertAid RT-Kit (Thermo Scientific, USA). Durante todo el proceso se

siguieron las indicaciones brindadas por los fabricantes.

Los genes cyplA y B-actina fueron detectados utilizando PCR en tiempo real
(RT-PCR). Las muestras se consideraron validas cuando mostraron un umbral de ciclo

(ct) inferior a 30. La cuantificacion de los genes se realizo de acuerdo con el método y
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los primers utilizados por Navarro y colaboradores (2014). La abundancia relativa de
transcritos de mRNA de cyp-1A fue estimada utilizando B-actinas como gen de
referencia, siendo representada como nimero de copias de ARNm de cyp1A por 1000

copias de B-actina.
2.3.11. Pruebas de Tasa Metaboélica Basal

Tanto las pruebas de respirometria como las de comportamiento estuvieron a
cargo del Bach. Sergei Redondo, a quien se le asistio durante el proceso. Este
procedimiento fue realizado de acuerdo con Sandoval-Herrera y colaboradores (2019).
Después de 48 h de ensayo, cada pez fue colocado en una de dos camaras de
respirometria (A o B). Cada una tenia un volumen de agua interno de 727 mL y en
cada repeticibn se aseguré que aquella que contuviera al pez expuesto a los
plaguicidas se alternara entre la camara A y B, para prevenir alteraciones en los

resultados dadas a las diferencias propias de ellas.

Una vez que cada pez fue colocado dentro de la cAmara, permanecia un periodo
de dos h con el sistema abierto (con circulacion de agua UV saturada de oxigeno
disuelto desde un reservorio externo) y cubierto con una manta oscura protectora para
disminuir el estrés durante la aclimatacion. Posterior a este tiempo, el sistema se cerro
por lo que dentro de la camara recircularia el agua contenida. Inmediatamente se tomo
el primer dato sobre oxigeno disuelto en agua, considerado como inicial.
Posteriormente, se tomaron estos datos cada cinco min durante 40 min. La

temperatura se mantuvo a 22.08 + 0.75 °C.
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Las tasas metabdlicas basales (TMB) fueron estimadas en los peces al finalizar
el ensayo, de acuerdo con lo indicado por Sandoval-Herrera y colaboradores (2019)

con algunas modificaciones, utilizando la siguiente férmula:

TMB=[mg 0,/g * h]= [(Pendiente [Consumo de Oxigeno(mg)/L*h] =

V (L))/Peso del pez(g)]
2.3.12. Evaluaciéon del comportamiento

El comportamiento de escototaxis (preferencia de zonas oscuras) fue evaluado
segun el protocolo de Maximino y colaboradores (2010), adaptado por Sandoval-
Herrera y colaboradores (2019). La prueba consistié en dos tanques de vidrio de 20 L
con 40 cm largo x 25 cm alto x 20 cm ancho rellenas con agua UV. Uno de los tanques
presentaba una mitad blanca y otra negra (configuracion clara-oscura), en tanto que el
otro tenia sus dos mitades de color blanco (configuracién claro-claro), actuando como

control de la prueba claro-oscuro (Figura 3).
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Figura 3. Configuracion de los tanques con agua UV para las pruebas de escototaxis,

durante la pasantia en el IRET, UNA. Heredia, Costa Rica. Elaboracion propia.

Antes de comenzar el procedimiento, el pez fue colocado en el centro del tanque
entre dos capas (correspondientes al color de cada compartimento segun la
configuracion de luminosidad) por cinco min para que se habituara. Posteriormente, se
retiraron estas capas y se documenté el comportamiento con una webcam que tomaba

30 imagenes por minuto.

Los videos fueron analizados utilizando el programa OpenCV Library en Python
(OpenCV 2022). Las coordinadas (X/Y) del pez fueron extraidas de cada imagen del

video cada 0.07 s. Estas coordenadas fueron utilizadas para llevar a cabo tres analisis:
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1. La locomocion del pez fue evaluada utilizando el desplazamiento total,
vertical, horizontal y el uso de las areas superficiales y profundas del agua (calculadas

al dibujar una linea imaginaria horizontalmente en el medio de la columna de agua).

2. Andlisis del comportamiento (escototaxis) segun el tiempo que el pez
permanecio en el area mas oscura del tanque (calculado por el dibujo de una linea

vertical imaginaria en el centro del tanque).

3. Los patrones de movimiento fueron dibujados y analizados mediante el

programa de visualizacion de datos: ParaView (ParaView 2022).
2.3.13 Anélisis estadistico del bioensayo

Se analizé la normalidad de todos los resultados moleculares, fisiologicos,
bioquimicos y de comportamiento mediante la prueba Shapiro. En los casos que los
datos cumplian con una distribucién normal se procedié a realizar una prueba T
paramétrica para comparar los resultados de los peces del grupo control con los peces
del grupo tratado. Para los casos en los que los datos no presentaban una distribucion
normal se utilizo la prueba no paramétrica Wilcoxon para realizar la comparacion entre
grupos.

Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significantes cuando el
valor de p fue inferior a 0,05. Los analisis fueron realizados con R v3.6.1 en su totalidad

(R Core Team 2020).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Durante la realizacion de la pasantia se suscito la pandemia relacionada a la
COVID-19. Esta obligé a realizar modificaciones importantes de las actividades
previstas. Por ello, muchas cualidades necesarias para ser eficiente en la actualidad
fueron puestas a prueba, por ejemplo: la capacidad de adaptacion, innovacion y la
reformulacion metodologica tanto para el trabajo individual como para el trabajo en
equipo, tomando en consideracion la adecuacion de las actividades para poder
llevarlas a cabo de forma remota siempre que fuera posible (Oszlak, 2020) en un
contexto en el cual compartir de forma fisica con otras personas significaba un eventual
riesgo importante para la salud de cada persona y para la dinamica epidemiologica de

la enfermedad en el pais.

A continuacién, se describen los principales resultados segun el cumplimiento

de cada objetivo especifico planteado.

3.1. Primer objetivo

Se trabajo con el instrumento de estudio empleado en el proyecto “Evaluacion
del grado de contaminacion con antibiéticos en felinos silvestres y sus habitats en los
parques nacionales Braulio Carrillo, Tortuguero y Los Quetzales”. Este material
permiti6 obtener informacion sobre aspectos generales de la finca, especies
productivas y domésticas presentes, practicas de manejo de las personas productoras,
manejo de desechos, eventos de enfermedad en animales, uso de medicamentos,
asesoria veterinaria, uso de plaguicidas y abonos, aspectos de salud ocupacional y

casos de depredacion.
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Parte del trabajo previo a la recopilacién de datos en el campo se colaboré en
el transporte de las encuestas a un software de acceso libre. La utilidad de transportar
las encuestas utilizadas al software gratuito ODK recae en que este permite
reemplazar los formularios fisicos, registrandose los datos de manera virtual, sin
necesidad de conexion inmediata a redes moviles o wifi disponibles durante las labores
de campo. El programa brinda la facilidad de incorporar geolocalizaciones, clips de
audio y video, fotografias, codigos de barras y otros elementos que pueden ayudar a
complementar y ampliar la informacioén obtenida a través del instrumento de estudio

(ODK 2020).

Debido a que se trata de un software libre, trabajar a través de este sugiere una
mayor versatilidad, no solo al momento de la toma de datos sino también en su
posterior analisis, ya que facilita compatrtir la informacion con otros usuarios si asi se
desea y el analisis conjunto de toda la informacién obtenida en el trabajo de campo
(ODK 2020). También, el programa permite la accesibilidad de los datos, incluyendo
los multimedia para otros investigadores o interesados que se encuentren en otras
zonas geogréficas, facilitando de esta manera los procesos de retroalimentacion y
dando aportes importantes que fortalezcan y contribuyan de alguna manera a la
denominada ciencia ciudadanay al desempefio en equipos de investigacion que deban
trabajar de forma remota. Asi mismo, se da un paso de transformacion de la
informacion entre la sociedad actual y la del conocimiento, que favorezca una mayor
participacion de la ciudadania en los procesos cientificos y de esta manera, una mayor

comunicacion y divulgacion de los hallazgos obtenidos. Con ellos, se procura que la
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ciencia aumente cada vez su impacto positivo en la construccion social (Caamano y

Pascale 2014).

Fue posible realizar tres encuestas a través de giras de campo a fincas ubicadas
en zonas cercanas al Parque Nacional Los Quetzales y dos mas por medio de
llamadas telefénicas a fincas aledafias al Parque Nacional Tortuguero.
Consecuentemente, con las politicas de privacidad y proteccién de datos del proyecto
“Evaluacion del grado de contaminacién con antibiéticos en felinos silvestres y sus
habitats en los parques nacionales Braulio Carrillo, Tortuguero y Los Quetzales” en
este trabajo se utilizan seudonimos para hacer referencia a las fincas y las personas
encuestadas. Las encuestas realizadas de forma presencial tuvieron una duracion
alrededor de 1:30 h mientras que las realizadas por teléfono tuvieron una duracion

menor (Cuadro 2).

Cuadro 2. Informaciéon general de las fincas encuestadas aplicadas durante la

pasantia en el IRET-UNA, Heredia, Costa Rica.

Persona Identificacion Ubicacion Metodologia Duracion
Encuestada de lafinca

Don Mario Finca de Copey, Dota, San Girade Campo 1:30h
truchas José

Dofla Satya Las Vueltas Copey, Dota, San Girade Campo 1:25h

José

Don Carlos CS Copey, Dota, San Girade Campo 1:30h
José

Don Juan Ceci Tortuguero, Limén  Llamada 39 min

Carlos Teléfono
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Don Pedro  Familiar Tortuguero, Limén  Llamada 1h
Teléfono

En el cuadro anterior se pueden observar las diferencias en la duracion de las
encuestas de forma que aquellas realizadas de forma presencial se llevaron a cabo en
1.28 h en promedio, mientras que las realizadas de forma remota tardaron 50 min, a
pesar de que a todos los y las entrevistados se les aplico el mismo instrumento de
investigacion. La diferencia se debi6é a que de forma presencial los encuestados dieron
respuestas mas amplias, prestaron mas atencién al proceso, fueron menos
interrumpidas por otras personas presentes en el sitio durante la entrevista y mostraron

menos apuro por terminar rapidamente la entrevista (Abascal y Grande 2005).

Las fincas encuestadas fueron muy variadas en sus actividades productivas,
desde una piscicola (Finca de truchas) hasta una de autoconsumo y actividades
turisticas para su propio hostel (Las Vueltas). Ademas, tres fincas se dedicaban
principalmente al ganado bovino: una de ellas elabora productos lacteos y dos se
dedican a la produccion extensiva de carne. Las Ultimas se ubicaban en la zona de
Tortuguero. También se encontraron animales presentes en las fincas que no se
dedicaban a la actividad productiva principal, ya que en cuatro de las cinco fincas
encuestadas dijeron tener mascotas en el sitio u otros animales para autoconsumo,
entre esos gallinas, cabras, ovejas, abejas, cerdos, entre otros. Todas las fincas eran

emprendimientos familiares (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Distribucién de animales en las fincas encuestadas, durante la pasantia en

el IRET-UNA. Heredia, Costa Rica.

Nombre de la
finca

Finca de truchas

Las Vueltas

CS

Ceci

Familiar

Actividad Numero de
Productiva Animales
Principal

Filete de Trucha 13 estanques
Autoconsumo. 6 bovinos (en

Productos Lacteos ordefio)
y carnicos Bovinos

Productos Lacteos 11 bovinos (en

ordefio)
Carne (Cria) 15 bovinos
Bovina
Carne (Cria) 86 bovinos
Bovina

Otros Numero de
Animales Animales
Presentes

Ninguno 0

Cerdos 2

Gallinas 15

Patos 3

Cabras 5

Perros 5

Gatos 4

Yegua 1

Abejas 1 Colmena

Truchas 1 estanque

Perro 1

Cerdos 1
Gallinas 15
Ovejas 5
Cabras 9

Perros 6

Caballos 2

Las giras de campo le brindan la oportunidad a un o una investigadora

correctamente capacitada observar la rutina de los y las trabajadoras durante los

procesos de produccion y el manejo de los animales. A través de la observacion del
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sitio y de como los encuestados llevan a cabo los procesos, se puede diferenciar
durante la recoleccion de datos qué respuestas del cuestionario realizado estan
basadas en la autopercepcion del encuestado y qué respuestas se acercan mas a la
realidad técnica sobre lo que se lleva a cabo en la practica (Galeano 2018). Por
ejemplo, dos personas encuestadas indicaron no tener medicamentos vencidos en su
botiquin. Sin embargo, durante las giras de campo se realizé una inspeccion visual de

los dos botiquines y se encontraron medicamentos vencidos en ambos.

Asi mismo, las y los encuestados por via telefénica sugirieron ocasionalmente
que “para darse a entender mejor” recomendarian que se visitara la finca, ya que para

ellos seria mas sencillo mostrar los procesos en el lugar con los animales alli.

También es importante resaltar que el recurso anecdotico fue comunmente
utilizado para expresar mas facilmente sus ideas y este se ve favorecido durante los
recorridos guiados, ya que ahi recuerdan situaciones de enfermedad que tuvieron
ciertos animales, lugares o0 momentos en especifico que brindan mucha informacion

casual sobre el problema en investigacion (Abascal y Grande 2005).

Durante la ejecucién del cuestionario es importante no interrumpir a la persona
encuestada mientras habla, mantener una expresioén facial inmutable mientras anota
sus respuestas y no pretender corregir a la persona constantemente. La familiarizacion
con la persona encuestada puede ser una herramienta muy util para obtener
respuestas sinceras en el cuestionario. Esto se logra siendo amable y conciso,
hablando en un lenguaje que la persona no solo entienda, sino que ademas le parezca

familiar, expresando empatia por los problemas y dificultades que presenta en la finca,
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ejerciendo una actitud libre de juicio sobre sus acciones o decisiones en el manejo con
animales y administracion de su finca. Durante la recoleccion de datos se desea
generar un ambiente de libertad de expresion para que el entrevistado pueda brindar
los datos méas acercados a la realidad como sea posible, sin que sienta vergiienza,
miedo a ser juzgado o a mentir, pensando que se trata de algun tipo de evaluacion

sobre su trabajo (Abascal y Grande 2005).

Una dificultad sanitaria al momento de realizar las encuestas de forma
presencial se dio debido a la necesidad de acercamiento y servicio, propio de la
idiosincrasia de las personas provenientes de zonas rurales del pais con aquellos a
quienes consideran “visitas” (invitados) en sus hogares o sitios de trabajo. De esta
forma, en todos los recibimientos fue comun la insistencia, en multiples ocasiones, por

realizar la entrevista mientras se toma café con algun refrigerio tipico de la zona.

Debido a que el distanciamiento fisico no es aun un concepto colectivamente
interiorizado, los entrevistados inconscientemente se acercaban mas de lo
recomendado y utilizaban erroneamente la mascarilla (Ministerio de Salud 2021), ya
que conforme avanzaba la encuesta, intermitentemente bajaban la mascarilla al
mentdn o se descubrian la nariz para lo que ellos consideraban “respirar mejor”. Otra
dificultad es que en los alrededores habia individuos ajenos al proceso de entrevista

gue no utilizaban tapabocas.

Se identificaron 14 factores de riesgo sobre fuentes de contaminacién ambiental
con antibioticos. Algunos de estos consisten en condiciones que predisponen a los

productores a realizar practicas agropecuarias indebidas y otras son acciones
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concretas que resultan peligrosas para la salud de los animales de produccion, la salud

ambiental y de los humanos (Cuadro 4).

Cuadro 4. Identificacion de los riesgos asociados a la contaminacion de antibioticos
hacia el medio ambiente mediante las encuestas realizadas en la pasantia en el IRET-

UNA. Heredia, Costa Rica.

Riesgo asociado a Observaciones Frecuencia
fuentes de contaminacion
de antibiéticos hacia el
medio ambiente

Animales toman agua de Al mismo tiempo los animales pueden 1
rios y quebradas defecar y orinar en el agua
Aplicacion de gallinaza no  La utilizan como abono al momento de 1
certificada en potreros siembra del pasto
Reutilizacion de Jeringas y Se indicé un uso de hasta 5 veces 1
agujas
Indebido descarte de Material se entierra en el campo 1

jeringas y agujas

Inadecuado descarte de Se descarta botandola al exterior 1
leche con trazas antibiotico

Presencia de otros Compartiendo espacios cercanos se 3
animales encuentran otros animales de
producciones secundarias 0 mascotas

Deposiciones de mascotas Mascotas andan libres en la fincay en 3
cerca de areas naturales zonas boscosas acomparfiados de sus
dueios
Insuficiente asesoramiento No reciben visitas frecuentes ni 5

con médicos veterinarios  consideran necesaria su visita en todos
los casos para aplicar tratamientos y
procedimientos a sus animales

Medicacién empirica de Tratan por si mismos a sus animales 5
animales en los eventos de enfermedad mas
comunes
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Cuadro 5. Identificacion de los riesgos asociados a la contaminacion de antibioticos

hacia el medio ambiente mediante las encuestas realizadas en la pasantia en el IRET-

UNA. Heredia, Costa Rica.

Riesgo asociado a fuentes

de contaminacion de
antibidéticos hacia el
medio ambiente

Botiquin sin seguridad

Botiquin con presencia de
medicamentos vencidos

Desconocimiento sobre
funciéon medica de
antibioticos

Desconocimiento de la Guia
de Buenas Practicas
Agropecuarias del MAG

Depredacion de animales

Observaciones

Pueden accederse libremente ya que
no cuentan con ninguna seguridad

Se observaron o fueron indicados por

la persona encuestada

La autopercepcion de los encuestados
es de conocer la funcion de los
medicamentos, pero a través de sus
ejemplos y usos se observa no ser

correcto

Tienen desconocimiento sobre su

contenido o existencia.

Han sufrido depredaciones en el

ultimo ario

Frecuencia

Dos de las cinco personas encuestadas indicaron que su ganado bovino bebe

agua directamente de rios y quebradas, lo que representa un peligro para la salud

ambiental y la inocuidad del agua ya que llega a contaminarla con deposiciones fecales

y orina de forma directa. También sucede una contaminacién mas difusa del agua si

estas deposiciones se realizan en las periferias de estas fuentes (Auquilla 2005; Tubay

2020).
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La contaminacion debido al aumento en la carga de bacterias entéricas en el
agua por parte del ganado puede tratarse de una forma diseminacion de bacterias con
resistencia antimicrobiana (Rivera y Cedillo 2005; Colomer et al. 2011; Ramey y
Ahlstrom 2020). Ademas, debe considerarse que algunos de estos animales en
ocasiones pueden contar con tratamientos que incluyan administracién de antibioticos,

los cuales son excretados por las heces o la orina (Timofeeva y Bodienkova 2021).

En un estudio realizado en el 2005 en la subcuenca del rio Jabonal en Esparza,
Costa Rica, en el que se evalué la variacion en la calidad del agua y su relacion con
los distintos usos de suelo, se determiné que los cambios respondieron al uso de suelo
en las fincas ganaderas: los potreros, establos y asentamiento humanos fueron los
mayores contribuyentes a la contaminacion. Ahi se llevd a cabo un conteo de
coliformes totales muy elevado en sitios donde habia presencia de ganado en pastoreo
con libre acceso a los cauces (Auquilla 2005). A pesar de que estos indicadores
bacteriol6gicos de la calidad sanitaria del agua no son considerados los mejores, sobre
todo en el trépico, si estuvieron presentes en niveles mayores que los recomendados

por la OMS (Auquilla 2005).

En el estudio anterior también se reporté un aumento de coliformes fecales
(actualmente denominadas por la OMS como coliformes termotolerantes) en aguas
subterraneas de las nacientes y el bosque en zonas sin proteccion de las quebradas.
Sus valores sobrepasaban los niveles maximos permitidos para aguas superficiales de
consumo humano en Costa Rica (Auquilla 2005; OMS 2006). Es importante mencionar
la presencia de Escherichia coli es una prueba concluyente de contaminacion fecal

reciente (OMS 2006).
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Es posible que se den casos de contaminacion con antibioticos y
enterobacterias multirresistentes de forma similar al caso anterior cuando, por ejemplo,
se les permite a las mascotas transitar por los bosques o las zonas aledafias a estos,
en ocasiones sin acompafamiento de sus duefios. Dicha practica facilita que los
animales defequen donde consideren y que sus heces no sean recogidas. Este riesgo
se identifico en tres de las cinco fincas encuestadas. Las mascotas, al defecar en la
superficie del suelo o riachuelos, pueden convertirse en vectores de bacterias hacia el
medio ambiente que cuenten con genes de resistencia antimicrobiana (Puvaca y

Llanos Frutos 2021; Yang et al. 2022).

Dado que los animales de compafiia comparten con otras especies animales en
las fincas llegan a tener contacto con las heces de estos e incluso, otros animales
silvestres. A partir de la encuesta fue reportada la ingesta de bofiiga por parte de
algunos perros y fue indicado que a estas mascotas les permiten el contacto con la
naturaleza y el interior de los hogares. También es factible que sus duefos les den
antibiéticos sin prescripcion médica (Ramey y Ahlstrom 2020; Yang et al. 2022). La
dinamica descrita contiene varios de los riesgos que se han identificado en este trabajo
y se relacionan entre si a partir del manejo de las mascotas, poniendo en evidencia la
importancia de indagar mas sobre este tema para dar recomendaciones oportunas
sobre el manejo de las mascotas, el cual es emocionalmente distinto para sus duefios
en comparacion con el manejo de los animales de produccion con los que conviven

(Yang et al. 2022).

Otro riesgo reconocido fue la utilizacion de gallinaza no certificada como abono

de origen animal al momento de siembra del pasto para obtener mejores rendimientos
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del cultivo. Aunque el uso de gallinaza puede llegar a ser una practica positiva ya que
favorece el reciclaje de nutrientes y materia organica, no se puede utilizar en todos los
cultivos aun menos sin antes haberla procesado correctamente a través de un
tratamiento térmico y sin que tenga una certificacion que avale su calidad inocua. El
riesgo consiste en la elevada cantidad de bacterias entéricas contenidas en el abono,
las cuales van a diseminarse por todo el suelo. Asi, diferentes animales pueden llegar
a estar en contacto con agentes potencialmente patdégenos (Bohorquez 2020).
También es importante tomar en cuenta que estos subproductos, vendidos de forma
informal, pueden provenir de producciones avicolas con usos irracionales de
antimicrobianos (Bohorquez 2020; Cruz 2020). Estudios recientes han determinado
qgue la aplicacion de estos abonos producidos de forma tradicional si incrementa las
densidades de bacterias entéricas resistentes a antibiéticos en el suelo, asi como los
genes de resistencia respectivos. Esto puede implicar una via de diseminacion de
estos genes a través de la cadena alimenticia y un contaminante altamente persistente

en el suelo (Bohérquez 2020; Cruz 2020).

La presencia heterogénea de especies animales domésticas y de produccion
compartiendo espacios comunes implica un riesgo de infeccion entre ellas, asi como
el transporte mecanico de agentes patégenos de un sitio a otro. También aumenta el
riesgo de presentar plagas de animales como roedores cerca de los alimentos,
concentrados y equipos utilizados. Algunos agentes patdégenos importantes que
considerar pueden ser: Salmonella spp. en aves, Neospora sSpp. en caninos,
Leptospira spp. en roedores y E. coli en diferentes especies, entre otros (Paris et al.

2011; Ramey y Ahlstrom 2020). De las fincas encuestadas, tres contaban con la
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presencia de otros animales en zonas cercanas o compartidas con las destinadas a su
actividad productiva principal. Por todo lo anterior, es preciso indagar mas sobre la
percepcion de las personas productoras con relacion a la interaccién de animales de

distintas especies y los riesgos asociados que esto conlleva.

En el caso de la reutilizacion de agujas y jeringas en un hato bovino para aplicar
diferentes medicamentos, la persona indico reutilizarlas hasta un maximo de cinco
veces, ya que, a su parecer, posterior a esta cantidad, las agujas y jeringas se
quiebran. La mala practica en el uso de jeringas implica distintos riesgos, algunos de
los cuales son: transmisién iatrogénica de enfermedades y agentes patégenos entre
los animales, por ejemplo, virus de leucemia bovina, virus de diarrea viral bovina, virus
de lengua azul, hemoparasitos y distintas bacterias, entre otros (Darpel et al. 2016).
Ademas, favorece la produccion de abscesos en los sitios de inyeccion, lo que induce
fallas terapéuticas. También puede ocasionar que se contamine el vial que contiene el
medicamento multidosis al insertar dentro del vial una aguja no estéril, potenciando el
crecimiento bacteriano dentro de él e incrementando la posibilidad de inocular otros

animales con estas bacterias cada vez que se hace uso del medicamento (Eltaj 2010).

Una aguja contaminada puede funcionar como un vector mecanico de distintas
bacterias. En un estudio previo se encontrd6 una mayor cantidad de contaminacién
bacteriana en viales multidosis de medicamentos de uso veterinario que en el
promedio de uso humano. Algunos de los farmacos contaminados fueron:
desparasitantes, multivitaminicos, antiinflamatorios, entre otros. Entre las bacterias
identificadas se hallaban: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococus aureus,

Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus epidermitis, entre otras (Eltaj 2010).
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Enterrar agujas y jeringas en el campo (accion identificada en una finca
encuestada) es una practica improcedente que implica un alto riesgo fisico y
microbioldgico para la salud ambiental y de las personas. Este material punzocortante
puede ser descubierto por los animales que excavan, la tierra que los recubre podria
ser lavada por las lluvias o incluso estar ubicada en sitios inundables, contaminando
las fuentes de agua. De igual forma, el material médico puede servir como via de
transmision de distintos agentes patdgenos y causar lesiones percutaneas que sirvan
de entrada para agentes patdgenos en animales y humanos (OMS 2018). A través de
estas lesiones, los animales silvestres, de produccién y hasta los mismos trabajadores
corren el riesgo de entrar en contacto con trazas de medicamento, virus o bacterias

siguiendo una cadena de exposicion similar a la indicada en el caso anterior.

En una de las cinco fincas encuestadas el productor indicé verter la leche de
descarte en el suelo. En ocasiones, el liquido proviene de vacas con mastitis agudas
o crénicas que han sido tratadas con antibioticos. Esta mala practica se une a la de no
respetar los tiempos de retiro, utilizar medicamentos no aprobados para vacas
lecheras, la carencia de registros de medicacion, la aplicacion de medicamentos sin la
prescripcibn de un médico veterinario, la administracion de sobredosis de
medicamentos o por vias no recomendadas y al descarte Unicamente de la leche del

cuarto mamario tratado con antibiético, entre otras (Mattar et al. 2009).

La leche vertida al suelo podria ser ingerida por otros animales domesticos,
silvestres o roedores, los cuales pueden enfermar por los agentes patégenos que
contiene la leche. También pueden ser expuestos a bacterias con distintos perfiles de

sensibilidad antibidtica y a antibidticos en subdosis, ocasionandose un indebido
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desequilibrio en el microbiota de los animales y la proliferacion de cepas resistentes

(Arenas y Moreno 2018).

Con relacién al botiquin y su respectivo almacenamiento de medicamentos: una
finca no contaba con él, mientras que las restantes cuatro si. En general, estaban
ubicados en sitios de facil acceso para todos los trabajadores, no se encontraban bajo
llave, incluso una persona encuestada indicé que estaba dentro de la refrigeradora de
la casa de su familia. Esta es una practica inconveniente ya que no deberian estar al
alcance de todas las personas, pues se dificulta ain mas llevar un control sobre su
uso, asi como puede haber una contaminacién cruzada de los alimentos a los

medicamentos que estan en la refrigeradora o viceversa.

Con respecto al uso de antibiéticos, cuando se les pidi6 nombrar uno utilizado
en su finca, los encuestados solo podian recordar el nombre de uno o maximo dos.
Seguidamente, tres personas indicaron ademas nombres de medicamentos o
compuestos activos que no eran antibiéticos, por ejemplo, Tolfen L.A (acido
tolfendmico, antiinflamatorio), también relataron situaciones o casos de enfermedad
en los que han aplicado antibiético, en dichos casos su uso ha sido incorrecto. Como
por ejemplo cuando han observado animales “tristes”, cuando dejan de comer o si les

parece que tienen calentura o anemia, entre otras.

En general la familia de antibidticos mas utilizada por los encuestados fueron
miembros de las tetraciclinas seguidos de los betalactamicos. No se encontraron
antibioticos de las familias de aminoglucésidos, sulfonamidas ni macrélidos. Los

antibioticos mas nombrados fueron Emicina® (oxitetraciclina) y penicilina, ambos
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fueron indicados por tres personas, seguido de Baytril® (enrofloxacina), nombrado por

una persona.

El medicamento Emicina® seguido de la penicilina fue también el mas indicado
durante una investigacion realizada en fincas de las mismas zonas, esto quiere decir
gue al menos desde entonces hay personas productoras que siguen utilizando
indefinidamente estos medicamentos como sus fuentes antibidticas de eleccion (Rojas

2019).

Las tetraciclinas son utilizados solos o en combinacion con otros antibioticos
para el tratamiento de infecciones ocasionadas por bacterias Gram negativas, Gram
positivas, intracelulares y algunas infecciones por protozoarios. Sin embargo, también
es utilizado en casos clinicos en los cuales no se ha comprobado que haya un proceso
infeccioso y de forma profilactica para la prevencion de Bacillus anthracis, Francisella
tularensis, entre otras (Roberts 2005). Al ser antibidticos de amplio espectro que
resultan de bajo costo han sido ampliamente usados en medicina veterinaria y
humana. Sin embargo, se ha reportado una creciente resistencia antimicrobiana frente

a esta familia antibiética (Chopra y Roberts 2001; Roberts 2005).

Por su parte, la familia de los betalactamicos son el grupo mas utilizado
mundialmente, el cual en ocasiones ha llegado a corresponder al 50% de los
antibioticos indicados en recetas meédicas. Sin embargo, las bacterias han desarrollado
distintos mecanismos de defensa para resistir a los medicamentos de esta familia,
entre ellos, la produccion de -lactamasas que han sido reportadas desde la década

de los 80, es uno de los mecanismos mas efectivos de los bacilos gramnegativos para
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esquivar a los Betalactamicos, estos se han encontrado ampliamente en
Enterobacterias causando en estas resistencia o sensibilidad disminuida a las

penicilinas y otros antibiéticos de esta familia (Quifiones 2017).

Cuando se le pregunté a los individuos si conocian la funcion de los antibioticos
todas respondieron que si; no obstante, de las cinco personas encuestadas, cuatro
indicaron que los antibiéticos funcionan para eliminar el dolor del animal y para atender
golpes y caidas en ellos, solo una persona indic6 que el uso de los antibiéticos es
exclusivo para la atencion de infecciones bacterianas y que la Unica forma de que un
antibiotico colabore con la disminucion del dolor en el animal se deberia a que el dolor
fuera producido por una infeccidn bacteriana y esta disminuyera conforme se aplicaba
el tratamiento, indicé entonces que los medicamentos adecuados para la atencion del

dolor eran los analgésicos.

En relacion con el concepto de “Resistencia a los antimicrobianos” tres de cinco
encuestados indicaron haberlo escuchado, pero, dos personas entendian el concepto
mas claramente cuando hacia alusiébn al uso de desparasitantes mas que al de

antibioticos.

Con respecto al asesoramiento veterinario, de las fincas encuestadas dos
indicaron recibir la visita de un médico veterinario cada cuatro meses, una indico cada
seis meses 0 un afo, el responsable de otra menciond que cada dos afos y en otra
se dijo no recibir visitas por iniciativa propia. Asi mismo, todos exteriorizaron que la

consulta veterinaria la valoran necesaria solo en “casos especiales”, ya que para los
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problemas de salud mas comunes consideran conocer un correcto manejo empirico o

pueden consultarlo con otros productores que hayan tenido casos similares.

Estos datos dejan al manifiesto un insuficiente asesoramiento médico en las
fincas consultadas y una percepcion errénea por parte de las personas productoras
sobre la importancia del asesoramiento médico veterinario. Esta informacion aporta a
lo sugerido por Rojas (2019), quien infirid a partir de los resultados de 17 encuestas
realizadas a fincas en las zonas cercanas al Parque Nacional Tortuguero y al Parque
Nacional los Quetzales que existe una faltante de capacitacion y sensibilizacion a las
personas productoras por parte de profesionales veterinarios, lo que repercute en un

mal manejo de los medicamentos y abordaje médico en general.

La Guia de Buenas Practicas Agropecuarias del Ministerio de Agricultura y
Ganaderia es un documento con el propdsito de indicar pautas generales por aplicarse
en los procesos de produccion agropecuaria para minimizar riesgos en la degradaciéon
del ambiente, contaminacion fisica, quimica y bioldgica de los productos (MAG 2008).
En su apartado “Buenas practicas para el uso y manejo de productos veterinarios y
alimentos para animales”, unicamente se incluye una referencia relacionada con la
aplicacion de medicamentos, indicando lo siguiente: “En la administracion de
productos veterinarios, es importante prever la posibilidad de que se produzcan efectos
adversos en los animales o en las personas que los administran; por lo tanto, en lo
posible deben ser aplicados bajo supervisién directa de un Médico Veterinario” (MAG

2008).
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Es importante distinguir que el texto anterior solamente sugiere el
acompafnamiento por médicos veterinarios cuando se deban aplicar medicamentos en
los animales. Sin embargo, como se explicé previamente, los productores tienen sus
propias razones para no considerar necesaria 0 posible la supervisién y guia directa

por parte de dichos profesionales.

Aunado al problema anterior, cuatro de las personas encuestadas indicaron no
tener conocimiento sobre el contenido de esta guia. Estas observaciones son similares
a las halladas en estudios previos para estas mismas zonas, en las que, de una
muestra de 17 encuestas, un 71% no conocia la existencia de esta guia (Rojas 2019).
Por tanto, no es de extrafiar que muchas de las disposiciones contenidas en esta guia
no estén siendo aplicadas en las fincas o solo lo sean de forma parcial. Los datos que
obtienen dichas encuestas sefialan que los encuestados adquieren sus medicamentos
en los establecimientos veterinarios 0 agro veterinarios mas cercanos a su lugar de
trabajo. Existe una responsabilidad compartida de parte de las dependencias del
gobierno, el sector privado y el gremio de médicos veterinarios por respetar (y hacer
respetar) las disposiciones legales que limitan la compra de antibiéticos bajo receta
médica o para ser medicamentos manejados Unicamente por profesionales de la salud
animal. Esto mismo aplica para la concientizacién sobre el manejo responsable de
estos farmacos en los distintos procesos de produccién, en aras a contribuir con una

salud que beneficie por igual a todas las partes involucradas.

Finalmente, como se observa en el Cuadro 4, cuatro de las fincas encuestadas
reportaron haber sufrido casos de depredacion por parte de animales silvestres en el

ultimo afo.
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Debido a la importancia que tienen estos eventos y a la alta incidencia que hubo,

se detallan por separado (Cuadro 5).

Cuadro 6. Casos de depredacion y medidas de prevencion implementadas segun la

encuesta realizada durante la pasantia en el IRET-UNA, Heredia, Costa Rica.

Finca

Finca de
truchas

Las Vueltas

Ceci

Familiar

Casos de Especie Especie Medidas
depredacién depredada Depredadora Implementadas
ultimo ano
10 Truchas Mapache, Toldo de saran
nutria, garza.  sobre estanques
afectados, Cerca
eléctrica
4 Cabras Puma Trampas,
Gallinas Mapache camaras de
seguridad, cercas
Patos Mapache eléctricas
Perro Coyotes
1 Ternera Jaguar Espantapajaros,
menor de 5 Luces con
meses activacién por
movimiento
3 Novillo Jaguar Luces con
activacion por
Perro Jaguar movimiento
Gallinas Jaguar

Dichos eventos son importantes de atender no solo por el riesgo biolégico que

implica un mal manejo de la interfaz humano-naturaleza, sino también por el conflicto

social que se genera entre los humanos y los animales silvestres, el cual tiene

consecuencias negativas para la conservacion y para la dinamica socioeconomica de

la comunidad (Panthera 2015).
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Por otra parte, estos casos de depredacion de animales silvestres sobre los de
produccion o mascotas implican un riesgo de transmision de genes de resistencia a
antibioticos entre especies. Los animales silvestres podrian depredar los de
produccion o mascotas que, ya sea por caso de enfermedad u otro tipo de razones,
estén o hayan estado bajo tratamientos médicos, los cuales pueden incluir
medicamentos antibidticos sin la supervision de un médico veterinario. También es
riesgoso por el hecho de que los silvestres se acerquen a zonas cercanas a los
establecimientos de produccidn, los cuales en algunos sitios son espacios compartidos
entre distintas especies domésticas, de forma que entren en contacto con ambientes

contaminados (Rojas 2019; Ramey y Ahlstrom 2020).

Los casos de depredacion fueron un apartado muy interesante de la encuesta
ya que, a diferencia de otros riesgos identificados, las fincas productoras han venido

implementando distintas estrategias para prevenirlos.

Las fincas han implementado diferentes estrategias anti-depredatorias segun el
tipo de animal implicado que han logrado identificar. En el caso de las fincas Ceci y
Familiar (zona Tortuguero), su estrategia de colocacién de luces con activacion de
movimiento fue implementada a partir de sugerencias y guia de parte de la
organizacion Panthera, actividades que forman parte de la Unidad de Atencién de
Conflictos con Felinos (UACFel) de esta organizacion (Panthera 2015). Ambos
exteriorizaron que ha sido efectiva para prevenir los atagues de felinos contra su

ganado.
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Para el caso de la Finca de truchas y Las Vueltas, el desarrollo de las maniobras
anti-depredatorias ha sido un proceso mas individual que ha incluido mas préacticas de
pruebay error para determinar qué resulta mas efectivo. Estos ultimos consideran que
las cercas eléctricas constituyen una medida muy efectiva para detener los casos de
depredacion. En la Finca de truchas también han implementado mallas de saran sobre
los estanques para prevenir la visualizacion de las truchas para las garzas y dificultar

Su estrategia de caza sobre ellas.

Es importante seguir investigando sobre la efectividad de las estrategias
tomadas por las personas productoras para prevenir los casos de depredacion sobre
sus animales, ya que estas son valiosos aportes para el fortalecimiento de las

actividades agro-productivas responsables con la sociedad y el medio ambiente.

3.2. Segundo objetivo

Se realiz6 un grupo de tres infografias de caracter introductorio al trabajo
interdisciplinario en investigaciones de campo con el enfoque una salud dirigida a
estudiantes de medicina veterinaria. En el pasado se han realizado investigaciones
gue coinciden en que las infografias son herramientas de comunicacién que impactan
en el acceso y apropiacion del conocimiento de sus distintos publicos meta, ademas
de que han sido recursos fortalecidos con su uso a través de las redes sociales

virtuales (Minervini 2005; Alberich y Castillo 2017).

La primera infografia explica los conceptos basicos de una salud, resistencia a

antibiéticos y uso indiscriminado de antibiéticos (Figura 4).
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Figura 4. Infografia 1: Introduccién de conceptos: una salud, resistencia a antibiéticos
y uso indiscriminado de antibiéticos. Realizado durante la pasantia en el IRET-UNA.

Heredia, Costa Rica.
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Esta primera infografia pretende contextualizar brevemente a su publico meta
en un problema de indole global que les compete directamente: como estudiantes de
una carrera que les encomendara la educacion de los usuarios, la prescripcion y la
aplicacion de estos medicamentos, asi como personas que se pueden ver afectadas
por las consecuencias en la salud publica de la resistencia antimicrobiana (Minervini

2005).

La intencion de esta imagen es que al ser impresa o distribuida por las redes
sociales esta pueda ser leida por estudiantes de primer ingreso de la carrera, asi como
por estudiantes avanzados y también por profesionales (Alberich y Castillo 2017).
Para este proyecto de investigacion es importante aumentar la difusiéon del problema
tratado, en las distintas generaciones de estudiantes de medicina veterinaria, resulta
de suma importancia que se familiaricen con estos conceptos desde el inicio de la
carrera para que conforme avancen en su formacion profesional le presten particular
atencién a la basqueda de soluciones, eviten repetir malas practicas y para fomentar
su interés en investigaciones relacionadas con el tema, de forma que propongan
nuevos proyectos de investigacion y también deseen cada vez mas participar en
proyectos de investigacion como este que busquen mitigar un problema de salud

publica y contribuir a la buena salud ambiental (Beldoménico et al. 2003).

Como se explica en el documento “Preventing the Next Pandemic” de la
Organizacion de las Naciones Unidas (ONU) (2020), el enfoque una salud es el
recomendado para enfrentar las enfermedades emergentes, y este precisa de una
amplia articulacion de distintos sectores de la sociedad. De esta forma se esta claro

gue la medicina veterinaria es un pilar elemental para entender y tratar el problema de
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la resistencia a los antibiéticos; sin embargo, ademas de entenderlo, es necesario
transferir el conocimiento a otras esferas sociales y académicas (Mazzaro 2010), una
forma es trabajando interdisciplinariamente con profesiones de otras areas para poder

crear un plan de mitigacion y resolucion del problema a corto, mediano y largo plazo.

Uno de los principales retos de la ciencia es aumentar la divulgacion de sus
hallazgos, los ultimos afios se ha hecho mas y mas consciencia sobre la importancia
de comunicar de forma clara y agradable las observaciones y descubrimientos
cientificos en los distintos niveles, tanto para la sociedad general pero también para

los estudiantes y colegas (Belenguer 2003).

La segunda infografia comparte algunos hallazgos derivados de las encuestas
aplicadas durante las giras en la pasantia que son parte del proyecto de investigacion
“Evaluacion del grado de contaminacién con antibidticos en felinos silvestres y sus
habitats en los parques nacionales Braulio Carrillo, Tortuguero y Los Quetzales” que
alertan sobre factores de riesgo para la contaminacién ambiental con antibi6ticos

(Figura 5).
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Figura 5. Infografia 2: Hallazgos sobre factores de incidencia en la contaminacion
ambiental con antibiéticos obtenidas de las encuestas aplicadas en las giras de campo

y a través de llamada telefénica durante la pasantia en el IRET-UNA. Heredia, Costa

Rica.
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Con esta ficha de estudio se busca lograr esta divulgacion a través de
imagenes, de forma amena y resumida, de los hallazgos obtenidos durante esta
pasantia sobre los factores de riesgo para la contaminacion ambiental con antibioticos
con otros estudiantes y profesionales de la carrera, para que al enterarse sobre ellos
puedan valorar si estos hallazgos han sido parte de sus vivencias personales y
profesionales, también para que sirvan de eco sobre la importancia de corregir estas
practicas indebidas y finalmente para que sirva de motivacién en caso de que deseen
realizar investigaciones o proyectos que amplien, esclarezcan o contribuyan a las

soluciones del problema (Belenguer 2003).

Esta informacion puede ser compartida por redes sociales y asi tiene el
potencial de agregar en su publicacion, informacién para la busqueda de este trabajo
de graduaciéon en la Biblioteca de la Escuela de Medicina Veterinaria de la UNA y
también contacto del proyecto para todas las personas interesadas (Alberich y Castillo

2017).

La tercera imagen explica tareas puntuales en las cuales han trabajado médicos
veterinarios y estudiantes de la carrera para acercarse a la problematica estudiada e
invita a trabajar en equipo en pro de compartir los descubrimientos y producir
soluciones integrales al reto de utilizar los medicamentos antibiéticos de forma

responsable y racional (Figura 6).
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Figura 6. Infografia 3: Aportes de la Medicina Veterinaria en equipos de trabajo
interdisciplinarios para un proyecto de investigacion con el enfoque una salud durante

la pasantia en el IRET-UNA. Heredia, Costa Rica.
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Es importante dar a conocer algunos de los muchos aportes de la carrera de
Medicina Veterinaria en espacios de trabajo que de alguna manera no son tan
populares, ya que le conviene a los equipos de trabajo interdisciplinario que necesitan
de los aportes de médicos veterinarios y también a un gremio que precisa que las
personas estudiantes y los profesionales se motiven a ser parte de estos espacios no
tradicionales que cada vez tendran mas importancia si se atienden los problemas

globales de forma integral (Mazzaro 2010).

Por ejemplo, tomando en consideracion modelos interdisciplinarios de trabajo,
segun los datos obtenidos durante la pasantia en el proyecto de investigacion en el
cual se participd, para atender el problema de la contaminacion ambiental con
antibioticos que contribuye a la expansion de la resistencia a estos farmacos, la ONU

(2020) recomienda un plan de trabajo articulado que incluya:

- Un enfoque sociolégico que ayude a comprender las motivaciones y la
percepcion de necesidad de las personas productoras que los lleva a aplicar
medicamentos de forma empirica en sus animales y no considerar necesario 0
accesible buscar ayuda profesional.

- Ejercer consulta y presion sobre las dependencias gubernamentales acerca de
su compromiso con las labores de monitoreo, regulacion y acompafiamiento que se da
al sector agropecuario del pais en zonas rurales.

- Aumento de los analisis costo-beneficio del uso irracional de antibioticos en la
produccion animal versus el uso racional de estos medicamentos.

- Apoyo a investigaciones cientificas ampliadas que incluyan dimensiones

sociales, econdmicas y ecoldgicas del desarrollo de enfermedades emergentes.
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- Un cuerpo de profesionales meédicos veterinarios bien capacitados y
actualizados sobre el uso racional de antibioticos.

- Refuerzo de las organizaciones no gubernamentales por reducir los conflictos
en la interfase humanos-vida silvestre.

- Trabajo en conjunto con profesionales de la comunicacién colectiva y sector
educativo para crear contenido que pueda ayudar a alertar a la poblacién general a
prestar atencién a la emergencia mundial sobre la resistencia a antimicrobianos, y
fomentar una educacién que logre plasmar el contenido en los estudiantes de
generaciones venideras para que puedan formarse con otro nivel de consciencia sobre
el uso racional de antibiéticos y sobre como su uso irracional afecta la salud de toda la

esfera global (Gérvas 2000; Mazzaro 2010).

Por esta razon acorde a los modelos de una salud, es importante fortalecer en
los estudiantes y los profesionales de la carrera de medicina veterinaria las
capacidades para trabajar en equipo y al mismo tiempo reinventar la idea que se tiene
sobre cudles seran estos equipos ya que en muchas ocasiones y cada vez mas, con
el paso del tiempo pueden estar conformados por profesionales y estudiantes de otras
carreras de ciencias exactas y sociales, profesionales de las artes y la comunicacion,
lideresas y lideres comunales, personas voluntarias, entre otras (Cardona y Wilkinson

2006).

3.3. Tercer objetivo
Durante la presente pasantia se tuvo la oportunidad de participar en la
realizacion de un bioensayo con alevines de peces P. dovii del cual derivaron estudios

moleculares, bioquimicos, fisiolégicos y de comportamiento, todos los anteriores se
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llevaron a cabo en el laboratorio ECOTOX del IRET por parte de un equipo

interdisciplinario.

La secuencia en la que se presenta la discusion de los resultados indica el orden
de organizacién biolégica de los organismos estudiados, de esta manera se
desarrollan primero los resultados moleculares, seguidos por los bioquimicos, tercero

la tasa metabdlica basal y finalmente los resultados de comportamiento.

A partir de estos resultados se publico el articulo cientifico titulado "Transient
exposure to sublethal concentrations of a pesticide mixture (chlorpyrifos—
difenoconazole) caused different responses in fish species from different trophic levels
of the same community” en la revista cientifica “Comparative biochemistry and

Physiology” (Anexo 2) (Redondo et al. 2021).
3.3.1. Analisis Molecular

Posterior a un periodo de exposicion de 48 h de una mezcla binaria de DFZ con
CPF se detect6 que si hubo cambios moleculares en las muestras de higado de los
peces al analizarlas por RT-PCR de forma que los organismos expuestos a la mezcla

presentaron una mayor expresion del CyplA (Figura 7).
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Figura 7. Expresion relativa de cyplA en higado de P. dovii tras exposicion a mezcla
de plaguicidas. Namero de copias de ARNm de cyplA por cada mil copias del gen de

referencia (beta-actina). El asterisco (*) indica diferencia significativa entre

tratamientos.

Anteriormente, en la investigacibn de Zhang y colaboradores (2017) se
demostré la presencia de cambios moleculares y bioquimicos en higados de peces
expuestos a difenoconazol por un periodo mas amplio de 180 dias. En esa
investigacion se observé un aumento en la expresion de los genes cyplAl, cyplBy

cyplC1l acompafiado de un aumento en las enzimas EROD y GST en higado.

Los resultados de este bioensayo son especificos de la especie estudiada
debido a que, incluso utilizando la misma concentracion, combinacién de plaguicidas
y tiempo de exposicidn, las consecuencias en cuanto a sus alteraciones moleculares,
metabolismo y comportamiento de los peces no necesariamente serian las mismas

entre especies distintas. En ese sentido, el equipo de trabajo replicd (posterior al
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término de esta pasantia) un bioensayo con las mismas caracteristicas en peces P.
gilli y en esta especie la induccién del gen cyplA si estuvo acompafiada de un
aumento en la actividad de EROD, aspecto que no sucedio en P. dovii (Redondo et al.

2021).

Las especies pueden tener diferentes actividades basales de enzimas
codificadas a partir de genes pertenecientes a la familia del citocromo P450 vy, por
ende, distintas respuestas bioquimicas a la exposicién con xenobidticos. La clave de
esto se cree que puede ser su alimentacion, ya que distintos compuestos naturales de
la dieta pueden ocasionar que se sostengan niveles mayores de proteinas

relacionadas a cyp (inductoras del proceso de biotransformacion) (Schlenk et al. 2008).

Existe referencia sobre niveles mas altos de proteinas tipo cyp2B en peces
mariposa (Chaetodon capistratus) que consumen “gorgonios” (con un alto nivel de
aleloguimicos) que en individuos que no los ingieren (Vrolijk et al. 1994), la misma
tendencia se ha reportado en especies de peces bermuda que son herbivoros en
contraposicion con especies de peces bermuda que son carnivoros (Stegeman et al.
1997). Por ello, es necesario continuar investigando si los quimicos contenidos en la
dieta natural de distintas especies actian como inductores de formas cyp2B-like o si

existen otros mecanismos involucrados (Schlenk et al. 2008).

En investigaciones anteriores en muestras de higados de peces Oncorhyncus
mykiss expuestos a benzopirinas se habia observado una induccién temprana de la

transcripcion de cyplA acompafiada con un aumento en la actividad de EROD entre
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seis h'y 24 h luego de la exposicion, la cual se sostuvo al menos hasta las 72 h después

de la exposicion (Levine y Oris 1999).

Este resultado del bioensayo establece bases importantes para continuar
investigando sobre estos cambios moleculares como alertas tempranas ante episodios
de exposicion aguda a contaminantes ambientales en el agua, ya que en este
escenario de exposicion temprana no se aumento la actividad enzimatica, pero si la
transcripcion del citocromo cyp450 que les codifica. Conocer la sensibilidad de los
diferentes biomarcadores en las especies resulta importante para entender en qué
momento seria mas util o viable la medicién de cada uno para detectar eventos de
contaminacion agudos en medios acuaticos, incluso antes de que los mismos hayan
generado cambios evidentes en el comportamiento y la salud de las poblaciones de
peces. De esta forma se pueden identificar a tiempo estos eventos y corregirlos para

prevenir mayores consecuencias en la salud poblacional de la fauna acuética.

Las enzimas del citocromo P450 (cyp) tienen participacion importante en la
activacion e inactivacion de diferentes sustancias precancerigenas. En un ambiente
natural, la misma estimulacion del sistema citocromo P450 que aumenta los procesos
de biotransformacion en presencia de compuestos contaminantes, también podria
bioactivar otras sustancias con potencial precancerigeno que se encuentren presentes
en el ambiente. Estas interacciones y sus consecuencias continian hoy dia en estudio
con la finalidad de entender estas dinamicas. Los genes del citocromo P450 mas
estudiados por su posible participacion en la bioactivacion de precancerigenos hasta

el momento han sido el cyplAly el cyplA2 (Rodriguez e Ingelman 2006).
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3.3.2. Analisis Bioquimico
Seguidamente en el bioensayo se midieron dos marcadores bioquimicos:

- La actividad EROD, producto de la codificacion del gen cyplA en la fase | de
biotransformacion: activado como una respuesta del organismo tras haber sido

expuesto a compuestos triazoles, familia quimica del DFZ.

La actividad ChE: vinculada con neurotoxicidad en peces debido a que el tejido

nervioso es el blanco bioldgico del CPF.

Los resultados de las mediciones determinaron que los peces expuestos a la
mezcla plaguicida no produjeron una induccion significativa de EROD en el higado y

tampoco una inhibicion significativa de ChE en cerebro o musculo (Figura 8).
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Figura 8. Biomarcadores enzimaticos. Actividad EROD en higado (A), actividad ChE
en cerebro (B) y musculo (C), en alevines de P. dovii expuestos a CPF (5.5 ug/L) +
DFZ (325 pg/L). Experimento realizado en la pasantia en el IRET-UNA. Heredia, Costa

Rica.

Valorando todas las posibles razones para que los marcadores bioquimicos no
se afectaran significativamente pueden considerarse: la degradacion de los
compuestos en el agua (Narvaez et al. 2012; IRET-UNA 2021), las concentraciones y
el tipo de plaguicida al que fueron expuestos los peces, el corto periodo de exposicion

que se utilizé (48 h) (Jiménez 2019), las interacciones existentes entre los CPF con el
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DFZ (Wang 2009) y las caracteristicas fisiologicas propias de la especie de peces

utilizada, asi como otros aspectos de su biologia (Schlenk et al. 2008).

Al iniciar el bioensayo tanto DFZ como CPF estuvieron presentes, pero sus
concentraciones disminuyeron para el final de este. EI CPF result6 indetectable al final
del bioensayo y DFZ se redujo en poco mas de la mitad de su concentracion inicial

(Cuadro 6).

Cuadro 7. Concentraciones nominales y cuantificadas de DFZ y CPF en muestras
recolectadas al inicio y final de las pruebas durante la pasantia en el IRET-UNA,

Heredia. Costa Rica.

Concentracion Concentracion al inicio Concentracion al final del

Nominal del del bioensayo (ug/L) bioensayo (ug/L)

Experimento

Difenoconazol 325 298 (289-321) 123 (75-126)
Ho/L
Clorpyrifos 5.5 pg/L 2 (1-4) no detectado

Una explicacion de estas disminuciones pueden ser los diversos procesos
ambientales de fotodegradacion, degradacion e hidrélisis quimica que causan que las
concentraciones de los compuestos originales de la mezcla utilizada se reduzcan

paulatinamente, lo que puede disminuir asi su toxicidad para los peces expuestos
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(Giezy et al. 1999). Sin embargo, estos procesos de degradacion parcial también
pueden ocasionar que se produzcan algunos metabolitos (subproductos) con mayores
capacidades de bioacumulacion y toxicidad que los compuestos parentales (Narvaez
et al. 2012). Cuando estos metabolitos tienen mayor bioacumulacion en los
organismos, resultan muy perjudiciales en la fase ambiental del toxico debido a la
dindmica de la cadena trofica que favorece al fenomeno de biomagnificacion (Wang et

al. 2019).

En el caso de CPF, este tiene baja persistencia ambiental y sufre procesos de
degradacion eficientes debido a sus enlaces fosfodiester (Giezy et al.1999) por esta
razon pudo haberse degradado mas rapidamente en comparacion con el DFZ, cuya
degradacion es mas lenta en el agua y en el suelo y este produce metabolitos muy
resistentes a fotdlisis y persistentes a los procesos de hidrélisis en el agua y en la
interfaz agua-sedimento. Por esta razon posterior a la exposicién de 48 h sigui6 siendo

detectable en el agua (IRET-UNA 2021).

Ambas sustancias tienen elevados coeficientes de particion octanol-agua (CPF:
358 logKow = 4.7; DFZ: logKow = 4.4) y vidas medias mas prolongadas en la interfaz
sedimento-agua (CPF: cinco dias en agua vs. 36 dias en sedimento-agua; por su parte
DFZ: tres dias en agua vs. 1053 dias en sedimento—agua) (Lewis et al. 2016). Esto
sugiere que el sedimento sea un vehiculo de exposicidn importante en organismos
acuaticos, especialmente para organismos de los niveles troficos mas bajos. Este
bioensayo no incluyo esta variable; sin embargo, es importante considerar para el

futuro en aras a tener panoramas mas cercanos a la realidad en que se incluyan las
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rutas de exposicibn mas relevantes segun el organismo y los contaminantes por

evaluar (Sibley et al. 2000).

Como se dijo anteriormente, las respuestas de estos biomarcadores pueden
alterarse por el periodo de exposicion (Giezy et al. 1999). Por ejemplo, en una
exposicion idéntica a la realizada en la misma especie, pero extendida hasta 96 h si
llega a aumentar la actividad enzimatica hepatica de EROD (Jiménez 2019). Esto se
puede deber a la secuencia en la que van ocurriendo los procesos toxicocinéticos ya
gue los organismos pueden realizar una detoxificacion basal sin que se causen
alteraciones significativas, en respuesta a una concentracion subletal sostenida por un

periodo corto de exposicion (Orug 2010; Botté et al. 2012).

Los resultados obtenidos en este bioensayo son valiosos porque complementan
la informacion sobre los posibles efectos agudos de plaguicidas en diferentes niveles
de organizacion. Se sabe que mezclas de plaguicidas activan en el proceso metabdlico
de biotransformacion a la superfamilia enzimética del citocromo P450 (cyp), la cual
incluye un grupo amplio de enzimas involucradas en la catélisis de oxidacion,
bioactivacion y detoxificacion de sustancias, lo cual facilita la excrecion de productos
formados en el cuerpo. El proceso se lleva a cabo por induccion de la enzima 7-etoxi-
resorufina-O-deetilasa (EROD). Por esta razén la enzima se considera un biomarcador
sensible no especifico para identificacion de exposicion a xenobidticos. Sin embargo,
estos cambios en la activacion enzimatica de EROD son precedidos por cambios
moleculares referentes al nivel de expresion génica de EROD en peces expuestos a

DFZ (Zhang et al. 2017). Esto podria explicar porque en este bioensayo pudo
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observarse cambios moleculares antes de encontrar cambios bioquimicos en este

corto periodo de exposicion.

El hecho de que la mezcla de CLP con DFZ no indujo una inhibicion de ChE a
pesar de que el primer compuesto es neurotéxico (Figura 8. B y C), puede deberse a
una posible relacion antagonista del DFZ sobre el mecanismo de neurotoxicidad de
CLP en esta especie. Es posible que, si la mezcla aumenta la induccion enzimatica
EROD en el higado, se aumente el metabolismo de la sustancia de forma que se
previenen sus efectos toxicos sobre la actividad ChE en tejidos del cerebro y musculo
(Wan et al. 2009), los cuales pueden manifestarse como cambios negativos en la
ubicacion espacial y el comportamiento optomotor del pez que llegan a dificultar la
capacidad de alimentacidn, identificacion y evitacion de depredadores (Dutta y Arends

2003).

Sin embargo, no en todos los casos de contaminacion ambiental con
plaguicidas se van a dar interacciones que resulten antagénicas, pues es mas comun
que la combinacién de dos 0 més plaguicidas tengan efectos sinergistas o aditivos que

incrementen su toxicidad en los individuos (Wang et al. 2017).

Con base en los resultados obtenidos en el presente ensayo se puede
considerar que la exposicion transitoria a la mezcla de pesticidas utilizada fue
suficiente para inducir la transcripcion del gen, pero no para aumentar

significativamente la actividad catalitica.
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3.3.3. Tasa Metabélica Basal

No hubo diferencia en la tasa metabodlica basal de los peces expuestos con
respecto a los controles. Esto sugiere que no hubo consecuencias fisiologicas

negativas en los peces para adaptarse al ambiente a este nivel de exposicion a

contaminantes (Figura 9).
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Figura 9. Tasa metabdlica en alevines P. dovii tras exposicién a una mezcla de DFZ

con CLP durante 48 h, durante un experimento en la pasantia en el IRET-UNA,

Heredia, Costa Rica.

Se entiende que la tasa metabdlica basal y el consumo de oxigeno brindarian
informacion sobre los efectos de los contaminantes en los individuos expuestos
(Sandoval-Herrera et al. 2019) ya que aumentan por condiciones de estrés, asi como
durante procesos de detoxificacion o reparacion, porque los individuos precisan de una
mayor movilizacion energética en su organismo con la intencion de sobrevivir a las

perturbaciones ambientales, lo que ocasiona un aumento en el consumo de oxigeno y
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en la tasa ventilatoria debido a la disminucion en la capacidad del pez por sobrellevar

ese estrés ambiental (Yang et al. 2000; Prassana et al. 2020).

3.3.4. Comportamiento

No se encontraron diferencias significativas en la preferencia de una interfaz en

especifico entre los organismos expuestos y el grupo control (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de tiempo que cada grupo (control y mezcla) de peces P. dovii

pasé en el area clara u oscura del acuario durante la prueba de escototaxis en la

pasantia en el IRET-UNA. Heredia, Costa Rica.

Como parte del estudio de Redondo y colaboradores (2021), esta prueba se
replicod en las mismas condiciones para peces P. gilii. En estos, el grupo control estuvo
mas tiempo en la zona clara en comparacién con el grupo control de P. dovii, pero

también se observo que el grupo de P. gilii expuesto a la mezcla de pesticidas tuvo un
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aumento en la cantidad de tiempo que pasé en la zona clara del estanque. Esto
significa que en esta especie la exposicion a la mezcla de pesticidas si ocasion6 un

efecto desinhibitorio en los organismos (Sloman y McNeil 2012).

En relacion con el comportamiento de los grupos control de ambas especies es
importante tomar en cuenta que los peces P. dovii son una especie que se puede
encontrar en aguas oscuras, escondidos detras de rocas o en el suelo de forma que
se minimice su visibilidad en el entorno (Tabash y Guadamuz 2000). En cambio, los
peces P. gilii por su naturaleza se alimentan de detritos y algas (Furness et al. 2020),

buscando comida en zonas mas claras en horas de luz del dia.

Los resultados obtenidos para P. dovii indican que tras la exposicion a la mezcla
durante 48 h no hubo cambios en el comportamiento de los individuos que pudieran
interferir en sus capacidades para buscar alimento, camuflarse, prevenir el ataque de
depredadores y huir de ellos, asi como otras necesidades de desplazamiento

(Robinson 2009; Sloman y McNeil 2012).

Estos hallazgos son congruentes con los resultados de la tasa metabdlica basal,
en los cuales tampoco hubo cambios significativos, ya que se entiende que muchos
casos los cambios en el comportamiento de los peces suelen resultar como
consecuencia del estrés fisiologico por el que pasan en respuesta a perturbaciones
ambientales (Robinson 2009). Aunque dependiendo de la sustancia se pueden
observar algunos efectos neurotoxicos a nivel bioquimico y de comportamiento sin que
necesariamente haya un compromiso de la tasa metabdlica basal de los peces

(Sandoval-Herrera et al. 2019).
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Conocer la dinamica de los biomarcadores en distintos niveles de organizacion
en individuos acuaticos permite entender mejor el aprovechamiento de cada uno de
ellos en relacion con la exposicion ambiental de los contaminantes (Koehle-Divo et al.
2019) ya que en los contextos actuales es comun encontrar mezclas de contaminantes
gue interacttan entre si de forma diversa, por lo tanto, estudiar los cambios a partir de
las mezclas brinda un panorama mas acertado sobre lo que sucede en el ambiente
(Celander 2011; Kunce et al. 2017). En estos contextos complejos es necesario estar
al tanto sobre los cambios moleculares y bioquimicos aunados a las respuestas
fisiol6égicas y de comportamiento para aumentar la relevancia ecologica de evaluar

biomarcadores en peces (Kunce et al. 2017; Lebrun et al. 2020).
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4. CONCLUSIONES

4.1. Esta pasantia constituydé una excelente oportunidad para registrar datos
sobre el manejo de antibiéticos en actividades pecuarias e identificar posibles fuentes
de contaminacion al medio ambiente. Durante el proceso se pudo notar que existe una
falta de comunicacion entre los profesionales de la salud animal y las personas
productoras lo que promueve la proliferacién de creencias y seguidamente, practicas
indebidas en el manejo dentro de las fincas que favorecen la resistencia a los
antibioticos y contaminacion del medio ambiente, como la medicacion empirica de
animales, manejo incorrecto de los botiquines de medicamentos, desecho incorrecto

al ambiente de materiales médicos, entre otros.

4.2. En la pasantia fue posible apoyar al equipo de trabajo interdisciplinario del
proyecto “Evaluacion del grado de contaminacién con antibiéticos en felinos silvestres
y sus habitats en los parques nacionales Braulio Carrillo, Tortuguero y Los Quetzales”
a través de la creacién de material grafico que sirve como una guia introductoria o una
invitacion para estudiantes y profesionales que deseen animarse a participar en
equipos de investigacion que impliquen dinamicas de trabajo interdisciplinario bajo el
enfoque una salud, lo que fue de gran provecho para repasar conceptos y visibilizar la
gran cantidad de aportes desde la medicina veterinaria que pueden producirse bajo

dindmicas de trabajo con agendas interdisciplinarias.

4.3. Durante la pasantia se adquirieron destrezas necesarias en el trabajo de
laboratorio al aplicar métodos de identificacion de biomarcadores bioquimicos,

transcriptémicos, fisiolégicos y de comportamiento en peces, con el fin de evaluar el
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impacto de contaminantes quimicos. A partir de un bioensayo se identificO que el
biomarcador méas temprano para peces P. dovii expuestos a una mezcla de plaguicidas
de CPF con DFZ corresponde a las pruebas moleculares por medio de RT-PCR que
identifican genes de la familia cyplA, los cuales aumentan antes de que se puedan
observar alteraciones bioquimicas, fisiologicas y de comportamiento en los peces
estudiados. Esto es muy importante para guiar en el correcto uso de los biomarcadores
y apoyar en la temprana identificacion de eventos de contaminacion en rios antes de

gue sucedan catastrofes ambientales evidentes.
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5. RECOMENDACIONES

5.1. Al Colegio de Médicos Veterinarios y al Ministerio de Agricultura y
Ganaderia se recomienda establecer campafias o reforzarlas (con su respectivo
acompafamiento sociol6gico) de sensibilizacion hacia a las personas productoras
sobre la importancia del acompafiamiento médico veterinario, de forma que puedan
tomar mejores decisiones en los sistemas de produccidén animal. Asimismo, realizar
campanfas de informacién dirigidas a este publico, donde se les explique el concepto
de resistencia a antibioticos y su importancia. De esta manera, se podra poner en
practica el concepto de Una Salud para que sus actividades velen por la salud

ambiental, la salud ocupacional y la inocuidad de sus productos.

5.2. A la Escuela de Medicina Veterinaria se recomienda que se fortalezcan las
habilidades psicolégicas y formativas en los estudiantes a través de los cursos de
carrera para que sean capaces de conformar hébilmente equipos de trabajo
interdisciplinarios y para formar profesionales que contextualicen los problemas que
nos competen en la disciplina dentro de las distintas realidades sociales, econémicas
y ambientales que conforman el pais y de esta manera que puedan encontrar
soluciones innovadoras y efectivas ante los problemas que se enfrentan. Para esto es
recomendable incorporar proyectos que involucren trabajo y practica con estudiantes
y profesionales de otras areas académicas, asi como con personas de la sociedad
civil.

5.3. A las personas investigadoras universitarias se recomienda tomarse el
tiempo de disefar el mejor planteamiento experimental que les sea posible con el fin

de maximizar recursos, ya que en la actualidad, si bien es cierto existen muchas
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herramientas de laboratorio que hacen posible medir diversos biomarcadores en
animales Utiles para identificar niveles de estrés ocasionado por eventos de
contaminacion, estas herramientas tendran mayor alcance en la medida que los
estudios realizados sean integrales y evallen el contexto mas cercano a la realidad

como sea posible.
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Anexo #1. Evidencia del articulo cientifico producido a través de la pasantia en el

Instituto Regional de Estudios en Sustancias Toxicas (IRET) de la UNA.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Edited by Martin Grosell The assessment of early effects caused in biota by sublethal exposure to pesticide mixtures should enhance the
realism in the ecological risk assessment for agricultural landscapes. This study aimed to evaluate sub-individual

Keywords: ) responses in fish, which can be linked with outcomes at higher levels of biological organization and affect their

P""‘"::‘”“"“‘ trophic relationships. A multilevel biomarker approach was applied to assess the effects of a 48 h exposure of two

freshwater mesoamerican fish species (Parachromis dovii and Poecilia gillii) to a mixture of sublethal concentra-

m“:‘: W— tions of chlorpyrifos (5 pg/L) and difenoconazole (325 pg/L). Transcriptomic induction of ¢yplA and the ac-
Biotransformation tivities of 7-ethoxy-resorufin-O-distillase (EROD) and glutathione S-transferase (GST) were measured as
Neurotoxicity biotransformation-related biomarkers; cholinesterase activity (ChE) was assessed as a neurotoxicity biomarker;
resting metabolic rate (RMR) was measured as a physiological blomarker; and the movement of fish in a
dark-light environment as a behavior bi ker. The exp to the mixture had evident effects on P. gillii, with

significant induction of cyplA transcription, increased EROD activity, ChE inhibition in muscle, and increased
permanence in the light side of the dark-light environment. Meanwhile, P. dovif only showed significant in-
duction of cyplA, without evidence of neurotoxicity or changes in behavior. This study demonstrates that the
severity of the effects caused by the exposure to a mixture of pesticides can differ among species from the same
trophic chain. The potential impairment of predator-prey relationships is a relevant effect that pesticide pollution
can cause and it should be considered for the risk assessment of such contaminants,
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