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RESUMEN

La salmonelosis es una enfermedad causada por bacterias del género Salmonella, familia Enterobacteri-
aceae; siendo de gran importancia en los cerdos, la presencia de Salmonella enterica serovar Typhimurium
que ocasiona enterocolitis necrosante y la Salmonella choleraesuis que provoca la forma septicémica
caracterizada por hepatitis, neumonia y vasculitis cerebral. El uso indebido de antibidticos, incluyendo la
subdosificacion asi como la terapia con un Unico principio activo y en algunos casos la utilizacion de
antibiéticos como preventivos principalmente mediante la inclusién del mismo en el alimento ha conllevado
al desarrollo de resistencia a antimicrobianos en bacterias asociadas a animales de consumo. El presente
trabajo tiene por objetivo determinar la resistencia a antibidticos de la Salmonella enterica serovar
Typhimurium aisladas en producciones produccion porcicolas del Departamento del Tolima, en diferentes
etapas del ciclo de produccion.

Palabras clave: Porcinos, Resistencia antibiética, Salmonella.
ABSTRACT
Salmonellosis is a disease caused by bacteria, genera Salmonella, famlily Enterobacteriaceae; which is

important in pigs. The presence of Salmonella enterica serovar Typhimurium causes necrotizing entero-
colitis and Salmonella choleraesuis causes septicemic form characterized by hepatitis, pneumonia and
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cerebral vasculitis. Incorrect use of antibiotics, including subdosifying as well as unique therapy and in
other cases preventive use of antibiotics has lead to the development of antibiotic resistance. The aim of
this work is assess the antibiotic resistance of Salmonella enterica serovar Typhimurium isolated from pig
farms at different production steps in the Department of Tolima.

Key words: Pigs, antibiotic resistance, Salmonella.

INTRODUCCION

En la actualidad, las ETAs (Enfermedades
transmitidas por alimentos) representan un
importante campo de estudio en la salud publica,
dado que son enfermedades que resultan de la
ingestion de alimentos que contienen
microorganismos perjudiciales vivos o sus toxinas
para el consumo humano y animal. Los alimentos
corren el riesgo de contaminacion durante el
proceso de produccién, almacenamiento y
consumo, constituyendo un problema de salud
publica (FAO/OMS, 2007).

En Colombia, durante el afio 2007 se reportaron al
Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica
(SIVIGILA) 5.563 casos de enfermedades
transmitidas por alimentos y, de los Unicos 5 brotes
con seguimiento, 4 ocurrieron en restaurantesy 1
en el hogar (INS, 2008). No obstante, en el pais
existe subregistro de la notificacion de casos de
enfermedades transmitidas por alimentos. La
Organizacion Mundial de la Salud plantea que la
mayoria de las contaminaciones de alimentos que
generan enfermedades transmitidas por alimentos
ocurren por problemas sanitarios y de
manipulacién, dentro del hogary en sitios en donde
se elaboran para la venta (Florez et al., 2008). Como
lo describe Florez et al., (2008), en un trabajo
realizado en 5 ciudades de Colombia, un gran
porcentaje de los factores de riesgo incluyen malas
practicas en el momento de la manipulacién del

MATERIALES Y METODOS

Granjas
Este estudio se realizé en el Departamento del
Tolima. El tamafio de la muestra se calcul6 a través

alimento y desconocimiento de como corregirlas,
ademas, en el mismo trabajo, se demostro alta
presencia de parasitos intestinales en 26,9 %; 49
(3,8 %) fueron positivos para parasitos patdgenos, 6
(0,46 %) para enterobacterias patdgenasy 8 (0,52 %)
cultivos de manos, para Staphylococcus aureus.

La salmonelosis es una enfermedad causada por
una bacteria del género Salmonella que pertenece
a la familia Enterobacteriaceae; siendo de gran
importancia en los cerdos, la presencia de Salmo-
nella enterica ser Typhimurium que ocasiona en-
terocolitis necrosante y la Salmonella choleraesuis
que (Vadillo, 2000; Quinn et al., 2001). La ingestion
es la principal ruta de infeccion asi como la mu-
cosa del tracto respiratorio y la conjuntiva (Quinn
et al., 2001). El uso indebido de antibioticos,
incluyendo la subdosificacién asi como la terapia
con un unico principio activo y en algunos casos
la utilizacion de antibiéticos como preventivo
principalmente mediante la inclusiéon del mismo
en el alimento ha conllevado al desarrollo de
resistencia a antimicrobianos en bacterias
asociadas a animales de consumo (Rondén et al.,
2006). El presente trabajo tiene por objetivo
determinar la resistencia a antibiéticos de la Sal-
monella enterica serovar Typhimurium aisladas en
producciones produccién porcicolas del
Departamento del Tolima, en diferentes etapas del
ciclo de produccion.

de la formula descrita por Thrusfield (2007) con un
nivel de confianza del 95 % y una precision del 10 %.
Siendo entonces:

N=1,96P qo(1-Pop)/d’
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Donde n es el tamafio de muestra requerida, Pexp

la prevalencia esperada y d? la precision absoluta
deseada.

La seleccion de las granjas se hizo por el método
no probabilistico de disponibilidad y conveniencia,
buscando la representatividad en el Departamento
del Tolima. Los animales dentro de las mismas se
escogieron completamente al azar, proporcional de
acuerdo con el numero de animales en la granja y
discriminados por ciclos de produccién.

Muestreo y aislamiento de Salmonella

Para cada etapa de produccion y en producciones
de ciclo completo, se tomaron muestras de heces
(250 g; n=88), mediante masaje rectal de animales
en la misma etapa de produccion y en unidades
de produccién contiguas. De la misma manera, las
muestras de alimento (250 g; n=54) fueron tomadas
en comederos, mediante bolsas Nasco® estériles.
Las muestras de aguas (200 ml; n=21) tanto de
afluentes como de efluentes se tomaron mediante
recipientes de plastico esterilizados previamente
y mantenidos en refrigeracién hasta su
procesamiento. Para el aislamiento de la Salmo-
nella spp fueron utilizados los protocolos
internacionales estandar (ISO 6579:2002; 1SO
6579:2002/Amd1:2007; Reid, 2009). Brevemente,
las muestras fueron incubadas en agua peptonada-
bufferada para su pre-enriquecimiento, con un
tiempo de incubacién de 24 horas a 37 °C, poste-
rior al cual fueron dispuestas en caldo tetrationato

RESULTADOS Y DISCUSION

Salmonella spp constituye uno de los agentes
infecciosos mas comunes y ampliamente
distribuidos dentro de las enfermedades trasmitidas
por los alimentos, instituyéndose en un problema
de salud publica y animal. Se conoce que la
prevalencia de Salmonella en granjas porcinas del
departamento del Tolima es baja, cercana al 3,6 %
(Fierro et al., datos sin publicar). No se evidenciaron
animales con signos clinicos compatibles con
alguna forma entérica o septicémica de
salmonelosis u otra enfermedad clinica subyacente.
Ademas, los animales a los cuales les fue aislado

(Muller-Kauffmann) incubadas a 37 °C y Rappaport
Vassiliadis (incubadas a 42 °C), para su
enriquecimiento selectivo. De alli fueron sembradas
en agar SS (Salmonella-Shigella) y agar XLD
(Xilosa Lisina Desoxicolato). Las colonias com-
patibles fueron subsembradas en agar McConkey
y Tripticasa Soya Agar (TSA) confirmadas como
Salmonella spp, mediante desafio con anticuerpos
Poli A-1 + Vi (Difco® 22264 1). De la misma manera
fueron confirmadas bioquimicamente mediante
galeria API® 20E (Biomereux, Francia). Las cepas
fueron enviadas al Instituto Colombiano
Agropecuario - ICA para su serotipificacion.

Sensibilidad antibiodtica

Para la prueba de sensibilidad antimicrobiana, se
analizaron mediante la técnica Kirby-Bauer
(Difusién en agar), para determinar patrones de
sensibilidad frente a un panel de agentes
antimicrobianos (Ampicilina, Amoxicilina,
Apramicina, Ciprofloxacina, Cloranfenicol,
Cefalexina, Enrofloxacina, Gentamicina,
Kanamicina, Lincomicina, Acido Nalidixico,
Neomicina, Nitrofuranoina, Tetraciclina y
Sulfametoxazole/Trimetropin). La suspension
bacteriana se determiné de acuerdo a la dilucion
0,5 de la escala de turbidez de McFarland,
utilizando el agar Mueller-Hinton (Oxoid, Alemania)
como medio de siembra. El protocolo utilizado fue
el descrito por la NCCLS (2005) donde ademas se
describe la interpretacion de halos de inhibicion,
medidos a las 24 horas de incubacion a 37 °C.

el microorganismo tanto en heces como en
alimento correspondian a etapas de produccion fi-
nales incluyendo ceba, gestacion y reproductores.

En el presente trabajo fueron aisladas 6 cepas,
tanto de alimento (n=4) como heces (n=4), excepto
de aguas efluentes o afluentes. Todas las cepas
serotipificadas correspondieron a Salmonella
enterica serovar Typhimurium. Solo una de las
cepas, la cepa 2, presentdé un comportamiento en
la sensibilidad antibiética diferentes a las restantes
5 (Tabla 1). Es de anotar que las cepas aisladas
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de alimento tuvieron todas un mismo patrén de
resistencia antibiotica. Sisak ef al., (2006)
describen que la presencia de resistencia antibiética

en diferentes cepas y serovariedades, ratifican que
la sensibilidad a los antibiéticos no esta restringida
al serotipo Typhimurium, y dicha resistencia puede
ser variable incluso en fagotipos similares.

Tabla 1. Resultados antibiograma de cepas de Salmonella

AGENTE ) RESULTADO* RESULTADO
ABREVIATURA CONCENTRACION

ANTIMICROBIANO Cepa 1,3,4,5,6 Cepa 2
ACIDO NALIDIXICO NA 30 pg S S
AMOXICILINA AML 10 pg S S
AMPICILINA AMP 10 pg S S
APRAMICINA APR 15 pg S |
CEFALEXINA CL 30 ug S S
CIPROFLOXACINA CIp Sug S S
CLORANFENICOL C 30 png S S
ENROFLOXACINA ENR 5pg S S
GENTAMICINA GM 10 pg S S
KANAMYCINA K 30 pg S S
LINCOMICINA MY 2 ug R R
NEOMYCINA 30 png S |
NITROFURANTOINA F 300 pg S S

SULFAMETOXAZOLE/

TRIMETHOPRIM SxXT e i i
TETRACICLINA TE 30 ug R R

*S= sensible, |= intermedio, R= resistente. Cepas 1, 2 = aisladas de heces; Cepas 3,4,5,6 =

aisladas de alimento

Los antibiogramas dieron como resultado un bajo
porcentaje de resistencia entre las cepas de Sal-
monella aisladas; siendo solo resistentes a
Lincomicina y a Tetraciclina. Al conocimiento de
los autores existen pocos reportes de evaluacion
de la resistencia a lincomicina en cepas de Sal-
monella spp. No obstante, De Geeter et al., (1976)
demostraron que la adicién de lincomicina a dietas
de porcinos infectados con Salmonella
Typhimurium no altera la diseminacion de esta a
través de las heces. De la misma manera, describen
que la sensibilidad de la S. Typhimurium a otros
antibioticos no fue alterada por la exposicion pre-
via a lincomicina. Thakur & Bajaj (2006) asi como
Harakeh et al (2005) demostraron altos niveles de
resistencia de Salmonella spp a la clindamicinala
cual es una lincosamida igual a la Lincomicina y
frente a la cual se ha demostrado completa reaccién
cruzada, por lo cual se debe analizar la posibilidad
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de dicha reaccion en las cepas de campos
aisladas. Ademas, como lo propone Carlsson y
Ferris (2000) puede existir resistencia inducida a
diferentes antibiéticos en aislados de Salmonella
cuando son expuestas de derivados de penicilina.
Por otro lado, Arroyo y Arroyo (1995) demostraron
resistencia frente a este antibidtico en 24 cepas
de Salmonella aisladas.

De la misma manera, los datos observados
coinciden con lo descrito por Rajic et al., (2004),
Grebeyes et al., (2000), Weill (2008) y Pinto et al.,
(2010) quienes determinaron a la tetraciclina como
el agente antimicrobiano frente al cual esta
desarrollada mayor resistencia. Sisak et al., (2006)
demostraron un alto porcentaje de resistencia
(84.7 %) a las tetraciclinas de cepas de Salmonella
Typhimurium aisladas de cerdos, tanto en plantas
de sacrificio como en explotaciones porcicolas.
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De ofra parte, se evidencié sensibilidad intermedia
compartida por parte de las cepas aisladas frente
a Neomicina, un aminoglucésido que es poco
utilizado en el control y tratamiento de
enfermedades entéricas en el ganado porcino en
la regién. Dicho hallazgo contrasta con lo
encontrado por Pérez (2005) quien halld resistencia
frente a Neomicina en un estudio longitudinal
realizado en 2 granjas porcicolas, también se
encontrd sensibilidad intermedia frente Ampicilina.
Este ultimo hallazgo difiere de lo reportado por
Mejia, (2003) quien encontro resistenciafrente ala
Ampicilina, un agente que ha sido utilizado durante
décadas en la produccién porcina como agente
terapéutico, profilactico y el cual tiene una
resistencia altamente difundida (Breuil et al., 2000).
Recientemente, Pinto et al., (2010) reportaron
resistencia a ampicilina en el 81.25% de 16 cepas
de Salmonella aisladas.

De la misma manera, se hallé sensibilidad intermedia
a la Nitrofurantoina en contraste con lo observado por
Breuil et al., (2000), Martel et al., (2000) y Rheault et
al., (2001) quienes determinaron un alto porcentaje
de resistencia frente a este antibitico durante sus
estudios a pesar de que se ha dejado de utilizar hace
décadas en produccién animal.

Finalmente, otro agente estudiado que presento
sensibilidad intermedia fue el &cido nalidixico, lo cual
difiere de lo encontrado por Mejia (2003) quien
encontrd un porcentaje de resistencia del 8.3 % de
los aislamientos realizados durante su estudio frente
a este antimicrobiano. Ademas por su amplio espectro
y su alta potencia las quinolonas son consideradas
como farmacos de primera eleccion en el tratamiento
de infecciones producidas por bacterias gram
negativas, por esta razén causa preocupacion la
aparicion de cepas con sensibilidad reducida.

Por otro lado como resultado de los antibiogramas
se evidencié una alta sensibilidad frente a la
amoxicilina, un antimicrobiano utilizado
comunmente en el tratamiento de salmonelosis
invasivas en humanos (Poirel et al., 1999). En
algunos trabajos realizados se ha observado
sensibilidad reducida frente a este compuesto
(Espinasse et al., 1997; Grebeyes et al., 2000).

Posiblemente por la produccion de betalactamasas
originadas frente a betalactamicos mas simples lo
cual podria influir en su resistencia (Bradford et al.,
1999; Fey et al., 2000).

Un agente antimicrobiano que demostré tener una
elevada sensibilidad fue el cloranfenicol
compuesto que se halla clasificado dentro de la
familia de los anfenicoles, presentando diferencias
significativas con lo expuesto por otros autores
como Breuil et al., (2000), Martel et al., (2000) y
Rheault et al., (2001) quienes encontraron niveles
de resistencia muy altos para este producto a
pesar de que su uso se ha restringido, dado sus
efectos deletéreos sobre células eucaritticas
(Vadillo, 2000).

Dentro de los resultados obtenidos se hallo
sensibilidad por parte de las cepas aisladas frente
a kanamicina concordando con lo encontrado por
Escobar (2004) quien encontré en un analisis de
sensibilidad antimicrobiana realizadas a 10 cepas
aisladas una alta sensibilidad frente a este
compuesto, a su vez se encontrd sensibilidad
frente a enrofloxacina, una quinolona que por sus
caracteristicas de amplio espectro y eficacia son
los antimicrobianos de primera elecciéon ante
cuadros clinicos producidos por bacterias gram
negativas, como Salmonella. No obstante, se ha
descrito la aparicion de cepas de Salmonella con
resistencia a este grupo de antimicrobianos (Hsih
et al., 2004). La enrofloxacina ha sido descrita
como uno de los antimicrobianos mas utilizados
en el tratamiento de problemas digestivos, por lo
cual se hace hincapié en establecer el uso
racional de la misma en los sistemas de
produccion, especialmente el porcicola, limitando
la transferencia de resistencia entre cepas la cual
limita la eficacia de estos antimicrobianos en
casos clinicos de salmonelosis en humanos.

Por otra parte, la sensibilidad encontrada frente a
la cefalexina coincide con lo encontrado por
Zamora et al., (2006) quienes encontraron una
sensibilidad del 82.5 % frente a este compuesto
en un estudio en el cual se analizé la sensibilidad
de 40 cepas de Salmonella aisladas a partir de
muestras de alimento.
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Frente a las sulfamidas, sulfametoxazole-
trimetoprim, el presente estudio evidencio una alta
sensibilidad en las cepas aisladas. No obstante,
Fey et al., (2000), Walker et al., (2000), Chiuy Ou
(2000), Weill (2008), asi como Sisak et al., (2006)
y Sisak et al., (2004) hallaron cepas de Salmo-
nella resistentes a sulfamidas (Sulfametoxazole/
trimetoprim).

Los patrones de resistencia hallados en este
trabajo difieren de lo reportado para las diferentes
cepas de Salmonella en otras regiones geograficas
del mundo (Grebeyes et al., 2000; Sisak et al.,
2004; Sisak et al., 2006). Sin embargo, la
caracterizacion molecular, la cual se encuentra en
proceso, permitira establecer diferencias
moleculares precisas entre las cepas aisladas en
el departamento del Tolima versus las aisladas en
otras latitudes. Pinto et al., (2010) evaluaron
molecularmente cepas de porcinos, las cuales
difieren solo en la resistencia con las del presente
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