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RESUMEN

Objetivo. Determinar la presencia de Salmonella spp y el PRA en aislamientos de hisopados cloacales
y musculares en especimenes de Caiman crocodilus fuscus y Crocodylus acutus en cautiverio en
Colombia. Materiales y métodos. Se realiz6 un muestreo de tipo transversal y descriptivo con
un disefio no probabilistico por conveniencia una Unica vez, durante el mes de febrero de 2021.
Se incluyeron 150 animales de Caiman crocodilus fuscus y Crocodylus acutus, con una distribucion
50/50. Se tomaron muestras cloacales y musculares con hisopos estériles. Estas se sembraron en
agar MacConkey, posteriormente en agar SS. Luego, se reconfirmaron las muestras positivas en agar
TSI. Se realizd la serotipifacion con antisueros monovalentes y polivalentes especificos. Se realizd
la prueba de difusiéon en agar Mueller-Hinton. Resultados. No existio crecimiento de colonias en
ninguna muestra muscular. La presencia de la bacteria en muestras cloacales de Caiman crocodilus
fuscus fue del 36% y para Crocodylus acutus de 50.6%, los dos serotipos con mayor porcentaje de
deteccién en ambos grupos fueron el serogrupo C1 y el serogrupo polivalente B. Ocho colonias fueron
resistentes a tetraciclina, mientras que otras colonias tuvieron una resistencia intermedia a ampicilina,
cefoxitin, sulfatrimetropim y tetraciclina. Conclusiones. Este es el primer reporte relacionado con la
deteccion de Salmonella spp. en canales de caimanes en el pais, sin encontrar presencia del agente
en ninguna muestra evaluada, sin embargo, se recalca la importancia de seguir su monitoreo para
garantizar productos inocuos.

Palabras clave: Reptiles; resistencia antimicrobiana; enfermedades transmitidas por alimentos;
calidad de carne (Fuente: MeSH).

ABSTRACT

Objective. Determine the presence of Salmonella spp and the AMR in isolates of cloacal and muscle
swabs in specimens of Caiman crocodilus fuscus and Crocodylus acutus in captivity, in Colombia.
Materials and methods. A cross-sectional and descriptive sampling was carried out with a non-
probabilistic design for convenience, once, during the month of February 2021. 150 Caiman crocodilus
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fuscus and Crocodylus acutus animals were included, with a 50/50 distribution. Cloacal and muscle
samples were taken with sterile swabs. These were planted on MacConkey agar, then on SS agar.
These positive samples were then reconfirmed on TSI agar. Serotyping was performed with specific
monovalent and polyvalent antisera. The diffusion test was performed on Mueller-Hinton agar. Results.
There was no growth of colonies in any muscle sample. The presence of the bacteria in cloacal samples
of Caiman crocodilus fuscus was 36% and for Crocodylus acutus 50.6%. The serotypes with the
highest detection percentage in both groups were serogroup C1 and polyvalent serogroup B. Some
colonies were resistant to tetracycline, while other colonies had intermediate resistance to ampicillin,
cefoxitin, sulfa trimethoprim, and tetracycline. Conclusions. This is the first report related to the
detection of Salmonella spp. in alligator carcasses in the country, without finding the presence of the
agent in any sample evaluated, however, the importance of continuing its monitoring is emphasized
to guarantee innocuous products

Keywords: Reptiles; antimicrobial resistance; foodborne diseases; meat quality (Source: MeSH).

INTRODUCCION

Salmonella spp., es una bacteria gram negativa
con potencial patogénico. Puede encontrarse
en diversos huéspedes vertebrados tanto
endotermos como ectotermos. Dentro de estos
ultimos, en los reptiles como los caimanes, esta
estd presente en su tracto gastrointestinal de
forma normal sin causar una sintomatologia clinica
caracteristica (1,2). Sin embargo, en situaciones
de estrés, relacionados principalmente con el
cautiverio y el manejo, se puede desencadenar
la enfermedad clinica generalmente de tipo
gastrointestinal e inclusive septicémico. La
enfermedad gastrointestinal se caracteriza por
generar anorexia, pérdida progresiva de peso
e incluso muerte subita sin sintomatologia
aparente, dependiendo del tipo de serovariedad
involucrada (1,2).

Salmonella spp., también es un patdgeno asociado
a brotes de enfermedades gastrointestinales de
curso moderado a grave en humanos por lo cual
es importante en salud publica. El humano la
adquiere debido al contacto directo de la bacteria
con superficies expuestas de su piel, asi como
por la ingestion de productos contaminados
con ella, principalmente carnes con un proceso
de control higiénico poco efectivo durante el
faenado (3). En Colombia, la zoocria de caimanes
se da en alrededor de 47 establecimientos, cuyos
objetivos principales son: la produccion de carne
y pieles, asi como el repoblamiento en zonas en
donde debido a la accion humana su niumero ha
disminuido en el ecosistema (4).

El aumento en la demanda de carnes y
pieles derivados de estos animales ha crecido
paulatinamente en las Ultimas décadas alrededor
del mundo debido principalmente a caracteristicas
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nutricionales como la presencia de proteinas de
alto valor bioldgico con una alta digestibilidad y el
bajo porcentaje de acidos grasos poliinsaturados
con respecto a las carnes convencionales
(5,6,7,8). Sin embargo, con esta demanda
también aumentd los requerimientos de los
consumidores para que estos productos tengan
la suficiente calidad nutricional y microbioldgica,
que no ponga en riesgo su salud, para lo cual
resulta necesario disminuir las fuentes de
contaminacion bacteriana que ocurre entre
la carcasa, la piel y los desechos durante el
faenado con el fin de disminuir patégenos como
Salmonella spp en el producto final (7,8,9).

En otros paises, la salmonelosis humana con
origen en los reptiles cautivos es una enfermedad
reportada y es asociada principalmente al
contacto con heces, partes de animales,
féomites y carne contaminada (2). En Colombia,
se han realizado investigaciones con el fin de
detectar e identificar especies de salmonellas
presentes en los caimanes (10), sin embargo,
la informacion en este ambito es poca y resulta
necesario aumentarla con la finalidad de tener
mejores herramientas de juicio al momento
de mejorar los procesos productivos como el
faenado e inclusive implementar metodologias
de eliminacion del patégeno para garantizar que
los productos destinados al consumo humano
cumplan los estandares sanitarios esperados
(11,12,13,14).

Por ello, el objetivo del presente trabajo fue
determinar la presencia de Salmonella spp y
el perfil de resistencia antimicrobiana (PRA) en
aislamientos de hisopados cloacales y musculares
en especimenes de Caiman crocodilus fuscus y
Crocodylus acutus en cautiverio en Colombia.
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MATERIALES Y METODOS

Sitio y tipo de muestreo. Se realizdé un
muestreo de tipo transversal y descriptivo con
un disefio no probabilistico por conveniencia
una unica vez. Los animales se encontraban en
el mismo zoocriadero ubicado en la regidn del
Magdalena medio en el departamento de Tolima.
Las muestras fueron obtenidas cada ocho dias
durante las cuatro semanas del mes de febrero
de 2021.

Los estanques donde se extrajeron los animales
para el proceso de muestreo cuentan con un
sistema de agua cerrado, esta es filtrada y
reutilizada en los estanques. El zoocriadero
cuenta con una cantidad de 42 estanques
distribuidas por todo el lugar, se dividen segun la
etapa de crecimiento separandolas en neonato,
juveniles y adultos.

Animales incluidos en el estudio. Se
incluyeron 150 animales de Caiman crocodilus
fuscus y Crocodylus acutus, con una distribucion
50/50. Los ejemplares de Caiman crocodylus
fuscus son destinados al sacrificio y estos tenian
una longitud entre 60-70 centimetros al momento
del faenado. Por otro lado, especimenes de
Crocodylus acutus son destinados a procesos
de repoblacion, y su tamafio también estaba en
el rango entre 60 - 70 centimetros al momento
de la toma de la muestra.

Con esta poblacién se tomaron las siguientes
muestras: de los ejemplares destinados al
sacrificio se tomaron dos muestras distintas,
utilizando hisopos estériles, se tomd una muestra
en la cloaca en el momento previo al faenado.
Luego del proceso de faenado, se frotd otro
hisopo estéril en el musculo Caudofemoralis
longus, ubicado en la regidn ventral y caudal. Por
lo tanto, se tomaron 150 muestras en total de
animales de Caiman crocodilus fuscus. Por otro
lado, los ejemplares destinados a la repoblacion
solo se les tom6 muestra de hisopado cloacal,
por lo tanto, se obtuvieron 75 muestras de
ejemplares de Crocodylus acutus.

Obtencion y almacenamiento de muestras.
La toma de muestras se realiz6 utilizando
guantes e hisopos estériles. Para la muestra
cloacal, el espécimen fue colocado en decubito
dorsal, sostenido de forma manual para reducir
sus movimientos vy, utilizando el hisopo estéril,
se realizaron movimientos circulares en la cloaca
hasta que se cubriera totalmente, con una
duracién de alrededor de cinco segundos en cada
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muestra. Para la toma de muestras musculares
los hisopos fueron pasados con movimientos
lineales durante cinco segundos hasta cubrir toda
la extension del musculo Caudofemoralis longus.

Las muestras fueron rotuladas de acuerdo
con el tipo de muestra (cloacal o muscular)
y de acuerdo con el tipo de caiman, sumado
a seriales internos de los investigadores. Los
hisopos se introdujeron en medio Stuart y
fueron mantenidas en refrigeraciéon durante su
transporte hacia la Universidad Pedagdgica vy
Tecnoldgica de Colombia, sede Tunja — Boyaca,
al laboratorio de microbiologia veterinaria.

Procedimiento de laboratorio. Las muestras
se mantuvieron en refrigeracion a 4°C durante
18 h hasta su procesamiento; las mismas
fueron sembradas en agar MacConkey (Merck
KGaA, Alemania) y se incubaron por 24 h a
una temperatura de 37°C. Las colonias lactosa
negativas se sembraron en agar especifico
SS (Salmonella-Shigella Agar, (Merck KGaA,
Alemania) en donde se dejaron incubar durante 48
h. Posteriormente se reconfirmaron las muestras
positivas mediante resiembra en agar TSI
(Triple Sugar Iron Agar-Merck KGaA, Alemania)
e incubadas por 48 h a temperatura de 35°C,
pasado ese tiempo se tomaron los resultados
finales. Estos se consideraron positivos cuando
las colonias tomaron una coloracién marrén
rojiza en todo el tubo, indicando la presencia de
la enterobacteria incapaz de fermentar la lactosa
y el H2S demostrado antes con el agar SS. Cada
muestra se sembro en duplicado para validar los
resultados obtenidos.

Serotipificacion. Las muestras positivas fueron
serotipificados hasta antigeno somatico con
antisueros polivalentes especificos (PB y PC) y
antisueros monovalentes de grupo (B, C1, C2 y
D1), se identificaron de acuerdo con el esquema
de Kauffman - White (10,14)

Perfil de resistencia antimicrobiana. El perfil
de resistencia antimicrobiana de cada muestra
evaluada se realiz6 mediante la prueba de
difusién en agar Mueller-Hinton (Merck KGaA,
Alemania), se evaluaron los siguientes antibidticos:
Sulfatrimetoprim 25 pg, Norfloxacina 10 ug,
Ampicilina 10 pg, Cloranfenicol 20 pg, Cefoxitin 20
Mg, y Tetraciclina 30 ug (10) (Becton Dickinson, USA).
Las cepas fueron clasificadas como susceptibles,
intermedias o resistentes de acuerdo con el tamafio
del halo de inhibicidon luego de una incubacion
a 37°C durante 24 h, y comparandola con las
instrucciones del fabricante de los sensidiscos.
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Analisis estatico. Los resultados obtenidos de
crecimiento y serotipificacion fueron consignados
en el programa Excel® a partir del cual se
realizaron las graficas para la descripcion de
la presencia o no del agente, asi como de la
susceptibilidad antimicrobiana determinada
utilizando estadistica descriptiva.

RESULTADOS

Deteccion de Salmonella spp. en muestras
de Caiman crododilus fuscus y Crocodylus
acutus. El nimero de muestras positivas
por cada tipo de muestra en cada especie de
caimanes puede evidenciarse en la figura 1.
Es interesante notar que en ninguna muestra
muscular se evidencid el crecimiento de colonias
compatibles con Salmonella spp., mientras
gue, para las muestras cloacales, el nimero de
muestras positivas fue de 27, lo cual corresponde
a un 36% del total de muestras cloacales del
Caiman crocodilus fuscus. Por otro lado, de
las muestras cloacales de especimenes de
Crocodylus acutus corresponden a 38, lo cual
es el 50.6% del total de muestras evaluadas en
esta especie.
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Numero de muestras
s
o

Hisopado cloacal CCF*| Hisopado muscular Hisopado cloacal CA**
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Tipo de muestras de acuerdo con la especie de caiman

Figura 1. Distribucion de muestras positivas a
Salmonella spp. en Caiman crocodilus
fuscus y Crocodylus acutus en cautiverio.
*CCF: Caiman crocodilus fuscus.

**CA: Crocodylus acutus.

Serotipificacion de los aislados bacterianos.
Los 65 aislados bacterianos totales recuperados
(27 de CCF y 38 de CA), fueron serotipificados. La
figura 2 muestra el porcentaje de deteccion para
cada serotipo de Salmonella spp. con respecto
al numero total de muestras positivas por cada
especie de caiman evaluada. Es interesante notar
que los dos serotipos con mayor porcentaje de
deteccion en ambos grupos fueron el serogrupo
C1l (azul) y el serogrupo polivalente B-PB
(morado).
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Figura 2. Porcentaje de serotipos por muestras
positivas de acuerdo con la especie de

caiman evaluada.
*CCF: Caiman crocodilus fuscus.
**CA: Crocodylus acutus.

Perfil de susceptibilidad/resistencia
antimicrobiana de los aislados de
Salmonella spp. Los resultados obtenidos
para el perfil de susceptibilidad/resistencia para
los microorganismos utilizados se encuentran
en la tabla 1. Se evidencia que a excepcion de
la tetraciclina ningun aislado de Salmonella spp.
fue resistente a los antimicrobianos evaluados.
Destaca el estudio que los aislados microbianos
en los dos grupos tuvieron un comportamiento
similar frente a los farmacos utilizados.

Tabla 1. Resultados obtenidos para el perfil de
susceptibilidad/resistencia antimicrobiana de
los aislados de Salmonella spp., de acuerdo
con la especie de caiman evaluada.

Caiman crocodilus fuscus

Farmaco
Sensible (n) Intermedio (n) Resistente (n)
Ampicilina 25 2
Cefoxitin 23 4
Cloranfenicol 27
Norfloxacina 27
Sulfatrimetropim 26 1
Tetraciclina 20 5 2
Crocodylus acutus
Ampicilina 32 6
Cefoxitin 29 9
Cloranfenicol 38
Norfloxacina 38
Sulfatrimetropim 35 3
Tetraciclina 30 2 6
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DISCUSION

En Colombia, estudios han detectado la presencia
de diversos serotipos de Salmonella spp. en
reptiles, principalmente caimanes y algunas
especies de tortugas. En su estudio, Pachdn et
al (10) determinaron una positividad del 40%
de los estanques muestreados en donde estaban
en cautiverio especimenes de caimanes (Caiman
crocodilus fuscus y Crocodylus intermedius)
en los llanos orientales, resultado similar al
reportado en este estudio para ambas especies
de caimanes evaluados (Caiman crocodilus
fuscus y Crocodylus acutus).

La presencia de Salmonella spp varia de acuerdo
con el ambiente en donde se encuentren los
caimanes, asi, las bacterias tienen mayor
capacidad de supervivencia en el agua y su
recirculacion en los estanques lo cual favorece
la exposicion constante de los caimanes a
la bacteria, hipdtesis que estd soportada
por los resultados de Gay et al (15) quienes
determinaron que a pesar de que los caimanes
sean el tipo de reptiles menos frecuente a
infeccion con Salmonella spp. esta es mas
frecuente en animales que permanecen en
cautiverio.

Debido a que los ejemplares de Crocodylus
acutus muestreados en este estudio tenian como
finalidad la repoblacion, que mas del 50% de
los especimenes cuenten con la presencia de
Salmonella spp. podria alterar las dinamicas de
exposicion al agente en la naturaleza por parte
de otros caimanes y demas fauna presente
(Figura 1).

Con respecto a la serotipificacion, los serogrupos
determinados en mayor porcentaje fueron: C1,
PB y PC, para las dos especies de caimanes,
sin embargo, los serogrupos D1 y C2 también
fueron prevalentes para los especimenes de CA.
Estos resultados concuerdan con los resultados
de Pachdn et al (10) para especimenes en
cautiverio. Esto podria relacionarse con posibles
factores propios de estos serogrupos que
favorezcan su multiplicacion, supervivencia v,
por ende, su transmision mas facil entre los
animales, ello pone de manifiesto su importancia
como causantes de posibles enfermedades en
caimanesy, en el caso de zoocriaderos, la posible
implicacion en la salud de los trabajadores.

Relacionado con los reportes de resistencia
antimicrobiana en aislados bacterianos de
caimanes, (10), determinaron que multiples
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aislados presentan resistencia a farmacos como
tetraciclinas y cefoxitinas, lo cual es un resultado
similar a lo reportado en este estudio y al
reportado por Merkeviciene et al (16); evidencias
gue sustentan el manejo practicas de control
de enfermedades compartidas que llevan a una
mala utilizacidon de los farmacos permitiendo
el desarrollo de estas resistencias. Esto podria
influir en la salud de los trabajadores debido
a que se ha demostrado que Salmonella spp
circula en multiples espacios de los zooldgicos,
situacion que manifiesta la contaminacién
cruzada de los diferentes lugares y, por lo tanto,
la posibilidad de que los humanos adquieran la
bacteria y desarrollen enfermedad. Con respecto
a esto Ultimo, en su estudio, Bauwens et al
(17), determinaron la circulacion de multiples
serovariedades de Salmonella spp., con posible
potencial patégeno para los humanos no solo
en los reptiles testeados sino también en zonas
como las cocinas del zooldgico, ambientes
cerrados, cuartos de servicio y espacios publicos.

Uhart et al (2) determinaron en Argentina que la
prevalencia de salmonelosis en caimanes tanto
de vida silvestre como en cautiverio puede llegar
al 77%, afectando principalmente a los caimanes
a nivel del tracto gastrointestinal. Ademas de los
posibles efectos sobre el tracto gastrointestinal
que tiene Salmonella spp. en los caimanes,
se reporta su implicacion en manifestaciones
neuroldgicas como agente responsable de casos
de osteomielitis en caimanes (18), y también
en muertes subitas debido a coinfecciones con
otros agentes bacterianos tal como lo reportado
por Silva et al (19); ademas los estudios
demuestran que Sa/monella spp. es un patégeno
que esta envuelto en enfermedades de tipo
gastrointestinal en caimanes de las especies
Crocodylus intermedius y Crocodylus acutus
principalmente relacionados con onfalitis en
neonatos y sindrome de las crias en zoocriaderos
venezolanos (1).

Se han propuesto algunos mecanismos para
tratar de reducir la presencia de Salmonella
Spp. en caimanes a través del uso de probiodticos
en la alimentacion de especimenes de Caiman
yacare, sin embargo, los resultados obtenidos
por Carvalho et al (20) mostraron que no existe
ningun efecto de esta técnica en la presencia
de la bacteria.

De acuerdo con el conocimiento de los autores,
este es el primer reporte en el pais en donde
se analizaron muestras de musculo después del
faenado con el fin de determinar la presencia de
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esta bacteria que tiene un potencial patogénico
importante para la salud humana. A pesar de
obtener resultados negativos, lo cual muestra una
fortaleza del método del faenado empleado por lo
operarios, resulta necesario seguir investigando la
presencia de la bacteria en las canales y también,
identificar cuales son las practicas que favorecen
o no la contaminaciéon con el fin de obtener
procedimientos estandarizados que potencialicen
el sector nacional. Todo esto es importante
debido a que existen reportes alrededor del
mundo en donde una fuente importante de
salmonelosis humana, lo constituyen estas
especies silvestres (8,15,21,22,23)

En conclusion, este fue el primer reporte
relacionado con la deteccion de Salmonella spp.
en canales de caimanes en el pais demostrando
que estas no fueron positivas al agente, sin
embargo, se recalca la importancia de seguir su
monitoreo para garantizar productos inocuos.
Ademas de ello, se demostrd que el porcentaje
de muestras positivas varian entre estanques de
los caimanes evaluados, los serogrupos: C1, PB

y PC fueron los mas comunes para CCF y CA. Los
reportes de los perfiles de resistencia antibidtica
muestran que a pesar de que la mayoria de los
farmacos aun son efectivos, aquellos como las
tetraciclinas y la cefoxitina presentan resistencia
en algunos aislados lo cual debe llevar a pensar
en corregir practicas de manejo y mejorar las
medidas de control farmacoldgico que se utilicen
en los estanques de los zoocriaderos.
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