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Determinacion de Salmonella enterica en alimento crudo biol6gicamente apropiado
(BARF) para perros en Lima, Pera
Determination of Salmonella enterica in biologically appropriate raw food (BARF)
for dogs in Lima, Pera
Kely Espinoza-Garate! MVZ; Siever Morales-Cauti? M.Sc.

Universidad Cientifica del Sur, Facultad de Ciencias Veterinarias y Bioldgicas, Per(.

1. RESUMEN

Objetivo. Determinar la prevalencia y resistencia antibidtica de Salmonella enterica
aislados del alimento crudo biol6gicamente apropiado (BARF) para perros en Lima, Perd.
Materiales y métodos. Se trabajo con 124 muestras distribuidas al azar, pertenecientes a
13 marcas y lotes diferentes de alimento BARF disponibles en el mercado. Las muestras
fueron rotuladas y transportadas en un cooler a 4°C, y conservadas en congelacion -18°C
hasta su procesamiento. Se realiz0 el aislamiento bacteriano y la identificacion mediante
pruebas bioquimicas, para finalmente determinar la resistencia antimicrobiana frente a 16
antibiodticos. Resultados. La prevalencia de Salmonella enterica fue de 55.65% + 8.74%
(69/124), y se encontrd asociacion estadistica significativa(p<0.05) entre la presencia de
Salmonella y la marca del alimento tipo BARF. En relacion con los insumos, los que
presentaron mayor porcentaje de positividad a Salmonella enterica fue el alimento
elaborado a base de carne de cordero 100.0% (3/3), cerdo y res 77.77% + 7.32% (7/9), y
pavo 64.28% + 8.43% (9/14). Se determind la resistencia antibiotica frente a 16
antibioticos, resultando las cepas aisladas de Salmonella enterica 81.03% resistentes,
11.61% con resistencia intermedia, y 7.37% sensibles a los antibiéticos. Conclusién. La
Salmonella enterica presenta una alta prevalencia en el alimento BARF para perros
comercializados en Lima.

Palabras claves: Alimento BARF; Salmonella enterica, ETA, bacterias, contaminacion.

ABSTRACT

Objective: To determine the prevalence and antibiotic resistance of Salmonella enterica
isolated from biologically appropriate raw food (BARF) for dogs in Lima, Peru.
Materials and methods. We worked with 124 samples distributed at random, belonging
to 13 different brands and lots of BARF food available in the market. The samples were
labeled and transported in a cooler at 4 ° C and kept frozen at -18 ° C until processing.
Bacterial isolation and identification were carried out through biochemical tests, to finally
determine antimicrobial resistance against 16 antibiotics. Results. The prevalence of
Salmonella enterica was 55.65% + 8.74% (69/124), and a significant statistical
association (p <0.05) was found between the presence of Salmonella and the BARF-type
food brand. Regarding the inputs, those that presented the highest percentage of positivity
to Salmonella enterica were the food made from lamb meat 100.0% (3/3), and beef
77.77% + 7.32% (7/9), and turkey 64, 28% + 8.43% (9/14). Antibiotic resistance against
16 antibiotics was determined, resulting in the isolates of Salmonella enterica 81.03%
resistant, 11.61% with intermediate resistance, and 7.37% sensitive to antibiotics.
Conclution. Salmonella enterica has a high prevalence in BARF food for dogs marketed
in Lima.
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2. INTRODUCCION

Un problema de salud publica es la presentacion de enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA), siendo estas causantes de morbilidad y mortalidad en humanos y
animales, teniendo un impacto negativo en el mercado internacional de productos
alimenticios (Rodriguez et al., 2015). La incidencia de las enfermedades de este tipo, ha
ido aumentando considerablemente por el desarrollo del mercado de alimentos y cambios
en los habitos alimenticios (Palomino y Gonzalez, 2014).

Las ETAs presentan diferente sintomatologia y evolucion, su manifestacion va a depender
del tipo de contaminacion y cantidad del alimento consumido, siendo los signos clinicos
mas comunes el vomito, diarrea, dolor abdominal, dolor de cabeza, fiebre, entre otros
(Reuben y Treminio, 2002). Las ETAs se pueden evidenciar de diferentes maneras, por
lo que se debe distinguir entre infeccidn alimentaria e intoxicacion.

Los insumos alimenticios como el pollo, huevo y subproductos semicrudos, son los
responsables de casi la mitad de las epidemias comunes (Del pozo et al.,2001), y en menor
medida, la carne de res y cerdo (Ruiz et al., 2018). Ademas, existen diferentes
caracteristicas que contribuyen a dicha presentacién, como la procedencia desconocida,
el incumplimiento de las buenas practicas de manipulacion, la contaminacion cruzada,
entre otros (FAO, 2016).

El alimento BARF incluye diversos tipos de ingredientes como: carne de pollo, res,
caballo, pavo, huesos, verduras y/o visceras; este alimento es elaborado con el fin de
reducir la presentacion de enfermedades como: alergias en la piel, artritis, obesidad,
diabetes, gastroenteritis, hepatitis y nefritis (Barreno, 2018). Sin embargo, este tipo de
alimento crudo debe mantener una cadena de frio adecuada que evite la proliferacion de
microorganismos patégenos, ya que sus ingredientes son perecibles y/o puede sufrir de
contaminacion representando un riesgo para la salud animal y salud publica (Fredriksson-
Ahomaa et al., 2017).

Existen enfermedades de tipo zoondtica, donde las mascotas pueden transmitir
enfermedades a sus propietarios principalmente a partir del contacto con las heces
(PAHO, 2001; Cangui & Delgado, 2019), causando signos clinicos como: dolores
abdominales, nduseas, vomitos y diarreas hasta ocasionar la muerte y los perros pueden
ser portadores asintomaticos o presentar signos clinicos como: dolor abdominal, fiebre,
anorexia, diarrea hemorragica, vomitos y puede generar septicemia conllevando a la
muerte (Fonnegra et al., 2009 ; Cangui & Delgado 2019).

Dentro de las enfermedades zoondticas Salmonella spp. es la segunda bacteria mas
reportada en el mundo, posee méas de 2600 serotipos y se divide en dos especies: S.
entericay S. bongori siendo la mas comun S. enterica, esta causa infecciones transmitidas
por alimentos, ocasionando problemas entéricos y muchas veces tiene como consecuencia
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la muerte de personas (Barreto et al., 2016), puede habitar en el intestino delgado del
humano y animales, puede vivir por largos periodos en ambientes célidos y humedos
(CFSPH,2005).

Existen diferentes estudios en alimentos tipo BARF, como los realizados en Estados
unidos, Suecia, Canada donde se presenta una prevalencia de 2.6% (15/576) ,7.65%
(15/196), 6.6% (4/60), 20% (5/25) para Salmonella spp. (Nemser et al., 2014; FDA, 2018
Hellgren et al., 2019; Weese et al., 2005).Por todo ello, el presente estudio busca
identificar a Salmonella enterica y sus caracteristicas de resistencia antibiotica presente
en el alimento tipo BARF en expendio en Lima, Peru.

3. MATERIALES Y METODOS

Se recolectaron muestras de alimentos para perros tipo BARF de 13 marcas diferentes
comercializadas en Lima Metropolitana, la presentacion de estos alimentos es de 1kg
envasados al vacio, con registro de lotes y tipo de ingrediente. El tamafio de muestra se
determind mediante la formula para estimar proporcion en poblaciones no finitas,
teniendo como prevalencia referencial 5% (Arcos et al,2013), nivel de confianza 95% y
error admisible del 5%, resultando un tamafio minimo de muestra de 60 unidades
(EpiTools epidemiological calculators, 2019); Sin embargo, se considerd tomar de 9 a 10
muestras por marca comercial dando en total de 124 muestras de 10g por cada alimento
evaluado.

Las muestras fueron transportadas en un cooler a 4°C, y conservadas en congelacion (-
18°C) hasta su procesamiento (OIE,2004), en el laboratorio de microbiologia en la
Universidad Cientifica del Sur ubicada en Villa EI Salvador, Lima.

Para el procesamiento, se homogenizo el alimento y se tomd 10g por cada muestra para
luego diluirla en 90 ml de agua peptonada tamponada (Merck) a temperatura ambiente,
se incubo de 37°C por 24 horas; luego, se inoculé 1 ml del agua peptonada tamponada en
9 ml del medio modificado Rappaport-Vassiliadis y se incubo a una temperatura de 41°C
por 48 horas; finalmente, se realiz6 la resiembra en agar xilosa-lisina-desoxicolato y se
incubaron a 37°C durante 24 horas (OIE,2004).

Las cepas bacterianas sospechosas, fueron evaluadas mediante pruebas bioquimicas
convencionales citrato de Simmons, lisina, tres azucares, formacion de sulfuro de
hidrogeno, formacion de indol, motilidad y urea, que permitieron su identificacion. Luego
las cepas compatibles fueron inoculadas en crioviales con caldo tripticasa de soya con
15% de glicerol, para la posterior realizacion del antibiograma manteniéndose a una
temperatura de -20°C (CLSI, 2012)

Las cepas mantenidas en crioviales fueron descongeladas a temperatura ambiente y estas
se enriquecieron para la preparacion del indculo. Las cepas fueron cultivadas en 4ml de
caldo tripticasa de soya e incubadas a una temperatura de 37°C por 6 horas hasta que se
alcanzo la turbidez estandar de 0.5 de la escala de Mc Farland (INS,2002).

Los antibioticos fueron elegidos en base a reportes realizados que recomiendan su uso
para la determinacion de resistencia a Salmonella enterica. (Rios et al., 2019 & Bricefio
et al., 2007)
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Las cepas fueron sembradas en agar Muller Hinton para determinar la resistencia
antibidtica mediante el método de difusion de kirby Bauer, utilizando 16 antibidticos
cefalexina (30ug), cloranfenicol (30ug), tetraciclina (30ug), gentamicina (10ug),
tobramicina (10ug), sulfatrimetoprim (25ug), ampicilina (10ug), kanamicina (30ug),
cefazolina (30ug), ciprofloxacino (5ug), cefotaxima (30ug), neomicina (30ug),
enrofloxacino (30ug), ceftriaxona (30ug), acido nalidixico (30ug), ceftazidima (30ug);
luego las placas se incubaron a una temperatura de 37°C por 18 a 24 horas; y la
interpretacion se realizd mediante el tamafio del halo de inhibicion mediante el método
de disco difusion en agar (CLSI, 2015).

Los resultados se presentan en tablas de frecuencia de contaminacion por Salmonella
enterica de los alimentos tipo BARF. El analisis estadistico x2 permitio la medicion de la
asociacion significativa (p<0.05) entre la variable presencia de Salmonella (variable
cualitativa) frente a tipo de marcay lote (variables cualitativas) mediante la prueba exacta
de Fisher, en STATA 12.0 ®

4. RESULTADOS

La prevalencia encontrada para Salmonella enterica en el alimento tipo BARF fue de
55.65% + 8.74% (69/124); ademéds, se encontr0 asociacion estadistica
significativa(p<0.05) con la marca del alimento tipo BARF (Tabla 1). En relacion con los
insumos, los que presentaron mayor porcentaje de positividad a Salmonella enterica fue
el alimento elaborado a base de carne de cordero 100.0% (3/3), cerdo y res 77.77% +
7.32% (7/9), y pavo 64.28% + 8.43% (9/14) (Tabla 2).

De las marcas evaluadas, las que presentaron mayor porcentaje de positividad a
Salmonella enterica fueron las marcas C, Ey J: 77.77% + 7.32% (7/9), B: 70.0% + 8.07%
(7/10), 1 y D: 60% + 8.62% (6/10) (Tabla 1).

Se analizaron 28 cepas resultando resistentes a ceftazidima, cefazolina, cefalexina,
neomicinay gentamicina con un porcentaje de 100%; cefotaxima y tetraciclina (96.43%);
cloranfenicol, kanamicina, tobramicina, ceftriaxona y ampicilina (89.29%); &cido
nalidixico (71.43%) y sulfatrimetroprim (42.86%), asi como resistencia intermedia para
enrofloxacino (53.57%) y una sensibilidad del 50% para ciprofloxacino (Tabla 3).
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Tabla 1. Frecuencia de positivos segin el nimero de muestras por cada marca
evaluada (N=124).

Numero  NUmero Porcentaje

Marca de total de de IC 95%
positivos  muestras positivos

A 5 10 50.00% 8.80%
B 7 10 70.00% 8.07%
C 7 9 171.77% 7.32%
D 6 10 60.00% 8.62%
E 7 9 171.77% 7.32%
F 7 10 70% 8.07%
G 0 10 0.00% 0%

H 4 9 44.44% 8.75%
I 6 10 60% 8.62%
J 7 9 771.77% 7.32%
K 5 9 55.55% 8.75%
L 5 9 55.55% 8.75%
M 3 10 30% 8.07%
Total 69 124 55.65% 8.74%

*|C= Intervalo de confianza
*Prueba exacta de Fisher: p < 0.05

Tabla 2. Frecuencia de muestras positivas a Salmonella enterica segun el tipo de
ingrediente.

Insumos  Numero  NUmero Porcentaje

del de de de IC 95%
alimento  positivos muestras  positivos

Res 17 32 53.12% 8.78%
Pavo 9 14 64.28% 8.43%
Pollo 11 21 52.38% 8.79%
Aves 7 11 63.63% 8.47%
Equino-res 1 2 50.00% 8.80%
Cerdo-res 7 9 T7.77% 7.32%
Pavo-res 8 18 44.44%%  8.75%
Pavo-res- 0 4 0% 0%
pollo
Res-pollo 6 10 60.00% 8.62%
Cordero 3 3 100.00% 0.00%
TOTAL 69 124 55.65% 8.74%

*IC= Intervalo de confianza
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*Prueba exacta de Fisher: p > 0.05

Tabla 3. Determinacion de resistencia antibidtica de las cepas de Salmonella
Entérica aisladas de alimento tipo BARF (n=28)

o Resistente Intermedio Sensible
Antibidticos
n % n % n %
Ceftazidima 28 100 0 0 0 0
Cefazolina 28 100 0 0 0 0
Cefalexina 28 100 0 0 0 0
Neomicina 28 100 0 0 0 0
Gentamicina 28 100 0 0 0 0
Cefotaxima 27 96.43 1 3.57 0 0
Tetraciclina 27 96.43 1 3.57 0 0
Cloranfenicol 25 89.29 0 0 3 10.71
Kanamicina 25 89.29 3 10.71 0 0
Tobramicina 25 89.29 1 3.57 2 7.14
Ceftriaxona 25 89.29 3 10.71 0 0
Ampicilina 25 89.29 3 10.71 0 0
Acido Nalixilico 20 71.43 7 25 1 3.57
Sulfatrimetoprim 12 42.86 9 32.14 7 25
Enrofloxacino 7 25 15 53.57 6 21.43
Ciprofloxacino 5 17.86 9 32.14 14 50
TOTAL 363 81.03 52 11.61 33 7.37
5. DISCUSION

Se obtuvo un 55.65% (69/124) de muestras positivos a Salmonella enterica en el alimento
tipo BARF evaluado (Tablal), prevalencia mayor a lo reportado por otros estudios en
alimentos crudos para perros, con prevalencias de 2.6% (15/576), 6.6% (4/60) y 20%
(5/25) (Nemser et al., 2014; Weese et al., 2005; Hellgren et al., 2019); estas prevalencias
menores pueden ser circunstanciales, o diferir por el afio de realizacion, el nimero de
muestras utilizadas, la calidad de los insumos, entre otros; Sin embargo, esto también
indica que no se cumplen con las buenas practicas de manufactura necesarias en la
produccion, procesamiento, y expendio de alimentos (Hellgren et al., 2019).

Se evaluaron 13 marcas de BARF, reportando prevalencias desde 0 a 77.77% (7/9). Se
encontré asociacion estadistica significativa (p<0.05) entre la marca evaluada del
alimento y el diagnostico de salmonella mediante la prueba exacta de Fisher. Las marcas
C, E, y Jtuvieron los indices mayores de positividad (Tabla 1), otro estudio similar trabajé
con 8 marcas diferentes el cual la marca B que reportaron presento un porcentaje del 25%
(2/8) (Van Bree et al., 2018). Los productores deben de tomar las medidas necesarias para
reducir la potencial contaminacion con patogenos que afecten la salud humana y salud
animal (Nemser,2014). Por otro lado, la marca J evaluada cuenta con registro sanitario
emitido por SENASA, la cual establece normativa respecto a la inspeccion de
instalaciones, equipos, y vehiculos utilizados en la elaboracién de estos alimentos; sin
embargo, no se realiza el analisis microbiologico que permita descartar patdgenos que
podrian afectar la salud animal y publica (SENASA,1998). Por lo cual, es de suma
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importancia el cumplimiento de la normativa vigente que resguarde la inocuidad de este
tipo de alimentos.

Lamarca G presento un valor de 0% de contaminacion por Salmonella enterica (Tablal),

resultado similar al de Aquino (2020) en Ecuador, que analiz6é 4 marcas de alimento tipo
BARF dando como prevalencia 0%, atribuyéndole que los alimentos no tenian
contaminacion por Salmonella; sin embargo, no se descarta que el alimento esté
contaminado de otros patdgenos que no fueron evaluados. Respectos a los ingredientes
utilizados en la marca G utilizaron res-pavo-pollo y solo res que resultaron negativos al
andlisis microbioldgico (Tabla 2), lo cual sugeriria que los ingredientes no estabas
contaminados o que el personal realiza buenas practicas de manufactura asegurando la
inocuidad del producto a diferencia de las otras marcas evaluadas. Segun Bustos (2006)
menciona que es probable que la cadena de frio en el procesamiento y la realizacién de
buenas practicas de manufactura en la preparacion del alimento BARF asegura la
inocuidad.

En la marca H y M la prevalencia fue del 44.44% y 30%, respectivamente (Tabla 1)
comparado con otro estudio similar donde la empresa 8 y 1 obtuvieron 33.33% y 16.66%,
respectivamente en alimento tipo BARF; ademas en ese estudio mencionan que
Salmonella pudo haber ingresado en la fabrica de alimentos con algin producto en el
pasado y luego sobrevivio en la planta de produccion (Hellgren et al., 2019).

Respecto a los ingredientes del alimento tipo BAR, se evaluaron 10 distintos ingredientes
de las 13 marcas muestreadas (Tabla 2), siendo todas las muestras de carne de cordero
(3/3) contaminadas por Salmonella enterica. Esta proporcién es mayor a lo reportado por
otro estudio, donde el 25% carne de cordero resulto contaminado (Van Bree et al., 2018),
probablemente esto se deba a la excesiva manipulacién con el alimento (Durango et al.,
2004). En contra parte el insumo pavo-res-pollo no presento contaminacion.

Los alimentos tipo BARF se comercializan en congelacién aproximadamente a -18°C, lo
cual aseguraria la muerte de Salmonella enterica, pues para la eliminacion de esta bacteria
es conveniente temperaturas entre 0 y -10°C, sin que esto demuestre una condicion de
esterilizacion absoluta (Robledo, 2015) tal como los resultados obtenidos en este estudio
donde se encontrd las 13 marcas evaluadas contaminadas por Salmonella. Por otro lado,
Salmonella enterica puede sobrevivir a una temperatura de 7 a 49°C (MINSALUD,
2011), en las indicaciones del alimento tipo BARF menciona calentar el alimento por 3
minutos; sin embargo, esto no seria eficaz para la destruccion de esta bacteria. Los autores
comprobaron que el efecto del tiempo (157) y temperatura (93°C) de la coccidn en horno
de microondas con una potencia de 1800 watts no fue suficiente para destruir a
Salmonella spp (Castro et al., 1997).

Por otro lado, los alimentos tipo BARF tienen como principales ingredientes carne de res,
aves de corral, huevo, pescado, entre otros y estos son reservorios comunes de Salmonella
spp. (Heredia et al, 2014), en este estudio no se encontr0 asociacion estadistica
significativa (p>0.05) entre los principales ingredientes evaluados del alimento y el
diagnostico de Salmonella enterica mediante la prueba exacta de Fisher, es decir que los
insumos no tienen relacion con la presencia de Salmonella enterica por lo tanto queda
por evaluar las buenas practicas de manufactura.
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Respecto a la resistencia antimicrobiana, Ceftazidima, cefazolina, cefalexina, neomicina
y gentamicina presentaron 100% de resistencia mediante el método de difusion en agar,
seguido por cefotaxima (96.43%), cloranfenicol, ceftriaxona, ampicilina (89.29%), acido
nalixilico (71%) y sulfatrimetoprim (42.86%), muestra altos indices de resistencia (Tabla
3) comparado con otro estudio donde los antibi6ticos cefotaxima y ceftriaxona, tuvieron
resistencia de 20% y 12.5%, respectivamente; probablemente se deba al uso
indiscriminado de estos antibioticos durante la crianza animal (lbarra et al., 2005);
convirtiéndose estos alimentos en un riesgo para la salud animal. Esta resistencia se
deberia a que los antibioticos son utilizados muy frecuentemente en muchos procesos
infecciosos de formas inadecuadas debido a que se emplean dosis bajas, no se respeta el
tiempo de dosificacion o no se selecciona el antibiodtico adecuado para los tratamientos
(Hernandez,2017)

El antibidtico cloranfenicol mostro una resistencia del 89.29% (Tabla 3), comparado con
otro estudio donde se report 90% de resistencia para este farmaco, se sabe que esta droga
esta prohibida desde el afio 1994 en la Unidn europea como terapéutica en animales por
la resistencia que genera frente a microbios quedando residuos de este farmaco en la carne
para el consumo humano ocasionando fetotoxicidad, anemia aplésica, supresion de la
medula désea (Rios, 2019), sin embargo, la falta de regulacion en nuestro pais permite el
desarrollo de resistencia y los riesgos que representan para la salud animal y humana.

En cuanto a la ciprofloxacina 17.86% y enrofloxacino 53.57% se encontrd una baja
resistencia, observandose aumento de la resistencia para enrofloxacino, dado que la
resistencia intermedia fue de 53.57% (Tabla 3) comparado con otro estudio donde
ciprofloxacina y enrofloxacino tuvieron menor resistencia 2.7%y 6.2% respectivamente;
Sin embargo, enrofloxacino tuvo una resistencia intermedia de 6.2%, lo cual indica que
las cepas de Salmonellas estan siendo resistentes al grupo de las fluoroquinolonas. Se
recomienda la realizacion de investigaciones que permitan definir la efectividad de
diversos antibidticos de uso veterinario, con el fin de poder establecer medidas de control
efectivas (Bricefio et al., 2007).

6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Se determind una prevalencia de 55.65% (69/124) de Salmonella enterica como
contaminante en alimentos BARF comercializados para perros en Lima.

Se recomienda realizar estudios para investigar la fuente de contaminacién por
Salmonella spp u otros microorganismos patdgenos.
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