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RESUMEN

Prevalencia, similitud genética y perfil de resistencia antimicrobiana de
serovares de Salmonella en cerdos

Alberto Garfio Romero

Salmonella es un género de bacterias patdégenas, importantes como agentes causales
de enfermedades gastroentéricas por consumo de alimentos contaminados y una de
las fuentes de contaminacién es la especie porcina y sus derivados. Con el objetivo de
determinar la prevalencia, similitud genética y perfil de resistencia antimicrobiana de
serovares de Salmonella en cerdos, procedentes de dos granjas ubicadas en la zona
centro del Estado de Sinaloa, se realizaron dos estudios. En el primer estudio se
analizaron 340 muestras de heces, colectadas en cerdos de diferentes edades y
estados fisiologicos, de dos granjas ubicadas en la zona centro del Estado de Sinaloa,
asi como de tejido de ileon colectadas en rastro TIF, para determinar la similitud
genética de los serovares de Salmonella. La determinacion de la similitud genética de
los serovares se realiz6 mediante digestion con la enzima de restriccion Xbal y
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). Los serovares Anatum, Seftenberg,
Untipable, Javiana, Tokoin, Newport, Typhimurium, Weltevreden, Serrakunda,
Muenchen, Grupo C2, Grupo E1 (E2-E4), Grupo E1, Grupo C1 y Grupo F fueron
aislados de 32 de las muestras analizadas. El serovar Anatum, el de mayor frecuencia
en los aislamientos, tuvo una similitud genética de 87.5 - 100%, Grupo E1 87.5 -100%,
Serrekunda 88.9 -100%, Muenchen 100%, Senftenberg 96.6% y Newport 75.9%; con
un coeficiente de Jaccard superior a 0.75 en el analisis PFGE vy, por lo tanto, se
consideraron clones bacterianos. En el segundo estudio se analizaron 227 muestras
de heces y tejido de cerdos para determinar la prevalencia, serovares y perfiles de
resistencia a antibiéticos en cepas de Salmonella; en 21 de las muestras analizadas
se aislé Salmonella y se identificaron diez serovares diferentes (S. Anatum, S. Group
El, S. Seftenberg, S. Untypable, S. Javiana, S. Tokoin, S. Newport, S. Typhimurium,
S. Group C2 y S. Group C1); la frecuencia observada de los serovares S. Anatum, S.
Group E1yS. Seftenberg fue del 42.85, 14.2 y 9.52%, respectivamente. La prevalencia
del género Salmonella fue del 9.25%. El 76.1% de los serovares presento
multirresistencia a ampicilina, carbencilina, cloranfenicol, sulfametoxasol-trimetoprima,
netilmicina y gentamicina. Los resultados indican que el porcentaje de similitud
genética es alto, lo que sugiere una posible fuente de contaminacién cruzada en las
unidades de produccién porcina analizadas. Aunque se observo una baja prevalencia
(9.34%) de Salmonella, la multiresistencia a antimicrobianos esta presente en los
serovares identificados.

Palabras clave: Cerdos, Prevalencia, Resistencia antimicrobiana, Salmonella,
Serovares
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ABSTRACT

Prevalence, genetic similarity and antimicrobial resistance profile of Salmonella
serovars in pigs

Alberto Garfio Romero

Salmonella is a genus of pathogenic bacteria, important as causal agents of
gastroenteric diseases due to consumption of contaminated food and one of the
sources of contamination is the porcine species and its derivatives. With the objective
of determining the prevalence, genetic similarity and antimicrobial resistance profile of
Salmonella serovars in pigs, from two farms located in the central area of the State of
Sinaloa, two studies were carried out. In the first study, 340 fecal samples were
analyzed, collected from pigs of different ages and physiological states, from two farms
located in the central area of the State of Sinaloa, as well as ileum tissue collected in
TIF slaughterhouses, to determine genetic similarity of Salmonella serovars.
Determination of the genetic similarity of the serovars was performed by digestion with
the restriction enzyme Xbal and pulsed field gel electrophoresis (PFGE). Anatum,
Seftenberg, Untipable, Javiana, Tokoin, Newport, Typhimurium, Weltevreden,
Serrakunda, Muenchen, Group C2, Group E1 (E2-E4), Group E1, Group C1 and Group
F serovars were isolated from 32 of the samples analyzed. The Anatum serovar, the
most frequent in the isolates, had a genetic similarity of 87,5 - 100%, Group E1 87,5 -
100%, Serrekunda 88,9 -100%, Muenchen 100%, Senftenberg 96,6% and Newport
75,9%; with a Jaccard coefficient greater than 0.75 in the PFGE analysis and, therefore,
were considered bacterial clones. In the second study, 227 samples of feces and tissue
from pigs were analyzed to determine the prevalence, serovars, and profiles of
resistance to antibiotics in Salmonella strains; Salmonella was isolated in 21 of the
samples analyzed and ten different serovars were identified (S. Anatum, S. Group E1,
S. Seftenberg, S. Untypable, S. Javiana, S. Tokoin, S. Newport, S. Typhimurium, S.
Group C2 and S. Group C1); the observed frequency of serovars S. Anatum, S. Group
El, and S. Seftenberg was 42.85, 14.2, and 9.52%, respectively. The prevalence of the
genus Salmonella was 9.25%. 76.1% of the serovars presented multiresistance to
ampicillin, carbencillin, chloramphenicol, sulfamethoxasol-trimethoprim, netilmicin and
gentamicin. The results indicate that the percentage of genetic similarity is high, which
indicates a possible source of cross contamination in the swine production units
analyzed. Although a low prevalence (9.34%) of Salmonella was observed,
multiresistance to antimicrobials is present in the identified serovars.

Keywords: Pigs, Prevalence, Antimicrobial resistance, Salmonella, Serovars
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CAPITULO 1. INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA

1.1. INTRODUCCION

Salmonella no tifoidea se considera un problema de salud publica, es una de las
causas mas importantes de gastroenteritis en los seres humanos causado por el
consumo de productos de origen porcino, bovino y aviar (Zaidi et al., 2006; Arcos-Avila
et al., 2013; Awoke et al., 2018; EFSA, 2023). Salmonella spp. puede considerarse
como un componente del microbioma intestinal del cerdo; éstos, suelen ser portadores
asintomaticos, excretando el patdogeno de forma intermitente o cuando estan
estresados (Simons et al., 2015). Sin embargo, los brotes de salmonelosis asociados
con el consumo de carne de cerdo han colocado a los cerdos y sus productos como la
segunda fuente méas importante de infeccion humana (Pieres et al., 2011; Santana et
al., 2020). Las infecciones por Salmonella en cerdos producen grandes pérdidas
econOmicas por impactar sobre indices productivos como la mortalidad, ganancia
diaria de peso y conversion alimenticia, ademas de constituir una de las enfermedades
zoonoticas mas importantes del mundo (Awoke et al., 2018). La electroforesis en gel
de campo pulsado PFGE (por sus siglas en inglés Pulsed-Field Gel Electrophoresis),
ha demostrado ser una técnica altamente discriminatoria y es utilizada con frecuencia
en estudios epidemiolégicos de brotes causados por microorganismos como
Salmonella entérica; mediante el analisis de los patrones, utilizando un software, se
han podido determinar las similitudes génicas entre los aislamientos, lo que ha
permitido inferir si dos aislamientos aparentemente no relacionados tienen la misma
procedencia evolutiva (Pires et al., 2014; Magistrali et al., 2008; De Busser et al., 2011;
Kich et al., 2011; Gomes-Neves et al., 2012; Villalpando-Guzméan et al., 2017). Durante
el periodo 2003-2005 Zaidi et al. (2006) colectaron muestras fecales de pacientes con
diarrea y muestras de carne de pollo, cerdo y res, aislando Salmonella no-Typhi; los
serovares encontrados fueron Typhimurium y Enteritidis; la primera se encontro en los
tres tipos de animales estudiados y sus carnes crudas, siendo el cerdo el principal
reservorio, seguido por carne de bovino y pollo. En un estudio realizado en China, Li

et al. (2014) aislaron Salmonella de carne cruda de cerdo. La mayor prevalencia se



encontrd en la carne de cerdo vendida a menudeo en supermercados; los serovares
mas prevalentes en los aislamientos fueron: Derby, Typhimurium, Meleagridis, Anatum
y Londres; ademas, estos serovares revelaron que mas del 80% eran multirresitentes
a mas de dos antimicrobianos. La mayor resistencia fue a tetraciclina, ampicilina,
sulfametoxasol-trimetroprim y &cido nalidixico. Shivaramu et al. (2013) aislaron
Salmonella de muestras tomadas de todas las etapas de produccion y durante el
procesamiento de cerdos en rastro; la prevalencia fue significativamente mayor en
linfonodos mesentéricos extraidos de canales de cerdos provenientes de sistemas de
produccion convencionales que en aquellos de canales de cerdos procedentes de
sistemas de produccion libres de antimicrobianos. En dicho estudio se observaron 24
serovares diferentes, los mas prevalentes fueron: Typhimurium, Anatum, Infantis y
Derby. Todos exhibieron alta resistencia a tetraciclina, sulfametoxasol-trimetroprim y
estreptomicina. Los resultados obtenidos en estudios previos permiten plantear la
hipotesis, que los serovares de Salmonella, prevalentes en los cerdos de las granjas
porcinas del centro de Sinaloa, muestran similitud genética y resistencia a los
antimicrobianos; por lo que el objetivo del estudio fue determinar la prevalencia,
similitud genética y perfil de resistencia antimicrobiana de serovares de Salmonella en

cerdos, procedentes de dos granjas ubicadas en la zona centro del Estado de Sinaloa.

1.2. REVISION DE LITERATURA

1.2.1. Generalidades de Salmonella

Salmonella es una bacteria que pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae, son
bacilos anaerébicos facultativos, Gram negativos, generalmente moviles, no forman
esporas y poseen flagelos peritricos (Damian, 2019); su tamafio oscila entre 0.7-1.5 x
2.0-5.0 um (Gast y Porter, 2020). Son méviles, con excepcion de algunos serovares,
como S. Gallinarum y S. Pullorum (Jajere, 2019). La temperatura Optima de
crecimiento para Salmonella spp. va de los 35 a 37°C, con un periodo de incubacién
de 18 a 24 horas (Solarte, 2017); su crecimiento se ve disminuido a -15°C y

temperaturas mayores a 49.5°C y el crecimiento se da en un pH que va de 3.8 a 9.5,



siendo el optimo de 7-7.5 (Zabaleta, 2015). Sobreviven durante largos periodos de
tiempo en materia fecal y durante mas de 20 semanas en sedimento (barro, lodo,
fango, etc.); también logran sobrevivir en canales y estanques durante afios al igual
gue en harinas de carne y en la circulacion sanguinea; muestra un comportamiento
estacional, particularmente cuando concurren variaciones de temperaturas y
precipitaciones elevadas, como es el caso de las regiones tropicales y subtropicales
donde las condiciones ambientales son ideales para el establecimiento de la bacteria
(Simental y Martinez-Urtaza, 2008; Zhang et al., 2010). Otro factor importante en la
persistencia ambiental de Salmonella es su resistencia a antibioticos, lo que aumenta
el riesgo de infecciones en seres humanos y animales debido a la aparicién de clonas
multiresistentes, dificultando aiin mas el tratamiento relacionado con enfermedades y
brotes (Angulo et al., 2004; Zaidi et al., 2012). Las infecciones por Salmonella son
causadas por el consumo de alimentos de origen animal contaminados con esta
bacteria y pueden provocar enteritis aguda o bien fiebre tifoidea sistémica (Zaidi et al.,
2006; Arcos-Avila et al., 2013). Salmonella ha sido aislada de distintos origenes, tanto
de animales domésticos, salvajes, roedores, aves, reptiles e incluso insectos, los que
constituyen un inmenso reservorio para Salmonella; generalmente éstos no
manifiestan signos de enfermedad, por lo que se favorece la circulacion de esta
bacteria en ciclos contaminantes (Gaspar, 2018). Se ha observado que los roedores y
las aves silvestres, representan un papel importante en la diseminacion inter-especies
(Melo, 2015). Ademas, la capacidad de Salmonella para formar biopeliculas en
distintos escenarios facilita su adherencia para sobrevivir en superficies vivas o inertes,
un paso crucial para infectar un nuevo hospedero (Donlan y Costerton, 2002; Ledeboer
y Jones, 2005; Steenackers et al., 2012).

1.2.2. Taxonomia de Salmonella

El género Salmonella consta sélo de dos especies: Salmonella enterica y Salmonella
bongori; Salmonella enterica se subdivide en 6 subespecies: | enterica, Il salamae, llla
arizonae, lllb diarizonae, IV houtenae y VI indica (Tindall et al., 2005; Sanderson y
Nair, 2013). El simbolo romano V se reserva para la especie de Salmonella bongori.

Salmonella enterica subespecie enterica esta asociada con infecciones en el hombre
3



y animales de sangre caliente (Sanderson y Nair, 2013; Tindall et al., 2005; Jacob et
al., 2020). La salmonelosis en seres humanos y animales también puede clasificarse
en dos grandes grupos: fiebre enterica (tifoidea) y salmonelosis no-Typhi (Langridge
et al., 2008). La enfermedad puede manifestarse de cinco maneras: fiebre enterica,
gastroenteritis, bacteriemia, infeccion focal extra-intestinal y un estado de portador (ver
Figura 1; Langridge et al., 2008). El esquema de Kauffman-White, publicado por
primera vez en 1929, en la actualidad divide a Salmonella en méas de 2,600 serovares
con base en su reaccion serolégica al lipopolisacarido o antigeno (O), flagellar (H) y
antigeno capsular (Vi) (Grimont y Weill, 2007). Al igual que muchas otras
enfermedades infecciosas, el curso y resultado de la infeccion depende de varios
factores, incluyendo la dosis de inoculacion, el estado inmune del hospedero (edad,
enfermedad subyacente) y el fondo genético del patdgeno infeccioso (por ejemplo, los

factores de virulencia en el patégeno). (Langridge et al., 2008).

1.2.3. Transmisién y fuentes de infeccidn

La Salmonelosis es una de las enfermedades transmitidas por alimentos mas
comunmente reportadas en todo el mundo (Cruz, 2017). Las vias de transmisién de
Salmonella incluyen contacto directo, contaminacién ambiental (heces) y, el mas
comun, consumo de alimento de origen animal contaminado (Cruz, 2017). Los
principales alimentos implicados en causar salmonelosis humana son la carne cruda
bovina y de cerdo, carne de ave de corral y los huevos, siendo estos dos ultimos la
principal fuente de contaminacion de Salmonella; sin embargo, los brotes de
salmonelosis humana asociados con el consumo de carne de cerdo han colocado a
los cerdos y sus productos como la segunda fuente mas importante de infeccion
humana (Pires et al., 2017; Jung et al., 2019).
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Figura 1. Clasificacion del género Salmonella. Los nUmeros entre paréntesis indican el

namero total de serovar incluidos en cada subespecie (Guibourdenche et al., 2010).

1.2.4. Patogeniay factores de virulencia de Salmonella

Las infecciones por S. enterica se adquieren usualmente a través de la via oral. Para
que Salmonella cause dafio en el organismo se requiere de un inéculo de 10° - 108
unidades formadoras de colonias (UFC) (Solarte, 2017); una proporcion del inéculo
sobrevive al pH acido del estbmago (Sabag, 2017) mediante un complejo sistema
adaptativo llamado “respuesta de tolerancia acida” (Leiva et al., 2018). La evidencia
en modelos murinos de infecciones sistémicas indica que algunos de los
microorganismos ingeridos invaden los enterocitos y las células M de la mucosa y
submucosa intestinal. S. enterica es fagocitada por macrofagos residentes, se
multiplica y evoca inflamacion; ésta, media la liberacion de prostaglandinas, las que
activan el AMPc y produce diarrea (Vazquez et al., 1999; Leiva et al., 2018; Muriel,
2019). Los macrofagos son las células blanco de Salmonella, ya que dentro de ellos la
bacteria se establece en una vacuola, de esta manera Salmonella evade la actividad
litica de los componentes lisosomales, se multiplica y propaga en el tejido intestinal o

el resto de 6rganos del hospedador, ocasionando una infeccién local o sistémica
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(Barreto et al., 2016). Los macréfagos mueren por piroptosis via Caspasa 1 y la
bacteria, ahora libre de su ambiente intracelular, se disemina en el torrente sanguineo,
entrando directamente a ellos o bien a través de los vasos linfaticos y de los linfonodos
mesentéricos (LnMs) (Figura 2). En la sangre S. enterica es reconocida como una
bacteria extracelular o bien asociada a leucocitos CD18* (Silva et al., 2012). S. enterica
también puede alcanzar la submucosa intestinal a través de las células dendriticas, las
cuales emiten prolongaciones a través de las uniones celulares de los enterocitos, y
de esta manera diseminarse a sitios distantes y ocasionar infeccion sistémica
(Rescigno et al., 2001). Cuando Salmonella ya se ha unido al epitelio intestinal, ésta
expresa el sistema de secrecion de proteinas de tipo Il (SST3) mediada por la isla de
patogenicidad de Salmonella-1 (SPI-1) (Mcquate et al., 2017); este complejo se
encarga de translocar las proteinas efectoras en el citosol de las células eucariotas,
ocasionando cambios en el citoesqueleto, permitiendo el ingreso de la bacteria
(Velasco et al., 2019). El SST3 juega un papel importante tanto para la colonizacion
intestinal, como para el higado y el bazo (Bumann y Schothorst, 2017). Salmonella
invade y se multiplica dentro de los macréfagos y células dendriticas (CD) para poder
atravesar la barrera epitelial y asi colonizar el tejido linfoide y los linfonodos
mesentéricos (Barreto et al., 2016). Es mediante la formacién de un segundo SST3,
mediado por la isla de patogenicidad de Salmonella (SPI-2). que Salmonella puede
sobrevivir y replicarse dentro de estas células (Velasco et al., 2019).

Dentro de los factores de virulencia se encuentran las SPI, de las cuales se han
identificado mas de 23 (Sabag, 2017), siendo cinco las mas comunes para todos los
serovares de S. enterica (Barreto et al., 2016); éstas estan formadas por un grupo de
genes que codifican los factores de virulencia (ver Cuadro 1; Herrera y Jabib, 2015),
asi pueden colonizar de manera eficiente al huésped (Aleman, 2019).

Los plasmidos de virulencia en Salmonella son elementos extracromosomicos de ADN;
estos son especificos de cada serovar (Gast y Porter, 2020). La importancia de su
expresion radica en que son necesarios para la multiplicacién de la bacteria en el

sistema reticuloendotelial, en higado y bazo (Jajere, 2019).
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Figura 2. Modelo esquemaético de infeccion por Salmonella enterica. Tomado de: Silva,
Gabriela & Lopez-Moreno, Héctor. (2012). Genes involucrados en la patogénesis,
persistencia y excrecion de Salmonella en modelos animales. Revista Colombiana de
Ciencias Pecuarias. 2. 107. SPI-1; SPI-2; IL-1B: Interleucina 1-beta.

La Salmonella posee fimbrias encargadas de la colonizacién en el epitelio intestinal;
se ha demostrado que éstas contribuyen a la interaccion con los macréfagos, la
persistencia intestinal y la formaciéon de biopeliculas (Dufresne et al., 2018). Estan
compuestas por una mezcla heterogénea de proteinas; la expresion de las fimbrias
por la Salmonella se describié por primera vez a inicios del siglo XX (Duguid y Gillies,
1958).

El flagelo es el encargado de la motilidad y quimiotaxis de la bacteria (Aleman, 2019):
ademas, es un fuerte inductor de inflamacion (Dos Santos et al., 2019). Entre otros
factores de virulencia estan los polisacaridos de la superficie, que participan en la
persistencia de Salmonella a nivel del tracto intestinal e induce una respuesta
inflamatoria local (Jajere, 2019; Santos, 2016). Los flagelos son importantes en las
bacterias y son facilmente reconocidos por el sistema inmune adaptativo del
hospedero (Sbrogio-Almeida et al., 2004).



Cuadro 1. Islas de patogenicidad de Salmonella spp.

SPI Segmento de No. de Funcién
ADN (kb) genes
SPI-1 35-40 31 Translocacion de moléculas en el citoplasma
SPI-2 40 32 Supervivencia y replicacion de la bacteria,

intracelular de fagocitos y células epiteliales

SPI-3 17 Supervivencia intracelular en macréfagos
SPI-4 27 18 Secrecion de toxinas
SPI-5 7.5 Reaccion inflamatoria intestinal

Fuente: Herrera y Jabib (2015).

1.2.5. Salmonella en los cerdos

El consumo de carne de cerdo se ha incrementado en México, debido a que su precio
es competitivo respecto a las carnes de ave o bovino. En el afio 2017, el consumo
percapita de carne de cerdo en México fue de 19 kg (CMC, 2017); para el 2018 se
estimé que México ocuparia el 10M° lugar en la produccion mundial de carne de cerdo,
con una aportacion de 1.5 millones de toneladas; en este mismo afio, se pronostico
que la produccién mundial de carne de cerdo creceria en un 2.3% con una produccion
de 113.5 millones de toneladas. En México los principales Estados productores de
cerdo son Jalisco, Sonora, Puebla, Yucatdn y Veracruz, entidades donde se
concentraria el 69.4% de la produccion nacional (CIMA, 2018). Desde hace décadas
se conoce la presencia de Salmonella en esta especie (Vico et al., 2020). Los cerdos
suelen ser portadores asintomaticos, que excretan el patdgeno de forma intermitente
o cuando estan estresados (Ortega, 2019). Todos los grupos de edad son susceptibles
a infecciones por Salmonella; se ha observado mayor frecuencia en cerdos depués del
destete, y entre dos a cuatro meses de edad (Salas, 2016). Las manifestaciones
clinicas de los cerdos con salmonelosis son: fiebre, diarrea, anorexia, cianosis en cola,
orejas y hocico, en ocasiones convulsiones terminales y disnea; cuando los animales
sobreviven pueden ser portadores asintomaticos debido a que la bacteria se encuentra
a nivel de linfonodos mesentéricos y vesicula biliar (Bellido, 2019). Se ha determinado

qgue el transporte desde la granja al matadero es una fuente de contaminacién de
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Salmonella, ya que cerdos enfermos o asintomaticos, incrementan su defecacion
debido al estrés al que estan sometidos, y de esa forma propagan la infeccion a otros
cerdos que se encuentran sanos (Calvete et al., 2015).

1.2.6. Resistencia de Salmonella a farmacos

La capacidad que tiene la bacteria para desarrollar mecanismos de defensa contra la
accion de los antimicrobianos es lo que se conoce como “resistencia bacteriana” y ésta
puede ser innata o adquirida (Serra, 2017). La resistencia innata es una propiedad
especifica, ya sea de género o especie de las bacterias (Van Duijkeren et al., 2017);
la resistencia adquirida puede ser debido a mutaciones en el cromosoma bacteriano o
al adquirir nuevo material genético proveniente de otras bacterias (Chavez, 2020).

El estudio de la resistencia mostrada por Salmonella a diferentes antimicrobianos ha
cobrado importancia en los ultimos afios, debido a las complicaciones en el tratamiento
de las infecciones causadas por cepas resistentes (Vega-Sanchez et al.,2020).
Segun Van Duijkeren et al. (2017), existen 4 mecanismos de resistencia basicos:

1) Inactivacion enzimatica o modificacion del antimicrobiano. Este mecanismo se ha
observado en la resistencia frente a B-lactdmicos, en el cual la bacteria adquiere genes
que codifican para enzimas betalactamasas mediadas por la utilizacion de elementos
genéticos moviles (plasmidos, transposones e integrones) (Marston et al., 2016).

2) Sistema de bombas de eflujo activo. Se observa en la resistencia frente a las
tetraciclinas en el cual los niveles de toxicidad del antimicrobiano se ven reducidos;
codifican esta resistencia los genes tet (Van Duijkeren et al., 2017).

3) Cambios en el sitio diana de accidén del antimicrobiano. Este mecanismo ha sido
observado en la resistencia a fluoroquinolonas y consiste en una combinacion de
mutaciones en los genes de ADN girasa y topoisomerasa |V, codificadas por los genes
gyrA, gyrB, parC y parE, por lo cual el antimicrobiano no puede actuar sobre la bacteria
(McDermott et al., 2018; Pribul et al., 2017).

4) Cambios en la permeabilidad de la membrana externa. La permeabilidad de la
membrana puede ser alterada principalmente por cambios producidos en las porinas;
la funcion de las porinas es permitir el paso de sustancias hidrofilicas mediante la

formacion de canales (Santajit y Indrawattana, 2016). Dentro de estas sustancias se
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incluyen a los antibioticos, siendo los B-lactamicos, fluoroquinolonas, carbapenémicos
y cefalosporinas, los principales afectados por dicha modificaciéon (Troncoso et al.,
2017).

En un estudio realizado en Brasil se siguieron seis lotes de lechones, producidos en
diferentes granjas, desde el nacimiento hasta su sacrificio; las muestras se sometieron
a deteccion de Salmonella spp. El 10.2% de las muestras analizadas dieron positivas
a Salmonella spp. y se observaron altas tasas de resistencia contra tetraciclina
(83.8%), cloranfenicol (54.3%) y trimetoprim-sulfametoxazol (33.3%); ademas, se
informé de aislamientos resistentes a seis de los antimicrobianos probados: amikacina,
furazolidona, cloranfenicol, ampicilina, tetraciclina y trimetoprim-sulfametoxazol, (Dos
Santos et al., 2019).

En un estudio, llevado a cabo en Argentina en cerdos de engorda (linfonodos
mesentéricos), para estimar la prevalencia y resistencia de Salmonella spp. a
antibioticos, se determiné una prevalecia de 41.5%, ademas de sugerir que el factor
de riesgo asociado con la infeccién de Salmonella spp. es el periodo previo al sacrificio,
asi como el tiempo y distancia de traslado al rastro. La resistencia antimicrobiana
encontrada fue del 86% a aminopenicilinas, 80% a tetraciclinas, 52% a anfenicoles,
52% a fluorquinolonas y quinolonas, 24% a sulfonamidas y 4% a aminoglicosidos (Vico
et al., 2020).

En un estudio realizado en el sur de China, donde se aislé Salmonella spp. de muestras
de carne de cerdo, obtenidas de mercados libres, se observé que el 82.2% de los
aislamientos fue resistente al menos a un agente antimicrobiano y el 25.2% fueron
resistentes a mas de tres antimicrobianos; la mayor resistencia fue a la tetraciclina
(66.3%), seguida de ampicilina (39.9%), trimetoprimsulfametoxazol (31.3%) y acido
nalidixico (30.1%) (Li et al., 2014).

En Carolina del Norte informan un porcentaje bajo de aislamientos de Salmonella spp.
de dos granjas con sistemas de produccion distintos (tecnificado y traspatio); las
frecuencias de resistencia antimicrobiana mas altas se exhibieron para tetraciclina
(71%), sulfisoxazol (42%) y estreptomicina (17%) (Shivaramu et al., 2013). Ademas de

aislar a la bacteria de todas las etapas de sacrificio, la prevalencia de Salmonella spp.
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fue significativamente mayor en linfonodos mesentéricos de cerdos provenientes de
un sistema de produccion de traspatio (Shivaramu et al., 2013).

En un estudio de asociacion de genotipos y perfiles de resistencia, realizado en
Taiwén, Kuo et al. (2014) observaron que el 96% de los aislamientos de Salmonella
spp. fueron multirresistentes: 44% a cefotaxima, 34% ceftazidima, 51% acido
nalidixico, 21% ciprofloxacino, 62% gentamicina, 94% ampicilina, 85% cloranfenicol,
69% estreptomicina, 97% sulfametoxazol, 92% tetraciclina, 75%
trimetoprim/sulfametoxazol. Ademas, el 48% de los aislamientos realizados tenia
patrones de electroforesis de campo pulsado (PFGE, por sus siglas en inglés Pulsed-
Field Gel Electrophoresis) con aislamientos de Salmonella spp. en seres humanos,
indicando que los cerdos son uno de los principales reservorios de salmonelosis
humana en este pais (Kuo et al., 2014). Sinwat et al. (2015), en un estudio realizado
en Tailandia en muestras tomadas de carne de cerdo, pollo y seres humanos,
observaron que el 95.8% de los aislamientos de Salmonella spp. fueron
multiresistentes a distintos antimicrobianos: sulfametoxazol (96.4%), estreptomicina
(93.2%), espectinomicina (76.5%), tetraciclina (73.3%), ampicilina (70.1%) vy
trimetoprim (60.2%). Vega-Sanchez et al. (2020) observaron que Salmonella mostro
una resistencia del 100% a los aminoglucosidos, tetraciclinas (73.7%) y ciprofloxacina
(44.7%). El 66.6% de las cepas evaluadas fueron resistentes a tres y cuatro clases
diferentes de antimicrobianos. Ademas, indicaron que el aislamiento de Salmonella es
menor (1.3%) en muestras obtenidas de rastros que implementaron y cumplieron con
los procesos sanitarios de obtencién de la carne, en tanto que en aquellos cuyas
practicas de higiene fueron menos rigurosas los aislamientos se observaron en el

46.8% de las muestras utilizadas para el aislamiento de Salmonella.

1.2.7. Métodos de Diagnostico

El método para el diagnostico de Salmonella, usado en la actualidad, es el cultivo
bacteriano (norma ISO 6579-1:2017) (ISO, 2017); durade 5 a 7 dias y esta compuesto
de dos fases. La primera fase es de preeriquecimiento, que incluye un medio no
selectivo, con el objetivo de incrementar el crecimiento bacteriano (Esteve, 2017); en

tanto, la segunda fase de enriquecimiento es en un medio selectivo, cuyo objetivo es
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reducir el crecimiento de la biota que compite con Salmonella. Luego el
microorganismo es sembrado en un medio selectivo sélido, y aquellas colonias, que
se sospecha que son de Salmonella, son confirmadas mediante pruebas bioquimicas
(Cuadro 2) morfolégicas y seroldgicas (Ruiz et al., 2018).

También existen los llamados “métodos alternativos”, que son mucho mas rapidos que
el método tradicional; sin embargo, s6lo son aceptados aquellos que puedan ser
validados (Correa, 2018). Dentro de los anteriores, los mas usados son la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y la técnica de inmunocromatografica,
principalmente en muestras de alimentos, tejidos y materia fecal (Ruiz et al., 2018).
Entre las pruebas diagndsticas disponibles para detectar la presencia de salmonelosis
en cerdos, destaca PCR, ELISA y cultivos en medios selectivos y diferenciales; éstas
constituyen los métodos mas usados para la deteccidén de la salmonelosis en granjas
porcicolas, cuya prevalencia est4 asociada al desarrollo de resistencia microbiana
(Ruiz et al., 2018; Frutos y Lopez, 2018; Gonzalez et al., 2014).

Cuadro 2. Pruebas bioguimicas para la identificacion de Salmonella

Pruebas bioquimicas Resultado
TSI K/A + Gas+ H2S

S: positivo

SIM I: negativo

M: positivo
LIA Positivo
Produccion de urea Negativo
Citrato Positivo*

Tomado y modificado de Japén (2019). Aislamiento y Serotipificacién de Salmonella en canales de pollo
en percha en la ciudad de Quito. Universidad Central del Ecuador. TSI: Fermentacion de azlcares
(glucosa, sacarosa y lactosa, produccién de gas y H2S); SIM: Formacién de &cido sulfhidrico, produccién
de indol y motilidad; LIA: Lisina descarboxilasa. *Depende del serovar.
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1.2.8. Reaccion en cadena de la polimerasa

Los inicios de la utilizacién de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
se remontan a 1971, cuando se describié por vez primera un método que usaba
enzimas para replicar una secuencia pequeiia de ADN in vitro (Luigi et al., 2015). Sin
embargo, este ensayo no recibié mucha atencion y la autoria de la PCR fue atribuida
12 afos después a Kary Mullis perteneciente a la Cetus Corporation, California S.A
(Luigi et al., 2015). La PCR representa una valiosa alternativa para el estudio de los
genes a nivel mundial. En Salmonella puede utilizarse para amplificar el gen invA, que
codifica el factor de virulencia ligado a la invasion (Luigi et al., 2015).

La identificacion rapida para determinar las fuentes primarias de contaminacion
bacteriana es importante para la mejora de la salud publica (Majchrzak et al., 2014);
en tal sentido, la técnica de PCR es rapida y sensible, debido a su capacidad para
amplificar un fragmento de ADN 107 veces en dos a tres horas (Diaz, 2016). Los
fragmentos de ADN una vez amplificados y separados mediante electroforesis
representan una huella gendmica que permite la discriminacién de subespecies y

delimitacién de cepas bacterianas (Alvarado, 2017).

1.2.9. Serotipificacion

El esquema de Kauffmann-White-Le Minor permite caracterizar mas de 2,600
serovares, reconociendo 46 antigenos “O” y 119 antigenos “H”; este método es
popular, ya que se ha empleado en estudios epidemioldgicos, permitiendo la
identificacion de los serovares prevalentes en cada region, asi como, la etiologia de
infecciones, tanto en poblaciones humanas como animales (Andreu et al., 2016). El
principio de la identificacion serolégica de Salmonella implica la mezcla del organismo
sospechoso con antisuero que contiene anticuerpos especificos de Salmonella; las
bacterias aglutinaran en presencia del antisuero homologo, indicando la presencia del
antigeno (Porwollik et al., 2014). Los antisueros polivalentes “O” y “H” de Salmonella
se preparan en conejos, usando cepas de referencia, segun los métodos
recomendados por la OMS y se absorben para eliminar los anticuerpos de reaccion
cruzada (Porwollik et al., 2014).
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La serotipificacion es una herramienta importante para la identificacion de las cepas
de Salmonella a nivel de serovares que suelen variar en su rango de patogenicidad y
animales que afecta; ademas, suele ser muy util en investigaciones epidemioldgicas,
ya que indica la prevalencia de un serovar en distintas zonas geograficas (Alfaro, 2018;
Japon, 2019). El conocimiento de los serovares circulantes en un pais permite saber
cuales son los reservorios o los alimentos que sirven de vehiculo en las toxiinfecciones
alimentarias por Salmonella, la implicacion de cada serovar en la gravedad de la
infeccion, la distribucion de resistencias, la evolucion de cada uno de ellos, la deteccion
de brotes y la cuantificacién de infecciones esporadicas (Vugia et al., 2014).

Entre los principales serovares de Salmonella mas prevalentes en cerdos, reportados
en América del Norte, Europa, Asia y Oceania estan S. Derby y S. Typhimurium. En
Africa el serovar S. Hadar ha sido el mas aislado; mientras que en América Latina el
mas descrito es S. Meleagridis, junto con S. Anatum y S. Agona (Ferrari et al., 2019).
En Alemania, en los afios 2013-2014, se reportd un brote de salmonelosis humana
asociada con el consumo de carne de cerdo, causada en un 90% por S. Muenchen
(Schielke et al., 2017).

En los cerdos la salmonelosis es causada principalmente por Salmonella Choleraesuis
(variante Kunzendorf), debido a su capacidad de supervivencia y persistencia en las
heces durante 20 semanas; con menor frecuencia es provocada por los serovares
Typhimurium, Derby y Agona. Estos microorganismos son desactivados por medio de
la luz solar, calor y desinfectantes a base de cloro, yodo y fenol; pero sobreviven
comodamente por meses, 0 varios afios, en condiciones de congelacion ylo
desecacion en sustratos organicos (Arcos-Avila et al., 2013). En un estudio realizado
en Taiwan, durante el periodo del 2004 a 2012, se identificaron 12 serovares a partir
de 110 aislamientos de Salmonella provenientes de muestras tomadas en cerdos; los
serovares observados fueron Typhimurim, Stanley, Newport, Albany, Derby,
Schwarzengrund, Choleraesuis, Hadar, Anatum, Livingstone, London y Brunei;
mostrando una similitud genética del 44% respecto de aislamientos clinicos obtenidos
de humanos (Kuo et al., 2014). En el sur de China, Li et al. (2014) observaron la
presencia de 14 serovares diferentes de Salmonella, obtenidas de muestras de carne

de cerdo obtenidas de mercados libres; el serovar mas prevalente fue Derby (47.9%),
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seguido de Typhimurium (10.4%), Meleagridis (9.2%), Anatum (8.6%) y London
(6.7%). Los serovares con menor prevalencia fueron Agana, Infantis, Newport,
Chester, Muenster, Give, Limete, Virchow y Schwarzengrund. En Italia, Piras et al.
(2014) observaron la prevalencia de los serovares Anatum (71.8%), Derby (33.3%),
Bredeney (5%) y Holcomb (2.5%), a partir de aislamientos de muestras de heces
tomadas de lechones, cerdo de engorda, asi como de linfonodos mesentéricos y colon.
En la Ciudad de México, se aisl6 Salmonella a partir de muestras de carnes molidas
de diferentes especies animales que se expenden en mercado sobre ruedas, entre las
que destaco la carne de cerdo. Los serovares observados fueron Anatum, Newport,
Typhimurium y Derby; la mayor frecuencia fue de Anatum y Newport. Todos los
serovares presentaron resistencia de 100% a carbenicilina, ampicilina, cloranfenicol,
cefotaxima y perfloxacina (Villalpando-Guzman et al.,, 2017). Mirko et al. (2017)
observaron gque los serovares de Salmonella mas prevalentes, en muestras de hisopos
y contenido de ileon obtenidas de cerdos después del sacrificio, fueron: S. Derby, S.
Infantis y S. Typhimurium, todos ellos con una alta similitud génica. En Espafia se aisl6
Salmonella a partir de muestras de heces tomadas en cerdos de engorda, asi como
de higado, colon y linfonodos mesentéricos. No se detectd la presencia de Salmonella
en muestras tomadas de lechones. El serovar mas prevalente fue S. Anatum, seguido
de S. Rissen, S. Derby y S. Typhimurium monofasico (Fois et al., 2017). Lan et al.
(2018) observaron la presencia de los serovares S. Typhimurium, S. Anatum, S.
Seftenberg, S. Paratyphi A, S. Paratyphi B, S. Montevideo y S. Sainpaul; los genes
invA y sopB se encontraron en todos los serovares que fueron aislados de muestras
fecales obtenidas de cerdos, en granjas y rastros, en provincias del sur de Vietnam.
En un estudio de seguimiento de seis lotes de lechones de diferentes granjas hasta su
sacrificio, realizado en el sur de Brasil, se observaron los siguientes serovares:
Typhimurium, Mbandaka, Panama, Derby, Agona, Give, Worthington, Meleagridis,
Poona, Typhimurium variante monofasica 4,5,12:i:- y Typhimurium variante
monofasica 4,5,12:-:1,2; siendo el serovar Typhimurium el mas prevalente (Dos Santos
etal., 2019). En Brasil se observo la presencia de los serovares de Agona, Senftenberg
y Schwarzengrund, en muestras de materia fecal de cerdas ubicadas en diferentes

areas de la granja (Santana et al., 2020). En Argentina se identificaron los serovares
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Anatum, Typhimurium, Panama, subesp | 1,3,19: z10:-, monofasica | 4,5,12: i:-,
monofésica | 4,5,12: d:-, Lexington, Westhampton, Derby, Adelaide, Bredeney,
Corvallis, Javiana, Minnesota y Mbandaka; siendo los serovares Anatum vy
Typhimurium los méas prevalentes. También Vico et al. (2020) aislaron Salmonella a
partir de muestras de linfonodo mesentéricos de cerdos. En Brasil se obtuvieron
aislamientos de Salmonella de diferentes muestras clinicas, que incluyeron cerdos en
lactancia, crecimiento y engorda; los serovares mas prevalentes fueron Typhimurium
variante monofasica 4,5,12:i:- aislados de muestras de heces tomadas de cerdos con
enteritis; el otro serovar fue, Cholerae suis, aislado de muestras tomadas en cerdos
con cuadro clinico septicémico; también se observé la presencia, en menor porcentaje,
del serovar Newport, Rissen, Panama, Anatum, Infantis, London, Olso, Derby y
Bovismorbificans (Meneguzzi et al., 2021). En otro estudio reciente, realizado en
Espafia, se observo la presencia de Salmonella en muestras de heces tomadas en
lechones, asi como del piso de diferentes areas dentro de la granja. Los serovares
identificados fueron Rissen, Anatum, Brandenburg, Derby, Kapemba, Goldcoast,
Kedougou, Ohio, Agona y Typhimurium variante monofasica 4,5,12:i:- (Bernad-Roche
et al.,2021).

1.2.10. Esquema de Kauffmann-White

La primera publicaciéon del esquema de Kauffmann-White enumerd 44 serovares
(Subcomité de Salmonella, 1934). Cuando F. Kauffmann se retir6 (1964) el esquema
contenia 958 serovares, cuando L. Le Minor se retirg, habia 2267 serovares y cuando
se retira M.Y. Popoff, habia 2555 serovares. Dado que L. Le Minor describio la mayoria
de los serovares conocidos actualmente, se propuso designar la lista de férmulas
antigénicas (anteriormente conocida como “esquema Kauffmann-White”) como
esquema White-Kauffmann-Le Minor (Grimont y Weill, 2007).

La segunda causa mas comun de intoxicacion alimentaria bacteriana es por
Salmonella (Chattaway et al., 2021). Se utilizan anticuerpos especificos que reconocen
la pared celular (O) y los antigenos de flagelos (H) de fase 1y fase 2. La combinacion
de O: H1: H2 se conoce como la férmula antigénica y cada combinacion Unica recibe

un nombre de serovar (Chattaway et al., 2021).
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La mayoria de los serovares de Salmonella son mdviles, los flagelos pueden ser
codificados por dos genes diferentes de flagelina; la expresion de fliC y fljB se regula
mediante un mecanismo llamado “variacion de fase”. Aunque la mayoria de serovares
son bifasicos existen unos pocos que son monofasicos y pueden expresar la fase 1 o
la fase 2 (Bisio, 2017). La variacién de fase es un proceso reversible, que se encuentra
asociado a un interruptor reversible (on/off), en el cual se expresa una fase que reprime
la otra (Naberhaus, 2019). Los serovares monofasicos de Salmonella pueden haberse
originado de un serovar ancestral que no desarroll6 el mecanismo para cambiar de
fase flagelar 1 a 2 0 no puede expresar esta segunda fase; o puede existir mutacion
de un serovar difasico (Naberhaus, 2019).

1.2.12. Electroforesis en gel de campo pulsado

La PFGE es una técnica altamente discriminatoria y utilizada con frecuencia en
estudios epidemiolégicos de brotes causados por microorganismos como Salmonella
spp. (Olsen et al., 1994). La PFGE ha sido util y precisa para rastrear fuentes de
contaminacion, permitiendo la identificacion de la persistencia, contaminacion cruzada
y distribucion de Salmonella en la produccion porcina y el procesamiento de carne de
cerdo (Magistrali et al., 2008; De Busser et al., 2011; Kich et al., 2011; Gomes-Neves
et al., 2012; Zhou et al., 2018). Varios protocolos de PFGE estan estandarizados para
patdgenos bacterianos transmitidos por los alimentos y se han aplicado a una red
nacional de vigilancia de enfermedades transmitidas por alimentos en los Estados
Unidos (Swaminathan et al., 2001) y una red de vigilancia mundial ampliada
(Swaminathan et al., 2006). Esta técnica se utiliza para reconocer brotes de infeccion,
detectar transmisién cruzada de patdgenos nosocomiales, identificar la fuente de
infeccion, reconocer las cepas particularmente virulentas para el seguimiento de los
programas de vacunacion (Oliva y Bean, 1999). Mediante el analisis de los patrones,
utilizando el software Unweighted Pair Group Method with Arithmetic meanll (UPGMA),
se han podido determinar las similitudes génicas entre los aislamientos, lo que permite
determinar si dos aislamientos aparentemente no relacionados tienen la misma
procedencia evolutiva (Tenover et al., 1995; Nascentes et al., 2012). La enzima, Xbal,

seguida de Apal ofrecen los mejores resultados para diferenciar los aislamientos,
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agrupandolos por linajes y mostrando variaciones intraserovar (Nascentes et al.,
2012). Los resultados de estos analisis en varios paises de América Latina se analizan
utilizando PulseNet; esto asegura la comparacion de patrones PFGE en condiciones
equivalentes (Cardozo-Bernal et al., 2012).

En Buenos Aires, Argentina, se aislaron de muestras tomadas en cerdos para sacrificio
las cepas S. Heidelberg, S. Typhimurium, S. Derby y S. Orion, en las cuales se observé
multirresistencia (Ibar, 2017). Los resultados del PFGE-Xbal determinaron 30 perfiles
diferentes, sin embargo, no se establecio correlacidon entre resistencia antimicrobiana
y perfil genético (Ibar, 2017). Se encontr6 el mismo subtipo genético de S.
Typhimurium, S. Agona, S. Newport, S. Bredeney, S. Infantis, S. Derby, S. Anatum y
S. Adelaide, circulando en cerdos y casos de salmonelosis en humanos (lbar, 2017).
En un estudio realizado en Brasil, se observdé que S. Typhimurium y su variante
monofésica 4, 5, 12: i: presentaban perfiles genéticos idénticos por PFGE (Dos Santos
et al., 2019), ademas de ser el serovar mas prevalente en diferentes areas de la granja.
En un estudio realizado en Tunez durante 16 afios, en el que se recuperaron 175
aislados de S. Enteritidis de seres humanos, animales y muestras de brotes
transmitidos por alimentos, que fueron sometidos a PFGE, mostraron similitud
genetica, lo que sugiere que los aislados de S. Enteritidis estaban estrechamente
relacionados (Ksibi et al., 2021). El aislamiento de S. Agona de muestras de heces de
cerdas prefiadas y de bufalos lactantes, muestran un patrén de PFGE indistinguible;
por lo que se considera, que ambas especies pueden actuar como reservorios
asintomaticos de Salmonella, contribuyendo a la transmisién de esta enfermedad a
otras especies y también al ser humano (Santana et al., 2020). S. Derby, aislada de
muestras de hisopos tamadas a cerdos en la cadena de sacrificio en un rastro de
Servia mostré una similitud génica de 98% (Mirko et al., 2017). El serovar Typhimurium,
aislado de cerdos de diferentes lotes, presento perfiles idénticos por PFGE, sugierindo
gue el ambiente de las granjas y el subministro de alimento pueden ser fuentes para
la diseminacion de Salmonella spp. a lo largo de la linea de produccion (Dos Santos
et al., 2019).

Meneguzzi et al. (2021) observaron una homologia mayor a 90% por PFGE en

aislamientos de S. Typhimurium y cepas de S. Anatum, aisladas de diferentes granjas;
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también se observd una alta similitud génica del serovar Derby, aisladas de cerdos,
con mas de 300 dias de diferencia. Bernad-Roche et al. (2021) observaron una
similitud génica mayor a 90% en todos los serovares Rissen, obtenidos de diferentes
areas e incluso de diferentes granjas de cerdos; el analisis PFGE del serovar 4, [5],
12:i: -, mostré una similitud génica mayor o igual a 90%; el mismo comportamiento se
informo6 para el serovar Dervy. Kuo et al. (2014) observaron que los serovares S.
Typhimurium, S. Choleraesuis y S. Schwarzengrund, que causaron graves infecciones
en cerdos también fueron capaces de causar infecciones en humanos. Estos autores,
indicaron que, de 110 aislamientos, a partir de muestras tomadas en cerdos, el 44%
compartio patrones de PFGE con los aislamientos humanos.

1.3. Conclusiones

Salmonella es una bacteria que pertenece a la familia de las Enterobacteriaceae, son
bacilos anaerébicos facultativos, Gram negativos, generalmente méviles, no forman
esporas y poseen flagelos peritricos. Esta bacteria ha sido aislada de distintos
origenes, tanto de animales domésticos o salvajes, de roedores, aves, reptiles e
incluso insectos, los que constituyen un inmenso reservorio para Salmonella;
generalmente los animales portadores de Salmonella no manifiestan signos de
enfermedad, por lo que se favorece la circulacion de esta bacteria en ciclos
contaminantes. Salmonella es una bacteria con multiresistencia a antibioticos, lo que
aumenta el riesgo de infecciones en seres humanos y animales debido a la aparicion
de clonas multiresistentes, dificultando aun mas el tratamiento relacionado con
enfermedades y brotes. Los cerdos son uno de los principales reservorios de
salmonelosis humana.

Entre las pruebas diagnésticas disponibles para detectar la presencia de salmonelosis
en cerdos, destacan la PCR, ELISA, PFGE y cultivos en medios selectivos y
diferenciales; éstas constituyen los méetodos mas usados para la deteccion de la
salmonelosis en granjas porcicolas, cuya prevalencia estd asociada al desarrollo de
resistencia microbiana.

La identificacion rapida para determinar las fuentes primarias de contaminacion

bacteriana es importante para la mejora de la salud publica; en tal sentido, la técnica
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de PCR es rapida y sensible, debido a su capacidad para amplificar un fragmento de
ADN 107 veces en dos a tres horas. Los fragmentos de ADN representan una huella
gendmica que permite la discriminacion de subespecies y delimitacion de cepas
bacterianas.

La PFGE es una técnica altamente discriminatoria y utilizada con frecuencia en
estudios epidemiolégicos de brotes causados por microorganismos como Salmonella
spp. La PFGE ha sido util y precisa para rastrear fuentes de contaminacion,
permitiendo la identificacion de la persistencia, contaminacion cruzada y distribucion
de Salmonella en la produccion porcina y el procesamiento de carne de cerdo. Esta
técnica se utiliza para reconocer brotes de infeccion, detectar transmision cruzada de
patdgenos nosocomiales, identificar la fuente de infeccion, reconocer las cepas
particularmente virulentas para el seguimiento de los programas de vacunacion.
Mediante el andlisis de los patrones, utilizando el software Unweighted Pair Group
Method with Arithmetic meanll (UPGMA), se han podido determinar las similitudes
génicas entre los aislamientos, lo que permite determinar si dos aislamientos
aparentemente no relacionados tienen la misma procedencia evolutiva.

La serotipificacion es una herramienta importante para la identificacion de las cepas
de Salmonella a nivel de serovares, que suelen variar en su rango de patogenicidad y
animales que afecta; ademas, suele ser muy util en investigaciones epidemioldgicas,
ya que indica la prevalencia de un serovar en distintas zonas geograficas. El
conocimiento de los serovares circulantes en un pais permite saber cuales son los
reservorios o los alimentos que sirven de vehiculo en las toxiinfecciones alimentarias
por Salmonella, la implicacién de cada serovar en la gravedad de la infeccién, la
distribucion de resistencias, la evolucion de cada uno de ellos, la deteccion de brotes
y la cuantificacion de infecciones esporadicas. Los serovares de Salmonella mas
prevalentes en cerdos, reportados en Ameérica Latina son Meleagridis, Anatum y

Agona.
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CAPITULO 2. Similitud genética de serovares de Salmonella

aisladas de granjas de cerdos en Sinaloa, México
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2.1 RESUMEN

Salmonella es un importante patbgeno como agente causante de enfermedades
gastroentéricas por consumo de alimentos contaminados. Para determinar la similitud
genética de los serovares de Salmonella, se recolectaron 340 muestras de heces y
tejido de ileon de cerdos de diferentes edades y estados fisioldgicos de dos granjas
ubicadas en la zona centro del Estado de Sinaloa; se recogieron muestras de ileon de
mataderos TIF. La similitud génica de los serovares se realizé mediante digestion con
la enzima de restriccibn Xbal y electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE).

Salmonella y los serovares Anatum, Seftenberg, Untipable, Javiana, Tokoin, Newport,
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Typhimurium, Weltevreden, Serrakunda, Muenchen, Grupo C2, Grupo E1 (E2-E4),
Grupo E1, Grupo C1y Grupo F fueron aislados de 32 de las muestras analizadas. El
serovar Anatum, el mas frecuentemente aislado, tuvo una similitud genética de 87.5 -
100%, Grupo E1 87.5 -100%, Serrekunda 88.9 -100%, Muenchen 100%, Senftenberg
96,6% y Newport 75,9%; éstos, tuvieron un coeficiente de Jaccard superior a 0.75 en
el andlisis PFGE vy, por lo tanto, se consideraron clones bacterianos. En conclusion, el
porcentaje de similitud genética observado fue alto, lo que indica una posible fuente

de contaminacion cruzada en las unidades de produccion porcina analizadas.

2.2 ABSTRACT

Salmonella is an important pathogen as a causative agent of gastroenteric diseases by
consumption of contaminated food. To determine the genetic similarity of Salmonella
serovars, 340 samples of feces and ileum tissue were collected from pigs of different
ages and physiological stages from two farms located in the central zone of the of State
of Sinaloa; ileum samples were collected from FIT slaughterhouses. Gene similarity of
serovars was performed by digestion with the restriction enzyme Xbal and pulsed field
gel electrophoresis (PFGE). Salmonella and serovars Anatum, Seftenberg, Untipable,
Javiana, Tokoin, Newport, Typhimurium, Weltevreden, Serrakunda, Muenchen, Group
C2, Group E1 (E2-E4), Group E1, Group C1 and Group F were isolated from 32 of the
samples analyzed. The most frequently isolated serovar Anatum had a genetic
similarity of 87,5 - 100%, Group E1 87,5 -100%, Serrekunda 88,9 -100%, Muenchen
100%, Senftenberg 96,6% and Newport 75,9%; these had a Jaccard coefficient greater
than 0.75 in the PFGE analysis and were therefore considered bacterial clones. In
conclusion, the percentage of genetic similarity observed was high, indicating a
possible source of cross-contamination in the swine production units analyzed.

Keywords: Anatum, pigs, PFGE, Salmonella, serovars.
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2.3 INTRODUCCION

Salmonella no tifoidea se considera un problema de salud publica importante, la
creciente relevancia de los cerdos como reservorios de Salmonella spp. ha llevado a
varios paises a establecer programas de vigilancia y control para combatir la infeccion
y reducir los riesgos para la salud publica (Villalpando-Guzméan et al., 2017). Hasta el
momento se conocen alrededor de 2600 serovares de esta bacteria y éstos suelen
encontrarse a nivel de tracto gastrointestinal en especies animales tanto domésticas
como silvestres e incluso en el ser humano (Herikstad et al., 2002). Los cerdos suelen
ser portadores asintométicos, que excretan el patégeno de forma intermitente o
cuando estan estresados (Simons et al., 2015). Los brotes de salmonelosis asociados
con el consumo de carne de cerdo han colocado a este animal y sus productos como
la segunda fuente mas importante de infeccion humana (Pires et al., 2011; Santana et
al., 2020).

La electroforesis en campo pulsado (PFGE, por sus siglas en inglés) ha demostrado
ser una técnica altamente discriminatoria y es utilizada con frecuencia en estudios
epidemioldgicos de brotes causados por microorganismos como Salmonella spp.
(Pires et al., 2014). La PFGE ha sido util y precisa para rastrear fuentes de
contaminacion, permitiendo la identificacion de la persistencia, contaminacion cruzada
y distribucion de Salmonella en la produccion porcina y el procesamiento de carne de
cerdo (Magistrali et al., 2008; De Busser et al., 2011; Kich et al., 2011; Gomes-Neves
et al., 2012; Villalpando-Guzman et al., 2017). Varios protocolos de PFGE estan
estandarizados para patdgenos bacterianos transmitidos por los alimentos, mismos
gue forman parte de la red nacional de vigilancia de enfermedades transmitidas por
alimentos en los Estados Unidos (Swaminathan et al., 2001). La enzima, Xbal, seguida
de Apal ofrecen los mejores resultados para diferenciar los aislamientos, agrupandolos
por linajes y mostrando variaciones intraserovar. Los resultados de estos analisis, en
varios paises de América Latina, se analizan utilizando PulseNet; esto asegura la
comparacion de patrones PFGE en condiciones equivalentes (Cardozo-Bernal et al.,
2012). Los serovares S. Derby y S. Typhimurium se han aislado con mayor frecuencia
en cerdos de América del Norte, Europa, Asia y Oceania; en Africa S. Hadar y en

América Latina S. Meleagridis, S. Anatum y S. Agona (Dos Santos et al., 2019). En un
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estudio realizado en Brasil se sugirié que S. Typhimurium y su variante monofasica 4,
5, 12: i: presentaban perfiles genéticos idénticos al hacer la determinacion de similitud
genética por PFGE (Dos Santos et al., 2019); siendo, ademas, el serovar con mayor
prevalencia en diferentes areas de la granja. En México, la serotipificacion de 358
cepas de Salmonella enterica aisladas de carne molida de cerdo, pollo y res, arrojé
que los serovar mas frecuentes son S. Anatum, S. Newport y S. Typhimurium
(Villalpando-Guzman et al., 2017).

El objetivo del estudio fue determinar la similitud genética de serovares de Salmonella,
aislados de muestras de heces colectadas en dos granjas de ciclo completo ubicadas
en la zona centro del Estado de Sinaloa y de muestras de ileon tomadas en un rastro

tipo inspeccién federal (TIF).

2.4 MATERIAL Y METODOS

Recoleccidén de muestras y aislamiento de Salmonella

Las muestras de heces fueron tomadas en la granja porcina “La Huerta” y la granja
porcina “Recoveco”, ubicadas en la sindicatura de Culiacancito, Municipio de Culiacan
Rosales, y en el pueblo de Recoveco, Municipio de Mocorito, Sinaloa,
respectivamente.

Se recolectaron aproximadamente 40 g de materia fecal de cerdas en el area de
gestacion; posteriormente (10 dias después), se recolecté materia fecal de las mismas
cerdas en el &rea de maternidad, asi como de sus crias (lechones). A la misma cohorte
de cerdos se le tom6 muestras de heces durante su permanencia en el area de
iniciacién y en el area de engorda. Ademas, se recolectaron muestras de fauna nociva
(materia fecal de roedores y cucarachas), agua de charcas de enfriamiento y agua de
desecho, después del lavado de corraletas. También se recolectaron muestras fecales
obtenidas del remolque durante el transporte al rastro y antes del sacrificio (muestras
fecales obtenidas de corral de descanso). Durante el proceso de sacrificio en el Rastro
Tipo Inspeccion Federal (TIF 99. FAPSA y asociados S. A de C.V., Carretera Culiacan
- El Dorado, km 12.5), se recolectaron aproximadamente 100 g de tejido de intestino
delgado de la porcién del ileon. Las muestras fueron depositadas en recipientes

estériles, previamente etiquetados.
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Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Patologia de la Facultad de
Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de Sinaloa. Para el
aislamiento de Salmonella, se pes6 1 g de materia fecal y de tejido intestinal,
incubandose para el pre-enriquecimiento durante 48 h a 37°C en Caldo de Tetrationato
(DifcoMR). Posteriormente, se inocularon 100 ul de caldo tetrationato en caldo
Rappaport Vassiliadis (DifcoMR) para enriquecimiento selectivo y se incubaron durante
24 h a 42°C. Finalmente, se inocularon las muestras en agar Xilosa Lisina Tergitol-4
(XLT4 DifcoMR), seguido de un periodo de incubacién de 24 h a 37°C.

Extraccién de ADN para analisis de similitud génica

La preparacion de las muestras se realizd a partir de cultivos frescos en agar soya
tripticaseina (DifcoMR) incubados a 37°C por 24h; posteriormente, se mezclaron
colonias bacterianas en 2 mL de buffer de suspension celular hasta lograr una
densidad o6ptica de 0.52. Se mantuvo la temperatura a -20°C, se le afiadié 20 pl de
proteinasa Ky se incub6 a 42°C en bafio maria por 10 minutos. A la par se preparo
agarosa certificada al 1% y se mezclaron 400 pl de agarosa con 400 pl de la
suspensioén celular con proteinasa K; después se depositd la suspension en moldes
para plugs, por triplicado, hasta que polimerizd. Cada triplicado de plugs se depositd
en tubos falcon con 5 mL de buffer de lisis celular y 50 ul de proteinasa K, incubandose
durante 18 horas a 54°C. Posteriormente, se lavaron los plugs con agua estéril y buffer
tris -4cido etilendiaminotetraacético (TE)- y, finalmente, los plugs se almacenaron en
viales de polipropileno previamente rotulados con 5 mL de buffer TE.

Andlisis de similitud génica

La similitud génica de los serovares se realiz6 mediante digestién de la enzima de
restriccion Xbal y electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), utilizando el sistema
CHEF-DR Il BIORAD en el Centro de Investigaciones Epidemiologicas de Sinaloa
(Culiacan, Sinaloa, México), certificado por la Organizacion Mundial de la Salud y la
Red Mundial de Infecciones Transmitidas por Alimentos. Las condiciones de corrida
electroforética utilizadas fueron: voltaje a 6 V/cm, angulo 120°, tiempo de pulso inicial

2.2 segundos, tiempo de pulso final 63.8 segundos, miliamperio (mA) inicial 132,
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temperatura 14°C durante 19 h. Después de la electroforesis, el gel se tifié con
bromuro de etidio y se capturaron las imagenes de los geles con un fotodocumentador
Alpha imagen. El analisis de los geles se realiz6 mediante el programa GelCompar I
en el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP). A los aislamientos se les asigné un
tipo de PFGE diferente cuando se detectd diferencia genética. El analisis de
conglomerados se realiz6 mediante el coeficiente de Jaccard y el método de grupos

de pares no ponderados con promedios aritméticos.

2.5 RESULTADOS Y DISCUSION

Se procesaron 340 muestras de cerdos sin semiologia digestiva compatible con
salmonelosis. En 32 de las muestras tomadas se aislé Salmonella y se identificaron
los siguientes serovares: S. Anatum, S. Seftenberg, S. Untipable, S. Javiana, S.
Tokoin, S. Newport, S. Typhimurium, S. Weltevreden, S. Serrakunda, S. Muenchen, S.
Grupo C2, S. Grupo E1 (E2-E4), S. Grupo E1, S. Grupo C1, S. Grupo F. (Cuadro 1).
Se identifico similitud génica de serovares de Salmonella aislados de muestras de
heces en las diferentes areas productivas, de ambas granjas y en distintos tiempos de
muestred. Los serovares de S. Anatum, aislados de heces de cerdo en el area de
engorda y de tejido (ileon), tienen una similitud génica del 100%; los serovares de S.
Anatum aislados de heces de lechones y ratas, tomadas en el area de maternidad,
tejido (ileon) y heces de cerdos obtenidas del pasillo de traslado, tuvieron una similitud
de 96.3 a 97%. Los serovares S. Anatum, aislados de heces de cerdos del area de
gestacion y agua de desecho obtenida de la fosa comun en la granja “Recoveco’,
tuvieron una similitud génica de 86.7%. Cinco serovares del S. Grupo E1, dos
serovares S. Newport, dos serovares S. Seftenberg y dos serovares S. Serrakuda,
mostraron una similitud génica y un indice de Jaccard mayor de 0.75. S. Muenchen
compartio una similitud génica del 100% con el serovar del S. Grupo C2, mientras que
el serovar S. Tokoin tuvo una similitud génica de 97% con Salmonella del S. Grupo C1;
el resto de los serovares analizados mostraron una similitud génica menor al 75%
(Figura 1).

Hung-Chih et al. (2014) informaron de 12 serovares; de los cuales, los cinco mas

comunes fueron S. Typhimurium, S. Choleraesuis, S. Derby, S. Livingstone var. 14+ y
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S. Schwarzengrund, que representaron el 84% de los aislamientos en todos los cerdos;
de éstos, el 44% tenian patrones de PFGE estrechamente relacionados con
aislamientos en humanos. En el presente estudio, el serovar con mayor frecuencia de
aislamiento fue S. Anatum, con una similitud genética entre ellos del 86 y 100%. Dos
Santos et al. (2019), en un estudio realizado en el sur de Brasil, identificaron S.
Typhimurium en muestras de heces colectadas de diferentes areas productivas dentro
de la granja y en diferentes granjas, con perfiles electroforéticos idénticos (100% de
similitud); estos resultados concuerdan con los obtenidos, en los cuales se obtuvieron
perfiles con alta similitud genética, que rebasa el coeficiente de Jaccard de 0.75.

En el caso particular del serovar S. Anatum, aislado con mayor frecuencia tanto en
muestras de heces como de tejido intestinal de la region del ileon, se observé una
similitud genética 86.7 — 100%. En el resto de los serovares analizados la similitud
genética también fue alta: S. Grupo E1: E2-E4 y S. Grupo E1, con similitud entre el
87.5 -100%, S. Serrekunda entre 88.9 -100%, S. Muenchen y S. Grupo C2 del 100%,
S. Senftenberg del 96.6% y S. Newport del 75.9%; por lo que pueden considerarse
idénticos. Lo anterior, podria indicar una posible contaminacion cruzada o
contaminacion a partir de la misma fuente dentro de la granja. La contaminacion
cruzada en el interior de las granjas representa un desafio en el control y erradicacion
de la bacteria. Esto podria potenciar la dispersion dentro de la granja poniendo en
riesgo la salud de los animales y por tratarse de una enfermedad zoondtica, se pone
en riesgo, también, la salud humana a través del consumo de productos de origen
animal contaminados.

Kureljusic et al. (2017) aislaron los serovares S. Derby, S. Infantis y S. Typhimurium
de cerdos en el area de sacrificio, observando una similitud génica del 98 - 100 % para
S. Dervi, siendo ademas el que se aislé con mayor frecuencia; también indicaron que
los serovares S. Infantis y S. Typhimurium presentaron una alta similitud génica. En la
presente investigacion el serovar S. Anatum, aislado de muestras de ileon obtenidas
de la planta de procesamiento del rastro TIF 99, presentd una similitud génica del 95%;
también se aislaron los serovares S. Grupo E1 (E2-E4), S. Grupo E1, S. Seftenberg,
S. Typhimurium y S. Grupo C1. En el caso del serovar S. Seftenberg, aislado de

muestras de ileon y heces del area de maternidad, se observo una similitud genética
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del 96.6%; estos resultados son similares a los informados por Santana et al. (2020)

quienes sefialaron una similitud génica para el serovar S. Seftenberg aislado de heces

de cerdas en el area de gestacion, area de lactacion y lechones en el area de destete.

Cuadro 1. Frecuencia de serovares de Salmonella y fuentes de aislamiento

Serovar Area de aislamiento Porcentaje de
aislamiento (%)
Anatum Maternidad (heces de
lechones) 31.3
Heces de roedores
Engorda (heces)
fleon
Seftenberg Maternidad (heces) 6.3
fleon
Untypable Gestacion (heces) 3.1
Javiana Gestacion (heces) 3.1
Tokoin Gestacion (heces) 3.1
Newport Destete (heces) 6.3
Typhimurium fleon 3.1
Weltevreden Agua de charca 3.1
enfriamiento (Gestacion)
Serrakunda Gestacion (heces) 6.3
Tejido (ombligo de lechon)
Muenchen Destete (heces) 3.1
Grupo C2 Maternidad (heces) 6.3
Cucaracha (area de
maternidad)
Grupo E1 (E2-E4) Agua de desecho fosa 3.1
comun
Maternidad (cucaracha)
Grupo E1 Gestacion (agua de 15.6
charca)
lleon
Maternidad (pool de
heces)
Grupo C1 fleon 3.1
Grupo F Destete (heces) 3.1
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Figura 1. Analisis de PFGE
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Los serovares S. Anatum, S. Seftenberg, S. Tokoin, S. Newport, S. Typhimurium, S.
Serrakunda, S. Muenchen, S. Grupo E1 (E2-E4), S. Grupo E1 y S. Grupo C1, presentaron un
coeficiente de Jaccard mayor a 0.75 en el andlisis de PFGE, por lo que se consideran clonas

bacterianas.
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Los estudios previos indican la presencia de diversos serovares de Salmonella en las
heces y tejido intestinal, observandose una alta similitud génica, lo que podria indicar
contaminacion cruzada, lo que es consistente con los resultados obtenidos en el
presente estudio. Ademas de la similitud génica observada en S. Anatum se encontro
una alta persistencia, ya que se aislé de muestras tomadas en fechas de hasta 10
meses de diferencia; este hallazgo sugiere la persistencia de Salmonella en las
distintas areas. Un informe similar, con 150 dias de diferencia entre muestreos, fue
observado en el aislamiento del serovar S. 4, [5], 12: i, S. Rissen y S. Derby, en heces
de lechones en una misma granja (Bernad-Roche et al., 2021). Al respecto, Casanova
et al. (2019) indicaron una similitud de PFGE mayor a 90% para los serovares de S.
Rissen, S. Brandenburg, S. Derby y observaron patrones de infeccién a largo plazo
(més de 200 dias) en lechones. También, informaron una similitud génica en los
serovares S. Derby, S. Anatumy S. 4, [5], 12: i, en cerdas de diferentes granjas a partir
de muestras de heces colectadas con mas de 300 dias de diferencia. Los estudios
previos son consistentes con los resultados observados en este estudio, indicando que

Salmonella puede tener una alta persistencia en las unidades de produccion porcina.

2.6 CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio indican que los serovares S. Anatum, S.
Seftenberg, S. Tokoin, S. Newport, S. Typhimurium, S. Serrakunda, S. Muenchen, S.
Grupo E1 (E2-E4), S. Grupo E1y S. Grupo C1 son clonas bacterianas, lo que sugiere
una posible fuente de contaminacion cruzada, asi como una alta persistencia de

Salmonella en las unidades de produccion porcina analizadas.
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3.1 RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar la prevalencia, serovares y perfiles de resistencia
a antibiéticos en cepas de Salmonella aisladas de heces y tejidos de cerdos
provenientes de una granja comercial de ciclo completo. Se analizaron 227 muestras
de heces y tejidos de cerdo; en 21 de las muestras analizadas de aisl6 Salmonella,
determinandose una prevalencia del 9.25%. Se identificaron diez serovares diferentes
(Anatum, Group E1, Seftenberg, Untypable, Javiana, Tokoin, Newport, Typhimurium,
Group C2y Group C1); los serovares observados con mayor frecuencia fueron Anatum
(42.85%), Group E1 (14,2%) y Seftenberg (9.52%); el resto tuvo una frecuencia del
4.76%, respectivamente. ElI 76.1% de los serovares identificados presentd
multirresistencia a ampicilina, carbencilina, cloranfenicol, sulfametoxasol-trimetoprima,

netilmicina y gentamicina. Los resultados indican que la multiresistencia a antibioticos
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esta presente en cepas de Salmonella aisladas de heces y tejidos de cerdos en una
granja porcina de ciclo completo ubicada en el centro de Sinaloa, México.
Palabras clave: Cerdos, Prevalencia, Resistencia antimicrobiana, Salmonella,

Serovares
3.2 ABSTRACT

The objective of the study was to determine the prevalence, serovars, and antibiotic
resistance profiles in Salmonella strains isolated from feces and tissues of pigs from a
full-cycle commercial farm. 227 samples of pig feces and tissues were analyzed;
Salmonella was isolated in 21 of the samples analyzed, determining a prevalence of
9.25%. Ten different serovars were identified (Anatum, Group E1, Seftenberg,
Untypable, Javiana, Tokoin, Newport, Typhimurium, Group C2 and Group C1); the
most frequently observed serovars were Anatum (42.85%), Group E1 (14.2%) and
Seftenberg (9.52%); the rest had a frequency of 4.76%, respectively. 76.1% of the
identified serovars presented multiresistance to ampicillin, carbencillin,
chloramphenicol, sulfamethoxasol-trimethoprim, netilmicin and gentamicin. The results
indicate that multiresistance to antibiotics is present in Salmonella strains isolated from
pig feces and tissues in a full-cycle pig farm located in central Sinaloa, Mexico.

Keywords: Pigs, Prevalence, Antimicrobial resistance, Salmonella, Serovars

3.3 INTRODUCCION

La salmonelosis es un problema de salud publica mundial y una de las causas mas
importantes de gastroenteritis humana causada por el consumo de productos de origen
porcino, bovino y aviar (Zaidi et al., 2006; Arcos-Avila et al., 2013; Awoke et al., 2018;).
Las infecciones por Salmonella en cerdos resultan en grandes pérdidas econémicas
al afectar los indices de productividad como la mortalidad, la ganancia diaria de peso
y la conversion alimenticia; también es una de las enfermedades zoonéticas mas
importantes del mundo (Zaidi et al., 2006). La prevalencia global promedio de granjas
porcinas positivas para Salmonella es del 59%, con un promedio del 17% de cerdos
infectados por granja (Sanchez et al., 2007; Awoke et al., 2018). Durante 2003—-2005,
Zaidi et al. (2006) informaron la prevalencia de 12% de S. Typhimurium y Enteritidis en
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muestras de pacientes con diarrea, muestras de carne pollo, cerdo y bovino; el serovar
Typhimurium se encontrd en los tres tipos de animales estudiados; el mayor nimero
de aislamientos encontrado fue en la carne de cerdo, seguida de la carne bovina y la
carne de pollo (Zaidi et al., 2006). Arcos-Avila et al. (2013), observaron una prevalencia
de 4.3% de Salmonella en carne de cerdo y en el ambiente de seis rastros y 14
supermercados en el departamento de Tolima, Colombia (superficies de contacto,
cuchillos, pisos, etc.). Varios invetsigadores han aislado Salmonella de muestras
obtenidas de cerdos en diferentes etapas de produccion, a nivel de granja; ademas,
de su aislamiento en canales de cerdo, linfonodos mesentéricos, tonsilas; asi como,
en utensilios utilizados durante el procesamiento de carne de cerdo como cuchillos y
ganchos propios de instalaciones de rastro (Sanchez et al., 2007; Talavera et al., 2011;
Salvatierra et al., 2015). Li et al. (2014), en un estudio realizado en China, encontr6
Salmonella en la carne de cerdo cruda, que es una de las principales fuentes de
enfermedades transmitidas por los alimentos; los valores de prevalencia mas altos se
encontraron en la carne de cerdo vendida al por menor en los supermercados. Los
serovares mas frecuentes aislados fueron: Derby, Typhimurium, Meleagridis, Anatum
y London. Méas del 80% de estos serovares fueron resistentes al menos a un
antimicrobiano; la resistencia a tetraciclina, ampicilina, sulfametoxasol-trimetoprima y
acido nalidixico fueron las mas frecuentes (Li et al., 2014). Verbrugghe et al. (2015),
en un estudio que durd cerca de 20 afios, observaron una correlacién positiva de
Salmonella enterica serovar 4, [5], 12: i; Salmonella enterica serovar Anatum y
Salmonella enterica serovar Johannesburg entre cerdos y seres humanos.
Investigadores del Instituto de Investigacion Veterinaria de Ondersepoort en Sudéfrica
realizaron un estudio de vigilancia epidemioldgica retrospectiva de los serovares de
Salmonella aislados de varias especies animales entre 2007 y 2014, se registraron un
total de 1,229 aislamientos de Salmonella, observandose alrededor de 110 serovares
diferentes, de nueve especies de animales comestibles y no comestibles (Shivaramu
et al., 2013); los serovares mas comunes fueron Heidelberg, Enteritidis, Typhimurium,
Anatum, Infantis, Schwarzengrund y Muenchen. Del niumero total de aislamientos
registrados durante el periodo de revision, el 0.6 % procedian de muestras tomadas a

los cerdos de todas las etapas de produccion y durante el procesamiento en el rastro.
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En dos sistemas de produccion, la prevalencia media fue significativamente mayor en
los linfonodos mesentéricos extraidos de canales de cerdo de sistemas de produccion
convencionales que en los de canales de cerdo de sistemas de produccion libres de
antimicrobianos. Se encontraron un total de 24 serovares diferentes; Typhimurium,
Anatum, Infantis y Derby fueron los mas prevalentes (Shivaramu et al., 2013); todos
los serovares aislados tenian alta resistencia a tetraciclina, sulfametoxasol-
trimetoprima y estreptomicina. Desde el afio 2000, la carne de cerdo ha sido
reconocida como un vehiculo alimentario comun para la exposicion a enfermedades
en humanos (Mannion et al., 2012). El objetivo del estudio fue determinar la
prevalencia, serovares y perfiles de resistencia a antibiéticos en cepas de Salmonella
aisladas de heces y tejidos de cerdos provenientes de una granja comercial de ciclo

completo, ubicada en el centro del Estado de Sinaloa, en el noroeste de México.

3.3 MATERIAL Y METODOS

Poblacion de estudio

El estudio se realiz6 en una granja porcina de ciclo completo con una poblacién de
cinco mil cerdos en el poblado de Culiacancito, municipio de Culiacan, Sinaloa, México.
Se recolectaron 227 muestras de heces de todos los espacios y etapas dentro de la
granja (gestacion, maternidad, destete y crecimiento/finalizacion). También se
recogieron muestras de agua, alimento, fauna nociva (Cucaracha), intestino delgado
(ileon) y linfonodos mesentéricos de cerdos que fueron enviados al rastro.

Coleccion de muestra

Se recolectaron aproximadamente 40 g de materia fecal en recipientes estériles
previamente etiquetados. Se tomaron muestras de ocho cerdas seleccionadas en el
area de maternidad 5 dias antes del parto y el dia después del parto. Las muestras de
material fecal que se recogieron de camadas de lechones fueron mescladas (dos
muestras por camada). También se recolectaron muestras de estas mismas camadas
1 dia después del cambio de area (por ejemplo, 1 dia después de pasar de maternidad
a destete y 1 dia después de pasar de destete a engorda). También se recogieron

muestras de heces durante el transporte al rastro y antes del sacrificio. Durante el
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proceso de matanza, se recolectaron aproximadamente 100 gramos de intestino
delgado (ileon) y 100 gramos de tejido de nodulo linfatico mesentérico. Se recogieron

un total de 227 muestras.

Aislamiento de Salmonella

Para el aislamiento de Salmonella, se pesé 1 g de materia fecal de cada muestra y se
incub6 para pre-enriquecimiento durante 48 h a 37°C en caldo de tetrationato.
Posteriormente, las muestras se inocularon en caldo Rappaport Vassiliadis para un
enriquecimiento selectivo y se incubaron durante 24 h a 42°C. Finalmente, las
muestras se inocularon en agar Xilosa Lisina Tergitol-4 seguido de un periodo de
incubacion de 24 h a 37°C (Mannion et al., 2012). Las colonias con caracteristicas de
Salmonella se conservaron en Base Agar Sangre para la posterior extraccion de ADN

y determinacion de perfiles de resistencia antimicrobiana.

Amplificacién del gen invA

Para confirmar el género bacteriano, se amplificé un fragmento del gen invA, que esta
presente en todos los serovares de Salmonella; este gen codifica la invasion del
epitelio intestinal (Pastrana et al., 2014). EI ADN se extrajo utilizando Instagene
Matrix™. Los cebadores invA-1 5GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA-3' e invA-2
3'-TCATCGCACCGTCAAAGGAACC-5' se utilizaron para amplificar una region de 284
pares de bases (Galan et al., 1992). Las condiciones de amplificacion fueron
desnaturalizacién (94°C por un minuto), alineamiento (64°C por 30 segundos),
extension (72°C por 30 minutos), y una extension final (72°C por siete minutos), por 35

ciclos.

Serotipado

El serotipado de cepas de Salmonella se realiz6 en el Centro de Investigaciones
Epidemioldgicas de Sinaloa (Culiacan, Sinaloa, México), el cual esta certificado por la
Organizacion Mundial de la Salud y la Red Global de Infecciones Transmitidas por

Alimentos. La serotipificacion se realizo de acuerdo con el esquema internacional de
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serotipificacion de Kauffman-White, utilizando antisueros de diagnéstico polivalentes,
monovalentes y factores O y H (Kauffman, 1972).

Determinacion de perfiles de resistencia antimicrobiana

La determinacion de los perfiles de resistencia a los antimicrobianos se realizé por
triplicado utilizando el método de difusion en disco, descrito por el Comité Nacional de
Normas de Laboratorio Clinico, para amikacina (AK), ampicilina (AM), carbencilina
(CB), cefalotina (CF), cefataxina (CFX), ciprofloxacina (CPF), cloranfenicol (CL),
gentamicina (GE), netilmicina (NET), nitrofurantoina (NF), norfloxacina (NOF) y
sulfametoxasol-trimetropim (SXT). Las muestras se incubaron a 37°C durante 24 h. Se
uso S. typhimurium ATCC 14028S como control de calidad. Los aislados resistentes a
tres o mas antibidticos pertenecientes a diferentes grupos se registraron como aislados

multirresistentes.
3.4 RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislé Salmonella multirresistente (género confirmado mediante PCR) en 21 de las
227 muestras analizadas, observandose una prevalencia del 9.25% (IC95% 5.26-
13.24). (Cuadro 1; Figura 1). Se identificaron diez serovares diferentes (Cuadro 2). Los
resultados de la resistencia antimicrobiana se presentan en la Cuadro 3.

Las infecciones por Salmonella en cerdos resultan en grandes pérdidas econdémicas
al afectar negativamente los indices de productividad como la mortalidad, la ganancia
diaria de peso y la conversion alimenticia, también es una de las enfermedades
zoondticas més importantes en el mundo. Segun Sanchez et al. (2007), el promedio
mundial de granjas porcinas positivas para Salmonella es de alrededor del 59 %, con
un promedio del 17 % de cerdos infectados por granja.

En esta invetigacion se aislé Salmonella de heces recolectadas en diferentes etapas
de produccion y de tejido de ileon que en este estudio el resultado fue de 9.25% de
prevalencia que esta por debajo del 56% de prevalencia encontrado por Arcos-Avila et
al. (2013) en hisopos de canales. Calvete et al. (2015) realizaron una investigacion en
Buenos Aires en la que se analizaron 200 muestras correspondientes a diferentes
etapas de produccion, obtuvieron una prevalencia del 3.37%, que tampoco es similar

a las obtenidas en nuestro estudio. Calvete et al. (2015) informaron de un fragmento
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del gen invA en el 100% de las muestras de aislados bacterianos que amplificaron
mediante PCR, este factor de virulencia codifica en la isla de patogenicidad 1 (IPS1) y
esta asociado con la capacidad de la bacteria para ingresar a las células epiteliales,
los resultados obtenidos en el presente estudio son consistentes con ese hallazgo.

Ibar (2017), encontré una prevalencia de Salmonella del 44% en muestras de
linfonodos mesentéricos; se identificaron 15 serovares diferentes, siendo los serovares
mas prevalentes: Schwarzengrund, Heidelberg, subsp I (6,8:e,h:-), Derby, Bredeney y
Typhimurium, esos resultados difieren a lo observado en este estudio en el que se
identificaron 10 serovares diferentes de 21 aislamientos (Untypable, Javiana,
Seftenberg, Anatum, Tokoin, Newport, Typhimurium, Group E1, Group C1 y Group
C2), siendo el serovar Anatum el mas prevalente (42.85%). Ademas de encontrarlo
durante el sacrificio, el serovar Anatum fue el mas prevalente, estuvo presente en
todas las areas de la granja, excepto en el area de destete. Newport fue el serovar
mas prevalente en el area de destete. La diversidad de serovares encontrados durante
el ciclo de produccién y en el rastro apoya la hipétesis de que la contaminacion del
medio ambiente se produce a través de la excrecion de bacterias a través de las heces.
Ibar (2017) examinoO los perfiles de resistencia a los antimicrobianos, encontr
resistencia a la ampicilina en el 22% de las muestras, en tanto que Talavera et al.
(2011) observaron una resistencia del 17.4%. En este estudio se observdé una
resistencia a la ampicilina en el 100% de los serovares. Talavera et al. (2011)
observaron que el 25.28% de los aislados fueron resistentes al cloranfenicol; en el
presente estudio el 66.6% de los serovares mostro resistencia al cloranfenicol. Los
perfiles de resistencia antimicrobiana de los serovares identificados en este estudio
difieren de los encontrados por otros investigadores. Los altos valores de prevalencia,
la diversidad de serovares encontrados y la multirresistencia encontrada en este
estudio deberian alertar a los médicos involucrados en el proceso de produccion sobre
el uso de terapias antimicrobianas. Estos hallazgos también indicaron que Salmonella

presenta un riesgo como enfermedad zoonética en el rastro.
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Cuadro 1. Prevalencia de Salmonella en las muestras analizadas

Area de muestreo Muestas  Muestras Prevalencia %
analizadas positivas
Gestacion (heces)? 17 2 11.76
Maternidad (heces)® 27 3 11.11
Maternidad (heces de lechones)® 11 1 9.09
Destete (heces)d 22 2 9.09
Engorda (heces)® 17 1 5.88
Embarque (heces)f 16 0 0
Desembarque (heces)? 7 0 0
ileon 48 10 20.83
linfonodos mesentéricos 45 0 0
Fauna nociva (cucaracha) 4 1 25
Heces de roedores 5 1 20
Agua de estanque de enfriamiento’ 8 0 0
227 21 9.25%

aHeces recogidas en pasillo de cerdas en zona de gestacion. "Heces recogidas de jaulas de cerdas en
el area de maternidad un dia después del parto. ‘Heces recogidas de lechones un dia después del parto.
dHeces recogidas de cerdos un dia después de su estancia en la zona de destete. eHeces recolectadas
de cerdos un dia después de su llegada a la zona de engorda. 'Heces recolectadas de los cerdos durante
el traslado al rastro. 9Heces recolectadas de cerdos 24 horas después del transporte en un corral de
recepcion desde un rastro tipo inspeccion federal (TIF). PLinfonodos mesentéricos obtenidos durante el
proceso de sacrificio en el rastro TIF. "Tejido de ileon obtenido durante el proceso de sacrificio en el
rastro TIF. IMuestra de agua utilizada para enfriar cerdos en la zona de engorda.

1 2 34 56 7 809

Figura 1. Amplificacion del gen invA. Carril 1, marcador de par de bases; carril 2, control positivo;
carril 3, heces del area de gestacion; carril 4, heces del area de maternidad; carril 5, heces del area de
destete; carril 6, heces del area de engorde; carril 7, muestra de tejido (ileon); carril 8, heces de
roedores; carril 9, control negativo (agua destilada).
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Cuadro 2. Serovares de Salmonella aislados de heces de cerdo, cucarachas, dentro

de la granja y de tejidos obtenidos durante la matanza en un Rastro Tipo Inspeccion

Federal.
Serovar Porcentaje de aislamiento Fuente de aislamiento
Maternidad (heces de lechones)
Heces de roedor
Anatum 42.85%
Engorda (heces)
lleon
Seftenberg 9.52% Maternidad (heces)
lleon
Untypable 4.76% Gestacion (heces)
Javiana 4.76% Gestacion (heces)
Tokoin 4.76% Gestacion (heces)
Newport 4.76% Destete (heces)
Typhimurium 4.76% lleon
Group C2 4.76% Maternidad (heces)
Cucaracha (area de maternidad)
Group E1 14.2% lleon
lleon
Group C1 4.76% lleon
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Cuadro 3. Resistencia antimicrobiana de los serovares de Salmonella.

Serovar de Total AK AM CB CF CFX CPF CL GE NET NF NOF

(%)
X
3

Salmonella
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Group C2
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Group E1

Typhimurium
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Resistencia,

%
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Newport
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0 0
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0 0
0 0
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0 0

O O O O O O o o o o o o
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100 100 66.6

&
\‘
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Amikacina (AK), ampicilina (AM), carbencilina (CB), (CPF), cloranfenicol (CL), gentamicina (GE),
netilmicina (NET), nitrofurantoina (NF), norfloxacina (NOF), sulfametoxasol-trimetropim (SXT)

3.5 CONCLUSIONES

La prevalencia de Salmonella en los cerdos en la unidad de produccién porcina
estudiada fue del 9.25%; los serovares con mayor frecuencia en los aislamientos
realizados fueron Anatum (42.85%), seguido de Group E1 (14.2%), y Seftenberg
(9.52%); los serovares Untypable, Javiana, Tokoin, Newport, Typhimurium, Group C2
y Group C1 tuvieron una prevalencia del 4.76%, respectivamente. Todos los serovares
observados mostraron resistencia a ampicilina y carbencilina; fueron sensibles a
cefalotina, cefataxina, ciprofloxacina, gentamicina, nitrofurantoina y norfloxacina.
Aunque la prevalencia observada de Salmonella es baja, la resistencia a
antimicrobianos y la presencia de Salmonella en los cerdos a nivel de granja y en

rastro, representa un riesgo potencial para la salud publica.
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CAPITULO 4. CONCLUSIONES GENERALES

Los resultados del presente estudio indican que los serovares Anatum, Seftenberg,
Tokoin, Newport, Typhimurium, Serrakunda, Muenchen, Grupo E1 (E2-E4), Grupo E1
y Grupo C1 son clonas bacterianas, lo que sugiere una posible fuente de
contaminacion cruzada de Salmonella en las unidades de produccion porcina
analizadas.

La prevalencia observada de Salmonella fue del 9.34%; los serovares identificados
con mayor frecuencia en los aislamientos realizados fueron Anatum, seguido de Group
El, y Seftenberg; los serovares Untypable, Javiana, Tokoin, Newport, Typhimurium,
Group C2y Group C1 tuvieron la mas baja frecuencia. Todos los serovares observados
mostraron resistencia a ampicilina y carbencilina; fueron sensibles a cefalotina,
cefataxina, ciprofloxacina, gentamicina, nitrofurantoina y norfloxacina. Aunque la
prevalencia observada de Salmonella es baja (9.34%), la resistencia a antimicrobianos
y la presencia de Salmonella en los cerdos a nivel de granja y en rastro, representa un

riesgo potencial para la salud publica.
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ANEXOS

Anexo 1. Medios de cultivo usados para el aislamiento de Salmonella

e Difco ™Base de Caldo de Tetrationato

Contenido (Formula aproximada por litro)

Reactivo Cantidad
Peptona Proteosa 259
Digerido Pancreatico de Caseina 259
Hiel de Buey 109
Tiosulfato de Sodio 30.0g
Carbonato de Calcio 10.0g

Método de preparacion: suspender 4,6 g del polvo en 100 mL de agua purificada y
calentar hasta ebullicion, enfriar por debajo de 60 °C, agregar 2 mL de solucion de
yodo (6,0 g de cristales de yodo y 5,0 g de yoduro de potasio en 20,0 mL de agua). No
recaliente el medio después de agregar yodo, no autoclave. Usar inmediatamente.
Pruebe el rendimiento del producto terminado utilizando cultivos de control tipicos y
estables. pH final 8.4 +0.2

e Difco ™Medio MSRV (Semi-sélido Modificado Rappaport-Vassiliadis)

Contenido (Férmula aproximada por litro)

Reactivo Cantidad
Triptosa 459 ¢
Caseina Hidrolizada (Acida) 4.59 g
Cloruro de Sodio 7.34 9
Fosfato de Dihidrégeno Monopotasico 1.47 g
Cloruro de Magnesio (Anhidro) 10.93 g
Oxalato Verde Malaquita 0.037 g
Agar 2.79

Método de preparacion: suspender 31,6 g del polvo en 1 L de agua purificada, mezclar
bien, calentar con agitacion frecuente para disolver completamente el polvo, no
esterilizar en autoclave. Enfriar a 50°C y agregar asépticamente 10 mL de suplemento
antimicrobiano Novobiocin y mezclar bien. pH final 5.2 +0.2
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e Difco ™ XLT4 Agar Base

Contenido (Foérmula aproximada por litro)

Reactivo Cantidad
Peptona Proteosa No. 3 169
Extracto de Levadura 3.09
L-Lisina 509
Xilosa 3.75¢
Lactosa 750
Sacarosa 759
Citrato de Amonio Férrico 0.8¢g
Tiosulfato de Sodio 6.8 g
Cloruro de Sodio 509
Agar 18.0¢g
Fenol Rojo 0.08 g

Método de preparacion: suspender 59 g del polvo en 1 L de agua purificada. Agregue
4,6 ml de suplemento de agar XLT4, mezcle bien, calentar con agitacion frecuente y
hervir durante 1 minuto para disolver completamente el polvo. Evite el
sobrecalentamiento. N autoclave. Pruebe el rendimiento del producto terminado para
determinar su rendimiento, utilizando cultivos de control tipicos y estables. pH final 7.4
+0.2

e BD Bioxon Base de Agar Sangre

Contenido (Formula aproximada por litro)

Reactivo Cantidad
Infusiéon de Musculo Cardiaco 10.0¢g
(Sélidos)
Peptona de Carne 10.0g
Cloruro de Sodio 50¢g
Agar 1509

Método de preparacion: disolver 40 g del medio deshidratado en un litro de agua
destilada remojar entre 5y 10 min, hervir durante 1min. Esterilizar a 121°C durante 15
min, después enfriar a 45-50°C y vaciar en cajas Petri estériles. Para el medio
suplementado con sangre afiadir en proporcion de 5% la sangre desfibrinada esteéril,
homogenizar y vaciar en cajas Petri estériles. pH final 7.3 +0.2 a 25°C.
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Anexo 2. Procedimiento de asilamiento de Salmonella en heces y tejidos

recuperados de cerdos

1.
2.

Toma de muestas en Granjas y tejido (ileon) en Rastro

Pesar 1 g de heces, 10 g de ileon o bien 1 ml de liquido, segun sea el caso vy,
depositarlos en 10 ml de caldo Tetrationato (afiadir 0.2 ml de solucion yodo-
yodurada previamente), incubar por 48 horas a 37°C.

Tomar 0.1 ml de muestra de caldo Tetrationato y colocarla en 9.9ml de
Rappaport Vassiliadis (MSRV) con novobiocina. Incubar a 42°C durante 24
horas.

Sembrar en agar XLT4 e incubar a 37°C, 24 horas.

5. Observar las colonias desarrolladas, las de coloracion negra (presencia de

sulfuros), de 1-3 mm de diametro aproximadamente, resembrar para realizar

pruebas bioquimicas.

Anexo 3. Protocolo de extracciéon de ADN con kit comercial InstaGene™Matrix

(Bio-Rad Laboratories, Inc.)

1.

© © N o o b 0N

Recuperar con un asa bacteriolégica algunas colonias bacterianas del medio de
cultivo (Base Agar Sangre).

Resuspender la colonia en 1000 ul de agua estéril.

Centrifugar por un minuto a 10,000-12,000 rpm.

Remover el sobrenadante.

Afadir 200 pl InstaGene™ Matrix al pellet e incubar a 56°C por 15-30 minutos.
Vértex a maxima velocidad por 10 segundos.

Incubar a 100°C por 8 minutos.

Voértex a maxima velocidad por 10 segundos.

Centrifugar por 3 minutos a 10,000-12,000 rpm.

10.Use 20 pl del sobrenadante por cada 50 pl de reaccién de PCR.

11. Guarde el preparado a -20°C.
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Anexo 4. Imagenes capturadas durante latoma de muestras

3. Cerdos en area de destete (Granja Recoveco)
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5. Cerdos durante el transporte a rastro (Granja la Huerta)

Anexo 5. Imagenes de crecimiento bacteriano en medios de cultivo XLT4

Cultivos de Salmonella en agar selectivo XLT-4. Se observan las colonias negras
caracteristicas causadas por la produccion de sulfuro de hidrégeno.
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Anexo 6. Imagen satelital de granja La Huerta

1 area de ingreso a la granja y oficinas, 2 area de almacén y procesamiento de
alimentos, 3 almacén de granos (maiz), 4 area de engorda, 5 area de gestacion, 6 area
de maternidad, 7 area de destete, 8. area de inseminacion.
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Los circulos en color azul indican las areas de las cuales se recolectaron muestras.
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Los puntos rojos indican los lugares en los cuales se aislo a Salmonella.
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Anexo 7. Imagen satelital de granja Recoveco

1 almacén de alimentos, 2 taller y almacén de maquinaria agricola, 3 area de
maternidad, 4 area de destete, 5 area de engorda, 6 area de sementales, 7 area de
maternidad. En circulo de color azul se muestran las areas de donde se recuperaron
muestras.
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Los puntos rojos indican los lugares en los cuales se aislo a Salmonella
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