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RESUMEN

La salmonelosis en cerdos es una enfermedad que produce grandes pérdidas
econdmicas en la produccidn porcina y constituye uno de los vehiculos mas importantes
para las infecciones en humanos. Sin embargo, poco se conoce sobre la presencia de
Salmonella en cerdos de Argentina. Los objetivos de este trabajo fueron detectar y
caracterizar las poblaciones de Salmonella spp. presentes en cerdos y compararlas con
aislamientos de casos clinicos en humanos en el pais. Para esto, se tomaron muestras de
materia fecal de cerdos en edad de faena en 52 granjas de 7 provincias argentinas. La
prevalencia de granjas positivas a Salmonella spp. fue del 42%, con una media de 4,4%
(95% IC = 2,5 - 6,2) cerdos que excretaban la bacteria en heces en cada granja positiva.
Se procesaron 1.518 muestras de materia fecal, de las que se recuperaron 97 aislamientos
de Salmonella enterica que fueron clasificadas en 12 serovariedades, entre las que S.
Typhimurium y S. Derby fueron las mas frecuentemente aisladas. Se obtuvieron 35
perfiles genéticos por xbal-PFGE, con lo que se identificaron subtipos genéticos de S.
Typhimurium en diferentes granjas. Ademads, al ser comparadas con la Base Nacional de
Subtipos de Salmonella se logré identificar cepas con agrupamientos similares, e
inclusive pulsotipos idénticos, con cepas aisladas en hospitales de casos clinicos en
humanos. Estos resultados demuestran la amplia distribucién de Salmonella en la
produccién porcina argentina y la presencia de cepas compartidas entre los cerdos y
humanos en el pais, lo que plantea la necesidad de evaluar la implementacién de medidas

de control de este patégeno en la produccién porcina nacional.
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INTRODUCCION GENERAL

Género Salmonella

El género Salmonella pertenece a la tribu Salmonelleae, de la familia
Enterobacteriaceae. Este género fue objeto de sucesivas modificaciones, a través de los
aflos, en lo que respecta a su nomenclatura y taxonomia. Sin embargo, se mantienen las
ideas desarrolladas por P.R. Edwards y H.W. Ewing en la década del 40, cuando
definieron e identificaron las primeras cepas del género Salmonella y de otros miembros

de la familia Enterobacteriaceae (Caffer y col., 2008).

Estudios del ADN mediante técnicas de hibridacién mostraron que el género

Salmonella esta constituido por 2 especies: Salmonella enterica y Salmonella bongori.

Salmonella enterica estd compuesta por 6 subespecies: Salmonella enterica
subespecie enterica, Salmonella enterica subespecie salamae, Salmonella enterica
subespecie arizonae, Salmonella enterica subespecie diarizonae, Salmonella enterica

subespecie houtenae y Salmonella enterica subespecie indica (Caffer y col., 2008).

A su vez, las subespecies de Salmonella enterica (S. enterica) se dividen en més de
2400 serovariedades, que estian definidas en funciéon de diferentes asociaciones de
factores antigénicos sométicos O y flagelares H. La mayoria de las serovariedades
aisladas del hombre y de los animales de sangre caliente pertenecen a la subespecie
enterica (subespecie 1) y llevan un nombre relacionado con el lugar geogréfico donde se

la aisl6 por primera vez (Caffer y col., 2008).

Como las serovariedades no tienen nivel taxondmico de especie, sus nombres no
siguen las reglas del “International Code of Nomenclature of Bacteria”, de manera que
sus nombres se escriben en letras romanas (no italicas) y con mayuscula; por ejemplo el

nombre completo de Salmonella Typhimurium es Salmonella enterica subespecie



enterica serovariedad Typhimurium. Como este nombre es muy largo, a los fines

précticos se utiliza directamente Salmonella Typhimurium.

Las serovariedades pertenecientes a las subespecies restantes y a Salmonella
bongori, de baja incidencia en patologia humana o animal, se designan con el nombre
de la subespecie, seguido de la férmula antigénica, por ejemplo: Salmonella subesp.

IV 50: b: - (Salmonella enterica subesp. houtenae 50: b: -) (Caffer y col., 2008).

Los nombres de todas las serovariedades estan contenidos en el Esquema de White-
Kauffmann-Le Minor, publicado periédicamente por el “Centro Colaborador de la
OMS de Referencia e Investigacion de Salmonella”, del Instituto Pasteur de Paris,

Francia.

Los miembros del género Salmonella estdn ampliamente distribuidos en la
naturaleza, se los encuentra como comensales y como patégenos en el tracto
gastrointestinal de mamiferos domésticos y salvajes, reptiles, aves e insectos,
causando un amplio espectro de enfermedades en el hombre y los animales. Ademas
de los animales que actian como reservorio y fuente de infecciéon de bacterias del
género, se ha demostrado la presencia y viabilidad de Salmonella en el ambiente, con
persistencia por largos periodos de tiempo (Jensen y col., 2006), especialmente con
la formacién de biofilms naturales que incluyen algas verdes, protozoos, hongos y

bacterias, y que pueden estar presentes en diferentes cursos de agua (Sha y col., 2011).

Las serovariedades presentes dentro de S. enterica se pueden clasificar en tres

grupos:

a) Los que no tienen preferencia por algiin huésped en especial, por lo que infectan
tanto al hombre como a los animales. En este grupo se encuentran la mayoria de las

serovariedades responsables de los cuadros de salmonelosis.

b) Los que infectan s6lo al hombre: S. Typhi, S. Paratyphi A y S. Paratyphi C.



c) Los que estan adaptados a un huésped animal: S. Abortusovis, a los ovinos; S.

Abortusequi, a los equinos; S. Gallinarum, a las aves; S. Choleraesuis, a los cerdos.

En forma general, los microorganismos del género Salmonellae se caracterizan
fenotipica y fisioldgicamente por ser bacilos Gram negativos (0,7 a 1,5 x 5 pm), no
fermentadores de lactosa. Son méviles por medio de flagelos periticos, con la excepcion
de S. Pullorum y S. Gallinarum. Fermentan glucosa con produccién de 8 acido y gas
(excepto S. Typhi). También fermentan L-arabinosa, maltosa, D-manitol, D-manosa, L-
ramnosa, D-sorbitol, trehalosa, D-xilosa y D-dulcita. Son oxidasa negativo, catalasa
positivo, indol y Voges-Proskauer (VP) negativo, rojo de metilo y citrato de Simmons

positivo, urea negativo y producen SH2.

Salmonella enterica posee una gran cantidad de factores de virulencia que intervienen
en los mecanismos de patogenicidad (Boyen y col., 2008; Garcia del Portillo y col.,
2008; Spector y Kenyon, 2012). Sélo la invasién y supervivencia intracelular esté
mediada por al menos 60 genes cromosémicos de virulencia codificados en diferentes
islas de patogenicidad (Lahiri y col., 2010). Hasta el momento se han identificado 12

islas de patogenicidad presentes en el genoma de Salmonella.

Ademids de esto, S. enterica posee diversos sistemas regulatorios dobles (TCS) que
representan sensores capaces de identificar, desde la disponibilidad de nutrientes o pH,
hasta diferentes moléculas de estrés oxidativo o téxicas. Estos TCS monitorean el
ambiente y colaboran en la adaptacién y supervivencia de la bacteria bajo ciertas
condiciones (Lahiri y col., 2010). Investigaciones recientes han demostrado esta
capacidad de adaptacién de las variedades patégenas del género, no sélo a posibles
condiciones de estrés (Spector y Kenyon, 2011), sino también para la regulacion de los
mecanismos genéticos requeridos en la patogénesis de S. enferica segun el huésped. En
este sentido, Bearson y Bearson (2011) revisaron los altimos descubrimientos a partir

de técnicas moleculares para la deteccién de factores de virulencia, resaltando las
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diferencias encontradas en la funcién y requerimientos para la patogénesis sistémica
de S. Typhimurium en ratones, modelo tipico de estudio, con los mecanismos que
favorecen la colonizacién intestinal en cerdos. Estas diferencias marcan la
adaptabilidad de los serotipos patégenos de Salmonella spp., mediante la expresion

de factores de virulencia codificados en su estructura genética segun el huésped.
Salmonelosis

Las infecciones por Salmonella spp. en cerdos son de importancia por dos razones
principales. Por un lado, la enfermedad clinica (salmonelosis) que afecta a los cerdos
y que produce grandes pérdidas econdémicas por impactar sobre indices productivos
como la mortalidad, ganancia diaria de peso y conversion alimenticia (Carlson y col.,
2012). Por otro lado, desde el punto de vista de la Salud Publica, las infecciones
causadas por Salmonella spp. en el hombre constituyen una de las enfermedades

zoonoticas mas importantes en el mundo (EFSA, 2013).

La relevancia del problema en produccion animal se ve reflejada en reportes de
Muirhead y Alexander (2001), quienes plantean que la mortalidad producida en
cuadros de salmonelosis, sumado a las pérdidas de produccién y la afeccién de los
indices de conversion, generan un costo estimado de £16.200/afio/cada 100 madres
en produccién. Esto se relaciona no solo a los cuadros clinicos digestivos, sino
también a presentaciones subclinicas donde se comprobd que la presencia de
Salmonella spp. afecta la maduracién y composicién normal de la microbiota
intestinal, cambios que podrian significar un detrimento en el desempefio productivo

de los animales infectados (Bearson y col., 2013).

En Salud Publica, las infecciones causadas por Salmonella spp. afectan a todos los
grupos etarios, presentando cuadros mds severos en niflos menores de 5 afios,

ancianos e inmunocomprometidos (Lakshmaiah y col., 2009; Schulze y col., 2009;



Ramos Moreno y col., 2010). La principal reserva de Salmonella est4 en los animales, y
estos microorganismos son transmitidos al hombre en forma directa 0o, mas cominmente,

a través del consumo de alimentos contaminados de origen animal (Plym Forshell y

Wierup, 2006).

La Unidn Europea (UE), a través de los reportes epidemiolégicos de la European
Food Safety Athority (EFSA), comunicé que en el afio 2011 se presentaron 95.540 casos
de salmonelosis no-tifoidea en esa regién (EFSA, 2013). En Los Estados Unidos,
Voetsch y col. (2004) estimaron que alrededor de 1,4 millones de personas por afio
manifiestan cuadros de salmonelosis no-tifoidea, lo que resulta en 15.000
hospitalizaciones y 400 muertes por afio en ese pais. Se estima que los costos socio-
econdmico atribuidos a salmonelosis transmitida por alimentos en ese pais estarian entre
los 2,3 y los 12,8 billones de dolares anuales, y especificamente, més de 81,53 millones
de ddlares para casos asociados con consumo de carne de cerdo (Miller y col., 2005).
Sumado a esto, segun un estudio europeo, la implementacién de los diferentes métodos
de control para reducir el nivel de patégenos en la canal dentro del frigorifico (agua
caliente, ultrasonido, acido lactico 2,5% por 5seg) requiere de €5,4 millones por aiio, lo
que sugiere un costo promedio adicional por carcasa de entre €0,19 y €0,26 (Lawson y

col., 2009).

La creciente aparicion de casos de salmonelosis transmitidas por alimentos en todo el
mundo, ha llevado a los paises de manera individual o en asociacién, como la UE, a
desarrollar programas qué mitiguen la infecciéon en humanos a través del control en
animales (Directiva Europea 2003/99, Regulacion —EC- N°2160/2003, Regulaciéon -EC-

N°668/2006).

En la Argentina, la salmonelosis no-tifoidea no es una enfermedad de notificacion
obligatoria.El Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) — ANLIS “Dr.

Carlos G. Malbrén”, recibe aislamientos de Salmonella derivados por los laboratorios
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participantes de la Red Nacional de Diarreas y Patégenos Bacterianos de Transmision
Alimentaria y del Programa de Unidades Centinelas de Diarrea, como también
aislamientos de origen animal y de alimentos. Segin sus informes, en los ultimos
afios las serovariedades S. Typhimurium, S. Enteritidis y S. Infantis han sido las mas
frecuentes en casos clinicos en humanos, mientras que en animales los serotipos més
frecuentemente aislados fueron S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Gallinarum y S.
Dublin, con variaciones de acuerdo a la especie animal (Caffer y col., 2007). Algunos
otras serovariedades aisladas en cerdos fueron S. Typhimurium, S. Derby, S.
Bovismorbificans y S. Schwarzengrund, entre otras (Parada y col., 2008; Ibar y col.,
2009; Parada y col., 2013). Sin embargo, no se cuenta con informacion estadistica
sobre la frecuencia de presentacién de estas serovariedades en la produccién porcina
nacional, ni de su posible relacién con aquellas reportadas en casos de salmonelosis

en humanos.
Salmonelosis en el cerdo

Desde el primer reporte de aislamiento de S. Choleraesuis realizado por Salmon y
Smith (1886), se han encontrado un gran nimero de serovariedades capaces de infectar
y producir cuadros clinicos o subclinicos en los cerdos (Davies, 1998; van Duijkeren y

col., 2002; Griffith y col., 2006).

El cuadro clinico de salmonelosis producido por serovariedades de S. enterica se
presenta principalmente en cerdos durante el post-destete, aproximadamente a los 50
dias de vida, aunque todas las edades son susceptibles a la infecciéon (Gooch y Haddock
1969; Wilcock y col., 1976), lo que estaria relacionado a la presencia de anticuerpos
(Ac) adquiridos por inmunidad pasiva en primera instancia, y luego por Ac generados
por el propio animal. Asimismo, la enfermedad puede presentarse con diferentes cuadros
en forma independiente, como el septicémico, nervioso, respiratorio, abortivo y

digestivo.



En forma general, los cerdos infectados con S. Choleraesuis presentan signos clinicos
entre las 36 y 48 h post-infeccion; y eliminan durante el curso clinico de la enfermedad
entre 10° y 10° unidades formadoras de colonias (ufc) de la bacteria por gramo de
materia fecal (Smith y Jones, 1967). Del mismo modo, en casos de infecciones por S.
Typhimurium se observé la excrecién de mas de 107 ufc/g materia fecal (Gutzmann y

col., 1976).

Se considera que la principal ruta de transmision de serotipos virulentos de S. enterica
entre cerdos es el contacto fecal-oral. Sumado a esto, el contagio puede producirse por
contacto directo a través de secreciones o desde el ambiente contaminado al cerdo
(Griffith y col., 2006). Schwartz (2000) plantea ademas la posibilidad de transmisién
vertical de la hembra a su descendencia. También se ha descripto la via aer6gena como
posible mecanismo de trasmisidn, sobre todo en variedades muy virulentas como S.
Typhimurium (Oliveira y col., 2007), aunque no pudo ser comprobada para otros

serotipos como S. Panama (Oliveira y col., 2010).

Una de las principales limitantes en la transmisidn seria la alta dosis infectante
necesaria para producir un cuadro clinico. Segan diversos trabajos, se necesitan mas de
10% ufc de S. Typhimurium para producir una infeccién con presentacion clinica de
salmonelosis en cerdos (Loynachan y Harris, 2004, 2005). Sin embargo, como ya ha sido
mencionado, las concentraciones de este patégeno en la materia fecal de cerdos con

cuadros clinicos puede superar ampliamente esta cantidad.

Salmonella Choleraesuis, ampliamente adaptada al cerdo, es la responsable de la
mayoria de los casos de salmonelosis septicémica en esta especie (Brown y col., 2007),
y es al mismo tiempo, considerada de gran importancia en los cuadros septicémicos en

humanos (Chiu y col., 2004).

La salmonelosis septicémica del cerdo se caracteriza por la apariciéon de signos

clinicos como fiebre, depresion, anorexia, disnea, decoloracién azul-purpura de la piel
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en extremidades, orejas y hocico; e inclusive muerte subita en cuadros hiper-agudos. La
presencia de neumonia intersticial o en algunos casos neumonia fibrinosa,
linfoadenopatia y necrosis hepatica multifocal, son los hallazgos patolégicos mas
frecuentes de los cuadros septicémicos. Como regla general, pueden encontrarse
multiples focos hemorragicos, desde petequias a equimosis, en la mayoria de los 6rganos
y tejidos. La naturaleza de las lesiones anatomopatolégicas de los cuadros septicémicos
por S. Choleraesuis hace que deba ser considerada como uno de los diagndsticos

diferenciales en casos de peste porcina clasica (Brown y col., 2007).

Por otro lado, los cuadros entéricos de salmonelosis pueden ser atribuidos a un gran
numero de serovariedades no especificas de cerdo, entre las que se encuentran en primer
lugar S. Typhimurium, y luego S. Derby o S. Heidelberg como las més frecuentemente
aisladas (Schwartz, 2000; Alsop, 2005). Ademas, han sido reportados cuadros entéricos
en cerdos infectados experimentalmente con S. Panama (Oliveira y col., 2010). La
enteritis se caracteriza clinicamente por la presencia inicial de diarrea liquida amarilla
en el 10 al 15% de los cerdos (Alsop, 2005), y que en pocos dias puede afectar a la

mayoria de los animales de la piara (Griffith y col., 2006).

La diarrea tiene una duracidn de entre tres y siete dias, aunque, suele presentarse en
forma recurrente por varias semanas (Griffith y col., 2006). Los cerdos afectados pueden
manifestar fiebre, anorexia y deshidratacion concomitante a la diarrea. Guenther y col.
(2010), asociaron la presencia de bajos nimeros de Salmonella en el contenido de colon
con el incremento de temperatura corporal del animal, a partir de infecciones
experimentales. Los autores reportaron que el 33,3% de los animales manifestaron
temperatura corporal superior a 40°C, y el 41,6% tuvo diarrea durante el periodo de

observacion pos infecciéon de 4 semanas.

La mortalidad del cuadro entérico es generalmente baja, con valores de alrededor del

1,8% (Alsop, 2005), y esta relacionada a la deshidratacion y al desequilibrio electrolitico
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(hipokalemia) producido por la diarrea. La mayoria de los cerdos se recuperan
completamente, aunque una proporcién puede quedar como portador y excretar
Salmonella en materia fecal en forma intermitente, hasta por cinco meses (Griffith y
col., 2006). Las lesiones anatomopatoldgicas asociadas a cuadros entéricos de
salmonelosis se caracterizan por una tiflocolitis fibrino necrética, con formacién de

membranas pseudodiftéricas (Brown y col., 2007).

Deteccién y caracterizacién de Salmonella

La metodologia diagndstica para establecer la prevalencia de cerdos infectados en
una piara es variable seguin los objetivos que se persigan. La serologia, especialmente a
partir de pruebas de ELISA para detectar anticuerpos contra Salmonella spp. permite
conocer si los cerdos pueden haber estado expuestos a este patégeno y, ademas, han sido
propuestos diversos sistemas de clasificacidn para categorizar piaras de baja, moderada
o alta prevalencia, que permitan luego tomar medidas estratégicas de control segun el
nivel de infeccion (Mggelmose y col., 2000; van der Wolf y col., 2001; Alban y col.,
2002; de Vos y col., 2007; Hofshagen y col., 2008; Alban y col., 2012). Esta técnica sin
embargo, presenta grandes dificultades ya que la sola deteccion del agente por serologia
puede ser muy variable, con animales infectados que nunca seroconvierten (Kranker y
col., 2003), y principalmente por no permitir la caracterizacién de las poblaciones de
Salmonella que pueden estar presentes, informacién necesaria a la hora de evaluar e

implementar medidas de control.

En forma general, la mayoria de los programas de control en cerdos incluyen algin
tipo de cultivo bacteriolégico de muestras de heces, o de una serie de 0rganos como
tonsilas y ganglio mesentéricos ileocecales (GMI) tomados durante la faena, que
permiten caracterizar las poblaciones de Salmonella presentes en estos animales (Funk,
2003; Nollet y col., 2005; Nowak y col., 2007; Magistrali y col., 2008). Cabe recordar

que, si bien segin diferentes autores la eliminacién del agente bacteriano por materia
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fecal puede ocurrir dentro de los 14 dias pos infeccion (C6té y col., 2004), o durante 18
a 26 dias (Kranker y col., 2003), Salmonella puede incorporarse a las células del huésped
y el animal permanecer como portador durante 26 semanas (Ghosh, 1972; Williams y
col., 1981). La posibilidad de supervivencia intracelular en animales asintomaticos
posee gran relevancia en el mantenimiento de las infecciones entre cerdos (Wilcock y
Schwartz, 1992), y para la deteccion de animales portadores en frigorifico. A esto se
suma la presencia de sistemas de quorum-sensing que permiten la reactivacion de
infecciones latentes ante condiciones de estrés comunes en granjas o durante el
transporte y estadia pre faena, lo que incrementa la cantidad de Salmonella excretada en

heces (Walters y Sparandio, 2006).

Diferentes sistemas de monitoreo en plantas de faena han sido ampliamente utilizados
en los ultimos afios con el objetivo de establecer una linea basal que brinde datos de la
magnitud del riesgo que representa la carne y los subproductos de cerdo para la
poblacién (EFSA, 2006b). La Unién Europea fue de las primeras en implementar un
diagndstico de situacion regional de la presencia de Salmonella spp. en los cerdos
faenados (Regulacion -EC- N°668/2006), 1o que brindé informacién elemental para
establecer diferentes programas de control en la cadena de produccién de carne de cerdo
de sus Estados Miembros. Aunque esta informacién es de enorme importancia para la
seguridad alimentaria de la poblacidn, es dificil saber si estos datos representan la
situacion real de los sistemas productivos de esa regidn, ya que si bien el monitoreo
bacterioldgico en frigorifico permite analizar los tejidos de un gran nimero de animales,
presenta como desventaja la discrepancias en la representatividad de la situacién en la
granja, debido a la posible contaminacién de los animales durante el transporte o estadia
en el frigorifico, que segin algunos autores, representa la mayor fuente de
contaminacion cruzada de Salmonella (Erdman y col., 2003; Vyt y col., 2006; Mannion

y col., 2012).
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Algunos ejemplos de las dificultades del monitoreo en plantas de faena pueden verse
en Loynachan y Harris (2005), quienes expusieron cerdos a S. Typhimurium a través de
la via intranasal y ambiental y determinaron que la bacteria pudo ser aislada en tejidos
como sangre, tonsilas, ganglio mandibular, timo, pulmén, higado, GMI, rifién, musculo,
ileon, ademds de contenido cecal y contenido de colon, a tan solo 3 h post-infeccion.
Magistrali y col. (2008) en un estudio de la dindmica de la infeccién por Salmonella en
una granja, desde el ingreso de los cerdos hasta su salida para faena, encontraron
diferencias en las serovariedades aisladas en granja con las variedades de mayor
frecuencia de presentacion en GMI, contenido cecal e hisopados de la canal en
frigorifico. Demostraron ademas, que las serovariedades aisladas de los cerdos faenados
coincidian con las aisladas en el camidn de transporte de esos animales, con perfiles
genéticos idénticos. Erdman y col. (2003) también encontraron diferencias entre las
serovariedades y genotipos de Salmonella spp. aislados de materia fecal de cerdos dentro
de la granja, con aquellos aislados de GMI de cerdos de las mismas granjas, luego de su
faena. Resultados similares fueron reportados por Mannion y col. (2012) quienes
concluyeron que el transporte, el periodo de espera y la rutina de faena constituyen una

importante fuente para la infeccidén de cerdos con Salmonella spp.

Las discutida validez del monitoreo en frigorifico para conocer la situacioén de este
patégeno en una granja, plantean la necesidad de utilizar muestras tomadas directamente
en los establecimientos, y las heces de los cerdos constituyen una de las materias primas
mas representativas. Uno de los factores importantes a considerar para establecer el nivel
de infeccién de una poblacién por bacteriologia de materia fecal se desprenden del
estudio realizado por Guenther y col. (2010), donde se evalué la interaccién de
Salmonella y otras Enterobacterias durante infecciones experimentales subclinicas de S.
Typhimurium (DT104). Los autores encontraron que la presencia de E. coli en la materia

fecal disminuyé con la edad de los animales, de la misma manera que no se observd un
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efecto protector de las poblaciones de E. coli u otras Enterobacterias para la infeccién
de Salmonella, sino mas bien una correlacién entre el aumento en el conteo de
Salmonella y el de otras Enterobacterias, y de alto namero de Salmonella en mucosas
con recuentos aumentados de E. coli adherida. Esto sugiere que cada poblacién de
Enterobacterias soporta la aparicion de otras poblaciones, o bien, que el ambiente

intestinal influye en el crecimiento de todas las poblaciones de Enterobacterias por igual.

Queda claro entonces, la necesidad de utilizar medios de cultivo selectivo y
diferencial para aumentar la sensibilidad y disminuir los falsos negativos por
enmascaramiento por otras bacterias cuando se analiza materia fecal. Es por ello que la
bacteriologia de materia fecal para la deteccidn de cerdos que excretan Salmonella en
heces se define como una técnica que poseen una altisima especificidad, pero, los
diferentes protocolos que se pueden utilizar se caracterizan por una sensibilidad

variable, y muchas veces, poco satisfactoria (Funk, 2003).

Una alternativa propuesta recientemente es la deteccion rapida del agente por la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (Mullis y col., 1986, Stone y
col., 1994), que permite obtener resultados especificos con elevada sensibilidad, en
comparacion con las técnicas de cultivo tradicionales. En el caso especifico de la
deteccion en muestras de alimentos y animales, se han implementado diferentes
protocolos que recomiendan la inclusién de un control interno de amplificacion

(Malorny y col., 2003 a, b).

Aunque la identificacion temprana de Salmonella por PCR podria ser util como
método tamiz o “screening”, el aislamiento de la misma sigue siendo necesario para
determinar otros aspectos relacionados al patégeno que tienen correspondencia con

programas de control y erradicacion, y de impacto en salud publica, como lo son:

a) serotipificacion: como se ha descrito, varias serovariedades de Sa/monella no-

tifoidea son comunes del cerdo y los humanos, por ello se considera fundamental
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como primer paso en la vigilancia e investigacion determinar los distintas
serovariedades y su frecuencia de presentacion en la region de interés para este estudio,

estudio, para inferir programas de control adecuados para la salud humana y animal.

b) subtipificacién: el uso de técnicas moleculares para investigaciones
epidemiolégicas ha logrado un gran desarrollo (Foley y col., 2009). Estas metodologias
permiten evidenciar diferencias en el genoma de aislamientos de una misma especie o
serovariedad, pudiendo inferirse la relacion clonal entre las mismas (Versalovic y col.,
1991; Swaminathan y col., 1992; Versalovic y col., 1994; Olive y col., 1999; Weigel y
col., 2004). De esta manera, es posible confirmar la ocurrencia de brotes, determinar
fuentes de infeccion y vias de transmisién de patdgenos, como también establecer la
distribucion y posibles rutas de diseminacidn de distintos subtipos genéticos. Entre estas
técnicas, la Electroforesis en Campo Pulsado (PFGE), es considerada el “gold standard”
por su alto poder discriminatorio y reproducibilidad y ha sido ampliamente utilizada
para la subtipificacion de Salmonella spp. (Weigel y col., 2004; Sandt y col., 2006;
Kérouanton y col., 2007; Magistrali y col., 2008), siendo la metodologia de eleccién en

el marco de la Red PulseNet Internacional (Swaminathan y col., 2001).

¢) resistencia a antimicrobianos: el control y tratamiento de las infecciones por
Salmonella no-typhi, tanto en animales como en el humano, se realiza principalmente
mediante la utilizacién de antimicrobianos (Carlson y col., 2012). Sin embargo, en los
ultimos afios se ha incrementado la aparicidon de cepas multirresistentes a drogas de uso
frecuente. Esto ha dificultado el control de la salmonelosis en cerdos, incrementando las
perdidas en los sistemas productivos, como asi también el riesgo en el contagio de
humanos por cepas multirresistentes de dificil tratamiento (Paphitou, 2013). En este
contexto, el aislamiento de la bacteria permite realizarle pruebas de sensibilidad a
diferentes antimicrobianos, y con esto determinar el tratamiento adecuado a cada casos

en particular, favoreciendo el uso racional de antibidticos (CLSI, 2008; Paphitou, 2013).
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La cadena de la carne porcina argentina ha experimentado un crecimiento
importante en los ultimos 10 afios, donde segun los registros de faena del Ministerio
de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentacién de la Nacion, la faena de cerdos en
2013 duplicaria las toneladas de res con hueso que se registraron en 2003 y se espera
un crecimiento ain mayor de sector porcino para la proxima década. A fin de asegurar
al mercado interno, y posiblemente internacional, no sélo calidad y cantidad, sino
principalmente sanidad de los animales, es necesario incorporar planes de vigilancia
y control de las patologias mas frecuentes en cerdos. Para esto, se pueden disefiar
nuevas estrategias o incorporar programas internacionales de control que han tenido
éxito en otros paises. En relacion a la prevencién y control de la salmonelosis, es
necesario como primer paso conocer la situacion real de Salmonella spp. en la
produccion porcina del pais, los serotipos circulantes y la relacion genética entre
ellos, informacioén fundamental para elaborar o adaptar un programa a la medida de

lo necesario.
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HIPOTESIS

1. Las poblaciones de Salmonella spp. presentes en cerdos de diferentes
granjas en Argentina poseen caracteristicas fenotipicas y genotipicas

compartidas, de relevancia para la planificacion de estrategias de control.

ii. Las serovariedades de Salmonella spp. aisladas de humanos se relacionan

genéticamente con aquellas aisladas de cerdos.

OBJETIVO GENERAL

Determinar la prevalencia de granjas cuyos cerdos en edad de faena excretan
Salmonella spp. en sus heces en Argentina, caracterizando las poblaciones bacterianas
segun el fenotipo y el genotipo, para finalmente compararlas con cepas aisladas de

casos clinicos de salmonelosis en humanos en el pais.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO 1

Desarrollo de un protocolo ripido y eficaz para la deteccién de Salmonella spp. en

materia fecal de cerdo.

a) Determinar la presencia de Salmonella spp. en muestras de materia fecal de cerdos
en edad de faena por medio de distintos protocolos de trabajo que comprendan métodos

de aislamiento bacteriolégico y PCR usando cebadores especificos.

b) Evaluar un protocolo rdpido y eficaz para la deteccién de animales que excretan

Salmonella en sus heces.

¢) Comparar la sensibilidad y especificidad de los diversos protocolos diagnosticos

evaluados.

CAPITULO 11

Prevalencia de granjas infectadas y serovariedades de Salmonella enterica presentes en

cerdos en la Argentina

d) Determinar la prevalencia de granjas cuyos cerdos en edad de faena excretan

Salmonella spp. en sus heces, en el drea de mayor produccién porcina de Argentina.

e) Establecer la frecuencia de presentacion de las diferentes serovariedades de S.

enterica en cerdos en edad de faena.

f) Evaluar la diversidad genética de los aislamientos de diferentes serovariedades de

S. enterica identificados en cerdos en el pais.

g) Analizar la distribucion geografica de las diferentes cepas identificadas.
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CAPITULO 111
Relacién genética entre cepas aisladas en cerdos y cepas aisladas en humanos

h) Establecer la posible relacion genética entre los aislamientos recuperados de

cerdos y aislamientos de casos clinicos de salmonelosis en humanos.
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CAPITULO 1

DESARROLLO DE UN PROTOCOLO RAPIDO Y EFICAZ

PARA LA DETECCION DE SALMONELLA SPP.

EN MATERIA FECAL DE CERDO
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A. INTRODUCCION
1. Diagnéstico de Salmonella spp.

Se conoce una gran variedad de técnicas y protocolos que son utilizados para la
deteccidn de Salmonella spp. en los diferentes sustratos donde puede estar presente,
como muestras de alimento, ambientales, agua, tejidos y heces. Entre estas técnicas
podemos encontrar €l cultivo bacteriol6gico (Guenther y col., 2010; De Busser y col.,
2013), la hibridizacién in situ (Viera Pinto y col., 2008), y la PCR (Malorny y
Hoorfar, 2005; Adley y col., 2011). Dentro de esta Gltima, se han utilizado diferentes
genes para la deteccion del patégeno, como los genes de virulencia invA (Rahn y col.,
1992; Stone y col., 1994), invB (Bronstein y col., 2000), invE (Stone y col., 1994); o
genes de las fimbrias como fimA (Cohen y col., 1996), fimY (Yeh y col., 2002) y sefA
(Doran y col., 1996). Sin embargo, la deteccidn del fragmento identificado como invA
ha sido propuesta como la mas adecuada en los estudios epidemioldgicos, por ser un
gen muy conservado en el género, y vinculado a la patogenicidad de la bacteria al
participar en el mecanismo de invasion celular (Rahn y col., 1992; Malorny y col.,
2003a, b). Recientemente, han cobrado importancia en el diagndstico una serie de
técnicas basadas en PCR como la secuenciacién del 16S rRNA (Bearson y col., 2013),

RAPD-PCR (Trevanich y col., 2010), qPCR (Jensen y col., 2013), entre otras.

La principal técnica en uso actualmente es el estudio bacteriolégico de esos
sustratos a partir de diferentes protocolos y medios de cultivo con el objeto de lograr
recuperar la bacteria. Esto permite trabajar con el aislamiento para alcanzar una
identificacién completa, como la serovariedad, el genotipo o inclusive el perfil de
sensibilidad a antimicrobianos, informacién que es fundamental para establecer
medidas de control especificas o conocer la epidemiologia poblacional y el riesgo de
infeccidn para esta bacteria. Sin embargo, los protocolos de cultivo convencionales

son laboriosos y requieren de entre 4 y 6 dias para obtener un resultado (Funk, 2003),
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debido a que contienen una serie de pasos consecutivos a seguir para aumentar su
eficacia (Taskila y col., 2012). Es asi que generalmente incluyen un primer cultivo no
selectivo en un medio enriquecido, el mas frecuentemente utilizado es el Agua de
Peptona Bufferada (APB), que permite la recuperacién de aquellas bacterias que
pudieran estar injuriadas y que no crecerian en medios hostiles. Posteriormente se realiza
un cultivo selectivo (dirigido), donde a partir de medios con inhibidores o de
temperaturas de cultivo elevadas, se intenta favorecer el crecimiento de Salmonella spp.
por sobre otras poblaciones bacterianas sensibles (Caffer y col., 2008; Taskila y col.,
2012). Por ultimo, se utilizan medios sélidos selectivos y diferenciales para lograr el

aislamiento e identificacion de las colonias de Salmonella (De Busser y col., 2013).

Cada paso dentro del protocolo bacteriolégico requiere de entre 18 y 24 h de cultivo,
lo que da un minimo de 3 dias para lograr un resultado, sin tener en cuenta un dia mas
para la confirmacion del aislamiento a partir de pruebas fisiolégicas (bioquimicas)
(Caffer y col., 2008). A esto se suma que en algunos casos se recomiendan cultivos de
48 h en los medios selectivos para aumentar la sensibilidad de la técnica, sobre todo en
casos de muestras de heces de animales con cuadros subclinicos de salmonelosis (Jensen

y col., 2013).
2. El aislamiento bacteriolégico

El poder contar con la cepa aislada, con las ventajas que esto propone, hacen que la
bacteriologia se constituya como la “prueba de oro” en el diagndstico de Salmonella
spp., con una especificidad (capacidad de evitar resultados que sean falsos positivos)
asumida como perfecta (100%), debido a la posibilidad de identificar en forma precisa
el aislamiento obtenido (Funk, 2003). Sin embargo, su principal debilidad se encuentra
en lo variable de su sensibilidad (capacidad de evitar resultados que sean falsos
negativos), que ademads suele ser baja, sobre todo en matrices complejas como los

alimentos (Kuyuncu y Haggblom, 2009), y més aun en heces (Davies y col. 2000). Esta
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mayor complejidad de la materia fecal se entiende en la variabilidad fisico quimica
de su composicién, asi como también en la microbiota presente, que pueden
influenciar a capacidad de la técnica en lograr el aislamiento de Salmonella spp.

(Beggesen y col., 2007).

Una de las variables que ha sido vinculada a la sensibilidad de la bacteriologia es
la cantidad de muestra analizada. Funk y col. (2000), evaluaron la sensibilidad
relativa del protocolo ISO 6579/02 ante muestras de hisopado rectal y fracciones de
1, 10 y 25 g de materia fecal de cerdos naturalmente infectados con S. enterica.
Encontraron un efecto pronunciado del peso de la muestra en la sensibilidad relativa
de la técnica, que se incremento desde el 9% para los hisopados rectales, hasta el 78%
para las fracciones de 25 g de materia fecal, aunque no hubo diferencia significativas
entre las fracciones de 10 y 25 g. Otro resultado interesante de ese trabajo, es que
encontraron muestras positivas solo a alicuotas de 1 o 10 g, pero no al resto de las
alicuotas tomadas de esa muestra, ni siquiera a fracciones de mayor tamafio. Por ello,
los autores resaltan la importancia de la distribucidén heterogénea de Salmonella en
las heces, sobre todo en animales con baja carga, y el efecto negativo que supone en

la sensibilidad de la bacteriologia.

Con respecto a la carga de Salmonella presente en la muestra de materia fecal, se
sabe que el aislamiento de esta bacteria es de relativa facilidad en animales con
cuadros clinicos de salmonelosis (Funk, 2003), ya que estos cerdos podrian excretar
alrededor de 5 x 10° ufc/g de heces (Bearson y col., 2013), o hasta 8 logaritmos
(Guenther y col., 2010). Sin embargo, segin Bearson y col. (2013), en los cuadros
subclinicos de la enfermedad la concentracién de Salmonella en la materia fecal
puede acercarse més a las 2 x 10° ufc/g de heces. En ese trabajo se observé también
que si bien esos cerdos no cursaron con cuadros de diarrea, la infeccidn por

Salmonella en cerdos jovenes (7-8 semanas de vida) modificé la progresion y
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maduracion de la microbiota intestinal normal, independientemente de si el animal cursé
un cuadro de salmonelosis clinico o subclinico. Estos cambios en la composicién de la
microbiota, y por consiguiente en la salud intestinal de esos animales, adquieren gran
importancia ya que podrian predisponerios a futuras infecciones y alterar sus indices

productivos (ganancia diaria de peso, conversion alimenticia).

La serovariedad de S. enterica presente ha sido también asociada a variaciones en la
sensibilidad de la bacteriologia, lo que puede estar relacionado a una variable capacidad
de soportar y adaptarse mejor a condiciones de estrés, como las que pueden presentarse
en medios de cultivo selectivos, segiin la presencia de mecanismos genéticos de
adaptacién (Spector y Kenyon, 2012). Jensen y col. (2013) en un estudio comparativo
con materia fecal contaminada artificialmente, encontraron que la sensibilidad de
deteccién y aislamiento fue menor en muestras contaminadas con cepas de S. Dublin,
con respecto a aquellas con S. Typhimurium. Resultados similares fueron reportados por

Eriksson y Aspan (2007).

Para Funk (2003) las variaciones que se presentan en el aislamiento bacteriologico de
materia fecal hacen de esta técnica la “imperfecta prueba de oro” para el diagnostico de
Salmonella spp. en cerdos. En este sentido, Wilkins y col. (2010) coinciden en resaltar
la dificultad que propone el hecho de que no exista una prueba de oro como tal, sino mas
bien una serie de protocolos bacterioldgicos que se constituyen como la “prueba de

referencia”.
3. La Reacciéon en Cadena de la Polimerasa.

Desde los primeros protocolos publicados a fines del siglo XX por Mullis y col.
(1986), la Reaccién en Cadena de la Polimerasa, mas conocida por sus siglas en ingles
PCR, se ha establecido como una de las técnicas diagndsticas de mayor sensibilidad y
especificidad para el diagnéstico de casi cualquier patdgeno. En la actualidad y para el

caso particular del cerdo, es una de las técnicas mdas utilizadas para la deteccién de
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agentes virales (Ramirez y col., 2012), como también de bacterias, ya sea de origen

respiratorio (Costa y col., 2011) o digestivo (Phillip y col., 2009; Adley y col., 2011).

La identificacion de un agente etiologico a partir de un segmento de ADN o ARN
especifico permitié incrementar la capacidad del laboratorio de diagnéstico para
detectar patégenos en una muestra clinica, reduciendo los tiempos requeridos y
posibilitando el diagnéstico en aquellos agentes bacterianos donde el cultivo
bacteriolégico convencional no es una opcién (Phillip y col. 2009). Otra de las
ventajas, es la general reduccion de las concentraciones minimas del agente
necesarias para lograr detectarlas, lo que convierte a esta técnica en una buena opcién
para el diagndstico en muestras con baja carga, como las que se presentan en animales
con cuadros subclinicos (Bearson y col., 2013). A esto se suma la posibilidad de
descubrir bacterias independientemente del estado fisioldgico de la misma, es decir,
que permite realizar un diagnostico en bacterias injuriadas donde los protocolos

bacterioldgicos no serian eficaces para su deteccion (Malorny y Hoorfar, 2005)

Aunque la PCR ha demostrado grandes cualidades para la deteccion y el
diagnostico de enfermedades, posee una marcada debilidad a sustancias que pueden
actuar como inhibidores de reaccién, como las ADNasas, proteasas y polisacéaridos,
que son frecuentes en el ambiente y pueden encontrarse en grandes cantidades en
matrices complejas como las muestras de tejidos o alimentos (Wilson, 1997). Esto
logra incrementar la posibilidad de falsos negativos, que se traduce en un pobre Valor
Predictivo Negativo (VPN) de la técnica, situacion poco deseable para la deteccidén
de animales que puedan diseminar un patégeno, sobre todo si se trata de uno
zoondtico. Esta situacion puede ser minimizada mediante el uso de un control interno
de reaccién (CIR) que nos indica si la reaccion se produjo (Malorny y col. 2003a, b).
Otra posibilidad, es el agregado de sustancias facilitadoras de la PCR, que interactian

con los inhibidores presentes, estabilizan la reaccién y disminuyen la posibilidad de
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falsos negativos (Wilson, 1997). Un ejemplo de estas sustancia facilitadoras de la PCR
es la albumina sérica bovina (BSA), que se demostr6é incrementa la efectividad de la
PCR, disminuyendo los falsos negativos por reacciones inhibidas o con ADN degradado

(Al-Soud y Radstrém, 2000).

Cabe destacar también, que para mejorar la eficacia en la deteccion de Salmonella
spp. por PCR en muestras con bajas cantidades, se recomienda un cultivo previo de la
muestra en un medio enriquecido, que permita la multiplicacién de la bacteria hasta
lograr cantidades préximas a los 10° o 10* células/ml de caldo (Malorny y Hoorfar,
2005). Ademas, la utilizaciéon de un medio de cultivo liquido previo a la PCR puede
también incrementar la eficacia diagnéstica debido a la dilucién de los inhibidores
presentes en muestras clinicas. Entre los medios mds utilizados estan el caldo Cerebro
Corazon, caldo Tetrationato, caldo Rappaport-Vassiliadis y caldo Selenito-Cisteina
(Stone y col., 1994). Esto puede verse en un trabajo norteamericano en el que evaluaron
la sensibilidad y especificidad de la PCR para detectar Salmonella spp. en carne de pollo,
donde encontraron que ninguna muestra fue positiva a la prueba directa y necesitaron de

un minimo de 8 h de pre-cultivo antes de poder detectar la bacteria (Myint y col., 2006).

Sin duda, la principal desventaja del diagnéstico de salmonellas por PCR es la
imposibilidad de realizar una caracterizacién completa de la cepa en estudio. Si bien se
han propuesto algunas técnicas moleculares (Wise y col., 2009), la identificacién y
clasificacién de las cepas en serovariedades se realiza segun la presencia de antigenos
de superficie, detectados a partir de anticuerpos especificos en pruebas de aglutinacion.
Naturalmente, para esto es necesario contar con la bacteria completa y en altas
concentraciones (Caffer y col., 2008). Lo mismo ocurre cuando se desea conocer el
grado de sensibilidad a determinados antimicrobianos (Arguello y col., 2013), cuando
se realizan estudios epidemioldgicos moleculares en casos de brotes o para el

seguimiento de rutas de transmisién, que brindan informacién significativa para la
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implementacién de planes estratégicos de control en granja, asi como para el disefio

de planes regionales y/o nacionales (Aarestrup y col., 2007).

De lo planteado en estas lineas, podemos comprender la necesidad de contar con
un protocolo de diagndstico que sea sensible, eficaz y rdpido en la deteccidén de

Salmonella spp. en matrices complejas como la materia fecal de cerdos.
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B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO I

Desarrollo de un protocolo ripido y eficaz para la deteccién de Salmonella spp. en

materia fecal de cerdo.

a) Determinar la presencia de Salmonella spp. en muestras de materia fecal de
cerdos en edad de faena por medio de distintos protocolos de trabajo que comprendan

métodos de aislamiento bacteriolégico y PCR usando cebadores especificos.

b) Evaluar un protocolo rdpido y eficaz para la deteccion de animales que excretan

Salmonella en sus heces.

¢) Comparar la sensibilidad y especificidad de los diversos protocolos diagnésticos

evaluados.
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C. MATERIALES Y METODOS
1. Muestras

Se trabaj6 con 40 muestras de materia fecal (MF) de cerdos de un establecimiento de
ciclo completo con 1700 cerdas madre, con antecedentes clinicos y diagnodstico de
salmonelosis. Las muestras fueron tomadas directamente del recto, por estimulacidn,
colocadas en bolsas plasticas individuales y luego refrigeradas entre 4 y 8 °C hasta su

procesamiento dentro de las 48 h posteriores a su obtencion.
2. Aislamiento Bacteriolégico
a) Pre-enriquecimiento no selectivo

Las muestras de MF (10 g) fueron sembradas en un recipiente conteniendo 100
ml de agua peptonada tamponada (APT) estéril (dilucién 1:10), que fue previamente
atemperada a temperatura ambiente (22-25°C). Los recipientes fueron incubados durante
un total de 18 £ 2 h a 37°C + 1°C en una estufa de cultivo con atmdsfera aerébica. Luego
de la incubacidn, se extrajo 1 ml de cada cultivo y se colocd en tubos estériles, los que

fueron congelados a -20 °C.

Luego de finalizar la siembra, se realizaron controles negativos y positivos que
fueron procesados en forma paralela con las muestras. Como control negativo, los
medios de cultivo permanecieron no inoculados, pero los frascos fueron abiertos y
expuestos al ambiente por el tiempo que se tardaria en sembrar una muestra. Como
control positivo, se utiliz6 una cepa de S. Typhimurium aislada de cerdo que fue

serotipificada por el INEI - ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran™.
b) Enriquecimiento selectivo

Una alicuota de 100 pl de cada cultivo de APT fue transferida a un tubo con 9,9
m! de caldo Rappaport Vassiladis (RV) cambiando la punta o tip estéril entre una

muestra y otra. Los tubos de RV fueron incubados por 20-24 h a 42°C + 1°C en una
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estufa de cultivo con atmésfera aer6bica. Se tomé una alicuota de 1 ml de cada cultivo
en RV alas 4, 8 y 24 h de incubacién, se transfirieron a tubos estériles y se congelaron

a -20 °C para su posterior analisis por PCR.
¢) Siembra en placas de agar selectivo

De cada tubo con caldo RV cultivado se sembrd, en agotamiento por estrias, una
placa de agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) utilizando un ansa de 10 pl. El cultivo

de las placas se hizo en una estufa a 37°C = 1°C por 24 + 2 h en atmoésfera aer6bica.
d) Lectura de placas

La lectura de placas de XLD se realiz6 teniendo en cuenta el color de las
colonias que crecen en su superficie. El género Salmonella se diferencia por formar
colonias negras o rojas con un centro negro, debido a la produccién de sulfuro de

hidrégeno, a partir del hierro presente en el medio.
e) Subcultivo de colonias sospechosas

Las colonias sospechosas se transfirieron a un medio sélido selectivo para

Enterobacterias, agar Mc Conkey, para su aislamiento y purificacién.

Las colonias purificadas fueron sometidas a pruebas metabdlicas para identificar
Salmonella spp. Los medios utilizados fueron: Agar hierro tres azucares (TSI), Urea
segun Christensen, Agar Lisina Hierro (LIA). Cada prueba fue procesada segiin métodos
estandarizados (Caffer y col., 2008). Se considerd positivo a Salmonella spp. a las

siguientes reacciones: TSI: + K/A con o sin gas; Urea: -; LIA: + K/K.
3. Serotipificacién de aislamientos

Las cepas de S. enterica aisladas fueron serotipificadas de acuerdo a la presencia
de antigenos somdticos (O) y flagelares (H), clasificados en el Esquema de White-

Kauffmann-Le Minor, del Instituto Pasteur, Paris, Francia. Se utilizaron antisueros

29




producidos en el Servicio Antigenos y Antisueros, Instituto Nacional de Produccién de

Biolégicos — ANLIS “Carlos G. Malbran”, Buenos Aires, Argentina.
4. PCR
a) Extraccién de ADN

Todas las muestras en tubos (APT, RV4h, RV8h y RV24h) fueron llevadas a
temperatura ambiente, para luego homogeneizarlas y dejarlas reposar por algunos
minutos para lograr decantar los residuos mds grandes y extraer el sobrenadante, con el
que se trabajé. Para disminuir el efecto de los inhibidores de la PCR presentes en las
muestras clinicas y los medios de cultivo selectivos, como las sales biliares, se realizaron
2 lavados consecutivos con buffer TE (Tris 100 mM: EDTA 100 mM) segun Trevanich
y col. (2010). Para esto, cada muestra fue centrifugada a 14.000 rpm (18.630 g) por 3
min, se elimind el sobrenadante y se le agregdé 100 pl de buffer TE, para luego realizar
una nueva centrifugacion en las mismas condiciones. Por ultimo, se eliminé el
sobrenadante y se agregé 100 pl de buffer TE, el que fue hervido por 5 min para

constituir el templado a utilizar en la PCR.
b) Reaccién de PCR

La amplificacién del gen invA se realiz6 utilizando las condiciones descriptas por
Malorny y col. (2003a), con algunas modificaciones. La reaccién de PCR se realiz6 en
una mezcla de 25 pl, con 5 pl de templado, 1,5 mM de MgCl. (50 mM), 200 uM de cada
dNTPs (Invitrogen™, CA, USA), 1 U de Taq ADN polimerasa (5§ Ul/ul) (Invitrogen™,
CA, USA), 1X buffer PCR (Invitrogen™, CA, USA), 0,4 pM de cada cebador (F139,
R141) (Tabla 1), 0,4% (P/V) de albimina sérica bovina (BSA) y 300 copias del control
interno de reaccion (1AC) (Malorny y col., 2003a). En cada bateria de reacciones se

agregaron controles positivos (S. Typhimurium) y negativos (mezcla sin inocular).
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Tabla 1: Secuencia de cebadores utilizados para la amplificacion del gen invA de
Salmonella spp.

Tamaifio del
Gen Cebador Secuencia (5°- 3") fragmento
(pb)

F 139 GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA
invA 284
R 141 TCATCGCACCGTCAAAGGAACC

¢) Ciclado

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador MultiGene Gradient
(Labnet, NJ, USA) con las siguientes condiciones de incubacién: una desnaturalizacion
inicial a 95°C por 1 min, seguido de 38 ciclos de 95°C por 30 s, 64°C por 30 s y 72°C

por 30 s. Por ultimo, se utilizé un periodo de extensidén final a 72°C por 4 min.
d) Preparacién del gel de agarosa

Se utilizé un gel de agarosa en una solucién al 2% en buffer TAE 1X. La dilucién
completa del soluto se logro calentando la solucién en horno microondas. La tincion del
gel se realiz6 agregando 1 pl de bromuro de etidio a la solucidn tibia, que luego fue

colocada en el soporte, armado con su respectivo peine.
e) Electroforesis

El gel de agarosa se colocé en una cuba electroforética con buffer TAE 1X. Cada
muestra fue sembrada en una proporcion 5:1 con el buffer de siembra, es decir, se trabajé
con 5 ul de la muestra y 1 ul de buffer de siembra. Cada 10 muestras se sembré un
control positivo y un control negativo, seguido del marcador de peso molecular (100 pb

ladder, Invitrogen™, CA, USA).

La corrida electroforética para cada gel se realizé a 130 volt por 30 min.

31



f) Observaciéon de fragmentos

El desplazamiento de los fragmentos de ADN desde los pocillos hacia el polo
positivo de la cuba electroforética dependié del peso especifico de los mismos (tamatfto).
El ADN contenido en cada muestra fue teflido por el bromuro de etidio (1 pg/ml)
formando bandas coloreadas que se observaron a través de un transiluminador de luz

UV (Cole Palmer).

El fragmento invA posee un tamaiio de 285 pb, por lo que se consider6 positiva
toda muestra donde se observo una banda aproximada a este peso molecular, y que
coincidia con la amplificada en el control positivo. A su vez, se consideré negativa a
toda muestra donde hubo amplificaciéon del IAC (157 pb), pero no se evidencié banda
del tamafio del gen buscado. Las muestras donde no hubo amplificacion del IAC y no
presentaban bandas compatibles con el fragmento buscado o se observaba el ADN

“chorreado”, fueron consideradas como “degradado”.
5.  Analisis Estadistico

Se calculd la sensibilidad relativa de cada uno de los métodos de deteccidén
considerando el numero de muestras positivas a ese método, dividido por el numero total
de muestras positivas al menos a uno de los 4 métodos probados. Ademds, se utiliz6 el
paquete estadistico Stata 11 (StataCorp, Texas, USA) para comparar los resultados
obtenidos por cada método con la bacteriologia, que se consider6 como prueba de oro,
considerando solo los resultados positivos o negativos. Las posibles diferencias entre
proporciones de muestras positivas a cada método fueron analizadas con el test de
McNemar, con un nivel de significancia estadistica de p < 0,05. También se calcul6 la
Sensibilidad, Especificidad, el Valor Predictivo Positivo (VPP), el Valor Predictivo

Negativo (VPN) para cada método.
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Por ultimo, para evaluar el grado de acuerdo entre los diferentes métodos y el cultivo
bacteriologico estandarizado (ISO 6579/02), se calcularon los valores de kappa y sus
respectivos intervalos de confianza (95%) para cada uno (Stata 11). La interpretacion
de los valores de kappa se realiz6 segin Landis y Koch (1977): <0, pobre acuerdo; 0,01
— 0,20, acuerdo leve; 0,21 — 0,40, acuerdo bajo; 0,41 — 0,60, acuerdo moderado; 0,61 —

0,80, acuerdo alto; 0,81 — 1,00 acuerdo casi perfecto.
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D. RESULTADOS

En solo 3 muestras de MF se logr6 aislar S. enterica con el protocolo bacterioldgico
utilizado (Tabla 2). Los aislamientos fueron clasificados como S. Livingstone
(muestra 11 y 21) y S. Panama (muestra 37). Todas las reacciones, excepto una, con
templados preparados a partir de una alicuota del pre-enriquecimiento (APT) fueron
clasificadas como “degradadas” por no presentar amplificacién alguna, ni siquiera del
IAC (Figura 1). Del total de muestras de RV analizadas por PCR, hubo amplificacién
del IAC en el 72% de las reacciones, con el 28% restante de reacciones “degradadas”
(Tabla 2). No hubo muestras positivas en APT, mientras que 7, 3 y 3 muestras fueron

positivas al PCR a las 4, 8 y 24 h de cultivo en RV, respectivamente (Tabla 2).

La PCR de RV a las 4 h de cultivo fue la prueba con mayor sensibilidad relativa,
seguida por el PCR RV 8 y 24 h, y el cultivo bacterioldgico que presentaron la misma
sensibilidad relativa (Tabla 3). Ademas, fue el unico de los métodos de PCR que
mostro diferencias en la Especificidad y el VPP con respecto a la bacteriologia (Tabla

4).

El test de McNemar se obtuvo un p = 0,125 en la PCR a las 4 h, y un valor de p =
1 en las PCR a las 8 y 24 h. Los valores de kappa (k) que estiman el grado de acuerdo
entre los métodos de PCR con la bacteriologia (prueba de oro) fueron 0,5436 (95%
IC 0,1347 - 0,8091), 1 (95% IC 0,4734 - 1.0000) y 1 (95% IC 0,5072 - 1.0000) para

la PCR a las 4, 8 y 24 h, respectivamente
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Tabla 2: Resultado de las 40 muestras de materia fecal procesadas por PCR en el
medio de pre-enriquecimiento (APT), en el segundo paso de cultivo (RV) en 3 tiempos
diferentes y al protocolo de cultivo bacteriolégico completo.

PCR Anilisis
Muestra
Bacteriolégico
APT 24h RV 4h RV 8h RV 24h

1 Degradado Positive Degradado Negativo Negativo
2 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
3 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
4 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
5 Degradado Negativo Negativo Negativo Negativo
6 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
7 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
8 Degradado Negativo Negativo Negativo Negativo
9 Degradado Negativo Negativo Negativo Negativo
10 Degradado Degradado  Degradado Degradado Negativo
1 Degradado Positive Positive Positivo Positive
12 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
13 Degradado Negativo Negativo Negativo Negativo
14 Degradado Positive Negativo Negativo Negativo
15 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
16 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
17 Degradado Negativo Negativo Negativo Negativo
18 Degradado Positivo Negativo Negativo Negativo
19 Degradado Negativo Negativo Negativo Negativo
20 Degradado Negativo Negativo Degradado Negativo
21 Degradado Positivo Positivo Positivo Positivoe
22 Degradado Negativo Negativo Negativo Negativo
23 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
24 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
25 Degradado Positive Negativo Negativo Negativo
26 Degradado Negativo Negativo Negativo Negativo
27 Degradado Negativo Negativo Negativo Negativo
28 Degradado Negativo Negativo Negativo Negativo
29 Degradado Degradado Degradado Degradado Negativo
30 Degradado Degradado  Degradado Degradado Negativo
3 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
32 Degradado Negativo Negativo Negativo Negativo
33 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
34 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
3s Degradado Negativo Negativo Negativo Negativo
36 Degradado Negativo Degradado Negativo Negativo
37 Degradado Pasitivo Positivo Positivo Positivo
38 Degradado Degradado  Degradado Degradado Negativo
39 Degradado Degradado  Degradado Degradado Negativo
40 Degradado Degradado  Degradado Degradado Negativo
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Figura 1: PCR de materia fecal con 24 h de cultivo en APT. Se observan las muestras
(1 al 40), en el centro el marcador de peso molecular, controles positivos (CP) y

controles negativos (CN).

Tabla 3: Sensibilidad relativa de la PCR en los diferentes pasos y tiempos de cultivo,
y del protocolo bacteriolégico completo.

Método

N° muestras positivas

Sensibilidad Relativa (%)

PCR APT
PCR RV 4h
PCRRYV 8h
PCR RV 24h
Bacteriologia

TOTAL

0

0

100

43

43

43

100

36



Tabla 4: Valores de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor
predictivo negativo de la PCR a partir del medio de pre-enriquecimiento (APT) y del
enriquecimiento (RV) en 3 tiempos de cultivo, comparado con el cultivo bacteriolégico
como prueba de referencia. Entre paréntesis los intervalos de confianza al 95%.

Valor Predictivo Valor Predictive
Sensibilidad Especificidad
Positivo Negativo
PCR APT 24h - - - -
PCR RV 4h 100%(29,2-100) 87,1% (70,2-96,4) 42,9% (9,9-81,6) 100% (87,2-100)
PCR RV §h 100%(29,2-100) 100% (79,4-100) 100%(29,2-100) 100% (79,4-100)
PCR RV 24h 100%(29,2- 100) 100% (88,4 - 100) 100%(29,2- 100) 100% (88,4 - 100)
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E. DISCUSION
1. Diagnéstico de Salmonella spp.

La presentacién de enfermedades de curso subclinico dentro de una piara constituye
uno de los principales problemas sanitarios que afectan y desmejoran los indices
productivos de una explotacién porcina. A esto debe sumarse el riesgo para la salud
publica que implica el consumo de animales infectados en caso de enfermedades
zoonoticas. La deteccidn de cerdos portadores o con infecciones por Salmonella spp. de
curso subclinico y que excretaban bajas cantidades de bacterias en las heces, requiere
de técnicas con alta sensibilidad y especificidad, que tengan baja probabilidad de
resultados falsos negativos. Ademads, la disminucién de los tiempos necesarios para el
diagndstico reviste gran importancia, ya que permitiria tomar medidas correctivas en

forma precoz y efectiva.

Una de las debilidades de los resultados obtenidos en el presente trabajo radicaria en
la baja cantidad de muestras analizadas, que podrian impactar sobre la precisién de los
calculos estadisticos. Sin embargo, un niumero similar de muestras ha sido utilizado en
diversos trabajos para evaluar la eficacia diagnostica de las técnicas aqui probadas. Por
ejemplo, Jensen y col. (2013), utilizé 30 muestras de heces bovinas contaminadas
artificialmente con S. Dublin, para evaluar el grado de acuerdo entre la bacteriologia y

el qPCR.

Otro de los factores que debe tenerse en cuenta a la hora de interpretar los resultados
es que se trabajé con muestras de campo, donde se desconoce la concentracién de
microorganismos, lo que sumado a la utilizacién de técnicas cualitativas, no nos permite
aseverar si el nimero de bacterias presentes pudo haber influenciado en los resultados

obtenidos por cada una.
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El protocolo bacteriolégico aplicado para el cultivo de heces, permitié detectar
Salmonella en el 7,5% de los cerdos muestreados. Este porcentaje es similar al 6,2%
promedio de prevalencia de cerdos que excretaban Salmonella en heces reportado por
Fosse y col. (2009), en una revisiéon de 46 estudios de 15 paises de Europa y América
del Norte; y al 6,4% encontrado por Pires y col. (2013), en un seguimiento de la
poblacion de cerdos de una granja durante 3 afios. Aunque, en este ultimo trabajo se
reportd que el porcentaje de cerdos que excretaban Sa/monella en heces disminuyd

considerablemente alrededor de las 20 semanas de vida hasta niveles cercanos al 1%.
2. Sensibilidad Relativa

La sensibilidad relativa del protocolo bacteriolégico (43%), fue similar al 45%
encontrado por Eriksson y Aspan (2007), con el mismo protocolo al analizar 102
muestras de materia fecal de cerdo, aunque, en ese caso las muestras habian sido
contaminadas artificialmente con diferentes concentraciones de Salmonella. Valores
similares han sido reportados por De Busser y col. (2013), en un trabajo donde
analizaron muestras de contenido duodenal de 458 cerdos faenados (56%); y por Funk y
col. (2000) en pruebas con 10 g de materia fecal de 153 cerdos (52,6%). La leve
diferencia en la sensibilidad relativa de la técnica en este trabajo puede deberse al bajo
nimero de muestras analizadas en relacién a esos otros estudios, asi como a la
diferencias entre las matrices analizadas y a que los autores compararon s6lo protocolos

bacteriologicos entre si.

Es de destacar la relativa baja sensibilidad que parece tener la bacteriologia para la
deteccion de Salmonella en materia fecal. Para De Busser y col. (2013) la sensibilidad
relativa de la bacteriologia puede incrementarse a valores cercanos al 80% si el
enriquecimiento selectivo se realiza con medios semi-sélidos, como el Rappaport-
Vassiliadis semi-s6lido modificado, en vez de utilizar caldos. No obstante, los mismos

autores advierten que la capacidad de migracién de Salmonella puede disminuir cerca
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del 30% cuando la bacteria se encuentra en bajas concentraciones (10 ufc/ml) en el pre-
enriquecimiento, por lo que podria ser facilmente perdida con los protocolos de cultivo
que incluyen medios semi-s6lidos. Esto sin duda afecta la deteccién de animales con

bajas cargas de Salmonella en heces.

Al analizar la eficacia de la PCR, se puede evidenciar lo planteado por Davies y col.
(2000), Beggesen y col. (2007) y Kuyuncu y Haggblom (2009) sobre la dificultad de
esta técnica para el diagndstico de patdgenos en una matriz compleja como la materia
fecal. El 100% de las reacciones con templados preparados a partir de una alicuota del
pre-enriquecimiento (APT) no presenté amplificacion de fragmento de ADN alguno, ni
siquiera del IAC. Mientras que un segundo y consecutivo cultivo en RV como sustrato
para la PCR mostr6 un mejor desempeiio, ya que se logré amplificar exitosamente el
CIR en el 72% de las reacciones. Esto difiere con Trevanich y col. (2010) quienes
proponen que un solo pre-cultivo por al menos 14 h en un medio no selectivo es
suficiente para detectar diferentes serovariedades de S. enterica por técnicas basadas en
PCR, con el mismo protocolo de extraccion de ADN utilizado en este trabajo. Las
diferencias podrian relacionarse a que en aquel trabajo se utilizaron muestras de carne
de pollo contaminada artificialmente con cepas activadas de S. Typhimurium y S.
Enteritidis, que han sido asociadas con extensos mecanismos de adaptacién y

supervivencia (Spector y Kenyon, 2012).

La sensibilidad relativa de los distintos protocolos de PCR varié principalmente en
estadios tempranos del cultivo, donde a pesar que fue incapaz de detectar Salmonella
spp. en las alicuotas de APT, tuvo la mayor sensibilidad relativa de todas las pruebas
(100%), tan solo 4 h después de que las muestras pasaran del APT al RV. La gran
cantidad de reacciones “degradadas” entre las muestras de APT pueden deberse a la
presencia de inhibidores de reaccion de la materia fecal, asi como a una alta

concentracién de ADN dentro del templado (Wilson, 1997). Luego, como explica Stone
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y col. (1994), los inhibidores y el ADN presentes en altas concentraciones en el pre-
enriquecimiento, podrian diluirse cuando este medio es transferido al RV en una dilucién
de 1:100, lo que mejoraria las reacciones. A esto se suma lo planteado por Malorny y
Hoorfan (2005) sobre la utilidad del cultivo selectivo para incrementar el nimero de
Salmonella presentes por encima de las 10° o 10* células por ml de caldo, lo que

posibilitaria la deteccién por PCR.

En un trabajo realizado en Irlanda, donde se comparé el cultivo bacteriolégico y la
deteccién del gen invA por PCR, usando protocolos muy similares al corriente trabajo,
para detectar Salmonella spp. en subproductos de cerdo que se utilizan como obsequios
para mascotas. En dicho trabajo, la PCR también mostré mayor sensibilidad, detectando

4% més de muestras positivas que la deteccion bacteriolégica (Adley y col., 2011).

A diferencia de estos resultados, la utilizacién de pre-cultivos para la deteccién de
Salmonella spp. en materia fecal mediante el uso de técnicas basadas en PCR no fue
efectiva para Jensen y col. en 2013. Los autores reportaron que la qQPCR usada para la
deteccién de Salmonella spp. en heces naturalmente contaminadas tuvo un desempeiio
muy pobre, lo que atribuyeron a la complejidad de la matriz y a que la bacteria podria
encontrarse en baja concentracion en dichas muestras. Una de las posibles explicaciones
de estas diferencias es que a pesar de haber utilizado kit comerciales para la extracciéon
de ADN y un IAC, las reacciones de PCR se hicieron a partir de alicuotas del pre-cultivo
no selectivo (APT), tal como ocurrid en el presente trabajo donde no fue posible detectar

la bacteria en estas condiciones.

Si bien, como ya fue mencionado, Trevanich y col. (2010) asegura que un pre-cultivo
de un solo paso es suficiente para mejorar la eficacia de deteccién de Salmonella, segin
nuestros resultados, sumado a las dificultades encontradas por Myint y col. (2006) y
Jensen y col. (2013), se puede pensar que un segundo pre-cultivo selectivo es necesario

para mejorarla eficacia de la PCR para la deteccidn de Salmonella en heces. Esto
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coincide con lo planteado por Taskila y col. (2012) luego de revisar ampliamente el
efecto de los medios de enriquecimiento en la deteccién de Salmonella en alimentos,
donde los autores concluyeron en resaltar que los procedimientos mas confiables para la
deteccion de Salmonella son los que utilizan enriquecimientos en dos pasos
consecutivos, que incluyen una recuperaciéon en medios no selectivos y un cultivo
selectivo en condiciones mads astringentes. No obstante, algunos ajustes sobre las
condiciones de reaccion podrian lograr disminuir el efecto de los inhibidores presentes
en la materia fecal, ya sea con el uso de facilitadores de reaccién o con la cuantificacion
de ADN, que podrian disminuir las reacciones “degradadas” y aumentar la sensibilidad

en el PCR a partir del pre-cultivo.

No se observaron diferencias significativas (p<0,05) entre los protocolos de PCR y la
bacteriologia. No obstante, de las 7 muestras que fueron positivas al PCR con 4 h de
cultivo en RV, y que le dieron una sensibilidad relativa perfecta a este protocolo, 4
fueron clasificadas como negativas por el resto de los protocolos de PCR y la
bacteriologia (con excepcidn de la muestra 1 al PCR de RV 8 h, que resulté degradado).
Una de las explicaciones que ha sido planteada por diferentes autores, es que la PCR a
las pocas horas de que las muestras fueran pasadas a un medio de enriquecimiento pudo
detectar la presencia de bacterias injuriadas, que luego no pudieron adaptarse y
sobrevivir en las condiciones de cultivo selectivo, y por eso no fueron detectadas en las
pruebas sucesivas (Rijpens y col., 1999; Myint y col., 2006; Taskila y col., 2012). La
relativa baja virulencia, en cuanto a su capacidad de adaptacién, que se puede esperar
en las serovariedades aisladas puede ser otra de las causas de la no supervivencia de
estas cepas en algunas muestras. Las variaciones individuales en la composicién de la
microbiota intestinal también ha sido recientemente asociadas a la posibilidad de

supervivencia y crecimiento de Salmonella a niveles que permita su deteccién, sobre
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todo en cerdos con bajas concentraciones de la bacteria en heces, como es frecuente en

casos de infecciones subclinicas (Bearson y col., 2013).
3. Sensibilidad y Especificidad

Al comparar la PCR con el cultivo bacterioldgico como prueba de referencia, se
observa que la primera posee una muy alta sensibilidad, igual al valor de referencia, y
que por lo tanto, el principal problema son los “falsos positivos”, que afectarian la
especificidad y el VPP de la técnica. Esto coincide con lo observado en un estudio sueco,
en el que compararon varios protocolos de cultivo bacterioldgico con el uso de ELISA
y PCR para la deteccidén de Salmonella spp. en heces de diferentes especies. Los autores
remarcaron que el principal problema de los métodos basados en PCR radica en la
dificultad para poder confirmar algunos resultados positivos mediante la bacteriologia,
debido a la presencia de bacterias estresadas, serotipos de cultivo dificultoso, o
directamente, a falsos positivos que pueden aparecer en las técnicas basadas en PCR

(Eriksson y Aspan, 2007).

Para Myint y col. (2006), la especificidad de la PCR para la deteccion de Salmonella
spp- fue perfecta (100%) e independiente del protocolo de pre-cultivo utilizado, aunque
si observo variabilidad en la sensibilidad de la misma (83%), debido a los falsos
negativos que relacioné a la presencia de inhibidores de reaccién. La diferencia con los
valores de la PCR en RV a las 4 h de cultivo del presente trabajo, puede relacionarse a
que los autores trabajaron con una matriz diferente como es la carne de pollo, con otros
inhibidores, pero también a que la PCR se realizé luego del pre-enriquecimiento en APT
y de 24 h de cultivo selectivo en RV o Tetrationato. Como ya se vio, esto podria impactar

sobre la especificidad de la técnica por la no deteccién de bacterias injuriadas.

Los resultados de la PCR del cultivo en RV por 8 y 24 h fueron iguales a los del
cultivo bacteriolégico. Tanto la sensibilidad, como la especificidad, el VPP y el VPN

tuvieron valores idénticos para estos tres protocolos de deteccion molecular de
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Salmonella. Ademas, estos dos protocolos de PCR (8 y 24 h en RV) tuvieron un valor
maximo de acuerdo con la prueba de referencia, representado por un valor de kappa
igual a 1, que segin Landis y Koch (1977) representa un acuerdo perfecto. Segun estos
mismos autores, el nivel de acuerdo del protocolo de PCR del cultivo en RV por 4 h fue
moderado, con un kappa igual a 0,5436 (95% 1C 0,1347 - 0,8091), aunque si tenemos en
cuenta el intervalo de confianza, el valor de kappa podria ingresar en la misma categoria
de los otros protocolos de PCR analizados (0,8-1 = acuerdo casi perfecto). Los resultados
son semejantes a los niveles de acuerdo encontrados por Myint y col. (2006), quienes
reportaron un kappa de 0,84 para la comparacion de la PCR con el doble cultivo APT-

RV y de 1 cuando se utilizé Tetrationato como medio selectivo.

De lo anterior, y coincidiendo con Wilkins y col. (2010) se puede pensar que la PCR
de los medios de enriquecimiento selectivo puede ser una herramienta Gtil como prueba
tamiz en la deteccidén de Salmonella spp. en heces de forma efectiva en tiempo y costos,
metodologia que ha sido comprobada en estudios anteriores (Prendergast y col. 2009).
Segun los resultados obtenidos, seria necesario un minimo de 12-18 h de pre-
enriquecimiento y al menos 8 h de enriquecimiento selectivo para lograr identificar las
muestras que posibilitarian un aislamiento efectivo de la bacteria. Por otro lado, si el
objetivo fuera identificar todos aquellos animales que excretan Salmonella en sus heces,
es posible incrementar la sensibilidad relativa de la técnica mediante un protocolo
precoz utilizando muestras tras 4 h de enriquecimiento, que facilitaria la deteccién de

bacterias injuriadas en la muestra.

El dilema primordial de la deteccidon de Salmonella en heces mediante PCR es lograr
establecer y estandarizar protocolos de pre-cultivo, extraccion de ADN y uso de
facilitadores de reaccién que maximicen la efectividad de la técnica. Si bien existen kit
comerciales de extraccion de ADN para materia fecal de comprobada efectividad en la

remocidén de inhibidores y purificacion de ADN (Malorny y Hoorfar, 2005), estos suelen
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incrementar mucho los costos, sobre todo cuando se deben analizar un gran nimero de
muestras, como las que son frecuentemente necesaria para detectar enfermedades que se
presentan con baja prevalencia, por ejemplo, los animales subclinicos que excretan
Salmonella en heces. Por esto, es necesario que estos protocolos sean baratos y no muy
complejos para poder extender y facilitar la aplicacion en los laboratorios de

diagnéstico.

Queda clara la necesidad de profundizar y extender también las investigaciones sobre
protocolos que combinen métodos de cultivo y de biologia molecular, que permitan no
solo detectar los patégenos en materia fecal, sino también la individualizacién de la
bacteria para poder lograr una caracterizacién més especifica de la misma (serovariedad,
patrén de sensibilidad antimicrobianos, perfil genético), necesario para implementar

medidas estratégicas de control.

Por otra parte, otro de los aspectos interesantes a ahondar es en el establecimiento de
métodos que permitan detectar, diferenciar y cuantificar bacterias vivas, injuriadas y
muertas. Esto reviste importancia ya que la caracterizacion de las poblaciones patoégenas
presentes en una muestra puede ayudar a comprender la epidemiologia de cada caso en

particular, ademas de disminuir los riesgos de transmision.

A pesar de comprobar lo planteado por Funk (2003) y Wilkins y col. (2010) sobre las
“imperfecciones” que tienen los protocolos de cultivo bacterioldgico para el aislamiento
de Salmonella spp. en materia fecal, queda claro que por el momento no se han
establecido métodos moleculares confiables y reproducibles que tomen su lugar como
prueba de oro. Un largo camino queda por recorrer en este sentido, y la bacteriologia

goza de buena salud.

45



CAPITULO 11

PREVALENCIA DE GRAN]JAS INFECTADAS

Y SEROVARIEDADES DE SALMONELLA ENTERICA

PRESENTES EN CERDOS EN LA ARGENTINA
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A. INTRODUCCION
1. Produccién porcina en la Argentina

La cadena de la carne porcina argentina ha experimentado un crecimiento importante
en los altimos 10 affos. Segun el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA),
esto se relaciona con una serie de politicas monetarias y econémicas que mejoraron la
rentabilidad del sector, y enfrentaron un escenario favorable por las posibilidades de
aumentar el consumo interno y sustituir importaciones, lo cual se tradujo en un
incremento de la produccidén nacional (Iglesias y Ghezan, 2013). Esto se ve claramente
en los datos de faena porcina reportados por el Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Pesca y Alimentacion de la Nacion (MAGPyA), donde en 2003 se registré uno de los
valores mds bajos en la produccién de cerdo, con una faena de 158.310 toneladas de res
con hueso, y luego de 10 afios de crecimiento sostenido, ese valor fue superado en el
primer semestre de 2013 donde se registraron 191.671 toneladas de res con hueso, por
lo que se espera duplicar en este aiio lo producido en 2003 (MAGPyA, 2013). Ademas,
el consumo de carne de cerdo entre €l 2000 y 2010 aument6 a una tasa de crecimiento
anual acumulada de 0,36%, pasando de 7,83 kg a 8,12 kg/habitante/afio (Iglesias y
Ghezan, 2013), llegando en el primer semestre de 2013 a los 10,01 kg/habitante/afio

(MAGPYA, 2013).

Segun el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), en la
actualidad existen registrados 68.695 establecimientos porcinos (SIGSA, 2013). Sin
embargo, la concentracion de la faena porcina en el pais es alta, ya que los 20
establecimientos m4s grandes participan en mas del 80% de la faena, y los primeros diez
lo hacen en un 65% (Moreno y Telechea, 2011). Esto se explica por el hecho que el 96%
de los establecimientos tiene menos de 50 madres, y se clasifican en lo que INTA define
como “produccién de subsistencia”, seguido de otro gran nimero de “criaderos

comerciales” que tienen entre 51 y 200 cerdas madre en producciones semi-intensivas.
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Finalmente, el volumen de produccién de carne de cerdo para el consumo esta dado por
lo que INTA llama “empresas de produccidn porcina”, que son las granjas de mas de
200 cerdas madre, con personal en relacion de dependencia afectado en forma directa y
permanente a la actividad, y que tienen una produccién planificada e integradas
verticalmente en la cadena productiva (INTA, 2004). En 2012, estas ultimas fueron
estimadas a nivel nacional por el Sistema Integrado de Gestién Sanitaria en Sanidad
Animal (SIGSA) en tan solo 322 granjas, la mayoria de las cuales estd concentradas en
la region central del pais (datos del SIGSA provistos por la Direccion Nacional de

Sanidad Animal — SENASA).

Segin el Plan Estratégico Agroalimentario Argentina 2020, en los proximos afios se
espera un crecimiento sostenido de la cadena porcina nacional. Sin embargo, es poco lo
que se conoce sobre algunas enfermedades que podrian afectar no solo a la produccién
de cerdos, sino también representar un riesgo para los consumidores de esos productos

por tratarse de enfermedades de transmisidén alimentaria.
2. Salmonella en la producciéon de cerdo

La creciente aparicidn de infecciones clinicas y sobre todo subclinicas por Salmonella
spp. en la produccién porcina mundial, sumado a la importancia de los subproductos del
cerdo como intermediario en la transmisién de este patégeno al hombre y a la alta
asociacién estadistica encontrada por diferentes autores entre la prevalencia en granja y
la contaminacién de las canales porcinas en frigorifico durante la faena de esos animales
(Kranker y col., 2003; C6té y col., 2004; McDowell y col., 2007), originé el desarrollo
internacional de diversos programas de control y erradicaciéon de Salmonella en granjas
porcinas. Los ejemplos mds notorios son los que se llevan a cabo en Suecia (Carlsson y
Elvander, 2012), Noruega (Sandberg y col., 2002; Hofshagen y col., 2008), Dinamarca
(Mousing y col., 1997; Mggelmose y col., 2000; Alban y col., 2002; Alban y col., 2012),

Reino Unido (Clough y col., 2009) y Alemania (Merle y col., 2011).
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En los ultimos 10 afios, el establecimiento de programas de control regionales de
Salmonella en granjas, cémo el fijado por la Unién Europea (UE) a partir de la Directiva
Europea 2003/99, la Regulacién -EC- N°2160/2003 y la Regulacion -EC- N°668/2006,
dio lugar a la aparicién de una gran diversidad de trabajos de investigacién para
determinar las situaciones particulares de paises o regiones geograficas, que aportaron
datos epidemiol6gicos importantes para el disefio € implementacién de nuevos planes de
control, o el fortalecimiento de los ya existentes (Alban y col., 2002; Sandberg y col.,
2002; Weiss y col., 2002; Bahnson y col., 2006; Garcia-Feliz y col., 2007; Hofshagen y
col., 2008; Clough y col., 2009; Dom-in y col., 2009; Silva y col., 2009; Cardinale y
col., 2010; Kich y col., 2011; Merle y col., 2011; Methner y col., 2011; Visscher y col.,

2011; Alban y col., 2012; Arguello y col., 2013; Ward y col., 2013).

Segun el monitoreo realizado por la European Food Safety Authority (EFSA) en 2006-
2007, los paises escandinavos Suecia, Noruega y Finlandia son los que presentan menor
prevalencia de Salmonella en cerdos de toda la produccion porcina europea, con niveles
por debajo del 1,3% de los porcinos faenados (EFSA, 2008). Esto fue posible gracias a
los extensivos programas de vigilancia en los sistemas productivos, combinado con
estrictas medidas de control en granjas (Sandberg y col., 2002; Hofshagen y col., 2008).
En Suecia, durante el 2012 el 0,03% de los cerdos faenado fue positivo a Salmonella
spp., con tan solo 2 granjas denunciadas. Las serovariedades recuperadas durante los
programas de vigilancia fueron S. Typhimurium, S. Derby y S. Infantis (Carlsson y

Elvander, 2012).

Otro de los paises de avanzada en el tema es Dinamarca, que en 1995 fue de los
primeros en incorporar planes de control de Salmonella en su produccién porcina
(Mousing y col., 1997). A pesar de esto, la prevalencia de granjas casi se triplicé entre
el 14% reportado por Christensen y col. (1998), y el relevamiento realizado por la EFSA

en 2008 donde lograron aislar Salmonella spp. en el 40,9% de 298 granjas analizadas.
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Ademas, en este ultimo estudio, S. Derby fue la méas difundida en el 34,4% de las granjas,
seguida de S. Typhimurium (31,1%) y S. Infantis (18,9%) (EFSA, 2009; Arguello y col.,
2013). Estos resultados llevaron a que en 2010 se hiciera un cambio de estrategia en el

plan de control danés (Alban y col., 2012).

Inglaterra incorporé en el 2002 un programa de monitoreo de Salmonella en cerdos
que estaba basado en el modelo danés (BPEX, 2002). Sin embargo, segin la EFSA, en
2008 el 52,2% de los planteles reproductores fue positivo a Salmonella spp. (EFSA,
2009), con una concentracién espacial de las granjas positivas a Salmonella en
determinadas regiones geograficas del pais, que fue luego reportada por Clough y col.

(2009).

En Espaiia, uno de los principales productores de cerdo de Europa, Garcia-Feliz y col.
en 2007, tras realizar un estudio bacterioldgico de cerdos en edad de faena de 232 granjas
de engorde y de ciclo completo, reportaron que pudo aislar Salmonella spp. en 100
(43,1%). Ademas, S. Typhimurium estuvo presente en el 38% de los casos, superando a

S. Rissen (25%) y S. Derby (14%).

Methner y col. (2011) realizaron un monitoreo en frigorificos de Alemania, donde
encontraron que ¢l 13,8% de 1830 cerdos faenados fue positivo a Salmonella spp., con
preponderancia de S. Typhimurium (47,8%), S. Derby (36,9%), S. Infantis (6,4%) y S.
Enteritidis (5%). Resultados similares fueron reportados ese mismo afio por otro grupo
de investigadores que hicieron un seguimiento de 4 sistemas productivos y encontraron
que el 13,2% de los cerdos faenados fueron positivos a Salmonella spp., aunque en el
muestreo realizado en la granja el porcentaje de cerdos que excretaron la bacteria en
heces fue del 5,65%. Ademas, encontraron una mayor diversidad de serotipos en cerdos
faenados (21 variedades) que en las granjas (15) donde S. Typhimurium y S. Derby

fueron las més aisladas (Visscher y col., 2011).
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Fuera de Europa, en la isla de la Reunidn, territorio francés de ultramar, Cardinale y
col. (2010) encontré que en el 40% de las 60 granjas estudiadas lograron aislar
Salmonella spp. de al menos un cerdo de terminacidn, siendo S. Typhimurium la
serovariedad més frecuentemente aislada con el 40%, seguida de S. Derby (12%). Otro
territorio insular relevado fue Australia, donde Ward y col. en 2013 encontraron que el
31,3% de los cerdos salvajes del noroeste de ese pais tuvo algin tipo de Salmonella en
sus heces. Aunque en este caso, las principales serovariedades encontrada fueron S.
Anatum (20,9%) y S. Saintpaul (9,4%). En Tailandia, Dorn-in y col. en 2009 trabajaron
con 22 granjas y encontraron que todas las granjas fueron positivas a Salmonella spp.,
donde S. Rissen (56%), S. Stanley (16%) y S. Typhimurium (10%) fueron las més
frecuentemente aisladas. En China la principal serovariedad aislada en animales de
consumo fue S. Derby (Li y col., 2013), mientras que S. Rissen, S. Typhimurium, S.
London y S. Panama fueron las més frecuentemente aisladas en cerdos en Korea (Kim y

col., 2012).

Dentro del continente americano, uno de los reportes mas antiguos en Estado Unidos
fue el de Carlson y col. (2001) quienes analizaron los ganglios mesentéricos de 3442
cerdos en faena, que pertenecian a 25 granjas de Minnesota. Los autores encontraron
Salmonella spp. en el 64% de las granjas e identificaron 18 serovariedes, entre ellas las
mas comunes fueron S. Agona, S. Infantis, S. Newhaw, S. Typhimurium y S. Mbandaka.
Algunos afios después, Bahanson y col. (2006) utilizaron una metodologia muy similar,
incrementaron el tamaifio de la muestra a un total de 146 rodeos y detectaron 100 (68,5%)
con al menos 1 ganglio positivo a Salmonella. De las 33 serovariedades aisladas, la més
frecuente fueron S. Derby (23,2%), S. Typhimurium (17,1%), S. Brandenburg (10,5%),

S. Uganda (5,7%) y S. Anatum (4,8%).

Otros datos de América del Norte fueron aportados por Rajic y col. (2005) donde

trabajaron con muestras de materia fecal y ambientales de 90 granjas de Alberta, Canada.
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Los autores encontraron que el 66% de las granjas tuvo al menos un aislamiento de
Salmonella spp. con predominio de S. Typhimurium aislada del 22,4% de las granjas,
seguida de S. Derby (22%) y S. Infantis (14,6%). Un estudio posterior de Farzan y col.
(2006) encontraron Salmonella en las heces de cerdos del 26,8% de las 41 granjas
analizadas, que correspondian a 12 serovariedades con un preponderancia de S.

Typhimurium que se encontrd en el 45% de las granjas.

A nivel regional, la mayoria de los informes de situacién conocidos se encuentran en
Brasil, donde por ejemplo, Weiss y col. (2002) relevaron muestras de pooles de materia
fecal del piso de corrales en 10 establecimientos porcinos en el estado de Rio Grande do
Sul y encontraron Salmonella en 3 granjas. Salmonella Bredeney y S. Panama fueron
aisladas de 2 granjas, y S. Derby fue la Gnica serovariedad en una. Algunos afios después,
da Silva y col. (2009) analizaron 300 muestras de ganglios mesentéricos de cerdos
faenados en el estado de Mato Grosso. Los autores reportaron aislamientos de
Salmonella en el 16,6% de los animales, donde el 16% fueron clasificadas como S. Derby
y el 14% como S. Typhimurium. Bessa y col. (2004) y Schwarz y col. (2009) trabajaron
en frigorificos de Rio Grande do Sul, donde encontraron que S. Typhimurium fue la
serovariedad més prevalente entre los cerdos en faena. En el estado de Santa Catalina,
Kich y col. (2011) muestrearon 178 cerdos en la ultima etapa de engorde en 12 rodeos y
hallaron S. Typhimurium, S. Derby, S. Panama y S. Houtenae en el 49% de las heces

analizadas.

Otros informes hallados en Sudamérica, incluyen a Colombia donde Rincén y col.
(2008) realizaron un monitoreo en frigorifico y encontraron 37,8% de las carcasas de
cerdos fue positiva a Salmonella, cuyo 47% fue caracterizada como S. Typhimurium,
seguida de S. Derby (14%) y S. Agona (10%). En Chile, Villamil y col. (2012) lograron
recuperar Salmonella en la materia fecal de 12 de 29 compaiiias de produccién porcina,

y reportaron a S. Infantis y S. Typhimurium como las mas frecuentemente aisladas.
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En Argentina existe poca informacion estadistica con respecto a la presencia de
Salmonella en la produccién porcina. Los datos se limitan a casos individuales,
aislamientos de alimentos o reportes institucionales, como los del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas (INEI) — ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrian” quienes como
centro de referencia en enfermedades infecciosas en humanos, reciben también algunos
aislamientos relacionados a brotes de salmonelosis. Segun algunas publicaciones de los
investigadores de este organismo, historicamente las serovariedades més frecuentemente
aisladas en animales de produccién fueron S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Gallinarum
y S. Dublin, con variaciones de acuerdo a la especie animal (Caffer y col., 2007), aunque
desde 2006, S. Typhimurium se convirti6 en la serovariedad mas frecuentemente

identificada en muestras de humanos, animales y alimentos (Caffer y col., 2010).

Con respecto especificamente al cerdo, Ibar y col. (2009), a partir de un muestreo de
contenido de colon y ganglios mesentéricos de cerdos faenados en cuatro frigorificos de
Argentina, reportaron a S. Schwarzengrund y S. Heidelberg como las mas
frecuentemente aisladas, con una prevalencia de cerdos infectados por Salmonella del
21,2%. Otro informe conocido es el de Vigo y col. (2009) donde reportaron aislamientos
de S. Bovismorbificans y S. Muenster en muestras de materia fecal de cerdos de una
granja porcina de multiples sitios de la zona central del pais. Un aporte reciente puede
tomarse de Favier y col. (2013) que lograron recuperar S. Anatum en muestras de
subproductos de carne de cerdo en San Luis. En Parada y col. (2013), lograron aislar S.
Derby de cerdos en engorde en una granja de 6400 cerdas madre con cuadros subclinicos
de salmonelosis. Ademds, en cerdos faenados de esta granja reportaron las
serovariedades S. Schwarzengrund, S. Bredeney, S. Saintpaul y S. Derby como las més

frecuentemente aisladas.
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3. Salmonelosis en la granja

La mayoria de las enfermedades infecciosas que pueden afectar a los cerdos generan
impactos econdmicos en la granja, puesto que deprimen tanto la eficiencia de conversién
alimenticia como la ganancia diaria de peso vivo, ademds de producir un posible
aumento en la mortalidad. En el caso de las enfermedades que cursan con diarrea y fiebre
como signo clinico de un cuadro agudo, se conoce que puede generarse un
desmejoramiento de entre 0,1 y 0,3 en el indice de conversién (IC) de la granja y
aumentar entre 5 y 20 dias el tiempo en el que los cerdos alcanzan los 90kg. En casos
crénicos de enfermedades entéricas, la afeccién se calcula un desmejoramiento del 0,3
en el IC y entre 4 y 5 dias més para llegar a los 90kg (Muirhead y Alexander, 2001).
Segaun Johansen y col. (2010), en un estudio observacional de cerdos entre 12 y 19
semanas, encontraron que los animales que presentaron diarrea durante el periodo de

estudio ganaron 118 gramos menos por dia que los cerdos sin diarrea.

Recientemente, se ha demostrado también, la existencia de una dindmica particular
en la microbiota intestinal del cerdo durante infecciones por Salmonella entérica. Se
observé que la introduccién de este patégeno dentro del ambiente digestivo alterd la
maduracién y composicién normal de la microbiota intestinal, en forma independiente a
si el animal present6 un cuadro clinico (diarrea) o subclinico de la enfermedad. La
modificacion de las diferentes poblaciones que componen normalmente la microbiota
intestinal podria significar una afectaciéon de los pardmetros productivos de los cerdos
infectados, asi como predisponer a nuevas infecciones (Bearson y col., 2013). Esto deja
claro la importancia que tienen los cuadros entéricos subclinicos dentro de la

produccién, por generar grandes pérdidas econdmicas en forma silenciosa.

La cantidad de cerdos afectados en casos de salmonelosis en una granja, suele ser
muy variable y dependiente de diversos factores, como la serovariedad de S. enterica

presente, la sanidad de los cerdos, el tamaifio de la granja y el manejo de los animales,
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entre otros (Funk y Gebreyes, 2004; Garcia-Feliz y col., 2009; Alban y col., 2012).
Segtin Sanchez y col. (2007) en un trabajo de revision sistematica y meta-andlisis de 98
articulos de publicados entre 1990 y 2005, que correspondian a estudios en 23 paises de
importante produccion de cerdos en América, Europa y Asia, la media general de granjas
positivas a Salmonella fue del 59%, con una media de cerdos infectados por granja de
17%. Para Fosse y col. (2009), en otro meta-anélisis, esta vez de 46 estudios en 15 paises
de América del Norte y Europa, la prevalencia media de cerdos infectados por
Salmonella en una piara fue del 21,8%, con un promedio de 6,2% de cerdos que

excretaban la bacteria en sus heces.

Pires y col. (2012) realizaron un estudio longitudinal sobre el patrén de excrecidn de
Salmonella en heces de cerdos en engorde naturalmente infectados, donde encontraron
que el 15,1% de los cerdos evaluados tuvieron diarrea al menos una vez entre las 10 y
24 semanas de vida. Aunque, s6lo lograron recuperar Salmonella en el 6,4% de las
muestras de materia fecal, con un tiempo medio de excreciéon en heces de 14 dias, y
cerdos que excretaron Salmonella en forma intermitente durante todo el periodo de
estudio. Los autores reportaron también que el pico méximo de excrecién de Salmonella
en heces se dio al comienzo del engorde y disminuy6 hacia el final de este periodo. Sin
embargo, Rostagno y col. (2012) en un seguimiento de cerdos en edad de faena de 6
granjas, reportaron una prevalencia de cerdos que tenian Salmonella en sus heces en los
dias finales del engorde del 12,9% (95% IC 8,0 — 17,8%), aunque los valores fueron

variables entre cohortes.

Con respecto a las caracteristicas de las granjas, para Zheng y col. (2007) no hay
relacion entre el sistema de produccién (granjas organicas vs granjas confinadas vs
granjas al aire libre) y la prevalencia de Salmonella en la piara. Aunque, segun Garcia-
Feliz y col. (2009) si existe una asociacidn estadistica directa entre el nimero de cerdos

faenados por afio, con la prevalencia de cerdos que excretaban Salmonella en heces en
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esas granjas, ya que los autores encontraron que granjas con mds de 3500 cerdos
faenados por afio fueron los rodeos con mayor cantidad relativa de aislamientos de
Salmonella en Espaiia. Para Hautekiet y col. (2008) el nimero de cerdas en produccién
también constituye uno de los factores de riesgo asociados a la mayor seroprevalencia
de Salmonella en cerdos de Bélgica, aunque también destaca la importancia de las
condiciones de alojamiento de los animales (temperatura en la sala y el espacio asignado
por animal en engorde), la rigurosidad de las medidas de higiene y el manejo de las

instalaciones y de los animales.

Las piaras pueden ser infectadas por una gran diversidad de serovariedades de
Salmonella entérica que nos son especificas del cerdo, tal es asi, que segin Sanchez y
col. (2007) las variedades més frecuentemente aisladas en granjas de cerdos en los paises
de mayor produccién porcina mundial, son habitualmente S. Typhimurium y S. Derby.
Con la caracteristica que suelen encontrarse en forma unica dentro de cada piara
(Arguello y col., 2013), aunque, en ocasiones también se puede encontrar mis de una
serovariedad en una granja, e inclusive, segin De Busser y col. (2013), también en un

mismo animal.

De todo lo anterior, se ve la importancia de conocer la situacién actual de las
infecciones por Salmonella en la produccién porcina argentina, informacién que puede
marcan una linea basal desde donde evaluar la necesidad de implementacién de planes
de vigilancia y/o control de Salmonella en la produccién porcina nacional, y posibilitar
también, el conocer cuéles pueden ser los patrones de diseminacion de los diferentes

subtipos de las cepas patogenas para cerdos.
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B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO 11

Prevalencia de granjas infectadas y serovariedades de Salmonella enterica presentes en

cerdos en la Argentina

d) Determinar la prevalencia de granjas cuyos cerdos en edad de faena excretan

Salmonella spp. en sus heces, en el drea de mayor produccion porcina de Argentina.

e) Establecer la frecuencia de presentacion de las diferentes serovariedades de

S. enterica en cerdos en edad de faena.

f) Evaluar la diversidad genética de los aislamientos de diferentes serovariedades

de S. enterica identificados en cerdos en el pais.

g) Analizar la distribucion geografica de las diferentes cepas identificadas.
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C. MATERIALES Y METODOS
1. Poblacién y Muestras

Para determinar las serovariedades de S. enterica de mayor frecuencia de presentacién
en cerdos de la Republica Argentina, se utilizaron datos del SIGSA, provistos por la
Direccion Nacional de Sanidad Animal — SENASA. Se tuvieron en cuenta las granjas
confinadas que contaban con mas de 200 cerdas madre, es decir, se relevaron sélo las
clasificadas por INTA como “empresas porcinas” (INTA, 2004). Segin el SIGSA, en
2012 este tipo de granjas acumulaban un total de 153.350 cerdas madre, donde el 85%
de estas reproductoras se encontraban concentradas en la zona central del pais,
comprendida por Cérdoba, Buenos Aires, Entre Rios, San Luis y Santa Fe (Figura 2).
En estas provincias, se registraron 278 granjas confinadas de ciclo completo y de maés
de 200 cerdas madre cada una, lo que representa el 78% de las granjas de ese tipo en
todo el pais. Estas granjas constituyen los sistemas productivos més importantes del
pais, y por lo tanto, la poblacion sobre la que se pretende inferir la prevalencia de granjas

infectadas por Salmonella.
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Figura 2: Distribucidn de la existencia porcina en la Argentina (SIGSA, 2013).
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Para determinar la frecuencia de presentacidon de S. enterica, se tuvo en cuenta los
resultados obtenidos por Sanchez y col. (2007). El célculo del nimero de granjas a
muestrear necesario para ser representativo de la poblacidon general, se consideré una
prevalencia esperada de 59%, con el 90% de confianza y una precision del 10%,

utilizando la férmula para prevalencia segun Thrusfield (2007):

n = Z2Pesp (1-Pesp) = n - 1,9620.59(1-0.59) == n - 65
¢ 0,12

Doénde:  Pesp = prevalencia esperada

d = precisiéon

El nimero de granjas necesario inferencial en poblaciones infinitas, fue ajustado
teniendo en cuenta el nimero de granjas confinadas de mas de 200 madres reportadas

por el SIGSA (2012), segtin Thrusfield (2007):

Naju = Nxn = n,, - 278x65 E= n,jy, - 52
N+n 278 + 65

Dénde: N = poblacién en estudio

n = tamafio de muestra

La seleccién de las 52 granjas se realizé mediante un muestreo no probabilistico
intencionado, considerando las granjas mas grandes de la regién, y se completé con
granjas cuyos productores aceptaron participar del estudio, y que cumplian con las
condiciones establecidas: granjas confinadas de ciclo completo, con mas de 200 cerdas

madre.
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En cada granja, se tomaron muestras de materia fecal de animales de 22 semanas de
vida. El nimero de muestras fue el necesario para detectar al menos un cerdo que
excretara Salmonella en sus heces (presencia/ausencia). Esto permitié identificar a cada
granja como positiva o negativa para Salmonella spp. El célculo se realizé mediante la

férmula para presencia-ausencia segun Thrusfield (2007):

(1-0-p)")y(N-d2)+1 = n = (1-(1-0,95)") (100 - 8/2) + 1

=)
I

Donde:  pi1 = probabilidad de encontrar al menos un caso
N = tamafio de la poblacién

d = nimero minimo de animales infectados

Cada granja fue muestreada una sola vez y se identificé con un sistema de c6digo
unico para asegurar la confidencialidad de los datos durante el analisis y publicacién de

los resultados.
a) Muestreo dentro de la granja

Dentro de cada granja se realizé un muestreo dirigido de cerdos en terminaciéon
con alrededor de 22 + 1 semanas de vida. En caso que existiera més de un galp6n con
cerdos de esta edad, el nimero total de muestras (n = 30) fue dividido por la cantidad de
galpones, para tomar un nimero equivalente de muestras en cada uno. La toma de
muestra de materia fecal en cada galpon con cerdos de esta edad, se realizd priorizando
aquellos animales que presentaran heces blandas (diarrea) y tomando como méximo 3 -

4 cerdos por corral (muestreo dirigido).
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Cada muestra representa un cerdo, del cual se extrajeron aproximadamente 20 g
(pufiado chico) de materia fecal directamente del recto, por estimulacion rectal o durante
la defecacion. Las muestras fueron tomadas en bolsas plasticas nuevas (rollo de bolsas)
utilizando guantes de latex. En general, se evité la toma de muestras del suelo. Una vez
finalizado el muestreo, las materias fecales fueron colocadas en conservadoras y
refrigeradas entre 4 y 8°C utilizando conservantes en cantidad necesaria, para luego ser
remitidas a los laboratorios de Patologia Animal de la Facultad de Agronomia y
Veterinaria de la Universidad Nacional de Rio Cuarto, donde se realizaron las pruebas

de laboratorio.
2. Aislamiento Bacteriolégico

Las muestras de MF se analizaron por aislamiento bacteriolégico mediante un
protocolo de estdndares internacionales ISO 6579/02, considerado como “prueba de oro”
en la deteccién de Salmonella spp. Todas las muestras fueron procesadas dentro de las

48 h posteriores a su obtencidn.
a) Pre-enriquecimiento no selectivo

Las muestras de MF (10 g) fueron sembradas en un recipiente conteniendo 100
ml de agua peptonada tamponada (APT) estéril (dilucién 1:10), que fue previamente
atemperada a temperatura ambiente (22-25°C). Los recipientes fueron incubados durante

un total de 18 £ 2 h a 37°C = 1°C en una estufa de cultivo con atmdsfera aerdbica.

Luego de finalizar la siembra, se realizaron controles negativos y positivos que
fueron procesados en forma paralela con las muestras. Como control negativo, los
medios de cultivo permanecieron no inoculados, pero los frascos fueron abiertos y
expuestos al ambiente por el tiempo que se tardaria en sembrar una muestra. Como
control positivo, se utiliz6 una cepa de S. Bredeney aislada de cerdo que fue

serotipificada por el INEI - ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

61



b) Enriquecimiento selectivo

Una alicuota de 100 pl de APT fue transferida a un tubo con 9,9 ml de caldo
Rappaport-Vassiladis (RV) cambiando la punta o tip estéril entre una muestra y otra.
Los tubos de RV fueron incubados por 20 - 24 h a 37°C + 1°C en una estufa de cultivo

con atmosfera aerdbica.
¢) Siembra en placas de agar selectivo

De cada tubo con caldo RV cultivado se sembrd, en agotamiento por estrias, una
placa de agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) utilizando un ansa de 10 pl. El cultivo

de las placas se hizo en una estufa a 37°C + 1°C por 24 + 2 h en atmoésfera aerdbica.
d) Lectura de placas

La lectura de placas de XLD se realizé teniendo en cuenta el color de las colonias
que crecen en su superficie. El género Salmonella se diferencia por formar colonias
negras o rojas con un centro negro, debido a la produccién de sulfuro de hidrégeno, a

partir del hierro presente en el medio
e) Subcultivo de colonias sospechosas

En cada placa sospechosa, una colonia fue transferida a un medio sélido selectivo
para Enterobacterias, agar Mc Conkey, para su aislamiento y purificacién. En 10 granjas
positivas, de una misma muestra dos colonias fueron repicadas de diferentes zonas de la
placa y fueron seguidas como aislamientos diferentes (X* y X®), para evaluar la presencia

de mas de una serovariedad de S. enterica en la muestra.

Las colonias purificadas fueron sometidas a pruebas metabdlicas para identificar
Salmonella spp. Los medios utilizados fueron: Agar hierro tres azucares (TSI), Urea
segun Christensen, Agar Lisina Hierro (LIA). Cada prueba fue procesada segiin métodos
estandarizados (Caffer y col., 2008). Se consideré positivo a Salmonella spp. a las

siguientes reacciones: TSI: + K/A con o sin gas; Urea: -; LIA: + K/K.
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3. Reacciéon de PCR

Todos los aislamientos de MF con bioquimicas compatibles, fueron confirmados
como Salmonella spp. mediante la deteccion del gen invA por PCR, siguiendo la

metodologia descripta en el CAPITULO I (C.4), con algunas modificaciones.
a) Re-aislamiento de colonias sospechosas

Dos colonias fueron levantadas de la placa de cultivo purificado (agar Mc
Conkey) y resembradas en placas de agar Muller Hilton o TSA para evitar los inhibidores

de la PCR presentes en el agar selectivo.
b) Extraccién de ADN

La extraccion de ADN de los aislamientos sospechosos se realizé directamente
dentro del termociclador MultiGene Gradient (Labnet, NJ, USA), mediante la
modificacion de la fase inicial de desnaturalizacién del ADN a 95°C, que inicialmente
era por 1 min y se extendid a 5 min. Esto permite lograr la lisis bacteriana y la liberacién
del ADN dentro de la mezcla de reactivos. Para evitar la inhibicion de la reaccién de

PCR por los residuos de pared de la bacteria, se agreg6 0,4% (P/V) de BSA.
¢) Ciclado

Las amplificaciones se llevaron a cabo en un termociclador MultiGene Gradient
(Labnet, NJ, USA) con las siguientes condiciones de incubacién: una desnaturalizacion
inicial a 95°C por un 5 min, seguido de 38 ciclos de 95°C por 30 s, 64°C por 30 s y 72°C

por 30 s. Por ultimo, se utilizé un periodo de extensién final a 72°C por 4 min.
4. Serotipificacién

Las cepas de Salmonella spp. aisladas fueron serotipificadas de acuerdo a la presencia
de antigenos somaticos (O) y flagelares (H), clasificados en el Esquema de White-

Kauffmann-Le Minor, del Instituto Pasteur, Paris, Francia. Se utilizaron antisueros
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producidos en el Servicio Antigenos y Antisueros, Instituto Nacional de Produccion de

Biol6gicos — ANLIS “Carlos G. Malbran™, Buenos Aires, Argentina.

La serotipificaciéon se realizd por la prueba de aglutinacién en ldmina para la
identificacién del antigeno somdtico O, utilizando los antisueros polivalentes OSA y
OSB. La deteccién de los antigenos flagelares H se hizo por aglutinacidon en tubo
utilizando en primera instancia los cuatro antisueros flagelares polivalentes H1, HA, HB
y HC, para luego enfrentarlo a los antisueros correspondientes al grupo polivalente. La
identificacién de los antigenos presentes permite formular un c6digo que al ser ingresado
en las tablas del Esquema de White-Kauffmann-Le Minor determina el serotipo de la

cepa, por ejemplo: Salmonella Typhimurium 1, 4, 5,12: i: 1,2.
5. Subtipificacién genética de cepas

Se trabajé con todas las cepas recuperadas de muestras de MF de cerdos que
pertenecian a las serovariedades de S. enterica que tienen importancia clinica en la salud
porcina y humana, como son S. Typhimurium, §. Derby, S. Infantis y S. Heidelberg,

entre otras.

El estudio se realizé en los laboratorios del Servicio de Enterobacterias del Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran” (Buenos Aires,
Argentina), y se utilizé la técnica de Electroforesis en Campo Pulsado (PFGE) segun el
protocolo estandarizado de la Red PulseNet desarrollado por el CDC, USA (Ribot y col.,

2006) con la enzima Xbal (Invitrogen™, CA, USA).
a) Preparacién de las cepas

Una vez conocido el serotipo, una colonia de cada cepa a analizar fue sembrada

en Agar Tripticasa Soya (TSA) y cultivada en atmésfera aerdbica a 37°C por 18 h.
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b) Preparaciéon de bloques de agarosa

Se realiz6 una suspensién de colonias de la placa de cada cepa en 1 ml de buffer
TE (Tris 100 mM: EDTA 100 mM). La concentracidon de las suspensiones bacterianas
fue igualada utilizando un espectrofotémetro y llevandolas a una densidad 6ptica de 1,0.
Se transfirieron 200 pl de cada suspensién celular a tubos de 1,5 ml y se les agregd 10
ul de Proteinasa K (20 mg/ml). Por Gltimo, 200 ul de Agarosa SeaKem Gold 1% fundida
y mantenida a 55 - 60°C fueron agregados a cada tubo. Luego de homogeneizar la
mezcla, se rellen6 un molde de bloque para cada cepa analizada y se dejo6 solidificar a

temperatura ambiente por 10 a 15 min.
¢) Lisis celular

Los bloques de agarosa fueron colocados en tubos de polipropileno y sumergidos
en Buffer de lisis (TE 50 mM, pH 8,0, 1% laurilsarcosina) con 25 pl de solucién de
Proteinasa K (20 mg/ml). Los tubos se incubaron en bafio termostitico con agitaciéon

vigorosa (200 rpm) a 55°C por 2 h.
d) Lavado de bloques de agarosa

Una vez descartado el buffer de lisis, los bloques fueron sumergidos y lavados
dos veces con agua calidad molecular a 50°C en bafio termostitico por 10 min.
Posteriormente, se realizaron cuatro lavados con 10 ml de buffer TE (Tris 10mM: EDTA

1mM, pH 8,0) en bafio termostético a 50°C por 10 min cada uno.
e) Digestion del ADN

Luego de ser cortados en porciones de 2 mm, los bloques fueron colocados en
criotubos. La digestion enzimatica se realizé con 30 U de la enzima de restriccion Xbal

(Invitrogen™, CA, USA) en buffer 1X por 18 h en bafio termostatico a 37°C.
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f) Preparacion del gel de agarosa

Los bloques de agarosa de las cepas fueron colocados en el peine, para después
ser incluidos en el gel de Agarosa SeaKem Gold (SKG) al 1% en buffer Tris-Borato
EDTA 0,5 X. Los bloques de la cepa patrén S. Braenderup H9812 fueron sembrados en

las calles 1, 5, 10 y 15 respetando el protocolo de PulseNet.
g) Electroforesis

La corrida de electroforesis se realizé con el equipo CHEF DR IlI, bajo las

siguientes condiciones:

Tiempo de pulso inicial A: 2,2 s.
Tiempo de pulso final A: 63,8 s.
Voltaje: 200 V (6 volts/cm).
Tiempo de corrida: 20 h.

h) Tincién y documentacion del gel

Una vez finalizada la corrida de electroforesis el gel fue tefiido en una solucién
de bromuro de etidio (1 pg/ml) por 30 min. Posteriormente el gel fue enjuagado en agua
destilada por 60 - 90 min, para luego ser analizado por el sistema de documentacién Gel

Doc 2000.

Para el andlisis de la imagen del gel se utilizé el programa BioNumerics, v.4.0
(Applied Math) aplicando los parametros establecidos para la Red PulseNet
Internacional (optimizacién 1.5% y porcentaje de tolerancia en la posicion de las bandas
1.5%, coeficiente de Dice y método UPGMA — Unweighted Pair Group Method with

Arithmetic Mean - para la construccidon de dendrogramas).
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i) Comparacién de pulsotipos

La relacién entre los pulsotipos de una misma serovariedad se analizé segun el
nimero de bandas diferentes entre los perfiles, siguiendo las recomendaciones de

Tonover y col. (1995), de la siguiente manera:

Perfiles idénticos sin bandas diferentes
Estrechamente relacionados < 2 bandas diferentes
Posiblemente relacionados < 4 bandas diferentes
Diferentes > 5 bandas diferentes

Los aislamientos fueron clasificados dentro del mismo cluster cuando se
agruparon en una misma rama del dendrograma y presentaron perfiles de PFGE con 4 o

menos bandas de diferencia para S. Typhimurium y 6 o menos bandas de diferencia para

S. Derby.
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D. RESULTADOS
1. Granjas Muestreadas

Fueron muestreadas 52 granjas de 7 provincias argentinas (Figura 3). Sélo 3 granjas
no cumplieron con el nimero minimo de 200 cerdas madre, pero fueron mantenidas en
el muestreo por representar zonas que no habian sido muestreadas y respetar las demads
condiciones de seleccién (Tabla 5). Los aislamientos de Salmonella de la granja Sl13 se
obtuvieron con anterioridad (2 afios) al presente muestreo, pero fueron tenidos en cuenta
en el andlisis por representar una granja de alta produccién. El total de las granjas
muestreadas equivalen a 48.780 cerdas madre, lo que representa una fraccién de
muestreo del 31,8% de la poblacidn total de las granjas de este tipo. En 22 granjas de 6
provincias se logré recuperar al menos un aislamiento de Sa/monella spp. (Figura 3), lo
que da una prevalencia de granjas positivas del 42,3% (95% IC 28,4-56,1%), con una

mayor prevalencia en granjas con més de 1001 madres en produccion (Figura 4).

Se procesaron 1.518 muestras de materia fecal. Debido a fallas puntuales, se debieron
cultivar menos de 30 muestras en 4 de las granjas incluidas, 3 de las cuales fueron
clasificadas como positivas (Tabla 5). Se aislé Salmonella en 95 muestras de heces, con
un promedio en cada granja positiva de 13,6% (95% IC 8,0 — 19,2) cerdos en edad de

faena que excretaban la bacteria en heces.
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Figura 3: Georeferenciacion de las granjas muestreadas, especificando cuales fueron
negativas (O-blanco) y positivas (@-gris) para la presencia de Salmonella spp.
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Tabla 5: Detalle de las 52 granjas muestreadas, indicando codigo, origen, nimero
de madres, aislamiento bacteriol6gico, muestras tomadas y porcentaje de muestras
positivas a Salmonella spp. en cada granja.

Cédigo Provincia N° de Aislamiento N° de N° de % Muestras +
madres Bacteriolégico muestras muestras+ en cada granja

Bl Buenos Aires 300 Positivo 30 3 10

B11 Buenos Aires 650 Negativo 30

B12 Buenos Aires 6300 Negativo 30

B13 Buenos Aires 700 Positivo 30 1 33

B14 Buenos Aires 1200 Positivo 30 2 6,6

B1S Buenos Aires 650 Negativo 30

B16 Buenos Aires 420 Positivo 30 15 50

B17 Buenos Aires 950 Positivo 30 2 6,6

B2 Buenos Aires 214 Negativo 30

B3 Buenos Aires 650 Positivo 30 15 50

B4 Buenos Aires 330 Negativo 30

BS Buenos Aires 280 Negativo 30

B6 Buenos Aires 370 Positivo 30 2 6,6

B7 Buenos Aires 350 Positivo 30 5 16,6

B8 Buenos Aires 1000 Negativo 30

B9 Buenos Aires 370 Negativo 30

Cl1 Cérdoba 521 Positivo 30 9 30

Ci0 Coérdoba 500 Negativo 30

Cl1 Cérdoba 300 Positivo 30 2 6,6

C12 Cérdoba 1250 Negativo 30

Cl4 Cérdoba 300 Negativo 30

C15 Cérdoba 680 Negativo 30

Clé Cérdoba 500 Negativo 30

C17 Coérdoba 650 Negativo 30

C18 Cérdoba 1000 Negativo 30

C19 Cérdoba 1000 Negativo 30

C2 Cérdoba 1000 Negativo 30

C20 Cérdoba 250 Positivo 30 2 6,6

C21 Cérdoba 700 Negativo 30

C3 Cérdoba 300 Positivo 28 6 214

C4 Cérdoba 300 Negativo 30

C5 Cérdoba 500 Negativo 23

Cé6 Cérdoba 2500 Positivo 30 3 10

C7 Cérdoba 250 Positivo 25 2 8

C8 Cérdoba 650 Negativo 30

C9 Cérdoba 500 Negativo 30

Erl Entre Rios 180 Negativo 30

Lpl La Pampa 1000 Negativo 30

M1 Mendoza 115 Positivo 16 1 6,2

Sfl Santa Fe 2300 Positivo 30 3 10

Sf2 Santa Fe 350 Negativo 30

Sf3 Santa Fe 200 Positivo 30 1 33

Sf4 Santa Fe 3500 Positivo 30 10 33

Sf5 Santa Fe 200 Negativo 30

St Santa Fe 500 Negativo 30

Sf7 Santa Fe 250 Negativo 30

Sf8 Santa Fe 150 Negativo 30

Sjl San Juan 1200 Positivo 30 2 6,6

Sj2 San Juan 1000 Positivo 30 4 13,3

SHl San Luis 1750 Positivo 30 2 6,6

SI2 San Luis 1300 Negativo 30

Si3 San Luis 6400 Positivo 16 3 18,8
TOTAL 48.780 1518 95 13,6%
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Figura 4: Porcentaje de granjas positivas a Salmonella spp. segun el numero de
cerdas madre.

2. Caracterizacion fenotipica de los aislamientos de Salmonella

Por la disponibilidad de recursos en el laboratorio, se serotipificé un méximo de 5
aislamientos confirmados mediante PCR como Salmonella spp. en cada granja positiva,
para un total de 53 cepas de las 22 granjas donde se aislé la bacteria. Los aislamientos
de 2 granjas no pudieron ser recuperados para su serotipificacién, y fueron clasificados
como Salmonella spp. (Tabla 6). En 8 muestras positivas de diferentes granjas en las
que se seleccioné 2 colonias (%, ®) de diferentes partes de la placa de cultivo primario
(XLD), ambas cepas fueron clasificadas dentro de la misma serovariedad (Tabla 6). Las
serovariedades de S. enterica mas frecuentemente aisladas en los establecimientos
porcinos fueron S. Typhimurium (8 granjas) y S. Derby (6 granjas). Salmonella
Choleraesuis, la serovariedad més adaptada al cerdo, solo fue aislada en una granja de
Cérdoba (Figura 5). En el 63% de las granjas positivas so0lo se identifico una

serovariedad.
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Tabla 6: Serotipificacion de los aislamientos de S. enterica recuperados de materia
fecal de cerdos de granjas en Argentina. Se indican los antigenos somaéticos y
flagelares (en cada una de sus fases) que dieron reaccién positiva para cada cepa y la
clasificacién final segin el Esquema de White-Kauffmann-Le Minor.

Cepa AgSomitico  AgFlagelar  Ag Flagelar Serovariedad
fase 1 fase 2

BI/T* A;3,10,15; 10 B;E;h Hl; 6 S. Anatum

Bl/T® A; 3,10,15; 10 B;E;h Hi; 6 S. Anatum

Bl/14 B;6,7,8;7 C;r H1;5 S. Infantis

B1/18 B;6,7.8;7 Cr Hl; 5 S. Infantis

B3/1* B;6,7.8; 7 B;G;f S. Rissen

B3/1® B;6,7.8;7 B;G;f S. Rissen

B3/10 B;6,7.8; 7 B;G; f S. Rissen

B3/18 B;6,7.8;7 B;G;f S. Rissen

B3/24 B;6,7.8; 7 B;G; f S. Rissen

B6/3 A 4,5 Ai Hi; 2 S. Typhimurium

B6/16* A; 4,5 B;G;f S. Derby

Bé/16* A; 4.5 B;G; f S. Derby

B7 - - - S. spp.

Bi1310? A; 4,55 Cr H1; 2 S. Heidelberg

B13/10® A;45;5 C;r Hi; 2 S. Heidelberg

B14/8* A; 4,5 B;G; f S. Derby

B14/gb A 4.5 B;G;f S. Derby

Bl4/11 A; 4,5 B;G; f S. Derby

B16 - - - S. spp.

B17/8 A;45;5 At Hi; 2 S. Typhimurium

B17/3¢? A; 455 Ai H1;2 S. Typhimurium

B17/30° A;45:5 Aji Hi1;2 S. Typhimurium

Ccl/e* A 4,5 B;G; f S. Derby

Ccl/e® A; 4.5 B;G; f S. Derby

Cl/16 A; 4,5 B;G; f S. Derby

Cl1/22 A; 4,5 B;G; f S. Derby

C1/27 A; 4,5 B;G;f S. Derby

C3/2 A;4.5;5 Asi H1;2 S. Typhimurium

C3/6 A;4.5;5 A;i Hl1;2 S. Typhimurium

C3/17 A:45:5 A Hl; 2 S. Typhimurium

C6/X A; 4,55 C;r Hl;2 S. Heidelberg

C6/X1 B; 8,7,8;7 HIL; 5 A;c S. Choleraesuis

C6/X2 A; 45 C:L; v B; E; z15 S. Brandenburg

c79 A;45 B;G; f §. Derby

C7/12 A; 4,5 B;G; f S. Derby

C11/15 A; 45 A;i H1;2 S. Typhimurium

C11/30 A; 4,55 Aji Hl1;2 S. Typhimurium

C20 A; 455 A;i Hl;2 S. Typhimurium

M1/7 B;6,7.8;7 B;G;s S. Montevideo

Sf1/4 B;6,7.8;7 B; G; mt S. Oranienburg

Sf1/8 B:6,78;7 B: G; m.t §. Oranienburg

Sf3/13* B;6,7.8;7 CLw A;d S. Livingston

$£3/13® B; 6,7.8: 7 CL:w A:d S. Livingston

Sf4/2 A; 4,5 B;G;f §. Derby

Sf4/8* A; 3,10,15; 10 B;E;h HI;6 S. Anatum

Sfa/8® A;3,10,15; 10 B;E;h H1;6 S. Anatum

Sf4/18 A; 3,10,15; 10 B;E;h Hl; 6 S. Anatum

Sf4/29 A; 3,10,15; 10 B;E:h Hl; 6 S. Anatum

Sjl/11 A;4,5;5 A Hi;2 S. Typhimurium

Sjl/16* A;4.5;5 H1;2 Aji S. Typhimurium

Sjl/16® A:45:5 Hl; 2 S. Typhimurium

Sj2/8 A;9 CL;v HI;5 S. Panama

Sj2/18 A9 Hi; C,L;v S. Panama

Sj2/19 A;45;5 Ai H1;2 S. Typhimurium

Si2/28 A;9 C;L:v HI; 5 S. Panama

SI1/11 B;6,7,8;7 CLw A;d S. Livingston

Sii/21 B;6,7.8;7 C,Liw A d S. Livingston

SI13 A;4,5;5 A;i Hi1;2 S. Typhimurium

si3 A; 45 B;G; f S. Derby

Rk} A 4.5 B;G; f S. Derby
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Figura S: Frecuencia de identificacion, en numero de granjas, de las serovariedades
de S. enterica en las 22 granjas positivas.

3. Caracterizacion genotipica de los aislamientos de Salmonella

Se obtuvieron por Xbal-PFGE los perfiles de ADN de 34 aislamientos de S. enterica
que representaban a las ocho serovariedades mas importantes para la clinica en cerdos y
humanos, entre los que se identificaron 23 pulsotipos (Figura 6). Se pudo evidenciar la
presencia de 4 grupos de aislamientos relacionados genéticamente (clusters), en cada
una de las serovariedades mas frecuentemente aisladas (S. Derby y S. Typhimurium).
Los aislamientos de cada cluster se agruparon en una misma rama del dendrograma y
presentaron perfiles de PFGE con 4 o menos bandas de diferencia para S. Typhimurium
y 6 o menos bandas para S. Derby. En S. Derby, el cluster A se identific6 en el 50% (3)
de las granjas donde se aislé esta serovariedad (Figura 7). Mientras que en S.
Typhimurium, el cluster B se encontré en el 62,5% (5) del total de granjas con esta
serovariedad, con aislamientos en Buenos Aires, Cordoba y San Juan (Figura 8).
Diferentes clusters de una misma serovariedad fueron encontrados en las granjas
identificadas como: C1 donde se identificaron las variantes A y B de Derby; y Sj1, donde
se identificaron las variantes B y C de Typhimurium (Figura 7 y 8).
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Figura 6: Dendrograma con los perfiles de Xbal-PFGE de las principales
serovariedades aisladas en materia fecal de cerdos, con su respectiva granja de origen
(c6digo).
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E. DISCUSION
1. Importancia del muestreo

El incremento sostenido de la produccion porcina nacional, sustentado por el aumento
en el consumo de carne fresca y derivados en la poblacién, con mayores expectativas de
crecimiento en el corto y mediano plazo, abre grandes expectativas para la produccion
de cerdos en la Argentina. Sin duda, debe ser un compromiso de productores,
veterinarios y otros actores de la cadena de produccién el saber acompaiiar este
crecimiento a partir de la mejora en los sistemas productivos, la incorporacién de nuevas
tecnologias, y la mejora de la nutricién y sanidad de las piaras, a los fines de asegurar
no solo un aumento de la cantidad de cerdos producidos, sino principalmente de la

calidad de los mismos.

Es en este contexto que el diagndstico de situacion de enfermedades como la
salmonelosis parece necesario, no solo por las evidentes pérdidas productivas derivadas
de cuadros clinicos o de las mas peligrosas cuando se trata de cuadros subclinicos que
afectan la produccién en forma silenciosa, sino también por tratarse de una enfermedad

de transmisién alimentaria de reconocido impacto en la salud piblica a nivel mundial.

Con estos argumentos, y considerando la falta de informacién estadistica a nivel
nacional sobre la presencia de Salmonella en los sistemas de produccién de cerdos, se
pretendié dimensionar y caracterizar las poblaciones de este patégeno en las piaras del
pais. Para esto se trabajé con un muestreo que abarcd las principales granjas de cerdos
del pais y que permitiera inferir sobre el conjunto de granjas que producen mas del 85%
de la produccidn nacional de carne de cerdo, que fueron identificadas como granjas de

ciclo completo con més de 200 cerdas madre en produccién confinada e intensiva.

A diferencia de los principales estudios en Alemania (Methner y col., 2011), Suecia

(Carlsson y Elvander, 2012), por la UE en su conjunto (Regulacién -EC- N°2160/2003
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y la Regulacién -EC- N°668/2006; EFSA, 2008), o en Estados Unidos (Carlson y col.,
2001; Bahanson y col., 2006b), donde los monitoreos se realizaron a partir de muestras
de contenidos intestinales y tejidos tomados durante la faena de los animales, en este
estudio se prefirié trabajar con muestras de materia fecal de cerdos tomadas
directamente en las granjas donde se producen. A pesar de las dificultades conocidas
que tienen los protocolos bacterioldgicos para el andlisis de materia fecal, que la
constituyen en una prueba imperfecta para el diagndstico (Funk, 2003), se prefirié esta
muestra por sobre las tomadas en frigorifico por las dificultades en la
contaminacidn/infeccion de los cerdos durante el transporte y estadia en el frigorifico,
que ha sido claramente establecida por diversos autores como una de las principales
formas de contaminacién de los cerdos que llegan a faena (Erdman y col., 2003; Vyt y

col., 2006; Mannion y col., 2012).

Otro de los factores que se tuvieron en cuenta para para desestimar el muestreo en
frigorifico, son las caracteristicas de la cadena de produccién y comercializacién de
cerdos en Argentina, donde tan solo 4 frigorificos faenan el 55% del total de cabezas
producidas en el pais (Iglesias y Ghezan, 2013). Con la particularidad histérica que estos
mataderos se encuentran agrupados en una pequeiia regién cercana al puerto de Buenos
Aires. La concentracion de la faena implica que los cerdos deban recorrer una extensa
cantidad de kildmetros desde su granja de origen hasta las plantas de faena, lo que se
traduce en tiempos excesivos de transporte, sumado a los periodos en los corrales de
espera, y a veces también, a la falta de coordinacion entre el frigorifico y el productor
para el envio de los animales, da como resultado un minimo de 8 - 10 h de transporte y
estadia pre faena. Estos tiempos son, por ejemplo, ostensiblemente mayores a las 1,7 h
promedio de transporte reportadas en Bélgica por Nollet y col. (2005), o en Alemania,
donde segun Visscher y col. (2011) los cerdos demoran menos de 3 h promedio desde

que abandonaron su granja hasta la linea de faena.
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De lo anterior pueden verse las dificultades que pueden aparecer por la aplicacién del
modelo europeo de monitoreo de Salmonella en frigorifico en nuestro pais, sobre todo
por baja representatividad que puede tener sobre la situacién real de las granjas de
produccion de cerdos en esta regidon. Esto realza la importancia del muestreo realizado
en este trabajo, donde las muestra tomadas, y por lo tanto los aislamientos de Salmonella
spp- que se obtuvieron, representan directamente a las granjas que producen cerdos en

la Argentina.

2. Prevalencia de granjas infectadas por Salmonella en la Argentina:

Comparacién con datos mundiales.

Extrapolando los resultados obtenidos, se puede decir con un 90% de confianza y una
precision de + 10%, que el 42% de las granjas de mas de 200 madres de 1a zona de mayor
produccion porcina de la Argentina tuvo al menos un cerdo en edad de faena que excreto
Salmonella spp. en sus heces. Esta prevalencia de granjas positivas es similar a la
encontrada por la EFSA durante 2008 en granjas comerciales de Bélgica (36,4%),
Dinamarca (41,4%), Francia (38,7%), Irlanda (47,7%), Italia (43,9%), Portugal (43,3%),
el Reino Unido (44%), y levemente inferior a la prevalencia en Espaiia (53,1%) y

Holanda (55,7%) (EFSA, 2009).

La prevalencia de granjas infectadas con Salmonella en la Argentina, si dista mucho,
por ejemplo, de los valores encontrados durante 2008 por la EFSA en Suecia, donde sélo
el 1,8% de las 57 granjas de reproductores y ninguna de las 150 granjas de engorde
fueron positivas a Salmonella; o en Noruega donde no hubo aislamientos en las granjas
de reproductores (108), ni en las comerciales (143) (EFSA, 2009). Segin lo planteado
por diversos autores, la baja prevalencia de granjas infectadas en esos paises puede estar
relacionada a los estrictos programas de control en la produccién porcina implementados
en esa region ndrdica, que incluyen la denuncia obligatoria ante la presencia de casos

sospechosos de salmonelosis, medidas de interdiccion de granjas positivas hasta que se
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logre erradicar nuevamente, compensaciones econdmicas para las granjas que lo
apliquen, y sobre todo, una rigurosa vigilancia epidemiolégica de los sistemas
productivos. Ademas, como si fuera poco, estos programas son aplicados en estos paises
desde hace més de 20 afios (Sandberg y col., 2002; Hofshagen y col., 2008; Carlsson y

Elvander, 2012).

Es importante reconocer también, que la sola presencia de un estricto control en la
produccién de cerdos, no asegura el éxito de las medidas. El caso de Dinamarca, donde
han existido diferentes programa de control de salmonelosis en la produccién porcina
desde 1995 (Mousing y col., 1997), es una prueba de lo compleja y variable que puede
ser la epidemiologia de esta enfermedad. Luego de que Christensen y col. (1998)
reportaran que la prevalencia de granjas danesas positivas a Salmonella era del 14%, y
pese a todas las medidas de control desde entonces, la EFSA report6 que en 2008 fue
posible aislar la bacteria en el 41,4% de las 198 granjas comerciales analizadas en ese

pais, prevalencia muy similar a la encontrada en Argentina.

Para Alban y col. (2012), el incremento de la prevalencia de granjas infectadas en
Dinamarca en los Gltimos afios, puede deberse a que las restricciones impuestas en
granjas con altos indices de Salmonella (segin el plan de control danés) fueron
insuficientes para limitar la diseminacién del patégeno hacia otras granjas. Aunque
también se debe destacar que segin el monitoreo realizado por la EFSA en 2006-2007,
la prevalencia de cerdos en faena infectados con Salmonella en Dinamarca fue del 7,7%,
representando uno de los valores mas bajos entre los principales productores de Europa
(EFSA, 2008). Ademaés, segun Arguello y col. (2013), durante la aplicacién del Plan
Danés de Control de Salmonella, se logré reducir el numero de serovariedades de S.
enterica recuperadas de cerdos, de 30 detectadas previamente a la implementacién, a las

14 identificadas por la EFSA en 2008.
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La situacién de las granjas porcinas argentinas con respecto a Salmonella, parece no
distar mucho de lo que ocurre en Espaiia, uno de los principales productores de cerdo
del mundo, donde Garcia-Feliz y col. (2007) lograron aislar Salmonella en el 43,1% de
las granjas comerciales. Sin embargo, debe considerarse también que los autores
trabajaron con muestras de los corrales en esas granjas, lo que puede incrementar los

positivos, por detectar algunas cepas ambientales.

Ya en América, la prevalencia argentina parece sensiblemente menor a los reportes
encontrados en los Estados Unidos, que se refieren a monitoreos en frigorifico, con
aislamientos de Salmonella de ganglios mesentéricos ileocecales de cerdos faenados.
Primero Carlson y col. (2001) con 25 granjas muestreadas en Minnesota, y luego
Bahanson y col. (2006) quienes adoptaron la misma metodologia e incrementaron la
cantidad a 113 granjas del centro oeste de ese pais, ambos trabajos obtuvieron valores
de prevalencia de granjas infectadas con Salmonella spp. cercanos al 65%. Aunque, en
el segundo estudio las méas de 30 serovariedades aisladas en las 73 granjas positivas
pueden indicar algin grado de contaminacién en frigorifico, sobre todo porque muchas

de ellas son frecuentemente encontradas en muestras ambientales en frigorifico.

Quizas resulte mas apropiada la comparacidn con los resultados obtenidos en Canada
por Rajic y col. (2005) y Farzan y col. (2006), quienes trabajaron con muestras de
materia fecal de cerdos y algunas muestras ambientales de los corrales de la granja. A
pesar de la cercania temporal de los estudios, en el trabajo encabezado por Rajic en 90
granjas de Alberta, la prevalencia de 66% de granjas positivas a Salmonella spp. fue
muy superior a la encontrada por Farzan y col. un afio después (26,8%).
Interesantemente, la prevalencia encontrada en el primer trabajo si se correspondid
regionalmente, consideraciones del muestreo mediante, con valores encontrados en los
Estados Unidos en estudios contemporaneos (Bahanson y col., 2006). Sin embargo, de

nuevo es dificil establecer la validez de la comparacion, ya que la mayoria de los
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aislamientos de ambos estudios se dieron en las muestras ambientales que tomaron en

los corrales de los animales.

Luego de ubicar los niveles de prevalencia de granjas argentinas positivas a
Salmonella en el marco de los principales productores mundiales de cerdo, la
comparacion regional con paises de América del Sur parece ser la mas adecuada, debido
a las similitudes sanitarias, climaticas y productivas existentes. Ademas, hasta donde se
conoce, en ninguno de estos paises existe una politica establecida para el control de
Salmonella en los animales de produccién, al menos no al nivel de los programa de

control existentes en 1la UE.

En Brasil, uno de los 4 principales productores de cerdo a nivel mundial, se puede
tener una idea de la prevalencia de granjas infectadas por Salmonella considerando los
resultados reportados por Weiss y col. (2002), donde el 30% de las mismas tuvieron al
menos un aislamiento, aunque debe considerarse que fueron relevadas solo 10 granjas.
Maés recientemente, segun Kich y col. (2011) casi 1 de cada 2 muestras de heces de
cerdos en edad de faena fue positiva a Salmonella, con una importante variabilidad en
los perfiles genéticos obtenidos por Xbal-PFGE. No obstante, los autores no precisaron

si los aislamientos correspondian a heces de cerdos de las 12 granjas estudiadas.

El alto porcentaje (47%) de carcasas de cerdo positivas a Salmonella reportado en
Colombia por Rincén y col. (2008), comparado con el 16,6% en Brasil (Silva y col.,
2009), puede indicar una situacién mas comprometida en ese pais caribefio. Se debe
considerar también, que el muestreo de hisopados de la superficie de las canales que se
utilizé en ese estudio puede ser mds representativo de la higiene durante la faena, que
de la prevalencia de animales infectados que llegan a ella. Aunque, es ampliamente
aceptado que existe una estrecha relacion entre la prevalencia de animales infectados y
contaminacion de la canal durante la faena, lo que ha sido descripto por diversos autores

(Coté y col., 2004; Mcdowell y col., 2007).
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El trabajo realizado por Villamil y col. (2012) sugiere una prevalencia de granjas
infectadas por Salmonella en Chile del 41,3%, valor muy similar al encontrado en el
presente trabajo en la Argentina. En aquel estudio, los autores trabajaron con un gran
numero de muestras de materia fecal de cerdos (850), utilizaron una metodologia similar
a la aqui descripta, con la salvedad que el procesamiento fue realizado en pooles de 5

heces cada uno, y monitorearon un numero un poco mas bajo de granjas (29).

Mais alla de algunas diferencias metodolégicas y la escasa de informacién estadistica
en Sudamérica, al parecer la prevalencia de granjas de cerdos infectadas con Salmonella
a nivel regional es bastante similar a las reportadas en otras partes del mundo. Sin
embargo, la prevalencia de Salmonella en cerdos faenados que ha sido reportada en la
regién, como ser el 47% en Colombia (Rincédn y col., 2008), el 71,6% en Brasil (Schwarz
y col., 2009) o el 21,2% en Argentina (Ibar y col., 2009), es ostensiblemente mayor al
10,3% (95% IC 9,2-11,5) promedio en toda la UE, que fuera reportado por la autoridad

europea como resultado del monitoreo realizado en 2006-2007 (EFSA, 2008).

Esto abre la discusion sobre la necesidad de implementar, al igual que en Europa,
algun tipo de estrategia de vigilancia y control, establecidas en forma locales y/o
regional, para lograr reducir el riesgo sanitario que implica la alta contaminacién con
Salmonella en la carne de cerdo, sobre todo en una excipiente produccién porcina en la
region. En este contexto, el conocimiento de la situacion epidemioldgica y la
caracterizacion de las poblaciones de Salmonella que se presentan en los sistemas
productivos, pueden representar una ventaja estratégica en el disefio de politicas

publicas de control.

3. Caracterizacién de las granjas cuyos cerdos excretan Salmonella enterica en

heces en Argentina.

Hasta donde se conoce, este es el primer trabajo que aporta informacién estadistica

sobre la presencia y las caracteristicas de las poblaciones de Sa/monella que se presentan
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en cerdos de granjas comerciales de mas de 200 madres en la Argentina. Anteriormente,
los antecedentes se limitan a Ibar y col. (2009) que realizaron un monitoreo de cerdos
en 4 frigorificos del pais; y Vigo y col. (2009) que evaluaron los patrones de eliminacién
de Salmonella y el tiempo de respuesta serologica de cerdos de una granja con cuadros

subclinicos de salmonelosis.

Segun Ibar y col. (2009) la prevalencia de cerdos faenados infectados con Salmonella
en 4 frigorificos argentinos fue del 21,2%, y las serovariedades Schwarzengrund (27%)
y Heidelberg (17%) fueron las més frecuentemente aisladas. Mientras que S. Derby y S.
Typhimurium, las variedades mas prevalentes en el presente trabajo, representaron solo
el 10% y 7% de los aislamientos, respectivamente. Ademads, Parada y col. (2013) también
reportaron a S. Schwarzengrund como la més frecuentemente aislada, esta vez en un solo
frigorifico. Como se ve, hay una marcada diferencia entre la prevalencia de
serovariedades de Salmonella reportadas en frigorifico en esos estudios y las que fueron
aisladas en granjas en el presente trabajo, donde, por ejemplo, no se aislé S.
Schwarzengrund. Como ya fue sefialado, esta diferencia entre las serovariedades
presentes en granjas y las que pueden aislarse en frigorifico ha sido convenientemente
descripta por diversos autores, y relacionada a la contaminacién/infeccién de los cerdos
durante el transporte y estadia pre faena (Erdman y col., 2003; Vyt y col., 2006;

Magistrali y col., 2008; Mannion y col., 2012).

Es de destacar que, si bien los datos aportados por Ibar y col. (2009) y Parada y col.
(2013) parecen ser poco representativos de la prevalencia de serovariedades de S.
enterica en granjas argentinas, constituyen un gran aporte para el conocimiento de
situacion en la cadena de produccién de cerdo del pais, que a la hora de ser evaluada en
el marco de futuros programas de control, puede ser complementada con la informacion

que aqui se presenta. Sobre todo considerando que para Sandberg y col. (2002) el éxito
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en el plan de control de Salmonella en cerdos en Noruega se fundamenta en la vigilancia

y control de las granjas, mas que de los animales.

Segin Clough y col. (2009), las infecciones por Salmonella suelen presentar una
estructura espacial, con zonas donde el riesgo de infeccién es mayor, y que por lo tanto,
deben ser consideradas en forma particular cuando se planean estrategias de vigilancia
y control. En el presente trabajo, en primera instancia parece no haber un patron espacial
definido de granjas positivas a Salmonella, ya que las mismas se observan distribuidas
por casi toda la zona de mayor concentracion de granjas descripta por el SIGSA. Aunque,
por otro lado, en el sur de Cérdoba puede verse un ligero agrupamiento de granjas (6)
donde se logré aislar la bacteria, con el agregado que en casi todas ellas (5) se aislo S.
Typhimurium o S. Derby. Siguiendo lo planteado por Clough y col. (2009), la zona sur
de Cordoba podria ser considerada como de mayor riesgo para la infeccién por
Salmonella. Sin embargo, el tipo de muestreo por conveniencia utilizado para la

seleccion de granjas, introduce la posibilidad de algin tipo de sesgo en la interpretacion.

La particularidad de que la prevalencia de infeccidon con Salmonella fue mayor entre
las granjas de méas de 1001 madres, difiere con los planteado por Van der Wolf y col.
(2001) sobre que la granjas pequefias tienen un riesgo significativamente mayor de
poseer cerdos positivos a Salmonella, y que este riesgo disminuye a medida que las
granjas son méas grandes. Segin los autores, esto se explicaria porque los grandes
sistemas productivos son los que frecuentemente presentan mayores medidas de control
sanitarias, como restricciones en el movimiento del personal y de vehiculos en el interior
del predio, manejo todo adentro/todo afuera, y el control de vectores, como ratas y
moscas. Para Lo Fo Wong y col. (2004) el incremento del tamafio de la piara no
necesariamente impone un incremento en el riesgo de infeccidén por Salmonella, ya que
no necesariamente esto implica un incremento de la densidad de cerdos. Ademads,

también destaca que las grandes granjas son las que mayores posibilidades tienen de
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aplicar mejores medidas de bioseguridad y buenas practicas de manejo. Estos
argumentos también fueron utilizados por Baptista y col. (2009) para justificar una
asociaciéon entre el mayor tamafio de la granjas, con una menor seroprevalencia de

Salmonella.

Sin embargo, esta relacién entre numero de madres y riesgo de infeccidén por
Salmonella ya ha sido descripta por diferentes autores. Por ejemplo, Farzan y col. (2006)
encontraron una asociacion entre granjas de gran tamafio con un mayor niamero de cerdos
con anticuerpos contra Salmonella spp. Para Hautekiet y col. (2008) el incremento en el
namero de cerdas también tuvo una correlacién positiva con la cantidad de cerdos en
engorde que fueron seropositivos a Salmonella spp. Mientras que segun lo encontrado
por Garcia-Feliz y col. (2009) en Espaiia, el riesgo de hallar cerdos en engorde que
excretaran Salmonella en sus heces fue mayor en granjas medianas y grandes, que en
granjas pequefias. Resultados similares fueron reportados por Correia-Gomes y col.

(2013) en Portugal.

El incremento de las posibilidades de encontrar Salmonella en cerdos entre las granjas
de mayor tamaiio es un factor contradictorio, ya que son estas las que suelen presentar
las mayores medidas de bioseguridad e higiene, mejores instalaciones, sumado a la
frecuente aplicacidon de controles sanitarios como antibiéticos o vacunas. Sin embargo,
también es frecuente que en estas granjas, por el objetivo constante incremento de los
indices reproductivos como la fertilidad o la cantidad de nacidos vivos, se tienda a
sobrepasar la carga animal tolerada por las instalaciones, sobre todo en la Gltima etapa
del engorde. Es bien conocido que el hacinamiento incrementa el contacto directo entre
los animales, y entre estos y sus heces, los que puede favorecer el contagio (Funk y
Gebreyes, 2004). A esto se suma el estrés que se genera en los cerdos por competir por
el espacio y la comida, condicion que disminuye las defensas del animal y lo predispone

a nuevas infecciones, o a la reactivacidon de infecciones latentes (Boyen y col., 2008).

85



Para Hautekiet y col. (2008), el mayor movimiento de animales (reproductores de
reemplazo) y de personal que suele presentarse en granjas de gran tamaiio, es una de las
posibles explicaciones del incremento del riesgo de hallar cerdos infectados con
Salmonella en esas granjas. Como se ve, quizas no sea una cuestion de nimeros, sino de
mantener un estricto respeto por la bioseguridad y las buenas préacticas de manejo, sobre

todo cuando la presidon de produccidn es alta.

Otro resultado a evaluar en las granjas positivas, es el promedio de cerdos en edad de
faena que excretaban Salmonella en sus heces (13,6%), valor que supera mas de dos
veces a la prevalencia promedio de eliminadores calculada por Fosse y col. (2009) en un
meta-analisis de estudios en América del Norte y Europa, que fue del 6,2%. También
contrastan marcadamente con lo encontrado por Pires y col. (2012) en los Estados
Unidos, donde lograron aislar Sa/lmonella en materia fecal de cerdos durante el engorde
en un porcentaje similar al anterior (6,4%), pero ademas, reportaron que esta proporciéon
disminuia hacia la edad de faena (24 semanas de vida), alcanzando niveles del 0,8%. Sin
embargo, debe considerarse que en el presente trabajo se encontrd una gran dispersidn
en el porcentaje de cerdos con Salmonella en heces en cada granja positiva (Min= 3,3%
- Max= 50%), y que en casi uno de cada dos granjas la media fue del 6,6%, valor muy

similar a las medias internacionales.

Por otro lado, Rostagno y col. (2012) encontraron que el 12,9% (95% IC 8,0 — 17,8%)
de cerdos en edad de faena tenian Salmonella en sus heces. Aunque solo trabajaron con
6 granjas, encontraron una gran variabilidad entre cohortes de animales, lo que se vio
reflejado en la dispersién de los intervalos de confianza. Estos antecedentes se asemejan
notablemente a los encontrados en el presente trabajo, y proponen una importante
presencia de Salmonella en cerdos en edad de faena, aunque esto contraste con la
disminucién en la prevalencia hacia finales del engorde que ha sido planteada por

diferentes autores (Pires y col., 2012; Bolton y col., 2013).
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Con respecto a las serovariedades aisladas en las granjas infectadas, en la mayor parte
de las piaras (63%), solo se aislé una serovariedad de S. enterica. Esto es similar a lo
descripto por Arguello y col. (2013), quienes a partir de la informacién recabada por la
EFSA en Dinamarca durante 2008, encontraron que en mas el 85% de las granjas de
reproductores que estaban infectadas con Salmonella, los aislamientos de la piara

correspondieron a una sola serovariedad.

Las granjas infectadas con mds de una serovariedad de Salmonella entérica
representaron el 27% del total de granjas positivas, con la caracteristica que en dos de
cada tres granjas de este tipo se pudo recuperar S. Typhimurium o S. Derby. Si bien De
Busser y col. (2013) describe que es posible encontrar infecciones mixtas por mas de
una serovariedad en un mismo animal, en el presente trabajo no se pudo encontrar
evidencia de ello, ya que en todos los casos donde se repicaron dos colonias de la misma
placa de cultivo primario, la serovariedad identificada en ambos aislamientos fue la
misma. Sin embargo, s6lo fueron 8 las muestras en las que se trabajé por duplicado, y 5
pertenecian a granjas en donde se recuperd una sola serovariedad, lo que disminuye la

validez de las interpretaciones que puedan hacerse.

4. Caracterizacién fenotipica de las poblaciones de Salmonella en cerdos en

Argentina

Seguan los resultados obtenidos, se puede decir que S. Choleraesuis, la serovariedad
mds adaptada al cerdo, es poco prevalente entre las granjas de produccién porcina
argentina, ya que soélo pudo ser aislada en una muestra proveniente de Cérdoba (C6). No
obstante, de acuerdo con Brown y col. (2007), los cuadros clinicos originados por esta
serovariedad son de tipo septicémico, con una alta letalidad, lo que hace poco probable

que fuera detectada con el esquema de muestreo utilizado.

Salmonella Typhimurium fue la serovariedad mas prevalente en cerdos en

terminacion de granjas argentinas, seguida de S. Derby. Esto parece estar en gran
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acuerdo con la situacidon a nivel mundial, ya que, por ejemplo, segin Sanchez y col.
(2007) estas dos variedades también son las més prevalentes en cerdos de América del
Norte y Europa, 1o que puede verse también en los resultados reportados por Methner y
col.(2011) y Visscher y col. (2011) en Alemania, en la isla Reunion (Francia) (Cardinale

y col., 2010) y en Canada (Rajic y col., 2005; Farzan y col., 2006).

En Dinamarca, estas dos serovariedades también son las més prevalentes, aunque los
informes describen una mayor paridad, inclusive con una leve diferencia de S. Derby
(34,4%) por sobre S. Typhimurium (31%) (EFSA, 2009). Esto puede estar relacionado
a la gran cantidad de medidas aplicadas en la produccién porcina danesa para el control
especifico de S. Typhimurium, sobre todo para eliminar subtipos multiresistentes a los
antimicrobianos, como la DT104 (Arguello y col., 2013). Segun Li y col. (2013), S.
Derby también fue la principal serovariedad aislada en animales de consumo en China,

el principal productor de cerdos del mundo.

En el caso de Espaila, la situacién reportada por Garcia-Feliz y col. (2007) parece un
tanto diferente, ya que, si bien S. Typhimurium fue la principal serovariedad aislada de
cerdos, fue en este caso seguida de S. Rissen, y un tanto méas abajo aparece S. Derby.
Esta baja prevalencia de granjas positivas a S. Derby ha sido confirmada luego por la
EFSA durante el monitoreo realizado en 2008 (EFSA, 2009). La serovariedad S. Rissen
ha sido confirmada en diversas ocasiones como una de las méas relevantes en las
explotaciones de cerdos espafioles (Arguello y col., 2012). Esto difiere con el presente
trabajo, donde S. Rissen s6lo fue aislada en una granja de 650 madres, aunque con una
alta prevalencia intrapredial, ya que se identific6 en el 50% de los cerdos en edad de

faena analizados.

A nivel regional, en Brasil la situacién parece ser similar a la encontrada en
Argentina. Sobre todo si consideramos en forma conjunta los estudios realizados por

Silva y col. (2009) donde S. Derby fue la serovariedad de Salmonella mas
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frecuentemente aislada en cerdos en faena en el estado de Mato Grosso, sumado a Bessa
y col. (2004) y Schwarz y col. (2009) quienes reportaron a S. Typhimurium como la més
frecuentemente aislada en cerdo faenados en Rio Grande do Sul, y finalmente a Kich y
col. (2011) que recuperaron S. Typhimurium y S. Derby en cerdos de 12 piaras de Santa

Catalina.

Segun Rincon y col. (2008), en Colombia parece haber una mayor preponderancia de
animales infectados con S. Typhimurium (47%) por sobre S. Derby (14%), con respecto
a la encontrada en el presente trabajo. Sin duda, el hecho de que los autores trabajaran
con muestras de hisopados de canales de cerdo en un solo frigorifico, sumado al relativo
bajo nimero de animales muestreados (156), y considerando que no se especifica si los
animales provenian de una misma granja o no y a que fueron aisladas mas de 15
serovariedades, hace dificil reconocer si realmente representa la situacién en la

produccién porcina en ese pais.

La realidad en Chile si parece ser diferente a la argentina, ya que S. Infantis, junto
con S. Typhimurium, parece ser la serovariedad més frecuentemente aislada entre los
cerdos de diferentes granjas porcinas de ese pais (Villamir y col., 2012). En ese caso,
los autores trabajaron con 850 muestras de materia fecal de cerdos de 29 granjas de
diferentes regiones de Chile, metodologia que, en grandes rasgos, coincide con la
utilizada en el presente trabajo, donde se pudo identificas S. Infantis en s6lo una granja.
Sin embargo, esta serovariedad ha sido frecuentemente reportada en otros paises como
una de las mas prevalentes en la produccién de cerdos (Carlson y col., 2001; Methner y

col., 2011; Carlsson y Elvander, 2012; Arguello y col., 2013).

En la Argentina, el hecho de que Typhimurium fuera la més prevalente en las granjas
de cerdos, coincide con lo planteado por Caffer y col. (2010) sobre el reciente

surgimiento de esta serovariedad como la més frecuentemente identificada por el del
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Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) — ANLIS “Dr. Carlos G.

Malbran” en muestras de humanos, animales y alimentos en el pais.

Como puede verse, S. Typhimurium y S. Derby son las serovariedades maés
prevalentes en los cerdos de la mayoria de los paises del mundo. Esto puede estar
relacionado con la capacidad de adaptacién y virulencia de esta variedad, lo que segun
Baptista y col. (2009), lleva a que las granjas infectadas con S. Typhimurium sean las
que presenten los mayores periodos de infecciéon, con serologias altas en forma
sostenida. Las serovariedades S. Derby y S. Infantis también fueron asociadas a altos
niveles de persistencia en granjas. Esto se evidencia notablemente en Suecia, donde a
pesar de los estrictos programas de control, y del éxito que tuvieron los mismos (sélo
dos granjas denunciadas como positivas a Salmonella durante 2012), estas tres
variedades fueron las reportadas como las presentes en cerdos durante los programas de

vigilancia en los ultimos afios (Carlsson y Elvander, 2012).

5. Caracterizacion genotipica de las poblaciones de Salmonella en cerdos en

Argentina

La evaluacion de los perfiles genéticos permiti6 identificar una gran diversidad de
pulsotipos entre las serovariedades analizadas. En la mayoria de las granjas, un sélo
pulsotipo fue identificado en la piara entre los aislamientos de una misma serovariedad,
aunque, en dos granjas se aislaron diferentes pulsotipos de la serovariedad predominante
en la piara. Sin embargo, en estas ltimas no se puede descartar la posible relacién entre
las diferentes cepas, ya que los perfiles genéticos s6lo diferian en 4 0 menos bandas,
diferencia que seglin Tenover y col. (1995) podrian originarse con tan solo dos eventos
genéticos. Por lo tanto, estos resultados coinciden con lo encontrado en Dinamarca por
Arguello y col. (2013), donde el 89,2% de las granjas infectadas con S. enterica tenian

un solo cluster entre sus animales. Para los autores, esto indica que, en forma general,
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las poblaciones de Salmonella a nivel de la granja estidn bien establecidas, con una cepa

que domina en el ambiente de la granja.

Segun los perfiles de ADN obtenidos en las cepas de S. Derby recuperadas de cerdos,
el cluster A fue identificado en una de cada dos granjas donde se aisld esta serovariedad,
con aislamientos en 3 provincias diferentes. Sin embargo, no se identificé el mismo
pulsotipo més alla de aislamientos de la misma piara. Considerando que segin Hauser y
col. (2011) es frecuente encontrar una alta diversidad de pulsotipos en esta serovariedad,
es interesante remarcar que los clusters A y B, que por otra parte estdn posiblemente
relacionados, con 6 bandas o menos de diferencia, fueron encontrados en granjas
ubicadas en la zona sur de Cérdoba, la que fuera propuesta como de alto riesgo en el
presente estudio. La cercania geografica y la similitud de los clusters recuperados,
plantea la hipétesis de un origen comun o de la posible transmisién entre una y otra
granja, aunque mayores estudios son necesarios para tratar de establecer esta relacion.
Para Litrup y col. (2010) el gran polimorfismo presente en la serovariedad S. Derby hace
que para evaluar la relacién entre dos cepas sea necesario utilizar técnicas de alto poder
discriminatorio como el MLST o los DNA microarray. Otra de las técnicas surgidas en
los ultimos afios y que podria ser ttil en este sentido, es el Multilocusvariable-number
of tandem-repeats analysis (MLVA), que se basa en la discrepancia que existente entre
diferentes linajes de un agente bacteriano en la variabilidad en el nimero de copias de

secuencias repetidas de ADN en un loci especifico del genoma (Bergamini y col., 2011).

Entre los aislamientos de S. Typhimurium, se identificaron 4 clusters, dos de ellos (A
y B), ampliamente distribuidos en granjas de diferentes zonas del pais. Ademds, el
mismo pulsotipo fue recuperado de las dos granjas muestreadas en San Juan (Sj1 y Sj2);
y en una granja de Cérdoba (C20) con una de Buenos Aires (B6). En el primer caso, los
hallazgos eran esperables, ya que a pesar de haber sido muestreadas en diferentes

momentos, las granjas distan a un par de km una de otra, y por lo tanto es de esperar que
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compartan algunos factores de riesgo, 1o que hace méas probable que las cepas tengan un
origen en comun. Sin embargo, en el segundo caso existe una diferencia de cientos de
kilometros entre una y otra granja, por lo que la estrecha relacién entre estas cepas no

pudo ser justificada, y constituye un interesante punto a ser investigado en el futuro.

Muchos son los factores que podria permitir la diseminaciéon de subtipos de
Salmonella entre diferentes granjas. Por ejemplo, es frecuente que veterinarios o
vendedores visiten y asesoren diferentes sistemas productivos, pudiendo llegar a actuar
cOdmo vectores en la transmision (Cardinale y col., 2010). El alimento también ha sido
reportado como una fuente de Salmonella en multiples ocasiones (Benschop y col., 2008;
Garcia-Feliz y col., 2009; Torres y col. 2011), por lo que compartir una fuente comun
de alimento o de alguno de sus componentes, como el pellet de soja, puede ser también
un factor importante. Recientemente, Horton y col. (2013) comprobaron la presencia del
mismo cluster de S. Typhimurium en animales domésticos y aves silvestres. Ademds, un
factor importante a considerar es que, en forma general, los establecimientos reemplazan
anualmente entre el 35 y 45% del total de cerdas madre a través de la incorporacion de
cachorras provenientes de empresas de genética. Esta reposicién externa de hembras ha
sido demostrada como un factor de riesgo importante en la dindmica de diferentes
agentes patogenos del cerdo (Griffith y col., 2006), y especificamente para Salmonella

spp. (Davies y col. 2000; Silva y col., 2006; Parada y col., 2013).
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CAPITULO III

RELACION GENETICA ENTRE CEPAS AISLADAS EN CERDOS

Y CEPAS AISLADAS EN HUMANOS
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A. INTRODUCCION
1. Salud Publica

La mayoria de las serovariedades aisladas del hombre y los animales de sangre
caliente pertenecen a Salmonella enterica subespecie enterica. Dentro de esta especie,
las serovariedades que pueden transmitirse de los animales al hombre (salmonelosis no-

tifoidea) constituyen la fuente mas importante de infeccién en el humano.

La Unién Europea (UE), a través de sus reportes epidemioldgicos, comunicé que en
el afio 2004 se presentaron 192.703 casos de salmonelosis no-tifoidea en la region
(EFSA, 2006a), casuistica que disminuy6 en 2011 a 95.540 casos (EFSA, 2013). Por su
parte, Voetsch y col. (2004) estimaron que alrededor de 1,4 millones de personas por
aflo manifiestan cuadros de salmonelosis no-tifoidea en Estados Unidos, lo que resulta
en 15.000 hospitalizaciones y 400 muertes por afio en ese pais. Propusieron ademas, la
existencia de 38,6 casos clinicos de salmonelosis no-tifoidea por cada caso confirmado
por bacteriologia. De modo similar, en Brasil se estima que el 8% de los casos de diarrea
en nifios menores de dos afios son producidos por infecciones por Salmonella no-Typhi

(Ramos Moreno y col., 2010).

En la Republica Argentina, el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI)
— ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”, recibe aislamientos de Salmonella recuperados de
humanos derivados por los laboratorios participantes de la Red Nacional de Diarreas y
Patégenos Bacterianos de Transmision Alimentaria y del Programa de Unidades
Centinelas de Diarrea, asi como también aislamientos de origen animal y de alimentos.
A pesar de que salmonelosis no-tifoidea no es una enfermedad de notificacién
obligatoria en el pais, por lo que no se cuenta con datos estadisticos de presentacién,
segin datos del Laboratorio Nacional de Referencia durante los altimos afios las
principales serovariedades identificadas son S. Typhimurium y S. Enteritidis, que

representaron el 25% y 11% del total de 934 aislamientos de Salmonella de origen
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humano serotipificados en el 2012. Ademads, S. Typhimurium ha sido asociada a 19
brotes alimentarios desde el 2005 hasta la fecha (Fuente: Servicio de Enterobacterias -

INEI-ANLIS “Carlos G. Malbran™)
2. Salmonelosis y animales de consumo

La importancia de la presencia de Salmonella en animales de produccién para
consumo, como aves o bovinos, ha sido ampliamente descripta (Aury y col., 2010;
Dahhan y col., 2010; Arnold y col., 2011). En particular, el papel del cerdo en la
epidemiologia de la enfermedad puede estimarse con estudios realizados en Holanda y
Dinamarca sobre los casos reportados de salmonelosis no-tifoidea en humano
relacionados con el consumo de carne fresca de cerdo, donde encontraron que estos
representan entre el 13,8% y 26,8% de los casos totales (Anénimo, 2005). Resultados
similares se obtuvieron en Gran Bretafia (Davies y col., 2004) y para toda la Unién

Europea (EFSA, 2010).

Segun estudios epidemiolégicos sobre la presencia de S. enterica en cortes de carne
fresca y subproductos disponibles para el piblico, se report6 el 0,1% de prevalencia en
el Reino Unido (Gormley y col., 2010) y el 2,6% en Irlanda (Prendergast y col., 2009),
donde también se encontré que el 24,5% de los subproductos del cuero de cerdo
utilizados como juguetes para mascotas estaba contaminado con S. enterica (Adley y
col., 2011). Ambos estudios irlandeses reportaron a S. Typhimurium como la
serovariedad mdés frecuentemente aislada, con el 85% y 36% de los positivos

respectivamente (Prendergast y col., 2009; Adley y col., 2011).

Segin Vo y col. (2006), en un estudio que comparé las serovariedades de S. enterica
aisladas de casos clinicos en humanos con aislamientos de alimentos y animales en
Vietnam, muchos de los serotipos y fagotipos hallados en humanos también fueron
frecuentemente aislados en cerdos, 1o que identifica al cerdo como una de las fuentes de

infeccion de salmonelosis no-tifoidea en el hombre, al menos en ese pais asiatico.
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Campos y col. (2013), describieron la relacion y distribucién de subtipos genéticos
de S. Typhi, S. Enteritidis y S. Typhimurium aisladas en humanos, que circularon en seis
paises de América del Sur entre 2005 y 2009. Los autores encontraron una amplia
variabilidad entre cepas, sobre todo en S. Typhimurium, con 226 perfiles de Xbal-PFGE
entre 554 cepas analizadas. Ademas, hallaron algunos pulsotipos que habian sido
aislados en diferentes paises, como por ejemplo el denominado ALJPXX01.0027, que

representaba el 5,4% de las cepas y fue aislado en Argentina y Brasil.

En Argentina, el Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) — ANLIS
“Dr. Carlos G. Malbran” reportd en los ultimos afios a las serovariedades S.
Typhimurium, §. Enteritidis y S. Infantis como las mas frecuentes en casos clinicos de
salmonelosis en humanos; mientras que en animales predominaron S. Enteritidis, S.
Typhimurium, S. Gallinarum y S. Dublin, con variaciones de acuerdo a la especie animal

(Caffer y col., 2007).

Flavier y col. (2013), realizaron un monitoreo en alimentos de origen animal, que
estaban en venta al piblico en San Luis entre 2005 y 2011, y encontraron que el 6,32%
de las 427 muestras de pollo, cerdo y huevos analizadas fueron positivas a Salmonella.
Ademds, los aislamientos en carne de cerdo representaron el 22,3% de las muestras

positivas, donde la serovariedad aislada fue S. Anatum.
3. Epidemiologia Molecular

El desarrollo de técnicas moleculares de tipificacién genotipica ha logrado ser una
herramienta muy util en las investigaciones epidemioldgicas (Foley y col., 2009). Estas
metodologias permiten evidenciar diferencias en el genoma de aislamientos de una
misma especie o serovariedad, pudiendo inferirse la relacidon clonal entre las mismas
(Versalovic y col., 1991; Swaminathan y Barret, 1992; Versalovic y col., 1994; Olive y
Bean, 1999; Weigel y col., 2004). De esta manera, es posible confirmar la ocurrencia de

brotes, determinar fuentes de infeccion y vias de transmision de patégenos, como
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también establecer la distribucion y posibles rutas de diseminacién de distintos subtipos

genéticos.

Varias técnicas diagnésticas han sido utilizadas en los ultimos afios en estudios de
epidemiologia molecular, como ser la Enterobacterial repetitive intergenic consensus
(ERIC) PCR (De Busser y col., 2011), Repetitive extragenic palindronic (REP) PCR
(Ben-Darif y col., 2010), Randomly Amplified Polymorphic DNA (RAPD) PCR (Nath y
col., 2010), Multilocusvariable-number of tandem-repeats analysis (MLV A) (Bergamini
y col., 2011), Multilocus sequence typing (MLST) (Litrup y col., 2010) y DNA
microarray (Litrup y col., 2010). No obstante, la Electroforesis en Campo Pulsado
(PFGE) es considerada la “prueba de oro” por su alto poder discriminatorio y
reproducibilidad; y ha sido ampliamente utilizada para la subtipificacién de Salmonella
(Nollet y col., 2005; Sandt y col., 2006; Kérouanton y col., 2007; Vigo y col., 2009;
Dahhan y col., 2010; De Busser y col., 2011; Mannion y col., 2012), y es la metodologia
de eleccidén en el marco de la Red PulseNet Internacional (Swaminathan y col., 2001;

Ribot y col., 2006).

Una ventaja de la reproducibilidad de la PFGE y de su estandarizacién con protocolos
internacionales, es la capacidad de realizar comparaciones entre perfiles obtenidos en
diferentes paises. En este sentido, en un estudio realizado por Aarestrup y col. (2007)
sobre la clonalidad y variacién molecular de aislamientos de S. Schwarzengrund en
Dinamarca, Tailandia y Estados Unidos, la PFGE permiti6 detectar la existencia de tres
perfiles genéticos que representaron el 23% de los 180 aislamientos de .
Schwarzengrund de humanos y animales presentes en estos tres paises. Sumado a esto,
los datos obtenidos por PFGE permitieron suponer la transmision de S. Schwarzengrund
de pollos a personas en Tailandia; y de pollos, cerdos y pavos a personas en Dinamarca.

En otro estudio, Werber y col. (2005) lograron identificar un subtipo de S. Oranienburg
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que en 2001-2002 caus6 un brote de mas de 439 casos de salmonelosis en humanos en

diferentes paises de la UE.

Los resultados esperados en este ultimo capitulo aportardn informacién sobre la
importancia del cerdo dentro de la epidemiologia de la salmonelosis en humanos en el

pais, por constituir una posible fuente de contagio o de reservorio de cepas zoonoéticas.
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B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

CAPITULO 11

Relacién genética entre cepas aisladas en cerdos y cepas aisladas en humaneos

h) Establecer la relacién genética entre los aislamientos recuperados de cerdos y

aislamientos de casos clinicos de salmonelosis en humanos.
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C. MATERIALES Y METODOS
1. Base de Datos

Los perfiles de Xbal-PFGE de las serovariedades de S. enterica de importancia clinica
aisladas de cerdos, obtenidos mediante la metodologia detallada en el Capitulo II, fueron
comparados con los correspondientes a aislamientos esporadicos y de brotes de origen
humano, que estidn contenidos dentro de la Base Nacional de Subtipos de Salmonella.
Esta base es administrada por el Servicio de Enterobacterias del Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosa “Dr. Carlos G. Malbrdn”, y cuenta con mas de 2000 patrones
de PFGE correspondientes a aislamientos de origen humano, alimentario y animal. La
comparacion se realizé especificamente para las serovariedades S. Anatum, S. Bredeney,
S. Derby, S. Heidelberg, S. Infantis, S. Oranienburg y S. Typhimurium. Estas fueron
seleccionadas por ser las serovariedades aisladas en cerdos con mayor cantidad de
registros en la Base de Datos Nacional. Ademads, para la seleccion de pulsotipos con los
que se compararon los de origen porcino, se tuvieron en cuenta principalmente aquellos
perfiles genéticos de los aislamientos obtenidos en los Gltimos S afios y que podian estar
relacionados segin Tenover y col. (1995). Esto permitié evaluar si los subtipos
identificados en cerdos habian sido detectados antes en el pais, en qué tiempos y

localidades.
2. Comparacion de perfiles de ADN

Para el andlisis de la imagen del gel y la construccién de los dendrogramas de los
pulsotipos de origen humano, alimentario y animal se utilizé el programa BioNumerics,
v.4.0 (Applied Math) aplicando los parametros establecidos por la Red PulseNet
Internacional (optimizacién 1.5% y porcentaje de tolerancia en la posicion de las bandas
1.5%, coeficiente de Dice y método UPGMA — Unweighted Pair Group Method with

Arithmetic Mean - para la construccién de dendrogramas).
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La relacién entre los pulsotipos de una misma serovariedad se analizé segun el
nimero de bandas diferentes entre los perfiles, siguiendo las recomendaciones de

Tonover y col. (1995), de 1a siguiente manera:

Perfiles idénticos sin bandas diferentes
Estrechamente relacionados < 2 bandas diferentes
Posiblemente relacionados < 4 bandas diferentes

Diferentes > 5 bandas diferentes
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D. RESULTADOS

Los perfiles obtenidos por Xbal-PFGE de las cepas de Salmonella enterica aisladas en
cerdos y que tienen importancia clinica en humanos, como son S. Anatum,
S. Bredeney, S. Oranienburg, S. Derby, S. Infantis y S. Typhimurium, fueron comparadas
con los aislamientos de caso clinicos de salmonelosis en humanos registrados en la Base

Nacional de Subtipos de Salmonella.

1. Salmonella Anatum
Los dos perfiles genéticos obtenidos en las cepas de S. Anatum recuperadas de MF
de cerdos, uno en la granja Sf4 (3 aislamientos) y otro en B1 (1 aislamiento), fueron
clasificados como nuevos pulsotipos al ser comparados con las capas registradas en la
Base Nacional de Subtipos de Salmonella (n = 15) (Figura 9). El aislamiento de Bl
presentd un perfil muy diferente al de las otras cepas de S: Anatum registradas en la

Base, con méas de 7 bandas diferentes (Figura 9).
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Figura 9: Dendrograma con los pulsotipos de S. Anatum aisladas de Animales (An),
Humanos (Hu) y Alimentos (Al). Se detalla el codigo del hospital (H) o laboratorio
(Lab) donde se realiz6 el aislamiento y la provincia de origen. Los aislamientos en
cerdos se identifican con el c6digo de granja de origen y el L. Otros aislamientos
en bovinos (B).
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2. Salmonella Bredeney

La Base de Datos Nacional solo contaba con 8 aislamientos, 7 de los cuales fueron
recuperados de muestras de cerdos durante un monitoreo en frigorifico en 2007. El perfil
genético del aislamiento de Salmonella que se utilizé6 cémo control positivo en los
protocolos de cultivo bacteriolégico, fue totalmente diferente a los registrados

anteriormente, con més de 8 bandas de diferencia (Figura 10).
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Figura 10: Dendrograma con los pulsotipos de S. Bredeney aisladas de Animales
(An), Humanos (Hu) y Alimentos (Al). Se detalla el c6digo del hospital (H) o
laboratorio (Lab) donde se realiz6 el aislamiento y la provincia de origen. El
aislamiento en cerdos que fue utilizado como control positivo se identifica como
Control + y el L. Otros aislamientos en porcinos (P).
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3. Salmonella Derby
Los perfiles genéticos de S. Derby aisladas en heces de cerdos de las granjas Sf4, C1,
C7 y B6 fueron clasificadas como nuevos pulsotipos para la Base Nacional. Los
pulsotipos ARJDPX01.0004 y ARJDPX01.0015 aislados en cerdos de la granjas SI3 y
B14, respectivamente, ya habian sido identificados en casos de salmonelosis en humanos
en el pais. El perfil genético de la cepa aislada en cerdos de la granja cordobesa C7
difiri6 en una banda del pulsotipo ARJDPX01.0004, aislado en alimentos en esa misma

provincia (Figura 11).
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Figura 11: Dendrograma con los pulsotipos de S. Derby aisladas de Animales (An),
Humanos (Hu) y Alimentos (Al). Se detalla el c6digo del hospital (H) o laboratorio
(Lab) donde se realizo el aislamiento y la provincia de origen. Los aislamientos en
cerdos se identifican con el codigo de granja de origen y el L. Otros aislamientos
en porcinos (P). ARJD= cddigo de identificacidn internacional del pulsotipo.
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4. Salmonella Heidelberg
Los dos aislamientos de S. Heidelberg en cerdos presentaron pulsotipos nuevos para
la Base de Datos. El perfil de B13 tuvo menos de dos bandas de diferencia con un
aislamiento en humanos en la misma provincia en 2008. La cepa aislada en C6 resulto

estrechamente relacionada a un aislamiento de 2012 en humanos en Cérdoba (Figura 12).

1 I/

Figura 12: Dendrograma con los pulsotipos de S. Heidelberg aisladas de Animales
(An), Humanos (Hu) y Alimentos (Al). Se detalla el cédigo del hospital (H) o laboratorio
(Lab) donde se realizé el aislamiento y la provincia de origen. Los aislamientos en
cerdos se identifican con el cédigo de granja de origen y el

aves (A) y porcinos (P).
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5. Salmonella Infantis

Los dos aislamientos recuperados de cerdo de la granja B1 presentaron un pulsotipo

nuevo para la Base de Datos (Figura 13).

Origen
2 An__Hu Al
— Gl 101 BA® x
| Lab3 Santa Fe
Lab3 Santa Fe
H11 CABA
H10 CABA
Lab3 Santa Fe
HS5 Salta
Bs As (P) X
Lab3 Santa Fe X
| Bs As (P) X
N H2 Bs As b'e
et 0 Entre Rios X
H11 Bs As
Hl1 Bs As
bis HS5 Salta
% IRT Lab2 Santa Fe
1l (B3 Lab2 Santa Fe
| tig! Lab2 Santa Fe
fmin H11 CABA
13 Bs As X
4! (SRS Entre Rios
H14 CABA X
". 2 DA Entre Rios
Bs As

L Bs As

i
18181 | Labl Cérdoba
_l Entre Rios (A)
Entre Rios (A) x
- 1 Labl Chaco X
Bs As (P) X
gt i HS5 Neuquén X
H1 Tucumén b
+ By B1 b'e
B1
H7 CABA X
i i H7 CABA X
H2 Bs As X
! tmit i Bs As
i Bs As X
l I Labt Chaco X
§ idi i b b Bs As X

Denominacién

—

-_—
—

T - -
P — - —
© - — —
.-"--
”.—-
- ..
S
L)
L T ]

-

—
-

- . ———

L T

K

b I I

L

1

(] - -

Figura 13: Dendrograma con los pulsotipos de S. Infantis aisladas de Animales
(An), Humanos (Hu) y Alimentos (Al). Se detalla el codigo del hospital (H) o
laboratorio (Lab) donde se realiz6 el aislamiento y la provincia de origen. Los
aislamientos en cerdos se identifican con el cédigo de granja de origen y el 1. Otros
aislamientos en aves (A) y porcinos (P).
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6. Salmonella Oranienburg

El aislamiento de S. Oranienburg en MF de cerdos de una granja ubicada en Santa Fe
(8f1), fue identificado como pulsotipo ALJJXX01.0007, subtipo registrado en un brote
con 7 casos de salmonelosis en personas de diferentes provincias (Figura 14). Ademas,
fue el primer aislamiento de esta serovariedad en animales registrado en la Base

Nacional de Subtipos de Salmonella.
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Figura 14: Dendrograma con los pulsotipos de S. Oranienburg aisladas de
Animales (An), Humanos (Hu) y Alimentos (Al). Se detalla el cddigo del hospital (H)
o laboratorio (Lab) donde se realiz6 el aislamiento y la provincia de origen. Los
aislamientos en cerdos se identifican con el cédigo de granja de origen y el (.
ALJJ= cédigo de identificacion internacional del pulsotipo.
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7. Salmonella Typhimurium

Debido a la extensa cantidad de cepas de S. Typhimurium registradas en esa base de
datos (n = 1.304), solo se muestran los pulsotipos mas relacionados con los aislamientos
en cerdos (n = 148) (Figura 15). La cepa aislada de cerdos en la granja C3 correspondi6
al pulsotipo ARJPXX01.0330, que fue aislado en un caso de salmonelosis en humanos
en Cordoba. Ademads, difiere en 2 o menos bandas con el pulsotipo ARJPXX01.0204,

que fuera aislado de casos clinicos en humanos en 5 provincias (Figura 16).
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Figura 15: Cantidad de aislamientos de los pulsotipos de S. Typhimurium
registrados en la Base de Datos, con perfiles similares a los aislados en cerdos. En
otro color puede verse los pulsotipos aislados en cerdos.
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Figura 16: Dendrograma con los pulsotipos de S. Typhimurium aisladas de
Animales (An), Humanos (Hu) y Alimentos (Al). Se detalla el cdigo del hospital (H)
donde se realizo el aislamiento y la provincia de origen. Los aislamientos en cerdos
se identifican con el cédigo de granja de origen y el L. ARJP= cédigo de
identificacion internacional del pulsotipo.
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Las cepas de S. Typhimurium aisladas en MF de cerdos de las granjas de San Juan
(Sj1 y Sj2) fueron clasificadas en el pulsotipo ARJPXX01.0269, un subtipo que ha sido
identificado en una extensa cantidad de casos de salmonelosis en humanos en gran parte

del pais (Figura 17).

L. Origen
Denominacién An Hu Al

H3 Cérdoba X
! HS8 Cérdoba
H4 Cérdoba
H4 Coérdoba
' H2 La Pampa
H3 Cérdoba
H1 Tucumén
Lab3 Cérdoba
H8 Cérdoba
H10 CABA
H10 CABA
Lab3 Santa Fe
H2 Bs As
H2 Mendoza
f Lab3 Bs As
H3 Cérdoba
Lab5 Coérdoba X
H2 La Pampa X
! Sj1 X
i Sj2
H1 Tucumén
° HS5 Salta
Lab3 Santa Fe
H2 Mendoza
# Lab3 Santa Fe
H4 Salta
H5 Salta
H4 Cérdoba
H1 Catamarca
H4 Cérdoba
H1 Jujuy
H8 Cérdoba
i Bs As X
! H3 San Luis x

- . — -
- . -
= e g -
o ——
e - — —
ST 11
-

-
Ty
-

E I T R - I . T T R B B - B

.___.
- e . e

-y
'

ARJPXX01.0269

| = _=Em =
— D —

- —
- —

—
—
.--_- ._-p...’---'-——- — —

. - e W g RS e TR
——
-h - — - -
. T LI e ry
=

Ea I I T I o T - B

E L 4
| B

Figura 17: Dendrograma con los pulsotipos de S. Typhimurium aisladas de
Animales (An), Humanos (Hu) y Alimentos (Al). Se detalla el codigo del hospital (H)
o laboratorio (Lab) donde se realiz6 el aislamiento y la provincia de origen. Los
aislamientos en cerdos se identifican con el cédigo de granja de origen y el L.
ARIJP= codigo de identificacién internacional del pulsotipo.
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Los aislamientos de S. Typhimurium de las granjas C3 y B6 fueron identificados con
el pulsotipo ARJPXX01.0234, que fue aislado en 8 casos de salmonelosis en humanos
en 6 provincias del pais. Estas dos cepas fueron los primeros aislamientos de este
pulsotipo en animales, que ademds, difieren en tan solo una banda con el pulsotipo

ARJPXX01.0235, de frecuente presentacion en humanos (Figura 18).
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Figura 18: Dendrograma con los pulsotipos de S. Typhimurium aisladas de
Animales (An), Humanos (Hu) y Alimentos (Al). Se detalla el cédigo del hospital (H)
o laboratorio (Lab) donde se realizé el aislamiento y la provincia de origen. Los
aislamientos en cerdos se identifican con el cédigo de granja de origen y el .
ARJP= codigo de identificacion internacional del pulsotipo.
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Los perfiles genéticos de las cepas de S. Typhimurium aisladas en B17, y una de las
aisladas en Sjl, no habian sido identificados anteriormente y se identificaron como

nuevos pulsotipos para la Base de Datos Nacional (Figura 19).

Origen
An  Hu Al

g1 B17 X

B17 X
H8 Coérdoba
H1 La Pampa
H7 Bs As
H4 Cérdoba
Bs As X

Denominacién

sinli

R

—

-
-

-

e

-

E T )

-
—Y

Lab2 Bs As X
Bs As (B) X
H2 Mendoza X
* L H4 Rio Negro X
ﬂ f ' Bs As (B) x
H1 La Pampa X
I8 Entre Rios (A)
| : Bs As (A)
Bs As (A)
Bs As (A)
H1 La Rioja X
Santa Fe (A)
] Entre Rios (A)
;
|

.._:::i

LI T

e, et
———
-

e

e

H2 Mendoza
Lab2 Santa Fe
HS Neuquén
H1 La Pampa
Cérdoba X
Bs As (B)

HS8 Bs As

H2 La Pampa
Bs As (E) X

H10 CABA X

==

E T - ]

>

Figura 19: Dendrograma con los pulsotipos de S. Typhimurium aisladas de Animales
(An), Humanos (Hu) y Alimentos (Al). Se detalla el cédigo del hospital (H) o laboratorio
(Lab) donde se realizé el aislamiento y la provincia de origen. Los aislamientos en
cerdos se identifican con el cédigo de granja de origen y el L. Otros aislamientos de
aves (A), bovinos (B) y equinos (E).



La cepa de S. Typhimurium aislada en cerdos de San Luis (S13) fue identificada
como pulsotipo ARJPXX01.0215, subtipo responsable de gran cantidad de casos de
salmonelosis en humanos en los ultimos 5 afios, y de un importante brote en Neuquén

en 2012 (Figura 20).
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Figura 20: Dendrograma con los pulsotipos de S. Typhimurium aisladas de
Animales (An), Humanos (Hu) y Alimentos (Al). Se detalla el cédigo del hospital (H)
donde se realiz6 el aislamiento y la provincia de origen. Los aislamientos en cerdos
se identifican con el cédigo de granja de origen y el L. Otros aislamientos de aves
(A) y porcinos (P). ARJP= cédigo de identificacion internacional del pulsotipo.
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E. DISCUSION

La comparacion de las cepas de Salmonella aisladas en cerdos, con aquellas
recuperadas de casos de salmonelosis en humanos, y que fueron registradas en la Base
Nacional de Subtipos de Salmonella, permitié reconocer subtipos de algunas
serovariedades que circulan en ambas especies, sobre todo en el caso de serovariedades
frecuentemente asociadas a cuadros clinicos. Esto coincide con lo hallado por Vo y col.
(2006) en Vietnam, donde muchos de los serotipos y subtipos de Sa/monella recuperados
en humanos también fueron frecuentemente aislados en cerdos, por lo que los autores
identifican al cerdo como una de las fuentes de infeccién de salmonelosis no-tifoidea

para el humano en ese pais.

En el caso de las serovariedades Anatum y Bredeney, todas las cepas aisladas de
cerdos fueron clasificados como nuevos pulsotipos en la Base Nacional, es decir, no se
encontraron subtipos compartidos con otras especies. Esto coincide con las escasos
reportes encontrados sobre casos clinicos, tanto en humanos como animales, que hayan
sido relacionados a estas serovariedades, que mas bien son frecuentemente recuperadas
de muestreos ambientales en corrales o playas de faena (Magistrali y col., 2008; Torres
y col., 2011; Mannion y col., 2012). No obstante, en el caso de S. Anatum, pudo
evidenciarse una estrecha relacidén, con menos de 2 bandas de diferencia, entre el
pulsotipo encontrado en una granja de Santa Fe (Sf4) con un aislamiento en materia
fecal de una persona en la misma provincia (Lab3). Este dato debe ser considerado por
el hecho que segin Flavier y col. (2013), esta serovariedad fue aislada en el 6,6% de las
muestras de carne de cerdo analizadas entre 2005 y 2011, valor que por otra parte es
considerablemente superior al reportado en estudios similares en otros paises, como el
0,1% encontrado en el Reino Unido (Gormley y col., 2010), o el 2,6% en Irlanda

(Prendergast y col., 2009).
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En S. Derby, la mayoria de los pulsotipos (60%) representaron perfiles nuevos para
la Base de Datos. Sin embargo, se pudo identificar dos pulsotipos con una distribucion
muy amplia. El primer perfil (ARJDPX01.0004) fue aislado de cerdos de una granja en
San Luis, de muestras de pollo en Cérdoba y un caso clinico de salmonelosis en una
persona en la Ciudad Auténoma de Buenos Aires (CABA). El segundo perfil
(ARJDPX01.0016) correspondié a un pulsotipo identificado en cerdos de una granja de
Buenos Aires (B14), que fue identificado también en el aislamiento de materia fecal de
una persona con salmonelosis en C6rdoba. Si bien no se observé una relacién espacial
entre los aislamientos, el hecho de que se tratara de perfiles idénticos, sefiala la
posibilidad de que S. Derby sea responsable de infecciones cruzadas entre cerdos y
personas en el pais. Esta posibilidad ha sido comprobada recientemente en Alemania por
Hauser y col. (2011), quienes encontraron un mismo clon de S. Derby responsable de
una gran proporciéon de los aislamientos en cerdos y humanos en ese pais, logrando

identificarlo, ademads, en muestras de carne de cerdo.

Los perfiles genéticos de las cepas de S. Heidelberg aisladas en heces de cerdos (B13
y C6) no habian sido identificados anteriormente en la Base de Datos. Esto podria
deberse a que segin Jackson y col. (2013), en un estudio de los brotes de salmonelosis
no-Typhi en humanos en Estados Unidos entre 1998 y 2008, esta serovariedad estuvo
principalmente asociada al consumo de alimentos de origen aviar. No obstante, el
aislamiento de cerdos de la granja en Buenos Aires (B13) resulté estrechamente
relacionado, con menos de 2 bandas de diferencia, al aislamiento reportado por un

hospital de esa provincia en un caso de salmonelosis en humanos.

Sorprendentemente, a pesar de que S. Infantis constituye una de las serovariedades
mds importantes en la casuistica de salmonelosis en humanos, por lo que la Base de
Datos cuenta con una cantidad relativamente alta de aislamientos (n = 67), no se

encontraron subtipos encontrados en cerdos que coincidieran con aislamientos en otras
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especies. Cabe destacar, que esta serovariedad presenté una muy baja prevalencia entre
las granjas porcinas, con tan sélo una granja positiva (B1). Todo esto sugiere una baja
importancia del cerdo como fuente de transmisién de cepas de S. Infantis al hombre, por

lo menos en nuestro pais.

Un dato interesante surge del analisis del aislamiento de S. Oranienburg recuperado
de cerdos en Sata Fe, cuyo perfil (ALJJIXX01.0007), fue idéntico al que durante 2011 y
2012 produjo una serie de casos clinicos en personas de Salta, Tucumaén, La Rioja y la
CABA. Mais allé de algunos reportes que la asocian a brotes de salmonelosis en animales
(Kaneene y col., 2010), poco se conoce sobre esta serovariedad. Aunque, en 2001-2002
fue responsable de un importante brote de salmonelosis, que afecté6 a mas de 439
personas en Alemania y otros paises de la UE, y que fue asociado al consumo de
chocolates contaminados (Werbel y col., 2005). La coincidencia temporal del
aislamiento en cerdos con los recuperados en humanos en distintas partes del pais,
refuerza la idea de poblaciones compartidas entre especies, y aparece como un caso

destacado a tener en cuenta para futuras investigaciones.

Por altimo, el andlisis de S. Typhimurium, que ha sido la serovariedad mas prevalente
en granjas porcinas argentinas y que representa la serovariedad més importante en lo
que respecta a salmonelosis no-typhi en humanos. Tal es asi, que la Base Nacional de
Subtipos de Salmonella cuenta con 1.304 perfiles de ADN de aislamientos de S.
Typhimurium recuperados de humanos (1077), animales (120), alimentos (60) y otros
(47). Entre los que se reconocen 379 pulsotipos diferentes. Esta variabilidad ya ha sido

reportada en el pais por Campos y col. (2013).

De los 12 aislamientos de S. Typhimurium recuperados de cerdos de 8 granjas en
diferentes provincias, 3 cepas correspondientes a 2 granjas (Cl11 y Sjl) fueron
identificados como perfiles nuevos para la Base Nacional de Subtipos de Salmonella.

Mientras que el 75% de los aislamientos en cerdos fueron clasificados dentro de uno de
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los perfiles ya existentes en la base de datos. Esto parece indicar la existencia de una
relacion estrecha, con subtipos genéticos de esta serovariedad que circulan en cerdos,
con las que se aislan en casos clinicos en humanos, lo que coincide con lo encontrado
por Son y col. (2013), quienes destacan la importancia de los animales de consumo como
reservorio/fuente de infeccion de cepas de S. Typhimurium en los casos de salmonelosis

en humanos en Estados Unidos.

Por ejemplo, el pulsotipo ARJPXX01.0330 aislado en cerdos de la granja 3 de
Cdrdoba (C3), también fue reportado el mismo afio por un hospital de esa provincia en
un caso de salmonelosis en una persona. Otro ejemplo notable, es el de los aislamientos
recuperados de las 2 granjas de San Juan (Sj1 y Sj2) que fueron clasificados dentro del
perfil ARJPXX01.0269, que ha sido identificado en los ultimos 3 afios en casos de
salmonelosis humana en 7 provincias diferentes. El pulsotipo ARJPXX01.0234 presente
en las granjas 3 de Cordoba (C3) y 6 de Buenos Aires (B6), aparece ampliamente
distribuido en el pais. O el caso del pulsotipo ARJPXX01.0215 aislado en la granja 3 de
San Luis (S13), disperso en gran parte del pais, y que en 2012 fuera responsable de un

importante brote de salmonelosis en Neuquén.

Algo importante a considerar, y que remarca la importancia de estos hallazgos, es la
amplia resistencia a multiples antimicrobianos que suele presentarse en las cepas de S.
Typhimurium, y que ha sido frecuentemente reportada en aislamientos en animales y
humanos (Majtan y col., 2010; Kich y col., 2011; Hur y col., 2012; Bolton y col., 2013).
Segun Arguello y col. (2013), en Dinamarca casi 1 de cada 2 cepas de S. Typhimurium
aislada de cerdos es resistente a uno o mds antimicrobianos. Sin embargo, poco se
conoce sobre resistencia a antibidticos de las poblaciones de Salmonella presentes en
cerdo en Argentina. Esto plantea la necesidad de futuras investigaciones que evaluen la
capacidad de resistencia a antimicrobianos, y los mecanismos involucrados, en las cepas

de Salmonella que circulan en cerdos en Argentina.
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Hasta donde se conoce, el presente trabajo es el primero en describir la presencia de
subtipos de las principales serovariedades S. enterica que se presentan en cerdos en edad
de faena y que han sido reportados en casos de salmonelosis en humanos en la Argentina.
Si bien este estudio no se focaliza en el origen de las infecciones, esto plantea una
situacion epidemiolégica en el pais que resulta similar a la reportada en otras partes del
mundo, donde se reconoce al cerdo como una de las fuentes de salmonelosis no-tifoidea

en humanos (Davies y col., 2004; Andénimo, 2005; EFSA, 2010; Son y col., 2013).
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CONCLUSIONES GENERALES

1. La deteccién de Salmonella spp. en heces mediante PCR requirié de un cultivo
primario incubado por 12 h, seguido de otro selectivo por al menos 4 h para lograr
amplificar el gen invA en muestras donde se aislé el patégeno. Las altas
concentraciones de ADN heterdlogo y la presencia de inhibidores de reaccidn propios
de la materia fecal parecen ser las principales dificultades a vencer para lograr la

deteccion rapida de Salmonella spp. en heces.

2. La PCR en tiempos cortos del cultivo secundario (RV 4 h) podria constituir un
método adecuado para el monitoreo de Salmonella spp., por ser la técnica de mayor
sensibilidad relativa entre los métodos analizados. Sin embargo, las diferencias en
especificidad y valor predictivo positivo con respecto al cultivo bacteriolégico, indican
la deteccidon de bacterias posiblemente injuriadas o incapaces de sobrevivir en las

condiciones astringentes de los cultivos selectivos.

3. El excelente grado de acuerdo entre el cultivo bacterioldgico y la PCR a partir de
las 8 h de cultivo selectivo (RV), propone a este método molecular como un buen
predictor del resultado del cultivo bacterioldgico, factible de utilizar como prueba

tamiz.

4. La prevalencia de granjas infectadas por Salmonella spp. en la Argentina es muy
similar a las medias regionales e internacionales reportadas por organismos oficiales y

estudios particulares.

5. La prevalencia de granjas infectadas por Salmonella spp. fue mayor entre las
piaras de més de 1001 madres, lo que podria estar relacionado a una frecuente alta
presion productiva en estos establecimientos, que puede incrementar las condiciones

de estrés de los cerdos, aumentando la susceptibilidad de los mismos.

119



6. En las granjas infectadas, cerca de 1 de cada 10 cerdos en edad de faena
excretaban Salmonella spp. en sus heces. Esto deberia ser especialmente considerado
por constituir un riesgo importante para la Salud Publica y la Seguridad Alimentaria

en el pais.

7. Coincidiendo con estudios en otras partes del mundo, el presente trabajo expone
la extensa distribucién de S. Typhimurium y S. Derby en cerdos de diferentes piaras
del pais. Considerando la reconocida patogenicidad de estas serovariedades, se subraya
la importancia de considerar estos patégeno como uno de los desafios a superar para

mejorar la productividad y sanidad de la produccién porcina nacional.

8. La existencia de subtipos estrechamente relacionados de S. Typhimurium, y
también de S. Derby, que se encuentran distribuidos en diferentes regiones del pais,
plantea la necesidad de investigar las posibles fuentes comunes o vectores que faciliten
la diseminacion de estos patégenos. Esta informacidén deberia ser considerada como
necesaria, sobre todo si se pretendiera implementar programas de control de

Salmonella en granjas porcinas.

9. Se pudo comprobar la existencia subtipos genéticos de diferentes serovariedades
de Salmonella spp. que fueron aislados tanto en cerdos como en humanos en Argentina.
Esto remarca la importancia de cerdo como reservorio y/o fuente de infeccién de cepas

zoonoéticas de Salmonella en el pais.

10. La particular situacién de S. Typhimurium como la principal serovariedad aislada
en cerdos y en el humano en el pais reviste gran importancia por tratarse de una de las
serovariedades més virulentas del género. Sumado a que la gran mayoria de las cepas
aisladas en cerdos fueron clasificadas dentro de subtipos genéticos ya identificados en
humanos, parece ser un factor a considerar a la hora de evaluar la necesidad de
implementacion de algun tipo de medidas de control de este patégeno en las granjas
porcinas argentinas. Sobre todo considerando la extensa capacidad de resistencia a
antimicrobianos que suele ser frecuente en esta serovariedad, y que puede representar

un importante riesgo para la produccion porcina y la Salud Publica en Argentina.
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