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CTX: cefotaxima

d: diferentes reacciones

Dr.: Doctor

DS: desvio standard

E.: Escherichia

EEUU: Estados Unidos

EFSA: European Food Safety Authority

Ej.: ejemplo

ELISA: Inmunoadsorcion ligado a enzimas
ENR: enrofloxacina

EPIDAT: Analisis Epidemiologico de Datos Tabulados
ESP: espectinomicina

ETA: Enfermedades Transmitidas por Alimentos
et al.: y otros

FDA: Food and Drug Administration

FFC: florfenicol

F: frigorifico

FoodNet: Foodborne Disease Active Surveillance Network
FOS: fosfomicina

FOX: cefoxitina

FQ: fluoroquinolonas

G-C: guanina-citocina

GEN: gentamicina

G.: granja

gr: gramos

H: flagelar

hs: horas
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Ig A: inmunoglobulina A

Ig G: inmunoglobulina G

Ig M: inmunoglobulina M

I: intermedia

INEI: Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas
ISO: International Organization Standardization
KAN: kanamicina

Kb: kilobases

K: capsular

KCN: cianuro de potasio

Kda: kilodalton

kg: kilogramo

LIN: lincomicina

LN: nodulo linfatico

LPF: fimbria polar larga

LPS: lipopolisacaridos

M3: posdestete (35 dias)

M4: final del destete (65 dias)

M6: crecimiento (128 dias)

MS: engorde (165 dias)

MDR: MultiDrug Resistance o multirresistentes
MF: materia fecal

mg: miligramo

Mg”": magnesio

ml: mililitro

MLST: Multilocus Sequence Typing

mm: milimetros
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M.: muestreo

NAHMS: National Animal Health Monitoring System

NAL: 4cido nalidixico

N/A: No Agrupa

NCCLS: National Committee for Clinical Laboratory Standards
NEO: neomicina

NIT: nitrofurantoina

NIJ: Neighbourgh Joining Method

N°: nimero

NOR: norfloxacina

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

ONCCA: Oficina Nacional de Control Comercial Agropecuario
ONPG: ortho-nitrophenyl-3-galactosidasa

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

O: somatico

OTUs: unidades taxondmicas operacionales

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PCV-2: circovirus porcino tipo 2

Pef: fimbria codificada en plasmido

PEN: penicilina

PFGE: Pulse Field Gel Electrophoresis o electroforesis por campo pulsado
POL-B: polimixina-B

RA: Resistencia Antimicrobiana

Ref.: referencias

R: resistente

SAGPyA: Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Pesca y Alimentos

SENASA: Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
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S: estreptomicina

SPI: islas de patogenicidad

S.: Salmonella

S: sensible

SSTI: Sistema de secrecion tipo 1
SSTIII: Sistema de secrecion tipo 3

Stn: toxina de Salmonella Typhimurium
Subsp.: subespecie

SU: sulfonamidas

TET: tetraciclina

TIL: tilosina

TIO: ceftiofur

TMS: trimetoprima-sulfametoxazol
TRIS-EDTA: hidroximetil-acido etilen diamino tetra acético
TRI: trimetoprima

UE: Uni6on Europea

U: unidades

UNLP: Universidad Nacional de La Plata

UPGMA: Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean

USDA: United States Department of Agriculture
V: voltios

WHO: World Health Organization

%: porcentaje

+: positivo

-: negativo

X: por

°C: grados Celsius
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Jg: microgramo

>: mayor o igual
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RESUMEN

Titulo: Salmonella en cerdos: serovariedades y aspectos de la resistencia antimicrobiana

relacionada con la Salud Publica en cepas aisladas en granjas y en animales faenados.

Palabras claves: Salmonella, cerdos, multirresistencia a los antimicrobianos, PFGE,

Salud Publica.

Los objetivos de este estudio fueron determinar la prevalencia de Salmonella y sus
serovariedades en 10 granjas y 4 frigorificos de cerdos en las provincias de Buenos
Aires y Santa Fe (Argentina), evaluar sus perfiles de resistencia antimicrobiana,
determinar los perfiles genéticos circulantes en cerdos y relacionarlos con casos de
salmonelosis humanos. La marcha bacteriolégica se realizd6 segun las normas
FDA/BAM/AOAC y la serotipificacion se realizd de acuerdo al esquema de
Kauffmman-White, en el Instituto INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”. En granjas, a
partir de un total de 200 muestras de materia fecal del piso se aislaron 8 (4%) cepas de
Salmonella spp., se identificaron 4 serovariedades diferentes: S. Typhimurium, S.
Agona, S. Tennessee y S. Seftenberg. En frigorificos, de un total de 386 muestras, se
identificaron 93 (24%) cepas de Salmonella spp., 52 (56%) de contenido cecal y 41
(44%) de linfonodulo ileocecal; se identificaron 15 serovariedades diferentes. Las 6 mas
prevalentes fueron S. Schwarzengrund, S. Heidelberg, S. subsp I (6,8:¢,h:-), S. Derby, S.
Bredeney y S. Typhimurium. Se probaron 15 antimicrobianos por el método de difusion
y dilucion en agar segun las normas del CLSI: amikacina, gentamicina, ciprofloxacina,
cefalotina, cefotaxima, enrofloxacina, fosfomicina, polimixina-B, tetraciclina,
cloranfenicol, estreptomicina, trimetoprima-sulfametoxazole, ampicilina,

nitrofurantoina y acido nalidixico. En granjas y frigorificos se destaco la resistencia a
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tetraciclina (30%) y ampicilina (22%). En cerdos de faena hubo 25 (27%) cepas de
Salmonella multirresistentes, S. Heidelberg, S. Typhimurium, S. Derby y §. Orion. Los
mayores porcentajes de resistencia coinciden con los antimicrobianos mas utilizados en
granjas. Los resultados del PFGE-Xbal determinaron 30 perfiles diferentes. Sin
embargo, no se establecio correlacion entre resistencia antimicrobiana y perfil genético.
Se encontrd el mismo subtipo genético de S. Typhimurium, S. Agona, S. Newport, S.
Bredeney, S. Infantis, S. Derby, S. Anatum y S. Adelaide, circulando en cerdos y casos

de salmonelosis en humanos.
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ABSTRACT

Title: Salmonella in pigs: serovars and aspects of antimicrobial resistance related to

Public Health in strains isolated on farms and in slaughtered animals.

Key words: Salmonella, pigs, antimicrobial multiresistance, PFGE, Public Health.

The objectives of this study were to determine the prevalence of Salmonella and its
serovars in 10 pig farms and 4 slaughterhouses in the provinces of Buenos Aires and
Santa Fe (Argentina), to evaluate their antimicrobial resistance profiles and to determine
the circulating genetic profiles in pigs, relating them to cases of salmonellosis in
humans. The bacteriological study was performed according to FDA/BAM/AOAC
standard methods and Salmonella strains were serotyped according to the Kauffmann-
White scheme at the Institute INEI-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”. On farms, out of a
total of 200 fecal samples of ground, 8 (4%) strains of Salmonella spp. were isolated,
belonging to 4 different serovars: S. Typhimurium, S. Agona, S. Tennessee and S.
Seftenberg. In 386 samples taken at the pig slaughterhouses there were identified 93
(24%) strains of Salmonella spp, 52 strains (56%) in cecal contents and 41 strains (44%)
in ileocecal lymph nodes; belonging to 15 different serovars. The six most prevalent
were S. Schwarzengrund, S. Heidelberg, S. subsp I (6.8:e,h:-), S. Derby, S. Bredeney
and S. Typhimurium. Fifteen antimicrobials were tested by the method of diffusion and
agar dilution according to CLSI standards: amikacin, gentamicin, ciprofloxacin,
cephalotin, cefotaxime, enrofloxacin, fosfomycin, polimixin-B, tetracycline,
chloramphenicol, streptomycin, trimethoprim-sulfamethoxazole, ampicillin,
nitrofurantoin, and nalidixic acid. In farms and slaughterhouses resistance to
tetracycline (30%) and ampicillin (22%) stands out. In slaughter pigs there were 25

(27%) multiresistant strains of Salmonella, S. Heidelberg, S. Typhimurium, S. Derby
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and S. Orion. The highest percentages of resistance match the most commonly used
antimicrobials on farms. PFGE-Xbal results established 30 different profiles. However,
no correlation between antimicrobial resistance and genetic profiling was established.
The same genetic subtype of S. Typhimurium, S. Agona, S. Newport, S. Bredeney, S.
Infantis, S. Derby, S. Anatum and S. Adelaide, was found circulating in pigs as well as

cases in of salmonellosis in humans.
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1. INTRODUCCION

1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

El género Salmonella pertenece a la tribu Salmonelleae, de la familia
Enterobacteriaceae. Estudios de ADN mediante técnicas de hibridacion mostraron que
el género Salmonella estd constituido por dos especies: Salmonella enterica y

Salmonella bongori.

La especie enterica, mediante pruebas bioquimicas, se subdivide en seis subespecies:
enterica (1), salamae (11), arizonae (1l1a), diarizonae (11Ib), hountenae (IV) e indica
(VD). A su vez las seis subespecies de Salmonella enterica y Salmonella bongori se
clasifican en mds de 2.400 variedades serologicas o serovariedades, que estdn definidas
en funcion de diferentes asociaciones de factores antigénicos somaticos O y flagelares
H, seglin el Esquema Internacional para la Serotipificacion de Sa/monella publicado por
el "Centro Colaborador de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) de Referencia e

Investigacion de Salmonella”, del Instituto Pasteur de Paris (Grimont y Weill, 2007).

Otra particularidad a nivel taxonémico es que, como el resto de las bacterias el género,
la especie y la subespecie se escriben con letra cursiva o itdlica, el género con
mayuscula y especies y subespecies (subsp.) con minuscula pero las serovariedades se
escriben con letra romana y con mayuscula porque no tienen el nivel de especie en la
taxonomia bacteriana, es decir que no estan incluidas en la reglamentacion del “Cdédigo
Internacional de Nomenclatura Bacteriana” por ej., Salmonella enterica subsp. enterica

serovariedad Typhimurium.
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A fines practicos se escribe solo el género y la serovariedad por ¢j., S. Typhimurium. En
el caso de S. bongori y las serovariedades de las demas subsp. de S. enterica, se
denominan con el nombre de la subsp. y luego la férmula antigénica especifica por ej.,

S. enterica subsp. hountenae (50:b.-) (Caffer et al., 2008).

La mayoria de las serovariedades (99,8%) de Salmonella aisladas del hombre y de los
animales de sangre caliente pertenecen a Salmonella enterica subsp. enterica y llevan
un nombre por lo general relacionado con el lugar geografico donde se aislo por primera
vez. Las demds subsp. de S. enterica y S. bongori, de baja incidencia en patologia

humana y animal, se encuentran en animales de sangre fria y en el medio ambiente.

1.2 EPIDEMIOLOGIA

Salmonella esta ampliamente presente en animales domésticos y salvajes. Es prevalente
en animales de consumo tales como aves, porcinos y vacunos, y también en mascotas,
incluidos gatos, perros, pajaros y reptiles, entre ellos las tortugas.

Salmonella, es una bacteria omnipresente y resistente que puede sobrevivir varias

semanas en un entorno seco, y varios meses en agua (WHO, 2013).

La salmonelosis ocurre universalmente en todas las especies animales (Blood y
Radostits, 1992). Salmonella estd ampliamente distribuida en la naturaleza, habita en el
tracto intestinal de animales vertebrados e invertebrados y su excrecion produce la

contaminacion de los alimentos, el agua y el medio ambiente (Turnbull, 1979).
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Salmonella spp. no forma parte de la microbiota intestinal normal pero tanto el hombre
como los animales pueden mantener por largo tiempo el estado de portador

asintomatico (Terzolo, 1998).

Algunas de las serovariedades de Salmonella estan estrictamente adaptadas al
hospedador, mientras que la mayoria tiene un amplio rango de hospedadores por e¢j., S.
Typhimurium. Algunas serovariedades de Salmonella estan localizadas en una region
particular del mundo por ej., S. Sendai en el Lejano Oriente, S. Berta en Norte América,

pero otras son ubicuas por €j., S. Typhimurium y S. Enteritidis.

Salmonella enterica subsp. salamae, subsp. arizonae y subsp. diarizonae son aisladas
frecuentemente de contenido intestinal de animales de sangre fria y sélo raramente de
humanos y animales de sangre caliente. Salmonella enterica subsp. hountenae y S.
bongori son aisladas principalmente del medio ambiente y son raramente patogenas

para los humanos (Garrity et al., 2005).

Salmonella spp. se puede clasificar desde el punto de vista epidemiolédgico (Caffer et
al., 2008) en tres grupos:
e Grupo 1: Estd integrado por las serovariedades que no tienen afinidad por
ningin hospedador en particular. Son capaces de infectar tanto al hombre como
a los animales. En este grupo se encuentran la mayoria de las serovariedades que
causan salmonelosis por ¢j., S. Typhimurium y S. Enteritidis.
e QGrupo 2: Abarca las serovariedades que afectan inicamente al hombre: S. Typhi,
S. Paratyphi A y S. Paratyphi C. Se transmiten en forma directa o indirecta del

enfermo y/o portador sano a otra persona.

27



Tesis Doctoral M. V. Mariela Ibar | 2017

e Grupo 3: Se incluyen en este grupo las serovariedades que se hallan adaptadas a
un hospedador animal exclusivamente por ej., S. Cholerasuis (cerdos), S.
Abortusovis (ovinos), S. Abortusequi (equinos), S. Gallinarum (aves) y S.

Dublin (bovinos).

Las serovariedades de Salmonella adaptadas a los humanos por ej., S. Typhi, S.
Paratyphi A y S. Sendai, en general causan enfermedades severas con septicemia por ¢€j.,
fiebre tifoidea, pero no son naturalmente patdgenas para otras especies animales. En
este caso la salmonelosis es transmitida de persona a persona, sin hospedador

intermediario, a través de la contaminacion fecal del agua y los alimentos.

En el caso de las serovariedades que estan adaptadas a una especie animal, causan
infecciones especificas por ¢j., S. Typhisuis causa linfadenitis en cerdos, S. Abortusovis

causa abortos en ovejas, S. Gallinarum causa el tifus aviar en gallinas.

Las serovariedades ubicuas, como S. Typhimurium y S. Enteritidis, entre otras, que
estan adaptadas tanto al hombre como a los animales, producen principalmente
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA). La transmision a través de alimentos
de origen animal puede ser por huevos, carne y productos lacteos provenientes de
animales infectados. También se han notificado infecciones adquiridas a través del
consumo de agua, frutas y hortalizas contaminadas; o por el contacto directo o indirecto
con mascotas infectadas como perros, tortugas, serpientes y pajaros (Garrity et al.,
2005).

En los humanos, luego de la recuperacion de un caso clinico de salmonelosis, algunos

pacientes permanecen como portadores asintomaticos de Salmonella por semanas,
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meses o afios, y contintan eliminando al microorganismo por las heces. Asi, los
portadores asintomaticos contribuyen a la diseminacion de salmonelosis, especialmente
si el diagnostico del estado de portador no es controlado por cultivos de materia fecal

(MF) periodicos.

Los animales cuando son infectados por Salmonella pueden convertirse en casos
clinicos o en portadores asintomaticos. Luego de la infeccion por Salmonella spp., las
bacterias pueden quedar acantonadas en los nédulos linfaticos mesentéricos. En este
caso hablamos de animales o humanos portadores asintomaticos de Sa/monella spp., los
cuales pueden ser portadores activos si las eliminan a través de la MF o portadores
latentes si no las eliminan en ese momento. Las causas de la eliminacion de Salmonella
a través de la MF son diversas y dependen de diferentes factores, que pueden ser
propios del animal o de factores ambientales. La importancia de los portadores latentes
consiste en que pueden convertirse en portadores activos o, incluso en casos clinicos

bajo situaciones de stress, por ¢j., durante el transporte (Blood y Radostits, 1992).

En el medio ambiente, Salmonella spp. resiste el frio y la desecacion; sobrevive durante
semanas en hielo, agua y tierra contaminados (Nicolet, 1986). Por ende, la
epidemiologia de Salmonella spp. es muy compleja debido a su distribucion ubicua, su
creciente nimero de serovariedades, su amplio rango de hospedadores y su compleja

patogénesis.
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1.3 CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS Y CULTURALES

Los miembros del género Salmonella son bacilos rectos, Gram-negativos, usualmente
moviles por flagelos peritricos, excepto S. Gallinarum o S. Pullorum que son inmdviles.

Son anaerobios facultativos y no esporulados.

Las colonias generalmente miden 2-4 mm de didmetro, aunque inusualmente la
serovariedad S. Abortusovis puede formar colonias de 1 mm de didmetro.
En el medio selectivo y diferencial Agar Entérico Hektoen las colonias de Sa/monella se

observan con centro negro y halo verde-azulado (Figura 1); pero para confirmarlo hay

que realizar pruebas bioquimicas.

Figura 1. Colonias de Salmonella spp. en medio selectivo de Agar Entérico Hektoen.

Fuente: Ibar M., 2014.

Bioquimicamente reducen nitratos a nitritos. Producen gas a partir de D-glucosa,
excepto S. Typhi. La mayoria de las serovariedades producen acido sulfhidrico pero

pocas de ellas no lo producen como por ¢j., la mayoria de las cepas de S. Paratyphi A y
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algunas cepas de S. Cholerasuis. El citrato es utilizado generalmente por Salmonella
spp. pero algunas serovariedades no lo utilizan por e¢j., S. Typhi y §. Paratyphi A. La
mayoria de las serovariedades de Salmonella son positivas a la prueba de lisina
descarboxilasa pero S. Paratyphi A es una excepcion. Otras caracteristicas bioquimicas

del género, especies y subsp. se detallan en la Tabla 1 (Garrity et al., 2005).

Tabla 1. Caracteristicas bioquimicas diferenciales de las subespecies de Salmonella.

Especie 8. enterica  S. bongori

Subespecie I II Ila IIIb v VI A"
Pruebas enterica  salamae arizonae Diarizonae hountenae indica
Dulcita + + - - - D +
ONPG - - + + - D +
Malonato - + + + - - -
Gelatina - + + + + + -
Sorbita + + + + + - +
KCN - - - - + - +
Tartrato + - - - - - -
Mucato + + + - (70%) - + +
Salicina - - - - + - -
Lactosa - - - (75%) + (75%) - D -
Habitat Animales

de sangre Animales de sangre fria y medio ambiente

caliente

Ref.: ONPG: ortho-nitrophenyl-B-galactosidasa; KCN: cianuro de potasio; (+): positivo; (-): negativo; (d): diferentes
reacciones; (%): porcentaje.

Fuente: Garrity et al., 2005.

1.4 FACTORES DE VIRULENCIA

El potencial patogénico de Salmonella spp. esta asociado a la presencia de factores de
virulencia. Los factores de virulencia denotan productos bacterianos o estrategias,

codificados por genes, que contribuyen a la virulencia o patogenicidad. Hay algunos
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rasgos y productos bacterianos, tales como la capacidad de adherirse a células de la
mucosa o para producir proteinas toxicas, que tienen una relacion clara y directa con el
proceso de infeccion. Otros rasgos bacterianos, tales como la capacidad de obtener
energia a partir de la fermentacion de aztlcar, se consideran generalmente funciones
metabolicas en lugar de factores de virulencia, a pesar de que la capacidad de una
bacteria para adquirir carbono y energia desde el cuerpo humano es claramente esencial

para la infeccion (Salyers y Whitt, 1994).

Los factores de virulencia incluyen proteinas secretadas, como toxinas y enzimas, y
estructuras de la superficie celular, como los polisacaridos capsulares, lipopolisacaridos
(LPS) y proteinas de la membrana externa, que contribuyen directamente a los procesos
de la enfermedad. Ahora, se hace evidente que muchos genes que codifican factores de
virulencia, tales como los mecanismos de secrecion, siderdforos, catalasas y
reguladores, estdn involucrados en la patogénesis. Los productos de dichos genes
permiten a un microorganismo colonizar el nicho de un huésped en el que el organismo
prolifera y pueden provocar dafio tisular o inflamacion sistémica. Las bacterias
patdgenas albergan numerosos factores de virulencia. Mediante la expresion y
combinaciones de diferentes genes que los codifican, son capaces de inducir diferentes

enfermedades (Chen L ef al., 2005).

En Salmonella spp., los factores de virulencia son los LPS, la capacidad de adherirse e
invadir células, la habilidad de replicarse intracelularmente, la produccion y excrecion
de una toxina y las islas de patogenicidad (SPI). Se detallan a continuaciéon las

caracteristicas de cada uno de estos factores de virulencia.

32



Tesis Doctoral M. V. Mariela Ibar | 2017

1.4.1 Mecanismos de adherencia

La supervivencia de un microorganismo en un nicho determinado depende, en principio,
de su habilidad para adherirse, las adhesinas de la bacteria tienen una estructura que les
permite reconocer moléculas presentes en las células del hospedador llamadas
receptores, con una estereoquimica especifica. Esta union determina los hospedadores y
el organotropismo de las bacterias; ademads, las adhesinas tienen la capacidad de activar
a los linfocitos B y neutrofilos, lo que resulta en una variedad de respuestas biologicas
incluyendo proliferacion celular y secrecion de citocinas. En las bacterias, se puede
encontrar una amplia variedad de adhesinas, las cuales se dividen en dos grandes
grupos: adhesinas fimbriales y afimbriales. En general, las adhesinas de bacterias Gram-
negativas son: fimbrias, fibrillas, flagelos, LPS y cépsula. Es comn el aislamiento de
una bacteria que exprese multiples tipos de fimbria, Salmonella expresa una amplia
variedad de fimbrias con diferente especificidad de union (Figueroa y Verdugo, 2005).
Los tipos de fimbrias que se han encontrado en diferentes serovariedades de Salmonella

se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Tipos de fimbrias en diferentes serovariedades de Salmonella.

Fimbria Serovariedad

Tipo 1 (Sef21) Varios

Tipo 2 S. Gallinarum, S. Pullorum
Tipo 3 S. Typhimurium

SEF17 Varios

SEF14 Grupo D

SEF18 Todos

Pef adherencia a enterocitos S.Typhimurium

LPF Adherencia a celulas M S.Typhimurium, S. Gallinarum

Ref.: Pef: fimbria codificada en plasmido. LPF: fimbria polar larga.

Fuente. Figueroa et al., 2005.
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1.4.2 Toxinas

Varios estudios han descripto actividad citotoxica y enterotdxica en Salmonella. La
toxina mas estudiada es la toxina de Salmonella Typhimurium (Stn). Es una proteina
termolabil de 29 kda. Esta toxina se produce en bajos niveles, por lo cual su papel en la
patogénesis de la enfermedad es cuestionado. Parte de su secuencia tiene similitud con
la subunidad A de la toxina colérica y con la toxina termolabil de E. coli. Secuencias
homologas a Stn han sido encontradas en todas las serovariedades de Salmonella

excepto en S. bongori.

1.4.3 Islas de patogenicidad

Las SPI estan constituidas por un grupo de genes involucrados que codifican factores
especificos de virulencia, su porcentaje de guanina-citocina (G-C) difiere del promedio
del genoma bacteriano, se presentan repeticiones directas en sus extremos, portan genes
que codifican factores de movilidad como integrasas, transposasas o secuencias de

insercion (Figueroa y Verdugo, 2005).

Las SPI constituyen elementos fundamentales de la evolucion de los microorganismos,
dado que su incorporacion puede, en un Unico evento, transformar un microorganismo
normalmente benigno en uno patégeno (Blanc y Groisman, 1999).

Al menos 5 SPI han sido descriptas en Sal/monella (Amavisit y Markham, 2003;

Figueroa y Verdugo, 2005), sus funciones se describen en la Tabla 3.
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Tabla 3. Funciones de las Islas de patogenicidad en Salmonella

SPI Tamaiio (kb) Funcién

SPI-1 40 Interaccion inicial e invasion de células epiteliales
intestinales. Apoptosis de macrdofagos.

SPI-2 40 Proliferacion intracelular. Infeccion sistémica.
SPI-3 17 Supervivencia dentro de macrofagos.

SPI-4 25 Supervivencia dentro de macrofagos.

SPI-5 7 Enteropatogénesis.

Ref.: SPI: isla de patogenicidad; kb: kilobase.

Fuente: Amavisit y Markham, 2003; Figueroa y Verdugo, 2005.

Isla de patogenicidad 1 (SPI-1)

La SPI-1 es un segmento de 35-40 kb que contiene 31 genes que pueden ser divididos
en categorias que incluyen: genes, denominados inv-spa, que codifican el sistema de
secrecion tipo 3 (SSTIII) para la invasion de células del hospedero no fagociticas, genes
que codifican proteinas involucradas en la translocacion de las moléculas efectoras
dentro del citoplasma de la célula hospedero y genes que codifican las proteinas
efectoras y sus chaperonas. Se encuentra presente en S. bongori y en todas las

serovariedades de S. enterica (Figueroa y Verdugo, 2005).

Isla de patogenicidad 2 (SPI-2)

La SPI-2 también codifica para un SSTIII que se activa cuando la bacteria se encuentra
intracelularmente dentro de una vacuola. Su tamafno es de 40 kb. Consta de 32 genes
que regulan la supervivencia y replicacion bacteriana en los compartimentos

intracelulares de fagocitos y células epiteliales (Figueroa y Verdugo, 2005).
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Isla de patogenicidad 3 (SPI-3)

La SPI-3, es un segmento de 17 kb, también es requerida para la supervivencia
intracelular en macrofagos, provee productos esenciales para el crecimiento en

condiciones limitadas de magnesio (Mg”") (Figueroa y Verdugo, 2005)

Isla de patogenicidad 4 (SPI-4)

La SPI-4 es un segmento de 27 kb, codifica un supuesto sistema de secrecion tipol
(SSTI) que media la secrecion de toxinas y se cree que participa en la adaptacion de

Salmonella al ambiente intracelular en los macréfagos (Figueroa y Verdugo, 2005).

Isla de patogenicidad 5 (SPI-5)

La SPI-5 es un segmento de 7.5 kb, codifica proteinas efectoras involucradas en la
secrecion fluida y reaccion inflamatoria en la mucosa intestinal (Figueroa y Verdugo,

2005).

Islotes de patogenicidad

Otras secuencias especificas de Sal/monella, de menor tamafno que las SPI han sido

implicadas en la virulencia y fueron denominadas islotes (Figueroa y Verdugo, 2005).
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1.5 PATOGENESIS

La puerta de entrada de Salmonella spp. es fundamentalmente la via oral, aunque
también se puede producir por via aerdgena y conjuntival. En determinadas especies
animales (bovinos, ovinos, caprinos y equinos) se producen también transmisiones
intrauterinas o transplacentarias. Después de la ingestion, los microorganismos
colonizan el ileon y el colon, invaden el epitelio intestinal, se multiplican
intracelularmente y luego se diseminan a los nodulos linfaticos mesentéricos y via la
circulacion sistémica al organismo. Alli, Salmonella spp. es captada por los macrofagos

del sistema reticulo endotelial que confinan y controlan la diseminacion (Figura 2).
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Figura 2. Esquema de la patogenia de la infeccion por Salmonella spp.

Fuente: Ralph A. Giannella, 1996.

La aparicion de la enfermedad salmonelosis, depende de que estén presentes los tres
factores de la triada epidemiolodgica: agente etiologico (virulencia de la cepa), huésped
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(estado inmune y edad del hospedador) y medio ambiente (exposiciéon o no a stress).
Segun la serovariedad de Salmonella y las defensas del huésped contra esa serovariedad
algunos microorganismos pueden infectar el higado, bazo, vejiga, médula Osea,

meninges y otros 6rganos (Blood y Radostits, 1992).

En la patogenia de la gastroenteritis se pueden distinguir dos etapas principales:
. Adherencia

. Invasion y replicacion intracelular

En lineas generales, el primer paso en la patogenicidad de Salmonella es la invasion de
la mucosa del intestino delgado. Las bacterias se adhieren e ingresan a las células M de
los foliculos asociados al epitelio e invaden los enterocitos, produciendo enteritis aguda,
subaguda y crénica. En un segundo paso, Salmonella, invade los nddulos linfaticos
mesentéricos, se disemina a través de los macrofagos por los vasos linfaticos a la

sangre, y finalmente infecta el higado y el bazo (Garrity ef al., 2005).
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1.6 METODOS DIAGNOSTICOS DE SALMONELLA SPP.

1.6.1 Método bacteriolégico

El aislamiento e identificacion de Salmonella spp. es la técnica de oro estindar de
diagnostico de Salmonella spp. Los métodos tradicionales reconocidos por los
organismos oficiales para la identificacion de Salmonella spp., tienen alta sensibilidad
pero demandan una gran cantidad de tiempo hasta llegar al diagndstico porque requieren
el aislamiento de colonias sospechosas y su confirmacion por pruebas bioquimicas y de
serotipificacion. La marcha bacteriologica para la deteccion de Sa/monella se basa en la
norma ISO 6579: 2002, la cual fue modificada en el afio 2007 para incluir el anélisis de
muestras de MF de animales y de muestras ambientales en la produccion primaria.
Otros organismos internacionales han publicado métodos estdndar similares, por ej. en
el Bacteriological Analytical Manual (BAM) de United States Food and Drug

Administration (FDA) (FDA-BAM, 2007).

1.6.1.1 Serotipificacion

La serotipificacion constituye un importante complemento de la identificacion

bioquimica y desde el punto de vista epidemiologico permite determinar la prevalencia

de una serovariedad en distintas zonas geograficas, como asi también es de utilidad para

el estudio de brotes y para presumir la fuente de infeccion.

La base de la serotipificacion para todas las enterobacterias es similar: se pone en

evidencia la presencia de antigenos somadticos (O) flagelares (H) y capsulares (K). En el
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caso de Salmonella spp., las serovariedades surgen como consecuencia de una

asociacion particular de factores antigénicos O y H.

La técnica de serotipificacion utilizada para identificar las serovariedades de
Salmonella, se basa en una reaccion antigeno-anticuerpo entre los antigenos somaticos y
flagelares de la bacteria y los antisueros especificos utilizados (Caffer et al., 2008). El
Esquema de Kauffmann-White, agrupa a todas la serovariedades conocidas, y esta
publicado por el “Centro Colaborador de la OMS de Referencia e Investigacion de

Salmonella” del Instituto Pasteur de Paris (Grimont y Weill, 2007).

En Argentina, la serotipificacion de los aislamientos de Salmonella spp. se realiza en el
Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas (INEI) - Administracion Nacional de
Laboratorios e Institutos de Salud (ANLIS) “Dr. Carlos G. Malbran”, utilizando
antisueros para antigenos O y H producidos por el Servicio de Antigenos y Antisueros,
del Instituto Nacional de Produccién de Bioldgicos del ANLIS “Dr. Carlos G.

Malbran”.

1.6.2. Diagnostico serologico por inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA)

Los métodos serologicos deben utilizarse para identificar poblaciones infectadas mas

que para identificar animales individuales infectados, aunque se pueden emplear

pruebas repetidas en la explotacion como una ayuda para seleccionar los animales

portadores cronicos.
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Normalmente, las pruebas serologicas se disefian para detectar un numero limitado de
serovariedades de Salmonella. Se han desarrollado pruebas de ELISA para el
diagnostico de las infecciones por S. Enteritidis y S. Typhimurium y para otras

serovariedades de animales de granja.

En cerdos, para distinguir las infecciones recientes de las antiguas, se pueden utilizar las
respuestas diferenciadas que implican diferentes clases de anticuerpos (IgM, IgA, IgG),
pero con frecuencia eso no es de utilidad para ensayar piaras en las que los individuos se
hallan normalmente en diferentes fases de la infeccion. La mayoria de las pruebas se
basan en la IgG, y es tipico que aparezcan elevados niveles de anticuerpos entre 1 y 3

semanas después de la infeccion y que duren entre 2 y 3 meses (OIE, 2008).

Existen pruebas de diagndstico comerciales, como la prueba de anticuerpos Herdcheck
porcina Salmonella (Idexx Laboratories), la cual detecta la presencia de IgG en los
sueros problema, identificando los serogrupos mas comunes (B, C1, y D) aislados en
Europa, Asia y América, y tiene una especificidad del 99,4% (HerdChek porcina

Salmonella).

En el caso de los cerdos, el ELISA se utiliza para determinar la prevalencia de
Salmonella dentro de una piara y clasificarlas en piaras de baja, moderada o alta
prevalencia, lo cual permite tomar medidas estratégicas de control segliin el nivel de
infeccion (Van der Wolf ef al., 2001a; Alban et al., 2012). Sin embargo, la principal
desventaja de este método diagnodstico es que puede haber animales infectados sin

seroconversion (Kranker et al., 2003). Ademas, en caso de no realizar el aislamiento
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bacteriano, se pierde la posibilidad de conocer la serovariedad de Salmonella y su
sensibilidad antimicrobiana (Parada, 2014).

Algunos animales con respuesta seroldgica positiva no pueden ser infectados de nuevo
por Salmonella. De modo similar, animales que excretan activamente Salmonella
pueden ser seroldgicamente negativos. También se aplican consideraciones similares a
los métodos de cultivo bacterioldgico, y asi, los cultivos de MF con resultados negativos

no indican necesariamente que el animal no esta infectado (OIE, 2008).

1.6.3. Método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Para detectar la presencia de Salmonella spp. en una muestra de forma rdpida se puede
realizar la técnica de PCR, mediante la deteccion del gen invA, presente en todas las
serovariedades de Salmonella, que es el gen que codifica para la invasion del epitelio

intestinal. Hay protocolos estandarizados para llevar a cabo este diagnostico rapido

(Malorny et al., 2003).

En contraste con las determinaciones fenotipicas, las técnicas de identificacion basadas
en la PCR a partir de secuencias de ADN son especificas, sensibles y reproducibles y
permiten un rapido diagndstico, que puede utilizarse como tamizaje en la deteccion de
Salmonella spp. La principal desventaja del diagnostico de Salmonella por PCR es la
imposibilidad de realizar una caracterizaciéon completa de la cepa presente (Parada,

2014).
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1.7. METODOS PARA LA DETERMINACION DEL PERFIL DE

RESISTENCIA ANTIMICROBIANA (RA)

1.7.1. Método de difusion de disco en gel de agar

El método de difusion en agar se basa en la técnica de Kirby-Bauer (Bauer y Kirby,
1966). Este método, conocido cominmente como antibiograma, es el que se utiliza de
rutina para determinar la sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos obtenidos en
los laboratorios de bacteriologia, su interpretacion se realiza segln las tablas de la CLSI

(CLSI, 2013).

1.7.2. Método de dilucion en agar

El método de diluciéon en agar mide cuantitativamente la actividad “in vitro” de un
antimicrobiano (ATM) frente a un cultivo bacteriano determinando la concentracion
inhibitoria minima (CIM) (CLSI, 2013). La CIM no es un método de rutina en el

laboratorio sino que se realiza para estudios de investigacion.

Para analizar la CIM de un grupo de cepas bacterianas se puede calcular la CIMso y la

CIMy. La CIMs5 es la CIM que inhibe el 50% de las cepas bacterianas y la CIMy, es la

CIM que inhibe el 90% de las cepas bacterianas.
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1.8. CARACTERIZACION Y SUBTIPIFICACION MOLECULAR DE

AISLAMIENTOS DE SALMONELLA SPP.

El objetivo de los sistemas de tipificacion, aplicados al diagndstico y a las
investigaciones epidemiologicas, es poder discriminar aislamientos relacionados
epidemiologicamente de aquellos no relacionados. La premisa basica inherente a todos
los sistemas de tipificacion, es que los aislamientos epidemiologicamente relacionados
derivan de la expansion clonal de un unico precursor. Consecuentemente, comparten
caracteristicas comunes que difieren de aquellos aislamientos epidemioldgicamente no

relacionados.

Las técnicas de subtipificacion molecular sirven de complemento a las investigaciones
epidemioldgicas. Estas técnicas, tienen una amplia aplicaciéon en microbiologia

veterinaria ya que permiten:

a) Establecer si un animal infectado es parte o no de un brote.

b) Detectar la via de transmision de patogenos.

c) Identificar la fuente de infeccidon en brotes y en casos esporadicos.

d) Determinar si las cepas aisladas, pertenecen a clones previamente reconocidos

como virulentos.

e) Controlar programas de inmunizacion.

Las serovariedades de Salmonella, presentan linajes genéticos divergentes, y esta
divergencia evolutiva, refleja la acumulacion de mutaciones no letales al azar, como
sustitucion de bases, delecion de fragmentos de ADN o la adquisicion de ADN de otras

especies microbianas. Con el desarrollo de técnicas moleculares altamente sensibles, es
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posible detectar alteraciones genéticas minimas con precision, como asi también los

complejos mecanismos, que originan tales variaciones genéticas (ANLIS, 2008).

1.8.1. Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

La técnica de PFGE es una “técnica de oro” para la subtipificacion de Salmonella,
actualmente esta siendo reemplazada por la técnica de "Whole Genome Sequence". La
aplicacion de protocolos estandarizados (Ribot et al., 2006) y la alta reproducibilidad de
la técnica, hacen que sea aplicable para realizar comparaciones de un alto nimero de

aislamientos tanto intralaboratorio como interlaboratorio.

El PFGE es una técnica de subtipificacion molecular que permite identificar subtipos
genéticos en cepas de la misma serovariedad. Tedricamente, todos los aislamientos
bacterianos son tipificables por PFGE y sus resultados son altamente confiables y
reproducibles. Esta técnica es utilizada con fines epidemioldgicos por su sensibilidad,

reproducibilidad y alto indice discriminatorio cercano al valor ideal de 1.

La técnica de PFGE se basa en el polimorfismo de la longitud de los fragmentos de
restriccion de corte poco frecuente que generan un numero relativamente pequeio de
fragmentos grandes de ADN. El resultado de aplicar la digestion enzimatica al genoma
bacteriano total y su posterior electroforesis por PFGE permite obtener un patrén de
bandas con excelente resolucion, generalmente compuesto de 5 a 20 fragmentos
diferentes que varian de tamafio desde 10 a 800 kb.

La determinacion de la relacion genética entre los aislamientos identificados se realiza

utilizando un software de analisis de imagenes y mediante la construccion de matrices
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de similitud y dendrogramas, que pueden realizarse con programas de analisis

informaticos.

En el marco de la Red PulseNet Internacinal, se utiliza el programa “BioNumerics”
(Applied Maths) que permite normalizar las distintas corridas electroforéticas con la
incorporacion de un patron de bandas constante en cada gel. Esta normalizacion facilita
la comparacion de los patrones de bandas obtenidos por PFGE en distintos geles. Con
este programa, se determinan también las relaciones genéticas entre los aislamientos en
base a algoritmos de distancia que consideran la presencia o ausencia de bandas
asignandole un valor entre 1 6 0, respectivamente y con la construccion de una “matriz

de distancia” comparando por pares los patrones.

Entre los coeficientes empleados frecuentemente para calcular matrices de distancia se
encuentran el coeficiente Dice y el de Jaccard. A partir de las matrices de distancia
obtenidas, se construyen dendogramas empleando métodos de agrupamiento como el
“Unweighted Pair Group Method with Arithmetic mean” (UPGMA) y se establecen las

relaciones genéticas entre los aislamientos.

De esta manera, se pueden crear bases de datos de los patrones de bandas, comparando
nuevos perfiles genéticos con todos los perfiles almacenados en la Base de Datos
Nacional (BDN), realizados con el mismo protocolo estandarizado.

En Argentina la BDN de los Subtipos genéticos de Salmonella se encuentra en el
Servicio de Enterobacterias, del INEI — ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran™.

Tenover et al. propusieron un criterio para interpretar epidemioldgicamente los patrones

de bandas obtenidos por PFGE en los casos de estudios de brotes (Tenover ef al., 1995).
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Este criterio se aplica a un numero discreto de aislamientos (hasta 30) recolectados en
periodos de 1 a 3 meses como maximo; en periodos mas largos estos criterios son
orientativos y deberian complementarse con otras técnicas como Multilocus Sequence
Typing (MLST). Se considera que los aislamientos son “no relacionados” cuando
difieren en mas de 7 bandas. Los criterios de interpretacion de patrones electroforéticos

por PFGE segtn Tenover et al. se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Criterios para la interpretacion de patrones de PFGE segiin Tenover et al.

N° de fragmentos N° de eventos
, diferentes genéticos Interpretacion
Categoria . s
comparados con el comparados con la epidemiologica
patron del brote cepa del brote
Indistinguible 0 0 El A es parte del brote
Cercanamente Probablemente el A es
. 2-3 1
relacionados parte del brote
Posiblemente Posiblemente el A sea
. 4-6 2
relacionados parte del brote
No relacionados 7 >3 El A no es parte del brote

Ref: N° numero; A: aislamiento; >: mayor o igual; PFGE: Electroforesis en campo pulsado.

Fuente: Tenover et al., 1995.

Para interpretar las diferencias entre patrones de fragmentos de ADN y transformarlos
en informacion util que complemente los estudios epidemioldgicos, hay que tener en
cuenta que estos patrones pueden alterarse por eventos genéticos aleatorios:

e  Mutacion puntual que resulta en la creacion de un sitio de restriccion: al nuevo
patron le falta una banda respecto del original y presenta dos nuevas bandas mas
pequenas.

e  Mutuacién puntual que resulta en la pérdida de un sitio de restriccion: el nuevo

patron pierde dos bandas pequefias y tiene una nueva mas grande.
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Insercion de ADN en un fragmento de restriccion existente (el nuevo ADN no
tiene ningln sitio de restriccion): el nuevo patrén presenta el mismo numero de
bandas que el original, y muestra una banda de mayor tamatfio.

Delecion de ADN de un fragmento (el material perdido no tiene ningun sitio de

restriccion): El nuevo patrén muestra una banda de menor tamatfio.

Estos eventos genéticos dan lugar a la definicion de las cuatro categorias de relacion

genética y epidemioldgica, enunciadas por Tenover:

1)

2)

3)

4)

Indistinguibles: Son aislamientos que muestran patrones de bandas iguales. La
interpretacion epidemiologica de estos resultados es que todos estos aislamientos
son considerados la misma cepa.

Cercanamente relacionados: Sus patrones difieren en 2 o 3 bandas, reflejando la

ocurrencia de un evento genético aislado, por ejemplo una mutacién puntual,
una insercion o delecion de ADN.

Posiblemente relacionados: Sus patrones muestran 4 a 6 bandas de diferencia,

como consecuencia de dos eventos genéticos independientes, por simple
insercion o delecion de ADN o por ganancia o pérdida de sitios de restriccion.

No relacionados: Sus patrones difieren en mas de 6 bandas, como consecuencia

de tres o0 mas eventos genéticos independientes.
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1.9 SALMONELOSIS EN HUMANOS

La incidencia de la salmonelosis en humanos es mayor en los paises poco desarrollados,
principalmete donde hay deficiencias sanitarias. Los recién nacidos, nifios, ancianos e
inmunocomprometidos son los mas susceptibles. Los brotes epidémicos de salmonelosis
pueden ser pequefios y/o esporddicos en la poblacion, asociados al consumo de
alimentos contaminados consumidos en el hogar, pero se incrementa el numero de casos
en brotes ocurridos en restaurantes, jardines de infantes, geriatricos y nosocomios
(WHO, 2013).

En los humanos se conocen dos patologias producidas por Sa/monella, salmonelosis no

tifica y salmonelsois tifica.

Salmonelosis no tifica: La salmonelosis en humanos es generalmente contraida a través

del consumo de alimentos contaminados de origen animal, principalmente carne de
cerdo, vacuno, aves de corral, huevos y leche (WHO, 2015). Es producida por
serovariedades de Sal/monella no Typhi. Las serovariedades identificadas con mayor

frecuencia son S. Enteritidis y S. Typhimurium. En personas inmunocompetentes causan

episodios de diarrea, pero en inmunocomprometidos se asocian con cuadros
septicémicos, presentando localizaciones multiples como abscesos pulmonares,
osteomielitis, meningitis y pielonefritis. El cuadro de diarrea tiene un periodo de
incubacion de 6 a 72 hs y una duracion de 24 a 72 hs. La dosis infectiva es de 10°a 10°
microorganismos. En pacientes inmunocompetentes no se trata con ATM. En pacientes
inmunocomprometidos, con bacteriemia, se administra ciprofloxacina (30 mg7kg/dia) o

ceftriaxona (50-75 mg/kg/dia) durante 7 a 14 dias (Cecchini y Gonzalez, 2008a).
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Salmonelosis tifica: La OMS ha estimado que hay mas de 16,6 millones de casos por

ano de fiebre tifoidea en todo el mundo, causando 600.000 muertes anualmente (Garriti
et al., 2005). Las fiebres tifoideas y paratifoideas son producidas por S. Typhi (fiebre
tifoidea), S. Paratyphi A, B y C (fiebre paratifoidea) y se presentan con cuadros de
septicemia y trastornos gastrointestinales respectivamente. El reservorio para S. Typhi,
S. Paratyphi A y C es exclusivamente humano; S. Paratyphi B tiene reservorio en
distintas especies domésticas por €j., bovinos, suinos, caninos y aves. La transmision se
produce por via digestiva y suele haber brotes por consumo de agua contaminada. El
periodo de incubacion dura de 3 a 60 dias en la fiebre tifoidea y de 1 a 10 dias en las
fiebres paratifoideas. El periodo de la enfermedad dura 2 semanas (fases septicémica y

alérgico-inmunitaria) (Cecchini y Gonzalez, 2008b).
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1.10 EPIDEMIOLOGIA DE LA SALMONELOSIS EN CERDOS

Excepto en lechones recién nacidos, la infeccion por Salmonella no suele ser la Gnica
variable necesaria para desencadenar un cuadro de salmonelosis.

La respuesta a la infeccion por Salmonella en cerdos varia segun la dosis del in6culo, el
estado inmunologico del animal (que a su vez depende del ingreso de calostro en
neonatos), exposicion previa a la infeccion y exposicion al stress en animales de mayor
edad. Generalmente, se acepta que es necesaria la intervencion de algin factor
precipitante como el stress durante el transporte de los animales, enfermedades
concurrentes, procesos de cirugia, tratamientos con ATM o antihelminticos, privacion
del alimento o parto, para causar la enfermedad una vez producida la infeccion (Blood y

Radostits, 1992).

En aquellas granjas porcinas donde se presenta salmonelosis clinica o subclinica, la
introduccion de la enfermedad casi siempre se debe a la entrada de algin portador
infectado. Sin embargo, es posible que la infeccion se propague por moscas o por el
movimiento de objetos inanimados, como equipos y utensilios de limpieza. El alimento
balanceado, excepto que se utilice harina de carne, no proporciona un ambiente
favorable para S. Cholerasuis, por lo que no es comun la infeccion transmitida por el

alimento.

La supervivencia en suelo y agua es de cerca de 6 meses, y en heces de 5 semanas. No
es probable su persistencia en arroyos contaminados por desechos de piaras. Se piensa
que la susceptibilidad de los porcinos a la salmonelosis, aumenta por enfermedades

concomitantes, sobre todo por infecciones inmunosupresoras como circovirus porcino
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tipo 2 (PCV-2), deficiencia nutricional de acido nicotinico y otras causas de stress de la

nutricioén por ¢j., un cambio subito de dieta (Blood y Radostits, 1992).

La epidemiologia de las infecciones de Salmonella en cerdos se puede considerar desde
dos aspectos: la primera es la enfermedad clinica o “salmonelosis” en cerdos, y la
segunda es la infeccion asintomatica de los cerdos con un amplio rango de
serovariedades de Salmonella, que representan una fuente de infeccion a través de las
carcasas y subproductos para los humanos. Salmonella Choleraesuis fue asociada como

agente putativo de la peste porcina clasica (Salmon y Smith, 1886).

La identificacion y erradicacion del virus de la peste porcina clasica relegd a S.
Choleraesuis a la clasificacion como patégeno oportunista en el cerdo. Pero durante la
década del 80 en Norteamérica el dramatico incremento de salmonelosis en cerdos
resaltd el potencial patogénico de S. Choleraesuis. La enfermedad que produce esta
serovariedad, que estd adaptada a los cerdos, se manifiesta con septicemia y
enterocolitis o bacteriemia con localizacion y produccion de neumonia y hepatitis
(Baskerville y Dow, 1973), ocasionalmente meningitis (Reynolds et al., 1967; Mc
Erlean ef al., 1969), encefalitis (Wilcock y Olander, 1977) y abortos (Blood y Radostits,

1992).

En la forma septicémica en cerdos afectados por S. Cholerasuis se destaca una
coloracién roja oscura a purpura de la piel, sobre todo en abdomen y orejas y pueden
verse también hemorragias petequiales subcutaneas. Los signos nerviosos, los cuales

ocurren en una gran proporciéon de animales afectados, incluyen temblor, debilidad,
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paralisis y convulsiones. El indice de mortalidad de esta forma suele ser del 100%
(Blood y Radostits, 1992).

Una pequena cantidad de otras serovariedades estan asociadas con enfermedad en los
cerdos, usualmente como una causa de enterocolitis, la més notable es S. Typhimurium

(Figura 3) y S. Derby, y excepcionalmente S. Typhisuis asociada con casos de

linfadenitis (Barnes y Bergeland, 1968; Griffith et al., 2012).

Figura 3. Fotomicrografia electronica. Demostracion de invasion de células

epiteliales ileales de cerdo por S. Typhimurium.

Fuente: Ralph A. Giannella, 1996.
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1.11 IMPORTANCIA DE LA SALMONELOSIS A NIVEL DE LA SALUD

PUBLICA

Segin la OMS, la salmonelosis, es una de las ETA mas comunes, ampliamente
distribuida a nivel mundial, con una incidencia de 10 millones de casos humanos por
ano (WHO, 2013). Se han informado numerosos brotes de salmonelosis por décadas,
pero dentro de los ultimos 25 afios la incidencia de la enfermedad se ha incrementado en
muchos continentes (WHO, 2002). La mayoria de los casos de salmonelosis son leves,
sin embargo, se pueden producir muertes por salmonelosis. La severidad de la
enfermedad depende del hospedador y de la virulencia de la cepa de Sa/monella (WHO,

2013).

En EEUU, el Centers for Disease Control and Prevention (CDC) estimd que entre los
afios 2000 y 2008 se produjeron en promedio por afio 1.000.000 de casos de ETA por
Salmonella spp., 19.000 casos hospitalizados y 380 muertes (CDC, 2012). En el afio
2014, Foodborne Diseases Active Surveillance Network (FoodNet) identifico 7.452
casos de infecciones por Sal/monella spp. El 6% de las infecciones estuvieron asociadas
a brotes; las serovariedades mas frecuentes fueron S. Enteritidis, S. Typhimurium, S.

Newport, S. Javiana, S. subsp. I (4,[5],12:1:-) y S. Infantis (CDC, 2015).

En la Union Europea (UE) se presentan mas de 100.000 casos de salmonelosis cada
afio. El organismo European Food Safety Authority (EFSA) ha estimado que la carga
econdmica global de la salmonelosis humana podria ser tan alta como de 3 mil millones

de euros al afio (EFSA, 2011).
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1.11.1 Salmonelosis por consumo de productos o subproductos de origen porcino

La infeccion por Salmonella en los cerdos de faena tiene el potencial de traducirse en la
contaminacion de la carne de cerdo con Sa/monella y producir la infeccion en humanos.
Los riesgos para los consumidores se deben al consumo de carne de cerdo con coccion

insuficiente o por contaminacioén cruzada con otros alimentos.

La carne de cerdo es una de las carnes mas consumidas en el mundo. En el periodo 2003
- 2007 se observo un incremento del 3% anual en el consumo mundial de carne de
cerdo. Entre el afio 2006 y 2007, el consumo de carne mundial oscild en 64% de carne
porcina, 20% de carne vacuna y 16% de carne aviar. Los paises que tienen mayor
consumo de carne porcina son China, los paises miembros de la UE y EEUU

(SAGPYA, 2006).

En la UE, en los casos de salmonelosis humana, las fuentes de infeccion mas frecuentes
fueron los huevos y sus subproductos, y observaron que la implicancia de la carne de
pollo y de cerdo fue mas comun que la carne de vaca y cordero (Andreoletti et al.,

2008).

En Argentina, el consumo de carne porcina esta representado primordialmente por
fiambres y la demanda de lechones en las festividades. Se consume mas carne vacuna
que porcina, pero el consumo de cerdo se ha ido incrementando progresivamente en los

ultimos afios (Papotto, 2006) como se puede observar en la Tabla 5.
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Tabla S. Evolucion del consumo de carne porcina en Argentina

Aio Consumo (kg/hab/aiio)
1990 4,72

1995 6,48

2000 7,83

2007 7,94

2011 8,62

2014 10,65

2015 11,33

2016 12,88

Ref.: kg: kilogramo; hab: habitante.

Fuente: SAGPyA. SENASA. ONCCA.

Se han detectado brotes de salmonelosis por el consumo de productos o subproductos de

origen porcino (Salve et al., 2006).

1.11.2. Programas de control de la salmonelosis en el mundo

En el afio 2000 la OMS, junto con el CDC y el Instituto Danés de Veterinaria, iniciaron
el “Programa World Health Organization (WHO) Global Salmonella Surveillance”, que
organizo una red global de Laboratorios e Instituciones involucradas en la vigilancia de

Salmonella y de otros patdgenos asociados a las ETA.

El WHO Global Salmonella-Surveillance, actualmente denominado WHO Global
Infectious Diseases Network, tiene como objetivo reducir las ETA a través de la
estandarizacion de los sistemas de vigilancia y la capacitacion de los laboratorios
nacionales y regionales para la generacion de respuestas oportunas (WHO, 2011).

En EEUU, en el afio 2006, el National Animal Health Monitoring System (NAHMS)

que pertenece a United States Department of Agriculture (USDA) realiz6 un estudio en
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granjas porcinas en 17 estados diferentes, que representaban aproximadamente el 94%
del registro de cerdos de todo el pais, y determind que la prevalencia de Salmonella en
cerdos fue del 7% (USDA, 2009). En 2007, FoodNet perteneciente al CDC a través del
“Programa de Infecciones Emergentes” realiz6 la recoleccion de datos de 10 Estados de
EEUU de enfermedades causadas por patogenos transmitidos por alimentos en
humanos. En las areas vigiladas por FoodNet, el 15% de los casos confirmados de ETA
fue producido por Salmonella. La mayoria de los casos se produjeron en nifios menores

de 5 afios (CDC, 2008).

En el ano 2002, se cre6 el organismo EFSA en Europa, tras una serie de crisis
alimentarias en la década del 90, como una fuente independiente de asesoramiento
cientifico, para la comunicacion sobre los riesgos asociados a la cadena alimentaria y
como parte de un programa global para mejorar la seguridad alimentaria de la UE. En el
afio 2003, la UE presentd un programa de control de zoonosis, considerando a
Salmonella como prioridad. Entre los anos 2004 y 2009 han logrado reducir a la mitad
los casos de salmonelosis en humanos, mediante la fijaciéon de metas para la reduccion

de Salmonella en aves de corral y cerdos (EFSA, 2011).

1.11.3 Vigilancia epidemiologica de la salmonelosis a nivel molecular en el mundo

En 1996, en EEUU, se cred una red nacional de laboratorios llamada PulseNet, la cual
estaba formada por 87 laboratorios. El objetivo de PulseNet es conectar casos de ETA
en conjunto para detectar y definir los brotes usando los patrones de bandas o "huellas
digitales" de ADN de las bacterias mediante el método estandarizado de PFGE.

PulseNet mantiene una base de datos acumulativa que representa a casi medio millon de
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cepas de bacterias de los alimentos, animales, el medio ambiente y humanos asociados a

ETA.

PulseNet ha revolucionado la deteccion e investigacion de brotes de ETA,
especialmente en multiples sitios en todo el pais que, antes de PulseNet, pasaban

desapercibidos o se detectaban sélo después de que eran muy grandes.

A partir del éxito de PulseNet EEUU, en el mismo afio (1996), para establecer redes
similares se cred PulseNet Internacional, que es una red de redes regionales de
laboratorios nacionales, especialmente dedicado al seguimiento de las ETA en todo el

mundo.

En 2004, comenz6 el programa PulseNet en América Latina (AL) y el Caribe, las
instituciones que tuvieron un rol importante en la creacion y fortalecimiento continuo de
PulseNet son la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) y el INEI - ANLIS
"Carlos G. Malbran". El INEI es el Laboratorio de Referencia Regional de la Red
PulseNet de AL y el Caribe, est4 a cargo de los programas de control de protocolos de

PFGE, apoyo técnico, el andlisis, la certificacion y la calidad.

PulseNet AL ha realizado la capacitacion de los paises participantes para determinar el
genotipo de los patdgenos bacterianos con protocolos estandarizados para patégenos
seleccionados (Salmonella spp, Vibrio cholerae, E. coli O157 y STEC no-O157,
Shigella spp, Campylobacter spp, Listeria monocytogenes), € inicid la creacion de una
base de datos regional de los aislamientos; y promueve la investigacion regional

(PulseNet International, 2015).
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Hoy participan de la vigilancia molecular de patdégenos de ETA de la Red PulseNet
Internacional mas de 80 paises de AL y el Caribe, Canada, Europa, Oriente Medio, Asia

Pacifico y Africa. Estas redes colaboran entre si y con PulseNet EEUU.

1.11.4 Antecedentes de casos de salmonelosis por consumo de productos o

subproductos de origen porcino en Argentina

En Argentina, el Servicio de Enterobacterias, del INEI, que es Laboratorio de
Referencia Nacional de Enterobacterias, recibe aislamientos de Salmonella spp. de
origen humano, derivados por los laboratorios participantes de la “Red Nacional de
Diarreas y Patdgenos Bacterianos de Transmision Alimentaria”, como asi también de
animales, de alimentos y del medio ambiente. Los antecedentes de casos de

salmonelosis por consumo de productos o subproductos de origen porcino son escasos.

Entre los afios 2004 y 2006 se registraron en el pais al menos 19 brotes de ETA, de los
cuales 16 fueron causados por S. Enteritidis, S. Typhimurium y S. Heidelberg (Caffer,
2007). En el afio 2005, en la provincia de La Pampa, hubo un brote de salmonelosis, que
afect6 a 17 personas, por el consumo de queso de cerdo elaborado artesanalmente,
provocado por S. Typhimurium (Salve et al., 2006). En el afio 2012, ocurri6 un brote de
salmonelosis que afectd a 40 personas por el consumo de un salame casero de cerdo de
criadero (Caffer, 2015, resultados no publicados).

En la provincia de Rio Negro, se describieron 39 brotes de ETA, entre 1993 y 2001, que

afectaron a 958 personas, el 38% fueron producidos por Sa/monella spp. Los principales
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alimentos involucrados en los brotes fueron carnes (36%), sandwiches y fiambres

(10%), postres (10%) y helados (8%) (Di Pietro ef al., 2004).

En estudios de Noseda et al. aislaron cepas de Salmonella spp. de muestras clinicas
humanas, animales (bovinos, equinos, guanaco, nutria y pavo) y alimentos durante
1988-2001 (Noseda et al., 2002). Las serovariedades mas frecuentes fueron S.

Enteritidis (39 %), S. Typhimurium (25 %) y S. Dublin (10 %).

1.11.5 Emergencia de la resistencia antimicrobiana (RA) de Salmonella

A principios de la década del 90, emergieron cepas de Salmonella resistentes a
diferentes ATM, las cuales en la actualidad representan un grave problema para la Salud
Publica (WHO, 2013). En cerdos se han aislado cepas de Salmonella spp. resistentes y
multirresistentes (MDR) a diferentes ATM, incluyendo agentes de primera eleccion
para el tratamiento de la salmonelosis en humanos, a nivel internacional (Oliveira ef al.,
2002; Rajic et al., 2004; Rosengren et al., 2008; Perron et al., 2008; Farrington et al.,
1999; Gebreyes et al., 2000; Oloya et al., 2007; Holzel y Bauer, 2008; Korsak et al.,
2003; Emborg et al., 2008; Mejia et al., 2006; Garcia-Feliz et al., 2008; Romani et al.,
2008; Van der Wolf y Peperkamp, 2001; Thorsteinsdottir ef al., 2007; Takahashi et al.,
2006; Asai et al., 2006; Futagawa et al., 2008) y en nuestro pais (Vigo et al., 2006;
Vigo et al., 2009). La emergencia de dicha resistencia resulta del uso inapropiado de los

ATM en humanos y animales (WHO, 2001).
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1.11.6 Salmonella en cerdos a nivel internacional

Se ha demostrado que los cerdos son una importante fuente de infeccion de la
salmonelosis humana (Boyen et al., 2008). A nivel internacional, se han escrito
numerosos trabajos de investigacion de Salmonella en cerdos, con resultados variables,
para determinar la prevalencia de Salmonella,las serovariedades, los fagotipos (Garcia-
Feliz et al., 2007) y los patrones de RA de cepas aisladas en granjas porcinas (Oliveira
et al., 2002; Rajic et al., 2004; Rosengren et al., 2008; Perron et al., 2008; Farrington et
al., 1999; Gebreyes et al., 2000; Oloya et al., 2007; Holzel y Bauer, 2008; Korsak et al.,
2003; Emborg ef al., 2008; Mejia et al., 2006; Garcia-Feliz et al., 2008; Romani et al.,
2008; Van der Wolf y Peperkamp, 2001; Thorsteinsdottir ef al., 2007; Takahashi et al.,
2006; Asai et al., 2006; Futagawa et al., 2008) y a partir de casos clinicos (Benson et
al., 1985; Huang et al., 2009).

En Sudamérica, se han realizado estudios de la prevalencia y sensibilidad
antimicrobiana de Salmonella en granjas porcinas y plantas de faena en Brasil (Kich et
al., 2011), Chile (Junod et al., 2013) y Colombia (Arcos et al., 2013b) con resultados

positivos tanto en prevalencia como en resistencia antimicrobiana.

Por otro lado, se han determinado que los principales factores de riesgo que afectan a la
introduccion y diseminacion de la infeccion de Salmonella en una explotacidon porcina
estan relacionados con la alimentacién, el manejo, la sanidad y las medidas de

bioseguridad (Mejia Silva, 2003).

La aparicion de la RA en las granjas porcinas llevd a realizar estudios de las

asociaciones potenciales entre el uso de ATM y la RA en aislamientos de Salmonella de
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granjas de cerdos (Chen et al., 2006). En otro estudio, realizado por Gebreyes et al., se
compar6 la prevalencia y la RA multiple de Sa/monella en un sistema de produccion
porcina libre de ATM y en un sistema de produccién porcina convencional, y se
observo mayor probabilidad de encontrar resistencia a los antimicrobianos entre los
hatos convencionales, pero también se pudieron hallar cepas especificas resistentes a

multiples firmacos en granjas libres de antimicrobianos (Gebreyes et al., 2006).

Para mejorar las condiciones de la calidad de la carne de cerdo y determinar los puntos
criticos de control de Salmonella, se realizaron muestreos en granjas porcinas,
frigorificos, medios de transporte y puntos de venta, a fin de detectar la presencia de
Salmonella spp. en los diferentes puntos de la cadena de produccidn, evaluar la
sensibilidad antimicrobiana y realizar andlisis epidemioldgicos (Michael et al., 2006;
Larkin et al., 2004; Farrington et al., 2001; Bywater et al., 2004; Jonshon et al., 2005;

Zaidi et al., 2006)

En frigorificos se realizaron numerosos estudios para determinar la prevalencia de
Salmonella en cerdos de faena (Bager et al., 1999), las serovariedades, la sensibilidad
antimicrobiana (Boughton et al., 2004; Esaki et al., 2004; Ogasawara et al., 2008;
Moreno et al., 2000; Aarestrup et al., 1998; Mevius et al., 2000; Pocurull ef al., 1971)
los fagotipos (Delhalle et al., 2009) y los perfiles genéticos por PFGE (Angkititrakul et

al., 2005; Kaszanyitzky et al., 2002; Seyfarth et al., 1997).

Debido al incremento de la RA de bacterias zoonoticas se han implementado programas
de monitoreo, control integrado y biisqueda de RA de bacterias zoonoticas (Salmonella

spp., E. coli y Campylobacter), en la especie porcina en numerosos paises del mundo
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(Boyen et al., 2008): Canada, EEUU, México, Irlanda, Dinamarca, Hungria, Holanda,
Noruega, Espana, Japon y Vietnam. Uno de los objetivos de estos programas fue
determinar la prevalencia, las serovariedades y los patrones de RA de cepas de
Salmonella aisladas de cerdos en granjas (Bywater et al., 2004), alimentos de origen
porcino (Johnson et al., 2005; Zaidi et al., 2006; Bager et al., 1999; Boughton et al.,
2004; Esaki et al., 2004; Ogasawara et al., 2008; Moreno et al., 2000; Aarestrup et al.,
1998; Mevius et al., 2000), en cerdos enfermos (Pocurull ef al., 1971) y en frigorificos,
plantas de refinado y minoristas (Delhalle et al., 2009; Angkititrakul et al., 2005;

Kaszanyitzky et al., 2002).

En la UE, se realiz6 una vigilancia de Sa/monella en cerdos de faena, entre los afos
2006 y 2007, donde participaron 25 paises miembros de la UE y se encontrd una
prevalencia de 10% de Salmonella; se hallaron S. Typhimurium (24 Estados) y S. Derby
(20 Estados), que son dos serovariedades que causan salmonelosis en humanos (EFSA,

2008).

Aunque la infeccion por Salmonella puede resultar en enfermedad clinica, se reconoce
al cerdo como un portador asintomatico de bacterias de este género (Funk y Gebreyes,
2004). Bajo este concepto algunos paises han realizado, por el impacto en la salud
animal y Salud Publica, estudios sobre la prevalencia de Salmonella en granjas porcinas
(Rostagno et al., 2004) y la incidencia de la RA en las serovariedades de cerdos de

frigorifico (Agustin et al., 2005).
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1.12. SALMONELLA SPP. EN CERDOS EN ARGENTINA

La zona de mayor produccion porcina en nuestro pais se concentra principalmente en la
Region Pampeana, que coincide con el area de cultivo de maiz. Las provincias de

Buenos Aires, Santa Fe y Cordoba tienen el mayor numero de ganado porcino.

La salmonelosis, a nivel de la produccion porcina Nacional, es una enfermedad que
afecta en las etapas de crecimiento-engorde principalmente (Perfumo et al., 2006),
produce una disminucion de la ganancia diaria de peso y de la conversion alimentaria,

con las consecuentes pérdidas econdmicas (Carranza et al., 2006).

En nuestro pais, el primer reporte de Salmonella en cerdos con enfermedad clinica
corresponde al aislamiento e identificacion de S. Cholerasuis en 1980 a partir de un
cuadro de neumonia fibrinosa (Perfumo, 1980). En el afio 2004, se aisld S.
Typhimurium variedad Copenhagen de colon, bazo e hisopado rectal de dos cerdos con
colitis fibrinonecrdtica y también en un cerdo con bronconeumonia asociadas a la
infeccion de PCV-2 (Vigo et al., 2004). La presencia de Salmonella spp. en cerdos en
forma subclinica se observd en estudios bacteriologicos realizados por Vigo ef al. en
cerdos faenados donde hallaron diferentes serovariedades de Salmonella, incluyendo S.
Ohio, S. Typhimurium, S. Seftenberg y S. Rissen (Vigo et al., 2006). En el mismo
trabajo se estudio la sensibilidad de los aislamientos a 17 ATM y se obtuvieron
diferentes patrones de resistencia. En un estudio longitudinal realizado en una granja
porcina, se estudio la prevalencia de Sal/monella, las serovariedades y los patrones de
RA, las serovariedades halladas fueron S. 3,10:¢,h:-, S. Muenster, S. Bovismorbificans,

y se observaron distintos perfiles de resistencia (Vigo et al., 2009). En el afo 2013,
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Parada et al., en un estudio realizado en una granja porcina de 6.400 madres con
cuadros de salmonelosis subclinica aislaron S. Derby de cerdos de engorde y también
reportaron aislamientos de Salmonella en cerdos faenados provenientes de esa granja,
cuyas serovariedades mas frecuentes fueron S. Schwarzengrund, S. Bredeney, S.

Saintpaul y S. Derby (Parada et al., 2013).

A pesar de los estudios realizados, los datos aun son escasos, especialmente en relacion

a la caracterizacion molecular de aislamientos de origen porcino y su relacién con cepas

asociadas a infecciones en humanos en el pais.

65



Tesis Doctoral M. V. Mariela Ibar | 2017

1.13. OBJETIVO GENERAL

Conocer la prevalencia y serovariedades de Salmonella en cerdos de granjas de cria
intensiva, localizadas en las provincias de Buenos Aires y Santa Fé de la Republica
Argentina, y en cerdos de faena provenientes de las mismas granjas; asimismo
determinar su sensibilidad antimicrobiana y perfiles genéticos para compararlos con los
subtipos genéticos de Salmonella aislados de casos humanos registrados en la Base de

Datos Nacional, para conocer la importancia de éstos en la Salud Publica.

1.13.1. Objetivos especificos

1. Determinar la prevalencia de Salmonella en cerdos de granjas de cria intensiva y en
animales en faena.

2. Conocer las serovariedades de las cepas de Salmomella identificadas en los
aislamientos realizados.

3. Investigar la sensibilidad a diferentes antimicrobianos de uso comun en Medicina
Veterinaria y los utilizados para tratar la infeccion por el género Salmonella en cerdos y
humanos.

4. Determinar la relacion genética entre los aislamientos obtenidos en las granjas y en
los frigorificos, a fin de conocer los subtipos genéticos circulantes.

5. Determinar la relacion genética entre los aislamientos de origen porcino y los
aislamientos humanos circulantes en el pais.

6. Relacionar las serovariedades de Salmonella identificadas en cerdos con los perfiles

de resistencia antimicrobiana y los subtipos genéticos.
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1.14. HIPOTESIS MAS RELEVANTES

1) Existen diferentes serovariedades de Salmonella de origen porcino que circulan en

nuestro medio.

2) Las cepas de Salmonella aisladas de cerdos presentan resistencia multiple a los
antimicrobianos de uso comun en veterinaria y en salud humana.

3) Las serovariedades y los subtipos genéticos identificados en cerdos estan

relacionados a subtipos asociados a infecciones en humanos.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. DISENO DEL ESTUDIO Y ORIGEN DE LAS MUESTRAS

Estudio Epidemioldégico Transversal: En el afo 2007, se disefd y realizé un estudio

epidemiologico transversal en 10 granjas porcinas y 4 frigorificos. Las granjas porcinas

estaban ubicadas en distintas localidades de la provincia de Buenos Aires (granja 1, 2, 3,

4,5,7,8,9y10)y Santa Fe (granja 6) (Figura 4).
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Figura 4. Localizacion geografica de las granjas porcinas del Estudio

Epidemiologico Transversal.

Ref.: 1. Granja 1 (Marcos Paz); 2. Granja 2 (Salto); 3. Granja 3 (Salto); 4. Granja 4 (Pergamino); 5. Granja 5
(Chacabuco); 6. Granja 6 (Venado Tuerto); 7. Granja 7 (Carmen de Areco); 8. Granja 8 (Saladillo); 9. Granja 9

(Henderson); 10. Granja 10 (San Andrés de Giles).
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Las granjas de este estudio enviaron los cerdos para la faena a cuatro frigorificos

diferentes, denominados con las letras A, B, C y D, que se detallan en la Tabla 6.

Tabla 6. Distribucion y procedencia de las granjas por frigorifico y fecha de
muestreo.

G. Procedencia Fecha de M. en G. Frigorifico = Fecha de M. en F.
1 Marcos Paz 27/4/2007 A 28/9/2007
2 Salto 16/5/2007 B 24/9/2007
3 Salto 8/6/2007 B 31/8/2007
4 Pergamino 4/6/2007 D 6/10/2007
5 Chacabuco 15/6/2007 B 5/9/2007

6 Venado Tuerto 11/5/2007 C 29/8/2007
7 Carmen de Areco 14/6/2007 A 29/9/2007
8 Saladillo 31/5/2007 D 4/9/2007

9 Henderson 11/5/2007 D 12/10/2007
10 San Andrés de Giles  21/6/2007 D 6/11/2007

Ref: G.: granja; M.: muestreo; F: frigorifico.

En cada granja de las 10 involucradas en el estudio, se tomaron 20 muestras de MF del
piso de animales sin sintomatologia clinica, de diferentes categorias de animales, como
se detalla a continuacion: M3: posdestete (35 dias), M4: final del destete (65 dias), M6:
crecimiento (128 dias) y MS8: engorde (165 dias). En cada categoria se tomaron 5
muestras, correspondiendo cada muestra a 10 - 25 gr de MF del piso de un corral de 10

animales aproximadamente. Se recolectaron en total 200 muestras.

En los frigorificos A, B, C y D se seleccionaron 20 animales por granja, excepto en
animales provenientes de la granja 2 donde se pudieron tomar muestras de 13 animales.
Se tomaron muestras de contenido cecal (CC) (25-75 gr) y un nodulo linfatico ileocecal
(LN) por animal. El total de muestras recolectadas en frigorifico se describen en la

Tabla 7.
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Tabla 7. Total de muestras recolectadas en frigorificos

N° total de muestras LN CcC

Frigorificos 386 193 193

Ref: N°: nimero; LN: nodulo linfatico ileocecal; CC: contenido cecal.

Las muestras fueron rotuladas, refrigeradas y enviadas al Laboratorio de Diagnostico e
Investigaciones Bacteriologicas para su procesamiento (Facultad de Ciencias

Veterinarias -UNLP).

Seglin la encuesta realizada previo a la toma de muestras en las 10 granjas incluidas en
el estudio, se obtuvieron datos (excepto en la granja 3) de los diferentes agentes ATM
que se utilizaban en las categorias M4, M6 y M8 (Tabla 8). Todas las granjas

adicionaban ATM al alimento en ambas categorias.

Tabla 8. Antimicrobianos utilizados en las categorias de destete, crecimiento y
engorde

G. Antimicrobianos

M4 M6 y M8
Gl PEN, TIL, TET y AMX. TIL, TET, LIN y CAR.
G2 AMX TIL y TET
G3 No hay datos
G4 FOS TIL y TET
G5 AMX TIL y TET
Go6 AMX, LIN y ESP TIL y TET
G7 AMX y FFC TIL y FFC
G8 TIL TIL, FFC y NOR
G9 NEO TIL y TET
G10 TET y AVL TET y AVL

Ref.: G.: granja; M4: posdestete; M6: crecimiento; M8: engorde; PEN: Penicilina, TIL: Tilosina, AMX: Amoxicilina,
LIN: Lincomicina, CAR: Carbadox. ESP: Espectinomicina. FFC: Florfenicol. NOR: Norfloxacina. NEO: Neomicina.
AVL: Aivlosin. TET: Tetraciclina, FOS: Fosfomicina.
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2.2. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS, IDENTIFICACION Y
CARACTERIZACION FENOTIiPICA DE LOS AISLAMIENTOS DE

SALMONELLA SPP.

El procesamiento de las muestras y la identificacion fenotipica de los aislamientos de
Salmonella spp. se realiz6 segun las normas FDA/BAM/AOAC (AOAC, 2002).

El procesamiento de las muestras consistio en tomar de 10 - 25 gr de cada muestra (MF,
CC y LN). El LN fue sumergido previamente en alcohol etilico al 70 % y flameado a la
llama para descontaminar, luego fue triturado en una placa de Petri con tijera en
condiciones de esterilidad. Se colocaron las muestras en un caldo de pre-
enriquecimiento (agua peptonada y tamponada) en proporcion de 1/10, se incubaron a
37 °C 24 hs. Posteriormente, 1 ml del caldo de pre-enriquecimiento fue inoculado en 10
ml de caldo de tetrationato (enriquecimiento) e incubado a 37 °C 24 hs. El contenido de
un ansa de este caldo fue sembrada en placa de agar entérico Hektoen, con novobiocina
(10 pg/ml) para inhibir el desarrollo de Proteus spp., e incubado a 37 °C 48 hs. Dos
colonias con aspecto compatible con Salmonella spp. fueron sembradas en agar
tripticasa soya por 48 hs a 37 °C. Se confirm¢ la tipificacion de Salmonella spp. por TSI

y LIA (Koneman ef al., 1999).

Los aislamientos fueron conservados en caldo cerebro corazén con 30 % de glicerol a -

70°C, en el cepario del Laboratorio de Investigaciones y Diagndstico Bacteriologico de

la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP.
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2.3. ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD A LOS ANTIMICROBIANOS

Para determinar la sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos de Salmonella spp. se
realizaron las técnicas de difusioén por discos y dilucién en agar recomendadas por el
“National Committee for Clinical Laboratory Standards” (NCCLS), actualmente

denominado “Clinical and Laboratory Standards Institute” (CLSI, 2013).

Se probaron los siguientes ATM: estreptomicina (S) (10ug), gentamicina (GEN) (10pg),
ampicilina (AMP) (10pg), cefotaxima (CTX) (30ng), cefalotina (CEF) (30ng),
cloranfenicol (CMP) (30png), tetraciclina (TET) (30pg), nitrofurantoina (NIT) (300pg),
polimixina-B (POL-B) (300U), trimetoprima-sulfametoxazol (TMS) (1,25/23,75ug),
ciprofloxacina (CIP) (5pg), acido nalidixico (NAL) (30png), fosfomicina (FOS) (50ug),

amikacina (AKN) (30pg) y enrofloxacina (ENR) (5pg).

La interpretacion de los resultados se realizo segun las tablas recomendadas por el CLSI

(NCCLS, 2013; CLSI, 2013).
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2.4 SEROTIPIFICACION

La serotipificacion de las cepas de Salmonella spp. se realizd6 en el Servicio
Enterobacterias del INEI - ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”, de acuerdo con el Esquema
Internacional para la Serotipificacion de Salmonella (Grimont y Weill, 2007), utilizando
antisueros diagndsticos polivalentes, monovalentes y factores O y H, producidos y/o
provistos por el Servicio Antigenos y Antisueros, del Instituto Nacional de Produccion

de Bioldgicos — ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.
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2.5 ELECTROFORESIS EN CAMPO PULSADO (PFGE)

La determinacion de los perfiles genéticos de los aislamientos de Salmonella spp. se
realizd por PFGE en el Servicio de Enterobacterias del INEI — ANLIS “Dr. Carlos G.
Malbran”. Se aplico el protocolo estandarizado de la Red PulseNet Internacional, CDC
(Ribot et al., 2006). Los moldes de agarosa conteniendo el ADN bacteriano fueron
digeridos con 30 unidades (U) de Xbal (Promega, Madison, Wisconsin, USA). Los
fragmentos de ADN fueron separados en un gel de agarosa al 1 % (SeaKem Gold,
Lonza Rockland, ME., USA) en buffer TRIS-EDTA borato al 0,5X a 14 °C en un
equipo CHEFF-DR III System (Biorad, Hercules, California, USA). El tiempo de
corrida fue de 19 hs, con un voltaje constante de 200 V, utilizando un tiempo de pulso
lineal de 2,2 - 54,2 segundos. La tincion del gel fue realizada con 0,5 pg/ml de una
solucion acuosa de bromuro de etidio (Biorad, Hercules, California, USA). La cepa
Standard universal de la Red PulseNet, Salmonella Braenderup CDC H-9812, fue
incluida como control y marcador de peso molecular para analizar los perfiles generados
por PFGE. Todos las cepas de Salmonella fueron analizadas por PFGE-Xbal, y
posteriormente los aislamientos que presentaron perfiles de PFGE indistinguibles con la
enzima Xbal, fueron seleccionados y digeridos con 30 U de la enzima Blnl (Promega,

Madison, Winconsin, USA), a fin de confirmar la relacion genética observada.

2.5.1 PFGE: Captura de imagenes y analisis de resultados

Las imagenes de los geles de PFGE fueron obtenidas a través de Gel-Doc System
(Biorad, Hercules, California, USA) y fueron analizadas utilizando la version 3.5 del

programa BioNumerics (Applied Maths, Kortrijk, Belgium) que se utiliza en la Red
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PulseNet Internacional. La relacion entre los perfiles genéticos fue estimada por la
proporciéon de bandas compartidas aplicando el coeficiente de Dice con 1,5 % de
tolerancia y 1,5 % de optimizacion y se gener6 un dendograma basado en el método
UPGMA, segun los parametros de analisis de la Red PulseNet Internacional. Los
perfiles genéticos de los aislamientos de Salmonella spp. fueron incorporados a la BDN
de Subtipos de Salmonella, y comparados entre si y con respecto a los patrones

disponibles en dicha Base de Datos.

La BDN de Salmonella se cred en el afio 2005, contiene los perfiles genéticos obtenidos
por PFGE-Xbal de 3.480 aislamientos de Salmonella, que pertenecen a 61
serovariedades diferentes, hasta diciembre de 2016. Estos aislamientos incluyen cepas
de origen humano, animales, medio ambiente y de alimentos recuperados entre 2004 y
2016, y también una pequeia seleccion de cepas de afios anteriores (de 1969 a 2004).
Esta Base de Datos contiene diferentes perfiles genéticos de Salmonella. La variabilidad
genética de Salmonella varia segun la serovariedad: hay serovariedades mas clonales, es
decir que presentan menor nimero de perfiles genéticos diferentes, como S. Enteritidis y
otras con mas diversidad genética como S. Typhimurium.

Para interpretar los perfiles genéticos obtenidos por PFGE se utilizd6 como guia el
criterio de analisis de Tenover (Tenover et al., 1995), con consideraciones de acuerdo a

los periodos de tiempo y las serovariedades analizadas.

2.6 ANALISIS ESTADISTICO
La prevalencia de Salmonella en las granjas y en los frigorificos se determind utilizando
el método de andlisis Bayesiano de proporcion de una poblacion del programa de

Andlisis Epidemiologico de Datos Tabulados (EPIDAT) version 3.1.
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3. RESULTADOS

3.1 PREVALENCIA Y SEROVARIEDADES DE SALMONELLA SPP. EN

GRANJAS

La prevalencia de Salmonella spp. en granjas fue del 4% (DS +/- 1%) (Anexol).
Sobre 10 granjas estudiadas, en 3 de ellas, G7, G9 y G10, se aislo Salmonella spp. La

prevalencia de granjas positivas fue del 33% (DS +/-1%) (Anexo 2).

En las granjas positivas, del procesamiento de 200 "pools" de materia fecal, se aislaron
8 cepas de Salmonella spp. en lechones de diferentes etapas de desarrollo (Tabla 9). Se
obtuvieron mayor nimero de aislamientos de Salmonella spp. en muestras de lechones

en etapa de crecimiento.

Tabla 9. Numero de aislamientos obtenidos por etapa de desarrollo en granjas

Granja Etapa N° de aislamientos
G7 - Carmen de Areco M6 1
G9 - Henderson M6 1
MS 1
G10 - San Andrés de Giles M4 1
M6 3
MS 1

Ref.: M4: posdestete; M6: crecimiento; M8: engorde; G: granja; N°: nimero.

Se identificaron 4 serovariedades de Salmonella. En la granja 7, el aislamiento fue
identificado como S. Seftenberg. En la granja 9, las dos cepas fueron tipificadas como S.
Agona y S. Tennessee. Las 5 cepas de Salmonella de la granja 10 fueron identificados

como S. Typhimurium.
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3.2 PREVALENCIA Y SEROVARIEDADES DE SALMONELLA SPP. EN

FRIGORIFICOS

La prevalencia de Salmonella spp. en frigorificos fue del 24% (DS +/- 1%) (Anexo 3).
En los frigorificos A, B, C y D, a partir del procesamiento de las 386 muestras de CC
(n=193) y LN (n=193) se obtuvieron 93 aislamientos de Salmonella spp.,
correspondiendo 52 aislamientos (13,5%) a CC y 41 (10,5%) a LN.

Los aislamientos obtenidos en frigorificos se encontraron en muestras procedentes de

todas las granjas comprendidas en el estudio, excepto la granja 10.

La cantidad y el porcentaje de cepas de Salmonella aisladas en cada frigorifico fue la
siguiente: frigorifico A= 23 (24,7%), frigorifico B= 21 (22,6%), frigorifico C= 13

(14%) y frigorifico D= 36 (38,7%).

En los frigorificos, se hallaron 15 serovariedades diferentes de Sal/monella entre las 93
aisladas: S. Schwarzengrund, S. Heidelberg, S. subsp. I (6,8:e,h:-), S. Derby, S.
Bredeney, S. Typhimurium, S. Agona, S. Infantis, S. Newport, S. Orion, S. Rissen, S.

Anatum, S. Seftenberg, S. Adelaide y S. subsp. I (1,3,19:-:-).

Las serovariedades aisladas en frigorificos provenientes de diferentes granjas, fueron: S.
Derby de 5 granjas, S. Typhimurium de 4 granjas, S. Schwarzengrund de 3 granjas y S.

Rissen de 2 granjas.

Las 93 cepas de Salmonella spp. se obtuvieron de 73 animales. En 32 animales se aislo

Salmonella spp. de CC, en 21 animales de LN y en 20 animales de ambas muestras. En
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este ultimo grupo, en 12 animales se identific6 la misma serovariedad de Salmonella
tanto en CC como en LN. Las serovariedades halladas en los diferentes animales fueron:
S. Bredeney (n=1), S. subsp. I (6,8:¢,h:-) (n=4), S. Newport (n=1), S. Heidelberg (n=2) y

S. Schwarzengrund (n=4).

En los 8 animales restantes se aislaron 2 serovariedades diferentes en cada muestra, las
combinaciones de las diferentes serovariedades de Salmonella halladas en un mismo
animal en CC y LN cecal respectivamente fueron: S. Schwarzengrund/S. Heidelberg
(n=2), S. Typhimurium/S. subsp. I (6,8:e,h:-) (n=1), S. Infantis/S. Schwarzengrund
(n=1), S. Schwarzengrund/S. Infantis (n=2), S. Anatum/S. Schwarzengrund (n=1) y S.
Adelaide/S. Bredeney (n=1).

Las serovariedades mas frecuentes en frigorifico fueron S. Schwarzengrund, S.

Heidelberg, S. subsp. I (6,8:¢,h:-), S. Derby, S. Bredeney y S. Typhimurium (Figura 5).
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Figura 5. Porcentaje de serovariedades de Salmonella aisladas en frigorificos.
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En la tabla 10 se muestra la distribucion y nimero de las serovariedades de Salmonella

aisladas en frigorificos, segin tipo de muestra y granja de origen.

Tabla 10. Distribucion y niimero de las serovariedades de Salmonella

aisladas en frigorificos, segin tipo de muestra y granja de origen

a
a
=
z

Frigorifico = Procedencia Serovariedad N°

A Gl S. Heidelberg 15
S. Schwarzengrund 3
G7 S. Derby 1
S. Orion 2
1
1

S. subsp 1(1,3,19:-:-)
S. Seftenberg

B G2 S. subsp 1 (6,8:¢,h) 12
S. Newport
S. Typhimurium
S. Derby
G3 S. Typhimurium

G5 S. Typhimurium

C G6 S. Bredeney
S. Derby
S. Adelaide
S. Rissen

O ==, OS|W === O0n =] =W

N[ —| W] Q| —| W| =] —| W

[\
[e)
—_
W

D G4 S. Schwarzengrund

S. Infantis
S. Rissen
S. Anatum

G8 S. Schwarzengrund
S. Derby

G9 S. Agona
S. Derby
S. Typhimurium

— OO =W OO N QAN O W =IO oo = o

—_— = BN = W = =
(=) N Rl Nl i B B\

Total 93 52

N
—_

Ref: G: Granja; N°: nimero; CC: Contenido cecal; LN: Linfonddulo; subsp: subespecie.
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3.3 SENSIBILIDAD Y PERFILES DE RESISTENCIA DE SALMONELLA EN

GRANJAS Y FRIGORIFICOS

3.3.1 Sensibilidad y resistencia antimicrobiana de Salmonella en granjas

Cinco (75%) de las 8 cepas de Salmonella spp. aisladas de granjas presentaron
resistencia a uno o dos ATM a saber: en granja 9, S. Agona de la etapa M6 fue resistente
a TET. En la granja 10, las 5 cepas de S. Typhimurium obtenidas en distintas etapas de

desarrollo (M4, M6 y M8) presentaron el patron de resistencia AMP-TET.

Los 2 aislamientos restantes (25%) de Salmonella obtenidos en granja fueron sensibles
a todos los ATM probados, correspondiendo a los aislamientos de S. Seftenberg y S.

Tennessee de las granjas G7 y G9 respectivamente.

3.3.2 Sensibilidad y resistencia antimicrobiana de Salmonella en frigorificos

De las 93 cepas de Salmonella spp. aisladas en frigorificos, en 25 (27%) se observo
resistencia a 1 o mads ATM. Veintidos de las 25 cepas fueron MDR (24%) de 4 hasta a 6
ATM. En la figura 6 se pueden observar los 8 patrones de RA relacionados a las

serovariedades de Salmonella que presentaron resistencia a uno o mas ATM.
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TET

AMP

S-TET

CMP-NAL-S-TET-TMS

CMP-S-TET-TMS

CMP-NAL-NIT-S-TET-TMS

AMP-CMP-S-TET

AMP-CMP-S-TET-TMS

4 6

® N2 cepas resistentes

Ref: AMP: Ampicilina; CMP: Cloranfenicol; NAL: Acido Nalidixico; NIT: Nitrofurantoina; S: Streptomicina; TET:
Tetraciclina; TMS: Trimetoprima-Sulfametoxazole.

Figura 6. Numero de cepas resistentes y patrones de resistencia antimicrobiana de
S. Heidelberg (A), S. Typhimurium (C, D, F y H), §. Orion (E) y S. Derby (By G)

aisladas en frigorificos.

Los 68 aislamientos restantes (73%) obtenidos en frigorifico fueron sensibles a todos
los ATM probados. Diferentes serovariedades de Salmonella, entre ellas S. Heidelberg
(n=11), S. subsp. I (6,8:¢,h:-) (n=1), S. Typhimurium (n=1), S. Schwarzengrund (n=2) y
S. Derby (n=1), presentaron sensibilidad intermedia a NIT. Sa/monella Bredeney (n=1)

present6 sensibilidad intermedia a AMP-CEF.
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3.3.3. Analisis de la sensibilidad de Salmonella spp. por ATM en granjas y

frigorificos

Para analizar la sensibilidad o resistencia de las 101 cepas de Salmonella aisladas de
granjas y frigorificos a cada ATM ensayado en este estudio, se calculd la CIMsg y
CIMy y el porcentaje

de cepas sensibles, intermedias y resistentes. Todas las cepas de Salmonella aisladas de
granjas y frigorificos fueron sensibles a AKN, CIP, CTX, ENR, GEN, FOS, POL-B,
CEF, excepto una cepa que presentd sensibilidad intermedia a este Gltimo ATM. Los
ATM que tuvieron mayor porcentaje de resistencia en forma decreciente fueron TET,
AMP, CMP, S y TMS. Los porcentajes de resistencia a NAL y NIT fueron bajos (Tabla

11).

Tabla 11. CIMsy y CIMy, de las 101 cepas de Salmonella aisladas en granjas y

frigorificos

ATM Rango CIM CIMs, CIMy, %R %1 %S
AKN 0,25-256 1 2 0 0 100
AMP 2-128 4 128 22 1 77
CEF 4-128 4 8 0 1 99
CIP 0,0004-16 0,03 0,03 0 0 100
CMP 0,5-128 8 128 22 0 78
CTX 0,008-256 0,12 0,12 0 0 100
ENR 0,008-8 0,06 0,06 0 0 100
GEN 0,06-64 0,25 0,5 0 0 100
FOS 0,12-1024 1 4 0 0 100
NAL 1-128 4 4 3 0 97
NIT 1-512 32 64 2 16 82
POL-B 0,06-128 1 2 0 0 100
S 2-128 8 128 22 0 78
TET 0,5-64 4 64 30 0 70
TMS 0,25/4,75-16/304 0,25/4,75 16/304 20 0 80

Ref.: ATM: Antimicrobiano; R: Resistente; I: Intermedia; S: Sensible; CIM: Concentracion Inhibitoria Minima; AKN:
Amicacina; AMP: ampicilina; CEF: Cefalotina; CIP: Ciprofloxacina; CMP: Cloranfenicol; CTX: Cefotaxima; ENR:
Enrofloxacina; GEN: Gentamicina; FOS: Fosfomicina; NAL: Acido Nalidixico; NIT: Nitrofurantoina; POL-B:
Polimixina-B; S: Streptomicina; TET: Tetraciclina; TMS: Trimetoprima-sulfametoxazole.
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3.4 CARACTERIZACION GENOTIPICA DE LOS AISLAMIENTOS DE

SALMONELLA DE GRANJAS Y FRIGORIFICOS.

3.4.1 PFGE-Xbal

Los resultados del analisis por PFGE con la enzima Xbal de las cepas de granjas y

frigorificos se muestran en las figuras 7 - 21.
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De los 101 aislamientos de Salmonella analizados por PFGE-Xbal, se obtuvieron 30

perfiles genéticos o pulsotipos diferentes, con un promedio de 13 bandas cada uno, con

fragmentos de ADN entre 20 Kb y 1100 Kb (Figura 7).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal

PFGE-Xbal

i
“m

-

Cepa N¢ Perfil de PFGE Serovariedad
SORI809/08 ARXLAX01.0001 Orion
SORI811/08 ARXLAX01.0002 Orion
SBRED1016/08 ARJBXX01.0001 Bredeney
SSCH772/08 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
SADD1015/08 ARJABNO01.0001 Adelaide
SSEF1306/08 ARJMPX01.0008 Seftenberg
SSEF1945/08 ARJMPX01.0001 Seftenberg
SNEW1132/08 ARJJPX01.0065 Newport
SANA1899/08 ARJAGX01.0001 Anatum
SINF1631/08 ARJFXX01.0004 Infantis
STEN1940/08 ARJNXX01.0001 Tennessee
SDER1191/08 ARJDPX01.0005 Derby
SDER812/08 ARJDPX01.0008 Derby
SDER1128/08 ARJDPX01.0006 Derby
SDER813/08 ARJDPX01.0007 Derby
SDER810/08 ARJDPX01.0009 Derby
SH717/08 ARJF6X01.0005 Heidelberg
STM807/08 ARJPXX01.0265 Typhimurium
STM805/08 ARJPXX01.0268 Typhimurium
STM806/08 ARJPXX01.0267 Typhimurium
STM1942/08 ARJPXX01.0175 Typhimurium
STM1946/08 ARJPXX01.0170 Typhimurium
STM1941/08 ARJPXX01.0211 Typhimurium
STM1943/08 ARJPXX01.0231 Typhimurium
STM808/08 ARJPXX01.0202 Typhimurium
SRIS1130/08 ARTEEX01.0001 Rissen
STM1628/08 ARJPXX01.0177 Typhimurium
SAGN1307/08 ARJABX01.0015 Agona
SAGN1308/08 ARJABX01.0001 Agona
SAGN1627/08 ARJABX01.0016 Agona

Figura 7. Dendograma con los 30 perfiles genéticos obtenidos por PFGE-Xbal de

las cepas de Salmonella aisladas de granjas y frigorificos.

Los perfiles de PFGE obtenidos fueron incorporados a la BDN de Subtipos Genéticos

de Salmonella spp. y se les asign6 a cada uno un codigo basado en la nomenclatura de
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la Red PulseNet (PulseNet Internacional, 2015), excepto la cepa denominada S.
Typhimurium 1187/08 cuyo perfil de PFGE no fue agrupado (N/A) con los subtipos de
S. Typhimurium de la BDN ni con ninguna otra serovariedad y la cepa 1305/08 S.

subsp. 1(1,3,19:-:-) para cuya formula atin no se ha asignado un cédigo de PulseNet.

Se denomina "cluster" a un grupo de aislamientos con el mismo perfil genético. En
nuestro estudio se encontraron 9 clusters, correspondiendo cada uno a serovariedades
diferentes: S. Schwarzengrund, S. Heidelberg, S. Newport y S. subsp. I (6,8:¢,h:-), S.

Bredeney, S. Agona, S. Derby, S. Infantis, S. Rissen y S. Typhimurium.
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Todas las cepas de S. Schwarzengrund (n=26) aisladas de LN y/o CC presentaron un
mismo perfil genético formando un cluster, de las cuales 3 cepas se aislaron en el
frigorifico A y provenian de cerdos de la granja G1 (Marcos Paz), el resto de las cepas

se aislaron en el frigorifico D y pertenecian a cerdos de la granjas G4 (Pergamino)

(n=18) y G8 (Saladillo) (n=3) (Figura 8).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-) PFGE-Xbal

Cepa N° Frigorifico Granja Muestra Perfil de PFGE _ Serovariedad
j
|.|" il " SSCH766/08 A Marcos Paz ileocecal content ~ ARJMBX01.0006  Schwarzengrund
1L LRE SSCHT767/08 A Marcos Paz ileocecal content  ARJMEX01.0006 ~ Schwarzengrund
| | ' SSCH771/08 D Saladillo ileocecal linph node ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
(i H ! SSCH772/08 D Saladillo ileocecal linph node ARJM6X01.0006 ~Schwarzengrund
I |ﬂ "[ SSCH773/08 D Saladillo ileocecal linph node ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
'.i‘u i SSCHW1629/08 D Pergamino ileocecal content ~ ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
G |“|| ] il SSCHW1630/08 D Pergamino ileocecal content ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
(i |” | SSCHW1633/08 D Pergamino ileocecal content  ARJM6X01.0006 ~ Schwarzengrund
‘.l“ ik SSCHW1662/08 D Pergamino ileocecal content  ARJM6X01.0006 ~Schwarzengrund
|' l“ | SSCHW1663/08 D Pergamino ileocecal content  ARJM6X01.0006 ~ Schwarzengrund
'] ﬂ i SSCHW1664/08 D Pergamino ileocecal content  ARJM6X01.0006 ~ Schwarzengrund
|l " | ]" SSCHW 1666/08 D Pergamino ileocecal content  ARJMBX01.0006  Schwarzengrund
l | SSCHW1667/08 D Pergamino ileocecal content ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
|. " HI SSCHW1668/08 D Pergamino ileocecal content  ARJM6X01.0006 ~Schwarzengrund
[ w m SSCHW1669/08 D Pergamino ileocecal content ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
1 “ i SSCHW1670/08 D Pergamino ileocecal content  ARJM6X01.0006 ~ Schwarzengrund
1 | SSCHW1671/08 D Pergamino ileocecal content ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
By SSCHW1898/08 D Pergamino ileocecal content ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
SSCHW1900/08 D Pergamino ileocecal linph node ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
1 SSCHW1901/08 D Pergamino ileocecal linph node ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
SSCHW1903/08 D Pergamino ileocecal linph node ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
SSCHW1905/08 D Pergamino ileocecal linph node ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
SSCHW1906/08 D Pergamino ileocecal linph node ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
g i1 SSCHW1907/08 D Pergamino ileocecal linph node ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
i SSCHW1908/08 D Pergamino ileocecal linph node ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
1A L R SSCHW715/08 A Marcos Paz ileocecal content ~ ARJM6X01.0006 ~ Schwarzengrund
Figura 8. Dendograma con los perfiles genéticos de PFGE-Xbal de S.

Schwarzengrund.
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Las cepas de S. Heidelberg aisladas (n=15) de CC y/o LN en el frigorifico A

provenientes de la misma granja G1 (Marcos Paz) presentaron un mismo pulsotipo,

identificandose un cluster (Figura 9).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xb PFGE-Xbal

Cepa N2 Frigorifico Granja Muestra Perfil de PFGE _ Serovariedad
l SH511/08 A Marcos Paz ileocecal content ARJF6X01.0005 Heidelberg
‘ SH512/08 A Marcos Paz ileocecal content ARJF6X01.0005 Heidelberg
i ’ SH513/08 A Marcos Paz ileocecal linph node ARJF6X01.0005 Heidelberg
' SH514/08 A Marcos Paz ileocecal linph node ARJF6X01.0005 Heidelberg
' SH515/08 A Marcos Paz ileocecal linph node ARJF6X01.0005 Heidelberg
‘ SH516/08 A Marcos Paz ileocecal linph node ARJF6X01.0005 Heidelberg
SH717/08 A Marcos Paz ileocecal content ARJF6X01.0005 Heidelberg
SH718/08 A Marcos Paz ileocecal linph node ARJF6X01.0005 Heidelberg
- SH719/08 A Marcos Paz ileocecal linph node ARJF6X01.0005 Heidelberg
SH720/08 A Marcos Paz ileocecal linph node ARJF6X01.0005 Heidelberg
SH721/08 A Marcos Paz ileocecal content ARJF6X01.0005 Heidelberg
SH722/08 A Marcos Paz ileocecal linph node ARJF6X01.0005 Heidelberg
SH768/08 A Marcos Paz ileocecal linph node ARJF6X01.0005 Heidelberg
SH769/08 A Marcos Paz ileocecal content ARJF6X01.0005 Heidelberg
SH770/08 A Marcos Paz ileocecal content ARJF6X01.0005 Heidelberg

Figura 9. Dendograma con los perfiles genéticos de PFGE-Xbal de S. Heidelberg.
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Todas las cepas de S. subsp. I (6,8:e,h:-) (n=12) presentaron un mismo perfil genético y
se agruparon con todas las cepas de S. Newport (n=3), ambas fueron aisladas de LN/CC

de cerdos provenientes de G2 (Salto), formando parte del mismo cluster (Figura 10).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE PFGE-Xbal

Cepa N2 Frigorifico Granja Muestra Perfil de PFGE Serovariedad

L1 00

' | E | Sspl (6,8:¢,h:-)1188/08 B Salto 2 ileocecal content ~ ARJJPX01.0065 |6,8:e,h:
' | l ;‘ Sspl (6,8:e,h:-)1189/08 B Salto 2 ileocecal content ARJJPX01.0065 | 6,8:¢e,h:
l ' l ” Sspl (6,8:e,h:-)1190/08 B Salto 2 ileocecal content ARJJPX01.0065 | 6,8:¢e,h:
l | l ! Sspl (6,8:e,h:-)1192/08 B Salto 2 ileocecal linph node ARJJPX01.0065 | 6,8:e,h:
i Sspl (6,8:e,h:-)1194/08 B Salto 2 ileocecal linph node ARJJPX01.0065 | 6,8:e,h:
Sspl (6,8:e,h:-)1195/08 B Salto 2 ileocecal linph node ARJJPX01.0065 |6,8:e,h:

| | B Sspl (6,8:,h:-)1300/08 B Salto 2 ileocecal content ~ ARJJPX01.0065 | 6,8:¢,h:
| | i| Sspl (6,8:¢,h:-)1301/08 B Salto 2 ileocecal linph node ARJJPX01.0065 | 6,8:¢,h:

l ' “ “ H Sspl (6,8:e,h:-)1302/08 B Salto 2 ileocecal linph node ARJJPX01.0065 | 6,8:e,h:

' ' l‘ ll, 551! Sspl (6,8:e,h:-)1303/08 B Salto 2 ileocecal linph node ARJJPX01.0065 | 6,8:e,h:

‘ “ H l Sspl (6,8:e,h:-)1304/08 B Salto 2 ileocecal linph node ARJJPX01.0065 | 6,8:e,h:

' . ' d H SSpl(6,8:e,h:-)1131/08 B Salto 2 ileocecal content ARJJPX01.0065 |6,8:e,h:

l | i SNEW1132/08 B Salto 2 ileocecal content  ARJJPX01.0065 Newport
l ! | SNEW1193/08 B Salto 2 ileocecal linph node ARJJPX01.0065 Newport
' | I ‘l | SNEW1196/08 B Salto 2 ileocecal linph node ARJJPX01.0065 Newport

Figura 10. Dendograma con los perfiles genéticos de PFGE-Xbal de S. Newport y

S. subsp. I (6,8:¢,h:-).
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En todas las cepas de S. Bredeney (n=7), se identifico un mismo perfil genético

agrupandose en un cluster que correspondi6 a cepas aisladas de CC y/o LN en el

frigorifico C de cerdos de la misma granja (G6) (Figura 11).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE- PFGE-Xbal

Frigorifico Granja

Muestra

Perfil de PFGE Serovariedad

Cepa N2
8

i : SBRED1013/08
] ! SBRED1014/08
P B omn SBRED1016/08
P homin SBRED1123/08
' ' | 1] B SBRED1124/08
| ' i SBRED1125/08
| l |||| il SBRED1126/08

OO 00000

Venado Tuerto
Venado Tuerto
Venado Tuerto
Venado Tuerto
Venado Tuerto
Venado Tuerto
Venado Tuerto

ileocecal content
ileocecal content
ileocecal content
ileocecal content

ARJBXX01.0001 Bredeney
ARJBXX01.0001 Bredeney
ARJBXX01.0001 Bredeney
ARJBXX01.0001 Bredeney

ileocecal linph node ARJBXX01.0001 Bredeney
ileocecal linph node ARJBXX01.0001 Bredeney
ileocecal linph node ARJBXX01.0001 Bredeney

Figura 11. Dendograma con los perfiles genéticos de PFGE-Xbal de S. Bredeney.
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Entre los aislamientos de S. Agona analizados (n=5) uno aislado de materia fecal en la

granja G9 y cuatro en frigorifico procedentes de esa misma granja, se obtuvieron 3

perfiles genéticos diferentes. Pero se encontr6 un cluster que abarcé la cepa de S. Agona

de granja y 2 aislamientos aislados de LN de diferentes animales en el frigorifico D.

Mientras que los otros 2 aislamientos de frigorifico presentaron perfiles diferentes,

correspondiendo a las cepas 1307/08 y 1627/08 con 1 y 2 bandas de diferencia

respectivamente (Figura 12).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

Cepa N¢ Frigorifico  Granja Muestra Perfil de PFGE Serovariedad
R

SAGN1308/08 D Henderson ileocecal content ARJABX01.0001 Agona

SAGN1626/08 D Henderson ileocecal content ARJABX01.0001 Agona

SAGN1939/08 M6* Henderson Stool ARJABX01.0001 Agona

SAGN1307/08 D Henderson ileocecal content ARJABX01.0015 Agona

SAGN1627/08 D Henderson ileocecal content ARJABX01.0016 Agona

Ref: *Etapa de desarrollo (cepa aislada en granja).

Figura 12. Dendograma con los perfiles genéticos de PFGE-Xbal de S. Agona.
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Entre los aislamientos de S. Derby analizados (n=7) se obtuvieron 5 perfiles diferentes.
Un cluster abarcé 3 cepas aisladas en frigorifico C que provenian de la misma granja
(G6). En este ultimo caso, 2 de las 3 cepas presentaron una banda de menor intensidad,
la cual no fue considerada para el analisis probablemente correspondiente a digestion
incompleta de fragmentos. Los otros 4 aislamientos de S. Derby, que se aislaron en
diferentes frigorificos y pertenecian a distintas granjas, presentaron perfiles genéticos
diferentes, a saber, en el frigorifico A (G7-Carmen de Areco) (Coef. Dice 86%, 3
bandas de diferencia), en el B (G2-Salto) (Coef. Dice 90%, 2 bandas de diferencia) y en
el D (G8-Saladillo) (Coef. Dice 90%, 2 bandas de diferencia) y (G9-Henderson) (Coef.

Dice 86%, 3 bandas de diferencia) (Figura 13).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

Cepa N¢ Frigorifico Granja Muestra Perfil de PFGE Serovariedad
R Bt SDER810/08 A Carmen de Are. ileocecal linph node ARJDPX01.0009 Derby
—C P11 I.” i SDER812/08 D Henderson ileocecal content  ARJDPX01.0008 Derby
| f 1 11 - SDER1012/08 C Venado Tuerto ileocecal content  ARJDPX01.0006 Derby
' . [ |' ’ SDER1128/08 C Venado Tuerto ileocecal linph node ARJDPX01.0006 Derby
| | | i SDER1129/08 C Venado Tuerto ileocecal linph node ARJDPX01.0006 Derby
l SDER1191/08 B Salto ileocecal content ARJDPX01.0005 Derby
| ' | “l 2 SDER813/08 D Saladillo ileocecal linph node ARJDPX01.0007 Derby

Figura 13. Dendograma con los perfiles genéticos de PFGE-Xbal de S. Derby.
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Entre los aislamientos de S. Infantis (n=4) analizados se identificé un cluster que agrup6

a todas las cepas aisladas de CC y LN de diferentes animales en el frigorifico D

provenientes de la misma granja (G4) (Figura 14).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE PFGE-Xbal

L1 00

i

\
I
%
!

I 11 SINF1904/08 ARJFXX01.0004 Infantis

Cepa N2 _Perfil de PFGE Serovariedad  Frigorifico Granja Muestra
| SINF1631/08 ARJFXX01.0004 Infantis D PERGAMINO lleocecal content
|||n SINF1665/08 ARJFXX01.0004 Infantis D PERGAMINO lleocecal content
1 { . SINF1902/08 ARJFXX01.0004 Infantis D PERGAMINO lleocecal linph no.
, D PERGAMINO lleocecal linph no.

Figura 14. Dendograma con los perfiles genéticos de PFGE-Xbal de S. Infantis.
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En S. Typhimurium, de los 5 aislamientos obtenidos en granja (G10) se identificaron 4
perfiles genéticos diferentes, uno de los cuales pertenece a un cluster que agrup6 2
cepas aisladas de diferentes etapas de desarrollo M4 y MS. Los otros 3 perfiles

genéticos hallados pertenecen a 3 cepas aisladas de la misma etapa de desarrollo M6.

Las 3 cepas de S. Typhimurium aisladas en el frigorifico B de cerdos que provenian de
la misma granja (G3) presentaron perfiles genéticos diferentes pero altamente
relacionados genéticamente. Dos cepas de S. Typhimurium de diferentes granjas (G5 y
G9) presentaron patrones genéticos distintos y una cepa de S. Typhimurium no agrup6
dentro de las ramas de 1.611 aislamientos de esta serovariedad en la BDN, por lo tanto

no se le asigno patron y se denomin6 como N/A (no agrupable) (Figura 15).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xb: PFGE-Xbal

Cepa N¢ Frigorifico Granja Muestra Perfil de PFGE _Serovariedad

e | | Il sTmio4208 e San Andres de Giles Stool ARJPXX01.0175 Typhimurium
| ‘ ’i I '[ { STM1946/08 M6* San Andres de Giles Stool ARJPXX01.0170 Typhimurium
| i STM1941/08 Ma4* San Andres de Giles Stool ARJPXX01.0211 Typhimurium

‘ I Tl STM1944/08  MIg* San Andres de Giles Stool ARJPXX01.0211 Typhimurium
| = ||| I STM1943/08 M6* San Andres de Giles Stool ARJPXX01.0231 Typhimurium
, | ‘u H STM808/08 B Chacabuco ileocecal linph node ARJPXX01.0202 Typhimurium

i l [ STM805/08 B Salto ileocecal content  ARJPXX01.0268 Typhimurium

f STM806/08 B Salto ileocecal content  ARJPXX01.0267 Typhimurium

I LI 1 sTmso7ios B Salto ileocecal content  ARJPXX01.0265 Typhimurium

“ “ \ \ ‘ | STM1628/08 D Henderson ileocecal linph node ARJPXX01.0177 Typhimurium
STM1187/08 B Salto 2 ileocecal content  N/A Typhimurium

Ref: *Etapa de desarrollo (cepa aislada en granja).

Figura 15. Dendograma con los perfiles genéticos de PFGE-Xbal de las 11 cepas de

S. Typhimurium.
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Los 2 aislamientos de S. Orion aislados de CC en frigorifico de G7 mostraron 2 perfiles

genéticos similares, (Coef. Dice 95%, una banda de diferencia) (Figura 16).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

Cepa N@ Frigorifico  Granja Muestra Perfil de PFGE Serovariedad
g8 2
|: : ' ' ll "I ![ SORIB809/08 A Carmen de Areco ileocecal content  ARXLAX01.0001 Orion
1B NIETR SORI811/08 A Carmen de Areco  ileocecal content ARXLAX01.0002 Orion

Figura 16. Dendograma con los perfiles genéticos de PFGE-Xbal de S. Orion.
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Los 3 aislamientos de S. Rissen aislados en los frigorificos C y D de granjas diferentes

(G6 y G4), presentaron el mismo perfil genético (Figura 17).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%1
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

Cepa N@ Perfil de PFGE Frigorifico Granja Muestra Serovariedad
8
[E—| .
[ SRIS1127/08 ARTEEX01.0001 ¢ Venado T. LN Rissen
l w Il sRis1130/08  ARTEEX01.0001 C Venado T. LN Rissen
I SRIS1632/08 ARTEEX01.0001 D Pergamino cc Rissen

Figura 17. Dendograma con los perfiles genéticos de PFGE-Xbal de S. Rissen.
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Los 2 aislamientos de S. Seftenberg, uno aislado de materia fecal en granja G7 y el otro
aislado de CC en frigorifico A proveniente de la misma granja, presentaron 2 perfiles

genéticos diferentes, con 4 bandas de diferencia (Figura 18).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xba PFGE-Xbal

Cepa N¢ Lugar de aislamiento Muestra Perfil de PFGE Serovariedad
| m SSEF1306/08 A Carmen de Areco ileocecal content ARIMPX01.0008 Senftenberg
‘ ”; SSEF1945/08  M6* Carmen de Areco Stool ARJMPX01.0001 Senftenberg

Ref: *Etapa de desarrollo (cepa aislada en granja).

Figura 18. Dendograma con los perfiles genéticos de PFGE-Xbal de las cepas de S.

Seftenberg.
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Hubo 3 serovariedades en las que se obtuvo un solo aislamiento, S. Anatum, S.
Tennessee y S. Adelaide. El patron genético de cada una de estas serovariedades se

puede observar en las figuras 19, 20 y 21 respectivamente.

PFGE-Xbal

Cepa N? Frigorifico  Granja Muestra Perfil de PFGE Serovariedad

SANA1899/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal content ARJAGX01.0001 Anatum

Figura 19. Perfil genético de PFGE-Xbal de S. Anatum.

PFGE-Xbal

Cepa N¢ Etapa Granja Muestra Perfil de PFGE _ Serovariedad

| "”ﬂ i STEN1940 M8 Aires Henderson Stool ARJNXX01.0001 Tennessee

Figura 20. Perfil genético de PFGE-Xbal de la cepa de S. Tennessee.

PFGE-Xbal

Cepa N? Lugar de aislamiento Muestra Serovariedad Perfil de PFGE

. ‘ ‘ “ \ \ SADD1015/08 Santa Fe Venado Tuerto  ileocecal content Adelaide ARJABN01.0001

Figura 21. Perfil genético de PFGE-Xbal de la cepa de S. Adelaide.
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3.4.2. PFGE-Binl

Se utiliz6 la técnica de PFGE-BInl s6lo para complementar el andlisis realizado con
Xbal en una seleccion de aislamientos (n=22). El criterio de selecciéon se baso
fundamentalmente en la inclusion de cepas que tuvieran el mismo perfil genético de
PFGE-Xbal, con distintas caracteristicas segin disponibilidad, en relacion a granja de
origen, categoria de cerdo, frigorifico y origen de las muestras (CC o LN). De acuerdo
al primer pardmetro, las serovariedades que tuvieron el mismo perfil genético por
PFGE-Xbal fueron S. Agona, S. Bredeney, S. Derby, S. Heidelberg, S. Infantis, S.
Newport, S. subsp. I (6,8:¢,h:-), S. Schwarzengrung y S. Typhimurium. Los perfiles
genéticos obtenidos por PFGE-B/nl de las cepas seleccionadas se pueden observar en

las figuras 22 - 29.

En S. Agona se seleccionaron 2 cepas aisladas en frigorifico de la misma granja (G9), de
animales diferentes, mismo tipo de muestra CC. Los dos aislamientos tuvieron el mismo

perfil genético (Figura 22).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-E PFGE-BInl

Cepa N2 Lugar de aislamiento Muestra Serovariedad Perfil de PFGE
1 ‘ SAGN1308/08 Buenos Aires Henderson ileocecal content Agona ARJABA26.0001
SAGN1626/08 Buenos Aires Henderson ileocecal content Agona ARJABA26.0001

Figura 22. Dendograma de los perfiles genéticos de PFGE-BiInl de 2 aislamientos

L 00

seleccionados de S. Agona.
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En S. Bredeney se seleccionaron 2 cepas aisladas en frigorifico de la misma granja (G6)
de animales diferentes y de diferente tipo de muestra CC y LN. Los perfiles genéticos
por PFGE-BInl fueron iguales, indicando que tienen el mismo patron genético (Figura

23).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE- PFGE-BInl

Cepa N2 Lugar de aislamiento Muestra Serovariedad Perfil de PFGE
_T
B0 il SBRED1016/08 Santa Fe Venado Tuerto ileocecal content ~ Bredeney =~ ARJBXA26.0001
‘ H S SBRED1125/08 Santa Fe Venado Tuerto ileocecal linph node Bredeney =~ ARJBXA26.0001

Figura 23. Dendograma de los perfiles genéticos de PFGE-BiInl de 2 aislamientos

seleccionados de S. Bredeney.

En S. Derby se seleccionaron 2 cepas aisladas en frigorifico de la misma granja (G6) de
animales diferentes y de diferente tipo de muestra CC y LN. Los perfiles genéticos por

PFGE-BInl fueron iguales, corroborando la misma identidad genética (Figura 24).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-BInl PFGE-BInl

Cepa N? Lugar de aislamiento Muestra Serovariedad Perfil de PFGE
. 2} B SDER1012/08 Santa Fe Venado Tuerto ileocecal content Derby ARJDPA26.0001
' "3 2 ' SDER1128/08 Santa Fe Venado Tuerto ileocecal linph node Derby ARJDPA26.0001

Figura 24. Dendograma de los perfiles genéticos de PFGE-BInl de 2 aislamientos

seleccionados de S. Derby.
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En S. Heidelberg se seleccionaron 3 cepas aisladas en frigorifico de la misma granja
(G1l) de animales diferentes, diferente tipo de muestra 2 de CC y 1 de LN. Los 3
aislamientos presentaron el mismo perfil genético por PFGE-B/nl, indicando que son

cepas genéticamente idénticas (Figura 25).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-BInl PFGE-BInl

Cepa N2 Lugar de aislamiento Muestra Serovariedad Perfil de PFGE
oW 1t SH512/08 Buenos Aires Marcos Paz  ileocecal content  Heidelberg  ARJF6A26.0002
" “ l | i SH514/08 Buenos Aires Marcos Paz ileocecal linph node Heidelberg ARJF6A26.0002

WLy WL SH769/08 Buenos Aires Marcos Paz  ileocecal content  Heidelberg ARJF6A26.0002

Figura 25. Dendograma de los perfiles genéticos de PFGE-BInlI de 3 aislamientos

seleccionados de S. Heidelberg.
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En S. Infantis se seleccionaron 2 cepas aisladas en frigorifico de la misma granja (G4)
de animales diferentes, diferente tipo de muestra CC y LN. Los perfiles genéticos por

PFGE-BInl mostraron una banda de diferencia (Coef. Dice 95%) (Figura 26).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-BIn| PFGE-Binl
Cepa N¢ Lugar de aislamiento Muestra Serovariedad Perfil de PFGE
e o 8
m‘.tdu SINF1665/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal content  Infantis ARJFXA26.0001
I: " ‘ ! ' l l SINF1902/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal linph node Infantis ARJFXA26.0002

Figura 26. Dendograma de los perfiles genéticos de PFGE-BInl de 2 aislamientos

seleccionados de S. Infantis.
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En S. Newport y S. subsp. I (6,8:¢,h:-) se seleccionaron 2 cepas de cada serovariedad

aisladas en frigorifico de la misma granja (G2) de animales diferentes y diferente tipo de

muestra CC y LN. Los perfiles genéticos de los 4 aislamientos por PFGE-BInl fueron

iguales (Figura 27).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE PFGE-BInl

Cepa N¢ Lugar de aislamiento Muestra Serovariedad Perfil de PFGE

L 00

Sspl (6,8:,h:-)1300/08
Sspl (6,8:e,h:-)1304/08
SNEW1132/08
SNEW1196/08

Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires

Salto 2
Salto 2
Salto 2
Salto 2

ileocecal content 1 6,8:e,h:- ARJUPA26.004'
ileocecal linph node | 6,8:e,h:- ARJJPA26.004"
ileocecal content Newport ARJJPA26.004°
ileocecal linph node Newport ARJJPA26.004°

Figura 27. Dendograma de los perfiles genéticos de PFGE-BInl de la seleccion de 2

aislamientos de S. Newport y 2 de S. subsp. I (6,8:¢,h:-).
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En §. Schwarzengrund se seleccionaron 2 cepas aisladas en frigorifico de G8, 1 cepa
aislada en frigorifico de G4 y 2 cepas aisladas en frigorifico de G1. Los perfiles de los
aislamientos de G8, G4 y uno de las cepas de G1 fueron iguales. La otra cepa de G1
mostré6 un perfil genético con dos bandas de diferencia (Figura 28). Para esta

serovariedad, la enzima B/nl genero patrones de PFGE con un bajo nimero de bandas.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-l PFGE-BInl

Cepa N¢ Lugar de aislamiento Muestra Serovariedad _ Perfil de PFGE
} | SSCH766/08 Buenos Aires Marcos Paz ileocecal content Schwarzengrund ARJM6A26.0001
3 l SSCH771/08 Buenos Aires Saladillo ileocecal linph node Schwarzengrund ARJM6A26.0001
’ [ 1 SSCH773/08 Buenos Aires Saladillo ileocecal linph node Schwarzengrund ARJM6A26.0001
_ SSCHW1905/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal linph node Schwarzengrund ARJM6A26.0001
. . | | SSCH767/08 Buenos Aires Marcos Paz ileocecal content Schwarzengrund ARJM6A26.0002

Figura 28. Dendograma de los perfiles genéticos de PFGE-BInl de la seleccion de S

aislamientos de S. Schwarzengrund.
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En §. Typhimurium se seleccionaron 2 cepas aisladas en diferentes categorias M4 y M8
de la misma granja (G10). Los perfiles genéticos de los dos aislamientos por PFGE-Binl

fueron iguales (Figura 29).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-E PFGE-BInl

Cepa N? Lugar de aislamiento Muestra Serovariedad Perfil de PFGE
8
T
l H .' 1 i l STM1941/08 Buenos Aires San Andres de Giles Stool  Typhimurium ARJPXA26.0017
(I 1) i) | STM1944/08 Buenos Aires San Andres de Giles Stool ~ Typhimurium ARJPXA26.0017

Figura 29. Dendograma de los perfiles genéticos de PFGE-BInl de la seleccion de 2

aislamientos de S. Typhimurium.
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3.5 DETERMINACION DE LA RELACION GENETICA ENTRE LOS
AISLAMIENTOS DE ORIGEN PORCINO Y LOS AISLAMIENTOS HUMANOS

CIRCULANTES EN EL PAIS.

Los perfiles genéticos obtenidos por PFGE-Xbal de las serovariedades de Salmonella
enterica fueron comparados con los correspondientes aislamientos de origen humano,

que se encuentran en la BDN de Subtipos Genéticos de Salmonella (Figuras 30 - 39).

Uno o més aislamientos de las serovariedades de S. Anatum, S. Agona, S. Derby, S.
Newport, S. subsp. I (6,8:¢,h:-) y S. Typhimurium presentaron perfiles genéticos iguales
a los patrones de PFGE identificados en 1 o madas aislamientos de su respectiva
serovariedad, de origen humano. A continuacién se detallan cuales fueron los

aislamientos que coincidieron con cepas de origen humano.
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La cepa de S. Agona 1939/08 aislada en granja (G6) y 2 cepas (1308/08 y 1626/08)
aisladas en frigorifico de la misma granja tuvieron el mismo perfil genético que 6 cepas
de S. Agona de origen humano, correspondientes a casos de gastroenteritis registrados
en Neuquén (2015), Coérdoba (2011), La Rioja (n=2) (2005), Azul (2008) y Capital
Federal (2005). Las cepas 1627/08 y 1307/08 aisladas de LN de G9 fueron identificadas
con diferentes patrones genéticos que el cluster pero la cepa 1307/08 estuvo altamente
relacionada (Coef. Dice 96%, una banda de diferencia) con el cluster y la cepa 1627/08
mostrd una alta relacion genética (Coef. Dice 92%, dos bandas de diferencia) con una

cepa aislada de un caso de gastroenteritis en humano en San Luis (Figura 30).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

Cepa N¢ Lugar de aislamiento Muestra Perfil de PFGE _ Serovar
5 5 gl |
! “_““ 1 - SAGN1627/08 Buenos Aires Henderson ileocecal content ARJABX01.0016 Agona
C | 1 11 Wil SAGN358/08  San Luis San Luis Stool ARJABX01.0002 Agona |
B ] SAGN1308/08 Buenos Aires Henderson ileocecal content ARJABX01.0001 Agona
l [ | ""l ' '| .! SAGN135/15  Neuquén Neuquén Stool ARJABX01.0001 Agona
=il | | SAGN1626/08 Buenos Aires Henderson ileocecal content ARJABX01.0001 Agona
' . E-:-‘ | 1 ) SAGN1939/08 Buenos Aires Henderson Stool ARJABX01.0001 Agona
i IR i SAGN239/11  Coérdoba Cordoba Stool ARJABX01.0001 Agona
i } i SAGN2493/05 La Rioja La Rioja Stool ARJABX01.0001 Agona
j SAGN32/08 Buenos Aires  Azul Stool ARJABX01.0001 Agona
i SAGN615/05 Capital FederalStool ARJABX01.0001 Agona
SAGN672/05 La Rioja La Rioja Stoo ARJABX01.0001 Agona
i SAGN1227/12  La Pampa General Pico _Stool ARJABX01.0021 Agona
o : | | SAGN1307/08 Buenos Aires Henderson ileocecal content ARJABX01.0015 Agona
_ | SAGN942/11  Neuquén Neuquén Stool ARJABX01.0006 Agona

Figura 30. Dendograma de PFGE-Xbal indicando la relacion genética entre S.
Agona de origen porcino 1308/08, 1626/08, 1939/08, 1307/08 y 1627/08 (enmarcadas

en un rectangulo) y 9 cepas de origen humano.
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La cepa de S. Anatum 1899/08 aislada de CC de G4 (Pergamino) (2007), tuvo el mismo
perfil genético que una cepa de origen humano aislada de un caso de gastroenteritis en

la provincia de Cérdoba (2010) (Figura 31).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

Cepa N¢ Lugar de aislamiento Muestra Perfil de PFGE _Serovariedad

Fntmn SANA129/08 Capital FederalStool ARJAGX01.0005 Anatum

| 'l' . SANA503/08 La Pampa Santa Rosa  Stool ARJAGX01.0005 Anatum
ﬁ, ’ ' “! l | I SANA187/11 Capital FederalStool ARJAGX01.0008 Anatum
([l i SANA333/07 Neuquén Neuquén Stool ARJAGX01.0006 Anatum

- l SANATFHH—Cheee Resisteneia——vesicatigtie ARIASKE+-0009-Aneaturm

A SANA274/10 Cérdoba Cérdoba Stool ARJAGX01.0001 Anatum

% { i: } E : SANA1899/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal content ARJAGX01.0001 Anatum

ris L % ¢
. SANA140/11 Santa Fe Santa Fe Stool ARJAGX01.0010 Anatum

Figura 31. Dendograma de PFGE-Xbal indicando la relacion genética entre S.

Anatum 1899/08 (enmarcada en un rectangulo) y 8 aislamientos de origen humano.
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La cepa de S. Derby 1191/08 aislada de CC de G2 tuvo el mismo perfil que dos cepas

aisladas de origen humano, una de Cérdoba de un caso de infeccion urinaria (2012) y la

otra de La Pampa de un caso de gastroenteritis (2013). Los restantes aislamientos de S.

Derby de este estudio no presentaron el mismo perfil genético que los de origen humano

(Figura 32).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Xbal PFGE-Xbal

N Te o="1u"
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*
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*
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Cepa N2 Lugar de aislamiento Muestra Origen Fecha Perfil -PFGE Serovar
SDER1839/13 Cordoba Cordoba Urine Human ARJDPX01.0016 Derby
SDER850/10 San Luis San Luis Stool Human  2010-03-18 ARJDPX01.0010 Derby
SDER610/12 Cérdoba El Palomar Stool Human  2012-02-27 ARJDPX01.0014 Derby
SDER614/12 Coérdoba Cordoba Stool Human ARJDPX01.0014 Derby
SDER1191/08 Buenos Aires Salto ileocecal content  Animal  2007-09-24 ARJDPX01.0005 Derby
SDERB880/12 Cordoba Cordoba Urine Human  2012-05-08 ARJDPX01.0005 Derby
SDER915/13 La Pampa Santa Rosa Stool Human  2013-05-15 ARJDPX01.0005 Derby
SDER269/13 Capital Federal Human  2005-04-18 ARJDPX01.0004 Derby
SDER1012/08 Santa Fe Venado Tuerto  ileocecal content ~ Animal ~ 2007-08-29 ARJDPX01.0006 Derby

* SDER1128/08 Santa Fe Venado Tuerto ileocecal linph node Animal  2007-08-29 ARJDPX01.0006 Derby
SDER1129/08 Santa Fe Venado Tuerto ileocecal linph node Animal ~ 2007-08-29 ARJDPX01.0006 Derby
SDER124/08 Capital Federal ~ Stool Human  2007-11-27 ARJDPX01.0001 Derby
SDER813/08 Buenos Aires  Saladillo ileocecal linph node Animal ~ 2007-09-04 ARJDPX01.0007 Derby
SDER765/11 Buenos Aires Treuque Lauquen Stool Human  2011-03-26 ARJDPX01.0013 Derby
SDER1228/12 La Pampa General Pico Stool Human  2012-06-12 ARJDPX01.0015 Derby
SDER1376/11 Cérdoba Cordoba Stool Human ARJDPX01.0015 Derby

* SDER810/08 Buenos Aires Carmen de Areco ileocecal linph node Animal ~ 2007-06-14 ARJDPX01.0009 Derby

* SDER812/08 Buenos Aires Henderson ileocecal content ~ Animal ~ 2007-05-11 ARJDPX01.0008 Derby

Figura 32. Dendograma de PFGE-Xbal indicando la relacion genética entre S.

Derby 1191/08, 1012/08, 1128/08, 1129/08, 813/08, 810/08 y 812/08 (*) y 11 cepas de

origen humano.
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El patréon genético obtenido en S. Newport y S. subsp. I (6,8:¢,h:-) (ARJJIPX01.0065),
coincidid con el patron genético de 68 aislamientos de origen humano aislados entre los
anos 2001 y 2014, todos de casos de gastroenteritis, excepto una cepa que fue aislada de

infeccion urinaria, provenientes de distintas provincias de Argentina. (Figura 33).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Xbal  PFGE-Xbal

Cepa N? Lugar de aislamiento Muestra _Origen Fecha  Perfil de PFGE
SNEW?7
SNEW960/12 Santa Fe Santa Fe Stool ARJJPX01.0113 Newport
SNEW1086/04 Mendoza Guaymallén Stool ARJJPX01.0056 Newport
SNEW1469/11 Capital Federal Stool ARJJPX01.0056 Newport
SNEW24/15 Capital Federal Blood ARJJPX01.0056 Newport
SNEW366/16 Buenos Aires  Junin Stool Newport
SNEW983/06 Buenos Aires  La Plata Stool ARJJPX01.0056 Newport
SNEW806/15 La Pampa General Pico Stool Newport
SNEW1410/09 Santa Fe Santa Fe Stool ARJJPX01.0103 Newport
SNEW37/15 Neuquén Neuquén Stool ARJJPX01.0094 Newport
] } SNEW542/03 Capital Federal Blood ARJJPX01.0062 Newport
l l i * Sspl (6,8:¢,h:-)1188/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal content ARJJPX01.0065 16,8:¢,h:-
. l ﬂ i * Sspl (6,8:e,h:-)1189/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal content ARJJPX01.0065 16,8:¢,h:-
' ' " I * Sspl (6,8:¢,h:-)1190/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal content ARJJPX01.0065 16,8:¢,h:-
| ' | * Sspl (6,8:e,h:-)1192/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal linph node  ARJJPX01.0065 16,8:¢,h:-
| | * Sspl (6,8:¢,h:-)1194/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal linph node  ARJJPX01.0065 16,8:¢,h:-
{ i * Sspl (6,8:¢,h:-)1195/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal linph node  ARJJPX01.0065 16,8:¢,h:-
l 'l ‘ * Sspl (6,8:¢,h:-)1300/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal content ARJJPX01.0065 16,8:¢,h:-
1' ] i * Sspl (6,8:¢,h:-)1301/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal linph node  ARJJPX01.0065 16,8:¢,h:-
“ n H | * Sspl (6,8:¢,h:-)1302/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal linph node  ARJJPX01.0065 16,8:¢,h:-
“ ﬁ H H * Sspl (6,8:¢,h:-)1303/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal linph node  ARJJPX01.0065 16,8:¢,h:-
|l I ‘ t ‘ l * Sspl (6,8:e,h:-)1304/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal linph node  ARJJPX01.0065 16,8:¢,h:-
[ u { | * SSpl(6,8:e,h:-)1131/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal content ARJJPX01.0065 16,8:¢,h:-
| | l ||-| i SNEW 751/09 Capital Federal Stool ARJJPX01.0065 Newport
[ l '| SNEW1031/11 Capital Federal Stool ARJJPX01.0065 Newport
" N | ‘w‘ * SNEW1132/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal content ARJJPX01.0065 Newport
4 “ l SNEW1133/09 Capital Federal Stool ARJJPX01.0065 Newport
| , * SNEW1193/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal linph node  ARJJPX01.0065 Newport
: ‘ { * SNEW1196/08 Buenos Aires  Salto 2 ileocecal linph node  ARJJPX01.0065 Newport
2 l l ' I | ! SNEW1357/06 Buenos Aires  Azul Blood ARJJPX01.0065 Newport
| l ] SNEW1411/08 Tucuman Tucuman Stool ARJJPX01.0065 Newport
’ ' 'l f' : SNEW1725/09 Buenos Aires  El Palomar Urine ARJJPX01.0065 Newport
H ' ' ' i SNEWS557/11 Buenos Aires  Junin Stool ARJJPX01.0065 Newport
E O iaRnn SNEW580/12 Capital Federal  Stool ARJJPX01.0085  Newport
' ' " l# $ SNEW593/07 Capital Federal Stool ARJJPX01.0065 Newport
it BIE I SNEW629/14 Mendoza Guaymallén Stool ARJJPX01.0065  Newport
L] WE NN SNEW548/12 Salta Salta Stool ARJJPX01.0065  Newport
I ) | B SNEW151/13 Salta Salta Stool ARJJPX01.0098 Newport
: w 3 ' . B SNEW174/13 Cordoba Cérdoba Stool ARJJPX01.0098 Newport
B o SNEW37/12 Salta Salta Stool ARJJPX01.0098 Newport
' | ; ' “ 'l o SNEW976/11 Capital Federal Stool ARJJPX01.0098 Newport

Figura 33. Dendograma de PFGE-Xbal indicando la relacion genética entre 3
cepas de S. Newport (*), 12 cepas de S. subsp. I (6,8:¢,h:-) (*) y 68 cepas de S.

Newport de origen humano.
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La cepa de S. Typhimurium 808/08, aislada de LN de granja G5, mostré el mismo
patron genético (ARJPXX01.0202) que 20 aislamientos de origen humano que se

aislaron entre los afios 2008 y 2014 en diferentes provincias (Figura 34).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE PFGE-Xbal

Cepa N@ Lugar de aislamiento  Muestra Origen Fecha Perfil de PFGE _Serovariedad

- ' ' l - If STM1149/10 Chubut Trelew Stool Human 2010-04-05 ARJPXX01.0202 Typhimuriun
" . ' ' I" i STM1182/11 La Pampa  General Pico  Stool Human 2011-05-19 ARJPXX01.0202 Typhimuriun
STM1186/13 Misiones Posadas Stool Human 2013-06-17 ARJPXX01.0202 Typhimuriun

E ] STM1308/10 La Pampa  Santa Rosa Stool Human ARJPXX01.0202 Typhimuriun

} | o STM1523/10 Capital Federal Blood Human ARJPXX01.0202 Typhimuriun

. ' ' “ v STM1573/12 Buenos Aires Lanus Stool Human 2012-09-25 ARJPXX01.0202 Typhimuriun
g1 m i STM1606/11 Cérdoba Cordoba Stool Human 2011-08-05 ARJPXX01.0202 Typhimuriun
'l | STM1746/10 Cérdoba Cordoba Stool Human 2010-04-22 ARJPXX01.0202 Typhimuriun

z ‘ ' "I" ! STM1753/10 Cérdoba Cérdoba Stool Human 2008-04-08 ARJPXX01.0202 Typhimuriun
' l ] ml STM1759/11 La Pampa  General Pico  Stool Human 2011-10-30 ARJPXX01.0202 Typhimuriun
l ‘ i "ll STM26/10  Rio Negro Bariloche Stool Human 2009-12-28 ARJPXX01.0202 Typhimuriun
(EER | STM271/09 Buenos Aires Azul Stool Human ARJPXX01.0202 Typhimuriun
| | | ;Hl STM28/10 Rio Negro  Bariloche Stool Human ARJPXX01.0202 Typhimuriun
STM377/14 Cérdoba Cordoba Stool Human 2014-02-02 ARJPXX01.0202 Typhimuriun

| | | }‘-' STM440/11 Rio Negro  Bariloche Stool Human 2011-01-11 ARJPXX01.0202 Typhimuriun
l l | lll H ASTM808/08 Buenos Aires Chacabuco ileoce. Animal 2007-06-15 ARJPXX01.0202 Typhimuriun
| l } i | STM917/10 Mendoza Guaymallén  Stool Human 2009-10-19 ARJPXX01.0202 Typhimuriun
R HTH STM929/13 Cordoba Cérdoba Stool Human 2013-05-05 ARJPXX01.0202 Typhimuriun
l ' B STM974/09 La Pampa  Santa Rosa Stool Human ARJPXX01.0202 Typhimuriun
' ' | m' I STM979/11 Capital Federal Stool Human 2011-04-09 ARJPXX01.0202 Typhimuriun
."t . “ STM980/11 Capital Federal Blood Human 2011-04-09 ARJPXX01.0202 Typhimuriun

Figura 34. Dendograma de PFGE-Xbal indicando la relacion genética entre S.

Typhimurium 808/08 (*) y 20 aislamientos de origen humano.
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El patron genético (ARJPXX01.0177) de la cepa de S. Typhimurium 1626/08 coincidid
con el de una cepa de aislada de MF de un caso de gastroenteritis en humano (Figura

35).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFG PFGE-Xbal

Cepa N¢ Lugar de aislamiento Muestra Origen Fecha Perfil de PFGE _ Serovar
EERE I *STM1628/08Buenos Aires Henderson ileocecal linph no. Animal 2007-05-11 ARJPXX01.0177 Typhimuriurr
‘ LR STM1639/07 Capital Federal Stool Human 2007-06-20 ARJPXX01.0177 Typhimuriurr

Figura 35. Dendograma de PFGE-Xbal indicando la relacion genética entre S.

Typhimurium 1628/08 (*) y un aislamiento de origen humano.
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La cepa S. Adelaide 1015/08 presentd un perfil genético similar al de un aislamiento de
origen humano que se recuperd de un caso de infeccion urinaria en la provincia de
Cordoba, con una alta relacion genética (Coef. Dice 95%, una banda de diferencia)

(Figura 36).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

Cepa N2 Lugar de aislamiento Muestra Origen Fecha Perfil de PFGE _ Especie

| \ SADD1015/08 Santa Fe ileocecal content Animal 2007-08-29 ARJABNO01.0001 Porcine
: - . SADD357/14 Cordoba Urine Human 2014 ARJABN01.0002

Figura 36. Dendograma de PFGE-Xbal indicando la relacion genética entre S.
Adelaide 1015/08 (enmarcada en un rectangulo) y un aislamiento de origen

humano.
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El patron genético (ARJFXX01.0004) del cluster de S. Infantis coincidi6 con 16 cepas

de S. Infantis aisladas de casos de gastroenteritis en humanos obtenidos entre los afios

2004 y 2016. (Figura 37).

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S$>0.0%) [0.0%-100.0%]

PFGE-Xbal
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Cepa N2

Lugar de aislamiento

Muestra

Perfil de PFGE

SINF1361/02
SINF647/02
SINF210/06
SINF206/06
SINF345/14
SINF1082/02
SINF1357/09
SINF1407/09
SINF1585/05
* SINF1631/08
* SINF1665/08
SINF1775/05
* SINF1902/08
* SINF1904/08
SINF2491/05
SINF305/16
SINF336/02
SINF53/05
SINF997/05
SINF755/16
SINF2172/05
SINF208/06
SINF223/06
SINF225/06
SINF226/06
SINF227/06
SINF1168/02
SINF1158/02

Figura 37. Dendograma de PFGE-Xbal

Buenos Aires
Chaco

Chaco

Santa Fe

Santa Fe
Salta

Buenos Aires
Buenos Aires
Santa Fe
Buenos Aires
Buenos Aires
Buenos Aires
Neuquén
Buenos Aires
Santa Fe

Neuquén
Chaco
Chaco
Chaco
Chaco
Chaco
Chaco
Chaco

Capital Federal
San Justo
Resistencia
Resistencia
Capital Federal
Rosario
Capital Federal
Santa Fe

Salta
Pergamino
Pergamino
Santa Fe
Pergamino
Pergamino

El Palomar
Neuquén

El Palomar
Rosario
Capital Federal
Capital Federal
Neuquén
Resistencia
Resistencia
Resistencia
Resistencia
Resistencia
Resistencia
Resistencia

Stool
Stool
Stool
Stool
Urine
Stool
Stool
Stool
Stool
ileocecal content
ileocecal content
Stool

ARJFXX01.0002
ARJFXX01.0002
ARJFXX01.0001
ARJFXX01.0003
ARJFXX01.0003
ARJFXX01.0004
ARJFXX01.0004
ARJFXX01.0004
ARJFXX01.0004
ARJFXX01.0004
ARJFXX01.0004
ARJFXX01.0004

ileocecal linph node ARJFXX01.0004
ileocecal linph node ARJFXX01.0004

Stool
Stool
Stool
Stool
Stool
Urine
Stool
Stool
Stool
Stool
Stool
Stool
Stool
Stool

ARJFXX01.0004
ARJFXX01.0004
ARJFXX01.0004
ARJFXX01.0004
ARJFXX01.0004
ARJFXX01.0023
ARJFXX01.0017
ARJFXX01.0009
ARJFXX01.0009
ARJFXX01.0009
ARJFXX01.0009
ARJFXX01.0009
ARJFXX01.0012
ARJFXX01.0012

indicando la relacion genética entre 4

cepas de S. Infantis 1631/08, 1665/08, 1902/08 y 1904/08 (*) y 24 aislamientos de

origen humano.
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Los patrones genéticos de las cepas aisladas en este estudio de las serovariedades S.

Schwarzengrund (Figura 38) y S. Seftenberg (Figura 39) no coincidieron con el patron

genético de ningun aislamiento de su respectiva serovariedad de origen humano. En el

cluster de S. Schwarzengrund con 7 bandas de diferencia y en las cepas de S. Seftenberg

1306/08 y 1945/08 con 3 y 4 bandas de diferencia respectivamente.

Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

EOG
—
==
- —
———

-y oo oo EmEl

1R

] ' m
CIWAER
| i
I UEEE
| LB
|

I 1

-
- =

'
e g S e o T

CepaN®  Lugarde aislamiento Muestra _ Origen Fecha Perfil de PFGE Serovar
SSCHW1906/12 Cérdoba Cordoba Stool Human 2012-10-11 ARJM6X01.0009 Schwarzengrund
SSCHW1907/12 Cérdoba Cérdoba Stool Human 2012-10-17 ARJM6X01.0007 Schwarzengrund
SSCHW776/05 Salta Salta Stool Human 2005-03-07 ARJM6X01.0001 Schwarzengrund
SSCHW778/05 Salta Salta Stool Human 2005-03-07 ARJM6X01.0001 Schwarzengrund
SSCHW901/05 Salta Salta Stool Human 2005-03-14 ARJM6X01.0002 Schwarzengrund

* SSCH766/08  Buenos Aires Marcos Paz  ileocecal content Animal 2007-09-28 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
*SSCH767/08  Buenos Aires Marcos Paz  ileocecal content  Animal 2007-09-28 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCH771/08  Buenos Aires Saladillo ileocecal linph no. Animal 2007-09-04 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCH772/08  Buenos Aires Saladillo ileocecal linph no. Animal 2007-09-04 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
*SSCH773/08  Buenos Aires Saladillo ileocecal linph no. Animal 2007-09-04 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1629/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1630/08 Buenos Aires Pergamino  ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1633/08 Buenos Aires Pergamino  ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1662/08 Buenos Aires Pergamino  ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1663/08 Buenos Aires Pergamino  ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1664/08 Buenos Aires Pergamino  ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1666/08 Buenos Aires Pergamino  ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1667/08 Buenos Aires Pergamino  ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1668/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1669/08 Buenos Aires Pergamino  ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1670/08 Buenos Aires Pergamino  ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1671/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1898/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal content  Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1900/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal linph no. Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1901/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal linph no. Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1903/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal linph no. Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1905/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal linph no. Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1906/08 Buenos Aires Pergamino  ileocecal linph no. Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1907/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal linph no. Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW1908/08 Buenos Aires Pergamino ileocecal linph no. Animal 2007-11-06 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund
* SSCHW715/08 Buenos Aires Marcos Paz  ileocecal content Animal 2007-09-28 ARJM6X01.0006 Schwarzengrund

Figura 38. Dendograma de PFGE-Xbal indicando la relacion genética entre 26

cepas de S. Schwarzengrund (*) y 5 aislamientos de origen humano.
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Dice (Opt:1.50%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% $>0.0%) [0.0%-100.0%]
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

S yrmn
—— -

Cepa N¢ Lugar de aislamiento

Muestra Origen Fecha

Perfil de PFGE _ Serovar

* SSEF1306/08 Argentina  Buenos Aires Carmen de Areco ileocecal cont. Anim. 2007-0€
* SSEF1945/08 Argentina  Buenos Aires Carmen de Areco Stool

SSEF1745/07 Argentina

Capital Federal

Stool

Anim. 2007-0€
Hum.

ARJMPX01.0008  Senftenberg
ARIMPX01.0001  Senftenberg
ARIMPX01.0005  Senftenberg

Figura 39. Dendograma de PFGE-Xbal indicando la relacion genética entre 2

cepas de S. Seftenberg (*) y un aislamiento de origen humano.

Los aislamientos de las serovariedades S. Heidelberg, S. Bredeney, S. Orion, S. Rissen y

S. Tennessee de nuestro estudio tampoco mostraron perfiles genéticos concordantes con

los identificados en la BDN de su respectiva serovariedad y origen humano (Resultados

no mostrados).

116



Tesis Doctoral M. V. Mariela Ibar | 2017

4. DISCUSION Y CONCLUSIONES

4.1 PREVALENCIA DE SALMONELLA EN CERDOS EN GRANJAS Y

FRIGORIFICOS

En nuestro estudio epidemioldgico, por el método bacterioldgico, el porcentaje de
granjas positivas a Salmonella fue del 33% (prevalencia intergranjas) y la prevalencia
de Salmonella en granjas fue del 4%, calculada segin el nimero de aislamientos

obtenidos sobre el total de muestras recolectadas en el estudio.

En EEUU y Espafia, se observdo que la prevalencia de Salmonella en granjas y
frigorificos es muy variable alin con muestras obtenidas de los mismos animales con el
mismo método utilizado por nosotros (Garcia-Feliz et al., 2007; Williams y Newell,
1967). En EEUU, en un estudio realizado en granjas y frigorificos se observd una
prevalencia de Salmonella en cerdos que fueron faenados en el frigorifico del 39,9%, la
cual fue mucho mayor comparada con la obtenida en cerdos que fueron faenados en

granja (5,3%) (Hurd et al., 2002).

En América del Norte, numerosos estudios demuestran que la prevalencia de
Salmonella en granjas porcinas de un mismo pais puede ser muy variable. En Canada,
los estudios realizados en 41 y 90 granjas la prevalencia de Salmonella intergranjas
expresO diferentes porcentajes, 26,8%, 51,7% y 66% respectivamente (Farzan et al.,
2008; Rajic et al., 2001; Rajic et al, 2004). En EEUU, un estudio revel6 que la
prevalencia intergranjas abarc6 un rango de 38,2 - 83% (Davies et al., 1997), mientras

que otros autores hallaron una prevalencia intergranjas del 38% y una prevalencia de
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Salmonella del 6% (Fedorka-Cray et al., 1995), coincidiendo con un estudio mas actual
de un monitoreo de Salmonella realizado en granjas porcinas localizadas en 17 estados
diferentes, que encontré6 una prevalencia de Salmonella del 7,2% (USDA-APHIS,

2009).

Asimismo, en Europa se encuentra una prevalencia de Salmonella en granjas muy
variable. En Espafia, Garcia-Feliz et al. reportaron una prevalencia de Sal/monella del
12,5% e intergranjas del 43,1% (Garcia-Feliz ef al., 2007). Sin embargo, en Holanda, la
prevalencia de Salmonella intergranjas fue del 23% (Van de Wolf et al., 1999); y en
Dinamarca, Christensen et al. describieron una prevalencia intergranjas del 11,4%, la
que fue lograda por la implementacion de un "Programa de Control de Salmonella"

durante 4 afos (Christensen et al., 2002).

Nuestros resultados son equiparables a los obtenidos en Brasil, en un estudio similar. En
el mismo, presentaron una prevalencia intergranjas del 33%, en el cual 3 de las 10
granjas en estudio resultaron positivas a Sa/monella (Weiss et al., 2002). En Chile, se
observo una prevalencia de Salmonella intergranjas del 41,4%, pues 12 de 29 granjas

fueron positivas a Salmonella (Villamil et al., 2012).

Comparando con otro trabajo realizado en granjas porcinas de Argentina, Parada et al.
obtuvieron una mayor prevalencia intergranjas (42,3%) en 52 granjas de diferentes

provincias (Parada, 2014).

Varios estudios demostraron que la amplia variacion en la prevalencia de Salmonella en

una misma granja, podria deberse a diferentes factores tales como ubicacion geografica,
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tamafio y tipo de las muestra, asi como también a la técnica de cultivo y a la baja
sensibilidad de los métodos bacteriologicos respecto de otros métodos diagndsticos
(Baggesen et al., 1993; Davies et al., 2000; Funk et al., 2000; Rajic et al., 2004).
También, la época del afio tendria un rol importante en la epidemiologia de la infeccion,
en los meses calidos aumentan los vectores (roedores, insectos y aves) que influyen en
la introduccion de la infeccion en las granjas (Funk et al., 2004; Fosse et al., 2009; Vico
et al., 2011; Vico et al., 2014). Con respecto al tipo de muestra, Arnold et al., afirman
que la sensibilidad del método bacterioldégico aumenta con el nimero de muestras y con
la colecta de "pools" de MF es mayor que con la toma de muestras individuales (Arnold

et al.,20006).

Otro de los factores que puede influir en la prevalencia que se obtiene de Salmonella es
la baja cantidad de bacterias que los cerdos con infeccion subclinica pueden eliminar en
forma intermitente (Davies et al., 2000; Oliveira et al., 2002). Por lo tanto, la
comparacion de los resultados de prevalencia de Salmonella obtenidos por los diferentes
estudios a nivel mundial, en funcion de las variables enunciadas, deben ser analizados

con cautela.

Para determinar la prevalencia de Salmonella en frigorificos se requiere un muestreo
mas completo del animal faenado, ya que de rutina los métodos de inspeccion de la
carne en el frigorifico no determinan la presencia de Sa/monella en tonsilas, tracto

intestinal y nodulos linfaticos mesentéricos o ileocecales (Hurd et al., 2002).

Asi como en las granjas la prevalencia varia con algunos factores (ubicacion geografica,

época del afio, tamafo y tipo de las muestra, etc.), en los frigorificos la afectan otras
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variables. Asi, mayores distancias hasta el frigorifico y prolongados tiempos de espera
antes del sacrificio, se asociaron significativamente a mayor prevalencia; esto puede
deberse a que las situaciones de estrés para los cerdos aumentan el riesgo de excrecion y
transmision de Salmonella spp. (Callaway et al., 2006). Posteriormente, la diseminacion
de Salmonella a través de las heces, contribuye a la contaminacién de las carcasas, del

instrumental y ambiente del frigorifico (Hurd et al., 2002).

En nuestro estudio, se hallé una prevalencia de Salmonella en frigorificos del 24%,

correspondiendo el 13,5% a CC y el 10,5% a LN.

En paises de América del Norte, tales como Canada se encontré una prevalencia de
Salmonella del 17,7%, correspondiendo el 12,5% a CC y el 5,2% a LN muestreados

(Mainar-Jaime ef al., 2008).

En Europa, en un estudio realizado en 24 Estados miembros de la UE se encontrd una
prevalencia de Salmonella muy variable (0 - 29%) a partir de LN de cerdos de faena
(EFSA, 2008). En Alemania, se hall6 una prevalencia de Sa/monella en cerdos faenados
del 13,8%, hallandose el 46,4% de los aislamientos en CC y el 25,1% en LN (Methner

etal.,2010).

La baja prevalencia de Sa/monella observada en algunos frigorificos de Norte américa
(Funk y Gebreyes, 2004), Dinamarca y otros paises de la Union Europea (Lo Fo Wong
et al., 2002; Wegener et al., 2003) se debe a la implementacion de programas de control
de Salmonella spp. en granjas y frigorificos, con el fin de disminuir la exposicion de los

humanos a Salmonella.
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En contraste con los trabajos anteriores, en Etiopia, Molla B et al. hallaron mayor

porcentaje de aislamiento en LN (41,6%) que en CC (16,8%) (Molla B ef al., 2006).

En varios trabajos de la Argentina, se observo una prevalencia de Salmonella en cerdos

de faena con resultados variables.

En la provincia de Cordoba, a partir de un muestreo de nddulos linfaticos mesentéricos
en un frigorifico, la prevalencia de Salmonella fue del 45% en cerdos que pertenecian a
15 granjas diferentes de esa provincia (Vico et al., 2014). Segin Parada et al. la
prevalencia en cerdos a partir de LN fue del 18,6% (Parada et al., 2013). Por otro lado,
Vigo et al., hallaron una prevalencia del 65% en LN y CC de cerdos faenados

provenientes de una granja con presentacion clinica de la infeccion (Vigo et al., 2006).

Se ha indicado en numerosas investigaciones que para determinar la prevalencia de
Salmonella en frigorificos se debe tomar las muestras del CC (Hurd et al., 2004;

Sorensen et al., 2004; Bahnson et al., 2006; Rostagno et al., 2007).

Sin embargo, en otros estudios incluyendo el nuestro, se demostré que recolectando
muestras de CC y LN de un mismo animal se obtuvo mayor porcentaje de aislamientos
de Salmonella (Ibar et al., 2009; Vigo et al., 2006; Mainar-Jaime et al., 2008; Methner

et al.,2010; Molla et al., 2006).

Por lo tanto, el estudio bacteriologico por duplicado de CC y LN aumenta la

probabilidad de aislamiento de Sa/monella (Vigo et al., 2006).

121



Tesis Doctoral M. V. Mariela Ibar | 2017

La prevalencia de Salmonella en las granjas fue menor que la hallada en los cerdos
faecnados provenientes de esas granjas, este resultado coincide con numerosas
investigaciones (Craven y Hurst, 1982; Warris, 1992; Mulder, 1995; Hurd et al., 2004;

Fosse et al., 2008).

Varios estudios han demostrado que el porcentaje de aislamiento de Salmonella en
frigorifico no necesariamente refleja la prevalencia en granja, ya que la infeccion puede
producirse durante el transporte y en los corrales de espera del frigorifico (Fravalo ef al.,
1999; Hurd et al., 2002). Se confirma esta teoria, porque se ha demostrado que
Salmonella puede ser aislada de CC de cerdos dentro de las 4 - 6 hs posteriores a la

exposicion oral a la bacteria (Fedorka-Cray et al., 1995).
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4.2 SEROVARIEDADES DE SALMONELLA SPP. EN GRANJAS Y

FRIGORIFICOS

En las muestras recolectadas de granjas y frigorificos se identificaron en total 16
serovariedades de Salmonella, que indican una gran diversidad probablemente resultado
de multiples fuentes de infeccion (Baggesen et al., 1996). Las serovariedades aisladas
corresponden a las del tipo no tifoideo de S. enterica, que son consideradas zoonoticas a
nivel mundial (Threlfall, 2002). En la misma granja se identificaron hasta dos
serovariedades diferentes, a diferencia de otros autores que en nuestro pais hallaron mas
de dos serovariedades diferentes en la misma granja porcina (Vigo et al., 2006; Parada,
2014), y mas aun éstas fueron diferentes a las identificadas en los cerdos en frigorificos

indicando otras fuentes de infeccion (Vigo et al., 2000).

En este estudio, S. Typhimurium fue la serovariedad maés prevalente en granjas
porcinas, tal como describieron estudios de otros paises (Baggesen et al., 1996; Van der
Wolf et al., 1999; Rowe et al., 2001; Rajic et al., 2004; Garcia-Feliz et al., 2007;
Sanchez et al., 2007). La misma serovariedad fue aislada en Argentina a partir de casos
clinicos (Cappuccio et al., 2006) y subclinicos (Parada, 2014). Paraddjicamente, la
granja donde se aislaron las cepas de S. Typhimurium no present6 ningun aislamiento

de esta serovariedad en frigorifico.

En Argentina, entre los afios 2002 y 2005 S. Typhimurium fue la segunda serovariedad

mas prevalente en humanos, la primera fue S. Enteritidis, pero en el trienio 2007-2009,

S. Typhimurium ocup6 el primer lugar en el ranking de prevalencia y produjo 2 brotes
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de salmonelosis reportados por el Laboratorio de Referencia Nacional (Caffer et al.,
2007; Caffer et al., 2010).

Las otras serovariedades que se hallaron en las granjas porcinas fueron, S. Seftenberg, S.
Tennessee y S. Agona, no habiéndose identificado en estudios previos en cerdos en
nuestro pais (Parada, 2014). Salmonella Agona ocupé el cuarto y quinto lugar de las
serovariedades mas prevalentes en humanos en los bienios 2002-2003 y 2004-2005
respectivamente (Caffer et al., 2007). En otros paises, S. Agona fue la tercer
serovariedad mas prevalente en cerdos en EEUU (USDA-APHIS, 2009); S. Tennessee,
fue aislada de granjas porcinas en Espafa (Garcia-Feliz et al., 2007) y en Finlandia
(Kuronen et al., 2010); y S. Seftenberg, se aislé de casos clinicos de cerdos en EEUU
(Pocurull et al., 1971).

Las serovariedades mas prevalentes en frigorifico fueron S. Schwarzengrund, S.
Heidelberg, S. subsp. I (6,8:e,h:-) (variante monofasica de S. Newport), S. Derby, S.

Bredeney y S. Typhimurium.

Nuestros datos también coinciden con las serovariedades mas prevalentes halladas en
frigorificos de otros paises. Segun la informacion descripta en la bibliografia mundial,
S. Enteritidis y S. Typhimurium son las serovariedades que predominan seguidas por S.
Hadar, S. Agona, S. Infantis y S. Newport, considerados agentes importantes de la
enfermedad humana debido al consumo de alimentos contaminados (Khakhria et al.,

1997).

En paises de América del Norte, tales como Canadéd S. Derby fue la mas prevalente
(Mainar-Jaime et al., 2008) y S. Heidelberg es una de las tres causas mds prevalentes de

salmonelosis en humanos (Demczuc et al., 2005). Salmonella Heidelberg es una
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serovariedad frecuentemente aislada en Canadd y EEUU (WHO, 2005; Aarestrup et al.,

2004).

En paises de Europa, en Alemania y Espana, la serovariedad méas prevalente en cerdos
de faena fue S. Typhimurium (Methner et al., 2010; Borge et al., 2010; Vico et al.,
2011); y en Polonia, se destacaron S. Typhimurium, S. Derby y S. Bredeney (Zajac et

al., 2010).

En un estudio realizado en 24 Estados miembros de la UE, S. Typhimurium y S. Derby,
fueron las serovariedades més prevalentes y también con frecuencia S. Rissen, S. subsp.
I (4,[5],12:1:-) (variante monofasica de S. Typhimurium) y S. Enteritidis. Estas
serovariedades causan frecuentes infecciones de Salmonella en los seres humanos en la
UE (EFSA, 2008). Salmonella Rissen, ha emergido en Espana desde el afio 2000 entre
aislamientos de Salmonella de humanos (Echeita et al., 2005) y es prevalente en
productos porcinos (De Frutos ef al., 2005). Asimismo, S. Derby, es una serovariedad
capaz de establecer una infeccion persistente en granjas de cerdos (Baggesen et al.,

1996), logrando mantenerse en los animales como reservorio y fuente de infeccion.

En la Argentina, en concordancia con nuestros resultados, se reporto S. Schwarzengrund
como la més prevalente en LN de cerdos en un frigorifico seguida por S. Bredeney, S.
Derby, S. Infantis y S. Rissen. También encontraron serovariedades diferentes, tales
como S. Saintpaul, S. Bovismorbificans, S. Sandiego y S. Livingstone (Parada et al.,
2013). Mientras que en otro estudio en frigorifico, reportaron S. Typhimurium y S.

Ohio, como las serovariedades mds prevalentes, y también hallaron S. Seftenberg y S.
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Rissen (Vigo et al., 2006). Salmonella Heidelberg se ha reportado en otro estudio

realizado en este pais en granjas de cerdos (Parada, 2014).

A diferencia de los hallazgos de otros trabajos (Vigo et al., 2006; Parada et al., 2013;
Parada, 2014) sobre el tema en Argentina, en este trabajo se identificaron
serovariedades aun no aisladas en cerdos como S. Agona, S. Tennessee, S. Newport, S.
subsp. I (6,8:e,h:-) (variante monofasica de S. Newport), S. Orion, S. Adelaide y S.

Subsp. 1 (1,3,19:-:-) (variante monofasica de S. Seftenberg).

En humanos, segiin datos del Laboratorio Nacional de Referencia INEI "Carlos G.
Malbran", S. Newport fue la tercer serovariedad mas prevalente y produjo 2 brotes de
salmonelosis en el trienio 2007 - 2009, S. Agona fue aislada con mayor frecuencia de
alimentos para animales (Caffer et al., 2010) y como se expresd anteriormente fue la
cuarta y quinta serovariedad mas prevalente en humanos en los bienios 2002 - 2003 y
2004 - 2005 respectivamente. Salmonella Heidelberg, se destacd por ser la segunda

serovariedad mas prevalente en cerdos de faena.

En el afio 2004, S. Heidelberg produjo un brote en un evento que afectd a 83 personas
por el consumo de un alimento en CABA (Caffer et al., 2007). En nuestro estudio
también aislamos S. Infantis de cerdos de faena, la cual fue identificada como la tercer
serovariedad mas prevalente en humanos entre los anos 2002 y 2005 (Caffer et al.,

2007).

La diversidad de serovariedades halladas y su localizacion se podrian atribuir a que los

animales se infectan durante el transporte por el estrés y la deficiente limpieza y
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desinfeccion de los camiones de transporte y de los corrales de espera en el frigorifico
(Erdman et al., 2003). Finalmente las carcasas se contaminan con MF en la etapa de

evisceracion (Berends et al., 1997).

Salmonella produce infeccion en multiples 6rganos tales como tonsilas, colon, ciego,
nodulo linfatico y timo a partir de las 3 horas post-inoculacion, tiempo que se considera
compatible con el del transporte de los animales al frigorifico y la espera en los corrales

antes de la faena (Loynachan et al., 2004).

En algunos animales hallamos diferentes serovariedades de Sa/monella en las muestras
de CC y LN del mismo animal, asi como se observé en otro estudio similar (Vigo et al.,
2006) en nuestra region. Se comprobd que las serovariedades especificas del
hospedador persisten mas en los nodulos linfaticos, de importancia para su difusion
sistémica (Paulin et al., 2002). Sin embargo en el estudio realizado, las serovariedades
identificadas no son especie especificas del cerdo. Esta especie animal puede infectarse
por un amplio espectro de serovariedades ya sea en la granja (Parada, 2014, De Busser
et al.,2013), o en el frigorifico (Vigo et al., 2006; Ibar et al., 2009) y estas varian segun
region o pais (Letellier er al., 1999; Swaneburg et al., 2001) manteniendo su
dominancia por afios o emergiendo/re-emergiendo a lo largo del tiempo (Molla et al.,

2006).
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4.3 SENSIBILIDAD Y RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE SALMONELLA

EN GRANJAS Y FRIGORIFICOS

La emergencia de la resistencia a los ATM se ha convertido en un problema en todo el
mundo. La mala utilizaciéon de antimicrobianos en medicina humana y veterinaria es

una condicion para la emergencia y el desarrollo de resistencias. (Errecalde, 2004).

Asi como en medicina humana los ATM son usados principalmente en forma
terapéutica y solo ocasionalmente profilacticamente (Usera et al., 2002), en medicina
veterinaria los ATM son usados en forma terapéutica, profilactica, metafilactica y como
promotores de crecimiento (Oliveira et al., 2002). En las granjas estudiadas, uno de los
ATM mas utilizados en las categorias M6 y M8 fue la TET, y en la etapa M4 fue la
AMX. En concordancia con los resultados obtenidos del estudio de sensibilidad
antimicrobiana in vitro de Salmonella provenientes de granjas, se observd resistencia a
AMP-TET para S. Typhimurium y a TET para S. Agona. Asimismo, en EEUU se
observo la resistencia de S. Typhimurium a AMP y TET, en cepas aisladas de dos
granjas con sistema “todo adentro y todo afuera”, pero con diferentes patrones de
resistencia AMP-CMP-S-SU-TET y AMP-KAN-S-SU-TET (Gebreyes et al., 2002).
Ademas en casos clinicos de cerdos también se observaron altos porcentajes de

resistencia a TET y AMP (Dorothy et al., 1971).

En frigorificos, el porcentaje de cepas de Salmonella resistentes al menos a un ATM fue

del 27%. Las cepas MDR, a 4 y 6 ATM representaron el 24% del total de los
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aislamientos. En otros paises, en cerdos de faena se observaron diferencias en el

porcentaje de cepas de Salmonella MDR y el nimero de ATM al que fueron resistentes.

Los registros de la bibliografia muestran que en Canada hubo resistencia hasta 4 ATM y
44% de cepas MDR (Mainer-Jaime et al., 2008); en paises limitrofes como en Brasil se
reporto resistencia hasta 6 ATM y 43% de MDR (Kich et al., 2011) y en Chile hasta 7
ATM y 16% de MDR (Junod et al., 2013) y 27% de MDR (Castagna et al., 2001); en
paises mas lejanos como Vietnam se encontr6 resistencia a 7 o0 mas ATM y 31% de
MDR (VoAnTT et al., 2010) y en Etiopia hasta 8 ATM y 73% de MDR (Molla et al.,

2006).

En cuanto al comportamiento de las cepas de Salmonella aisladas a cada uno de los
ATM probados, el de mayor registro fue TET con 26% siguiendo en orden decreciente
CMP (24%), S (24%), TMS (22%), AMP (19%), NIT (3%) y NAL (3%). Asimismo, la
resistencia de Salmonella a TET, CMP, S y AMP en cerdos se reportd en numerosos
trabajos de otros paises tales como EEUU (Farrington et al., 2001; Gebreyes et al.,
2004; USDA, 2009), Canada (Mainer-Jaime et al., 2008), Espana (Borge et al., 2010;
Agustin et al., 2005; Usera et al., 2002), Brasil (Kich et al., 2011), Vietnam (Huong et
al., 2010), Chile (Castagna et al., 2001; Junod et al., 2013) y Etiopia (Molla et al.,

2006).

Nuestros porcentajes fueron bajos comparados con los reportados por el monitoreo de
resistencia antimicrobiana de USDA-NAHMS realizado en EEUU en los afios 1995,

2000 y 2006 (USDA, 2009) a saber TET (79%), S (53%), AMP (39%) y CMP (33%).
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Sin embargo, en nuestro estudio TMS (22%) presentd un porcentaje mas alto que en el
informe de monitoreo de EEUU (8%) (USDA, 2009). Por otro lado, otros autores
concordaron en la resistencia a TMS (Mainer-Jaime et al., 2008; Michael et al., 2006;
Junod et al., 2013; Huong et al., 2010). En Brasil, se observo también resistencia a
TET-CMP (Michael et al., 2006; Michael et al., 2008), y en otro trabajo se reportaron
porcentajes similares al estudio de EEUU mencionado anteriormente, en TET, AMP y
TMS, pero los porcentajes de S fueron menores (35%) y hubo elevada resistencia a los
aminoglucoésidos tales como KAN (41%) y GEN (39%) (Kich et al., 2011), en contraste
con nuestros aislamientos que fueron sensibles a todos los aminoglucosidos probados

(GEN y AKN).

La resistencia a NIT fue baja pero se observd un alto porcentaje de cepas con
sensibilidad intermedia. Este ATM es utilizado para infecciones urinarias humanas,
indicando el alerta de la emergencia de resistencia a NIT. Unicamente se hallaron datos
de uso de NIT en un estudio de Etiopia en cerdos de faena con un alto porcentaje de

resistencia (Molla ef al., 2006).

Una de las particularidades encontradas, fue la presencia de resistencia a NAL en el 3%
de las cepas pero ausencia de resistencia a fluoroquinolonas (FQ). Asimismo, otros
autores en Chile, Brasil y Vietnam concordaron con bajo porcentaje de resistencia a
NAL (Castagna et al., 2001; Kich et al., 2011; VoAnTT et al., 2010), mientras que en
EEUU no hallaron resistencia a NAL ni tampoco a CIP (USDA, 2009). La utilizacién
del NAL en las pruebas de sensibilidad antimicrobiana de laboratorio en Sal/monella

predice la futura resistencia a FQ. Asi pues, es importante esta prediccion, ya que segin
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la CLSI, las cepas de Salmonella sensibles a las FQ y resistentes a NAL podrian estar
asociadas con fracaso clinico o retraso en la respuesta al tratamiento con FQ en

pacientes humanos con salmonelosis extraintestinal (CLSI, 2013).

No se hall6 resistencia a las cefalosporinas de primera y tercera generacion, CEF y CTX
respectivamente, resultados que difieren con los de Italia, donde se reporto resistencia a

CAZ y CTX (Gradassi et al., 2010).

Los ATM probados en la bibliografia consultada fueron en muchos casos diferentes a
los probados en este estudio, y por lo tanto a muchos de los patrones de resistencia que
obtuvieron. Por esta razon si bien la multirresistencia no se pudo correlacionar, hubo

coincidencias con los resultados de algunos ATM en particular.

Si correlacionamos las serovariedades halladas con el comportamiento a los ATM, las
serovariedades implicadas con multirresistencia a 4 o mas clases de ATM fueron S.
Typhimurium, S. Derby, S. Heidelberg y S. Orion. Estas serovariedades, excepto S.
Orion, han sido reportadas como MDR por otros autores (Ahmed et al., 2009; Agustin
et al., 2005; Gebreyes et al., 2002; Usera et al., 2002; Huong et al., 2010; Foley y

Lynne, 2008; Erdman ef al., 2003; Junod ef al., 2013).

Salmonella Typhimurium, fue aislada de LN y CC de cerdos de faena provenientes de 3

granjas distintas. Todas las cepas fueron resistentes a TET y MDR a 5 y/o 6 ATM.

131



Tesis Doctoral M. V. Mariela Ibar | 2017

Asimismo, en muchos paises, S. Typhimurium se reporta como una de las
serovariedades MDR mas prevalentes. Asi lo informan los registros de EEUU (Erdman
et al., 2003; Gebreyes et al., 2002), Espana (Agustin et al., 2005; Usera et al., 2002;
Borge et al., 2010), Brasil (Kich et al., 2011), Chile (Junod et al., 2013) y Vietnam
(Huong et al., 2010). Los aislamientos de S. Typhimurium de frigorifico presentaron 4
patrones de resistencia diferentes: TET, TET-S, TET-S-NAL-CMP-TMS-NIT y TET-S-
NAL-CMP-TMS, las cepas que tuvieron este Ultimo patron presentaron sensibilidad
intermedia a NIT. Como se puede observar en los patrones obtenidos, en las cepas de S.
Typhimurium aisladas de cerdos de faena no hubo resistencia a AMP. Sin embargo, en
EEUU, en cerdos de faena S. Typhimurium present6 3 patrones diferentes de resistencia

y en todos estuvo involucrada la AMP (Erdman et al., 2003).

En aislamientos de S. Typhimurium MDR existe un patron de pentarresistencia definido
AMP-CMP-S-SU-TET asociado al fagotipo DT 104 (Gebreyes ef al., 2002), el cual es
considerado como el mayor agente causal de salmonelosis en humanos y animales a
nivel mundial (Ahmed et al., 2009; Agustin ef al., 2005; Gebreyes et al., 2002; Usera et
al., 2002). Salmonella Typhimurium DT 104 MDR fue identificada inicialmente en
Reino Unido (Threlfall et al., 1994) y en diversas partes del mundo (Ahmed et al.,
2009; Agustin et al., 2005; Gebreyes et al., 2002; Usera et al., 2002), de varias especies
animales, mascotas (Wall ef al., 1996; Wells et al., 2001) y productos alimenticios de
origen animal (White et al., 2001). Este patron de resistencia no fue hallado entre las
cepas de S. Typhimurium de granjas y frigorificos. Cabe destacar que se ha ampliado el
patron de resistencia de S. Typhimurium DT 104, y se encontrd esta cepa con resistencia

a TRIy CIP (Threlfall ef al., 1997).
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Comparando con datos reportados en nuestro pais, hay registros de S. Typhimurium en
cerdos de faena, con multirresistencia de 4 a 6 ATM expresando diferentes patrones de
resistencia en (AKN-S-TET-NAL-COL-CMP, AMP-GEN-S-NAL-CMP y S-NAL-

CMP-NIT) (Vigo et al., 2006).

Salmonella Heidelberg, fue una de las serovariedades prevalentes aisladas en este

trabajo a partir LN y CC de cerdos de faena provenientes de la misma granja. EEUU y
Canada son dos paises en los cuales S. Heidelberg es una de las 5 serovariedades mas
asociadas con salmonelosis en humanos y de las mds comiunmente aisladas en cerdos
(Foley y Lynne, 2008). En cambio, en paises Europeos no se reporta con frecuencia esta
serovariedad (Andrysiak et al., 2008). Todas las cepas de S. Heidelberg de este estudio
presentaron un perfil de MDR con un patrén que abarc6é a 5 ATM, a saber AMP-TET-
S-CMP-TMS. Otros autores también observaron multirresistencia en S. Heidelberg. En
EEUU, se encontraron 4 patrones de resistencia diferentes en S. Heidelberg MDR que
no se asemejan a los nuestros (Erdman et al., 2003); en otros trabajos de este pais,
presentd 14 patrones de resistencia diferentes, uno de los mas prevalentes fue CMP-
TET-TIO-FOX-AMP-AMC-GEN-KAN-S-SU-TMS (Lynne et al., 2009). Este patron
reportado por Lynne et al., fue el mas similar al nuestro ya que presento resistencia a los
mismos 5 ATM que nuestras cepas pero en contraste fueron resistentes a GEN y a otros
ATM que no fueron probados en nuestro estudio. En carne de cerdo se detectd
resistencia de S. Heidelberg a TET y SU (Zhao et al., 2008). En Canad4, en cepas
aisladas de casos clinicos de cerdos S. Heidelberg fue MDR presentando el patron

AMP-AMC-CEF-FOX-TIO (Andrysiak et al., 2008).
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Salmonella Derby fue una de las serovariedades que se aislé de cerdos de faena

provenientes de 5 granjas diferentes y se encontrd en los 4 frigorificos de este estudio.
Salmonella Derby present6 2 patrones de resistencia, el primero solo a la AMP y el
segundo a 4 ATM clasificandola como una serovariedad MDR con un patrén definido
AMP-TET-S-CMP. En Canad4, S. Derby fue la serovariedad MDR maés prevalente en
cerdos de faena con dos patrones similares AMP-TET-S-CMP y AMP-TET-S-CMP-
TMS; otras serovariedades resistentes fueron S. California, S. Agona, S.
Schwarzengrund, S. Enteritidis y S. Give (Mainer-Jaime et al., 2008). En Chile, se
destaco S. Derby con un patron de resistencia diferente TMS-TET-CEF y fue una de las
serovariedades con madas cantidad de aislamientos resistentes (Junod et al., 2013).
Asimismo, en Vietnam, S. Derby fue la serovariedad MDR mas prevalente en cerdos

(Huong et al., 2010).

Salmonella Orion fue aislada de CC de cerdos provenientes de la misma granja y

presentaron el mismo patron de resistencia TET-S-CMP-TMS, demostrando ser MDR.
Solo se encontrd un reporte en EEUU de S. Orion en cerdos, pollos y gansos, pero no

hubo aislamientos MDR (Pocurull ef al., 1971).

No hubo aislamientos de S. Bredeney resistentes pero se aislé una cepa con sensibilidad
intermedia a CEF y AMP. En Brasil, en cambio se aislaron S. Bredeney MDR,

presentando resistencia a SU, TET, CMP, S, KAN y/o AMP (Michael et al., 2008).
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Salmonella Agona presento resistencia a TET en cerdos de la etapa M6 de granja pero
las cepas de frigorifico fueron sensibles a todos los ATM probados. En Brasil, se

encontraron cepas de S. Agona resistentes a TET, CMP y TMS (Michael et al., 2006).

En nuestro pais se reportaron otras serovariedades, distintas a las encontradas en nuestro
estudio, Salmonella (3,10:¢,h:-), S. Muenster y S. Bovismorbificans, aisladas en una
granja con infeccion subclinica, las cuales, en concordancia, presentaron resistencia a

TET, NIT, NAL y CMP (Vigo et al., 2009).

Por los resultados obtenidos, hemos encontrado una correlacion entre los ATM mas
utilizados en las granjas, TET y AMP, y los altos porcentajes de resistencia a estos dos
ATM. Asimismo, otros autores, destacan una correlacion entre los porcentajes de
resistencia observados a los ATM de uso corriente en medicina veterinaria y en la
explotacion porcina (Molla et al., 2006). El uso de FFC en las granjas explicaria el alto
porcentaje de resistencia a CMP. El uso de las FQ, favoreceria la emergencia de la
resistencia a estos ATM, la cual podemos detectar tempranamente con la prueba de
sensibilidad al NAL. No se han detectado resistencia a los aminoglucésidos, GEN y
AKN, pero tampoco obtuvimos registros de su utilizacion en los establecimientos
involucrados en este estudio, s6lo se observd en una granja el uso de NEO, pero el
mismo no fue probado en nuestra investigacion. Lo mismo ocurre con otros ATM
utilizados en las granjas, como TIL, LIN, CAR, AIV, ESP, que no se han probado en la
pruebas de sensibilidad de nuestro estudio y por lo tanto no sabemos si hay o no

resistencia. La FOS fue usada en una granja pero no encontramos cepas de Sal/monella
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resistentes a este ATM. La PEN, un ATM comtUnmente utilizado en las granjas no se

probd en las cepas de Salmonella porque no corresponde para bacterias Gram-negativas.

Seguramente se podria entender mejor los resultados obtenidos si la informacion
brindada por las granjas hubiera sido méas completa, mas aun por el modo de uso de los
ATM, el cual muchas veces se usa de forma profilactica y los tiempos de exposicion a

los ATM son continuos hasta el momento de la venta, para evitar pérdidas economicas.

Los resultados de este estudio con respecto a la resistencia ATM, tiene importantes
implicancias para la Salud Publica. Uno de los mas relevantes es el aislamiento de S.
Typhimurium y S. Heidelberg MDR en cerdos faenados, las cuales son serovariedades
que ocasionan frecuentes brotes de salmonelosis en humanos (Caffer ef al., 2007). Estos
datos marcan la magnitud del problema planteado y demuestran la necesidad de
instrumentar nuevas estrategias en el manejo de los ATM tanto para la salud humana

como veterinaria, dentro del concepto holistico de “Una Salud”.

Comprobamos que existen multiples serovariedades de Salmonella circulando
principalmente en los cerdos de faena de nuestra region, con altos porcentajes de
resistencia y multirresistencia a los ATM de uso comun en medicina veterinaria y
humana, las cuales son una potencial fuente de infeccion de infecciones de salmonelosis

resistentes y MDR en humanos en nuestro pais.
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4.4 RELACION GENETICA ENTRE LOS PERFILES GENETICOS DE LAS
CEPAS DE SALMONELLA DE GRANJAS Y FRIGORIFICOS Y LOS
SUBTIPOS GENETICOS DE SALMONELLA DE ORIGEN HUMANO Y DE

OTROS ORIGENES HALLADOS EN LA BASE DE DATOS NACIONAL (BDN)

El estudio de los perfiles genéticos o pulsotipos por PFGE-Xbal permiti6 identificar una
gran diversidad de subtipos genéticos entre las serovariedades de Sal/monella analizadas.
En total se obtuvieron 30 perfiles genéticos diferentes entre los 101 aislamientos de
Salmonella de granjas y frigorificos. En granjas, los subtipos genéticos de S.
Typhimurium que circularon en la etapa M6 difirieron de aquellos en cerdos de MS,
coincidiendo con otros autores que encontraron en esas categorias distintos subtipos
genéticos, en su caso, de otra serovariedad, S. Schwarzengrund, sugiriendo diferentes

fuentes de infeccion (Parada et al., 2013).

Las cepas de Salmonella aisladas de cerdos en frigorificos presentaron mayor
variabilidad de pulsotipos que los hallados en granjas, posiblemente debido a que las
contraen principalmente en los corrales de espera antes de la faena. Alli el hacinamiento
de animales provenientes de diferentes granjas los expone al medio contaminado con
MF que sumado al tiempo de espera y a la alta capacidad de sobrevivencia de
Salmonella en el ambiente, contribuye al contacto e infeccion. Esta hipotesis la
corroboran otros autores que encontraron una gran variabilidad de pulsotipos de
Salmonella a partir de muestras de los corrales de espera coincidiendo posiblemente a la
persistencia de cepas excretadas por numerosos cerdos a través del tiempo en ese lugar
(Kich et al., 2011). Ademas, el transporte y el tiempo de espera en los corrales

favorecerian que en un mismo animal, Salmonella alcance los nddulos linfaticos
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profundos por la via linfatica. Esto se ha corroborado fehacientemente aislando la
misma serovariedad con idéntico perfil genético de Salmonella en CC y LN (Kich et al.,

2011; Hurd et al., 2001).

De este modo los animales que provinieron de granjas con una baja prevalencia de
Salmonella o libres de ella, pueden, por el mecanismo antes descripto, ser portadores y
convertirse en una amenaza a la higiene de los alimentos, ya que llegarian al sacrificio
con bacterias en su organismo. Otros autores asumen que las serovariedades de
Salmonella y los genotipos detectables en MF son representativos de los presentes en
noddulos linfaticos de los cerdos en la granja de origen (Erdman et al., 2003; Wood et

al., 1989).

El andlisis por PFGE-Xbal de los aislamientos permitidé conocer los subtipos genéticos
de cada serovariedad de Salmonella aislada en granjas y frigorificos. La identificacion
de la serovariedad y el subtipo genético permitid correlacionar estos datos con otras
variables, tales como el origen de la muestra (granja y/o frigorifico), el tipo de muestra
(MF/CC/LN) y el patron de RA, y asi poder inferir si las cepas aisladas tendrian o no la

misma fuente de infeccion.

Por otro lado, existe una Base de Datos Nacional (BDN) de Subtipos Genéticos de
Salmonella, donde se registran los perfiles de PFGE de aislamientos asociados a
salmonelosis en humanos. La comparacion de los perfiles genéticos obtenidos de
Salmonella enterica aisladas en cerdos por PFGE-Xbal permitio6 identificar los subtipos

de una misma serovariedad que circulan en ambas especies.
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Salmonella Typhimurium, es la serovariedad que se destaca por ser la mas importante

en salmonelosis no tifoidea en humanos en nuestro pais y en el mundo sumado a la
particularidad de la multirresistencia a ATM que presentan algunos aislamientos de este
serotipo. En la BDN, S. Typhimurium posee perfiles genéticos de 1.611 aislamientos
recuperados de: humanos (1.343), animales (152), alimentos (69), medio ambiente (12)

y otros (35), y cuenta con 427 pulsotipos diferentes.

Es evidente la diversidad genética que presenta S. Typhimurium, como lo muestran los
datos de la BDN y por lo observado en nuestro estudio, donde de 11 aislamientos de

granjas y frigorificos se identificaron 9 perfiles genéticos diferentes.

En la granja G10 (San Andrés de Giles) se encontraron 4 perfiles genéticos diferentes de
S. Typhimurium, que correspondieron a 5 cepas aisladas de las etapas M4, M6 y M8.
Un cluster agrupd a 2 cepas de las etapas M4 y M8, mientras que los otros 3 perfiles
genéticos pertenecieron a M6. Sin embargo, en Argentina, Parada et al. identificaron un
solo clon de S. Typhimurium en granja (Parada, 2014). Las dos cepas de S.
Typhimurium seleccionadas por presentar el mismo pulsotipo por PFGE-Xbal y
provenir de diferentes categorias M4 y M8 en la misma granja (G10), tuvieron el mismo
perfil genético por PFGE-BInl, clasificindose como indistinguibles segin Tenover
(Tenover et al., 1995) y sugiriendo la posible infeccion de los animales de distintos
grupos a partir de una misma fuente de infeccion.

En el frigorifico B se obtuvieron cepas de S. Typhimurium de 3 granjas distintas y
tuvieron perfiles genéticos diferentes entre si y con respecto a los observados en los
aislamientos de granja. Por lo tanto, podriamos inferir que tanto en granjas y frigorificos

los animales adquirieron S. Typhimurium de distintas fuentes.
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Del analisis de las cepas de S. Typhimurium de nuestro estudio con las cepas de casos
humanos registrados en la BDN se encontr6 una cepa de S. Typhimurium aislada de LN
de cerdos provenientes de G5 (Chacabuco) resistente a TET y S, con el mismo patrén
genético (ARJPXX01.0202) que 20 aislamientos de origen humano que se aislaron
mayormente de casos de gastroenteritis y de un caso de septicemia entre los afios 2008 y
2014 en diferentes provincias de la Argentina. Asi pues, segin lo registrado podemos
interpretar que este patron genético de S. Typhimurium circulaba en cerdos en el afio
2007 y lo hizo posteriormente en humanos. En concordancia con otros estudios de
nuestro pais, se observo un alto porcentaje de aislamientos de S. Typhimurium con el
mismo perfil genético que el existente en aislamientos de casos de salmonelosis en
humanos registrados en la BDN, indicando una relacion estrecha entre las poblaciones

de esta serovariedad que circulan en cerdos con las aisladas en humanos (Parada, 2014).

Se destaca la gran distribucion a lo largo del pais de este patron de S. Typhimurium, lo
que indica un patrén con alta capacidad de diseminacioén y de permanencia, identificado
en un cerdo portador asintomatico en nuestro estudio y en numerosos casos de
salmonelosis en humanos; indicando posiblemente que puede ser transmitido a humanos

por distintos alimentos a lo largo del tiempo.

El patron genético (ARJPXX01.0177) de la cepa de S. Typhimurium aislada de LN de
un cerdo proveniente de G9 (Henderson) coincidi6 con el de una cepa aislada de MF de
un caso de gastroenteritis en humano en Capital Federal, ambas fueron aisladas en el
afio 2007, demostrando que este patron estd circulando en cerdos y humanos en Buenos
Aires. Este patron estuvo altamente relacionado genéticamente (Coef. Dice 95%) con

una cepa de S. Typhimurium que produjo un brote de salmonelosis en Tucuméan (2006).
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El patron genético (ARJPXX01.0211) se identifico en 3 cepas de S. Typhimurium
aislada de MF de cerdos de G10, en 2 brotes de S. Typhimurium, uno producido en Rio
Negro (2009) y el otro en Neuquen (2011) y en 2 muestras de alimento (no
especificado) remitidas de Neuquen (2012). El patron genético (ARJPXX01.0265) de la
cepa de S. Typhimurium aislada de CC de G3, presenta gran similitud (Coef. Dice 95%)

con un patron presente en varios brotes.

Podemos concluir, por los resultados obtenidos, que esta serovariedad tiene una extensa
variabilidad genética, gran capacidad para adquirir resistencia a los ATM y que existen
varios subtipos de S. Typhimurium circulando tanto en cerdos como asociados a

infecciones en humanos en Argentina.

La serovariedad S. Agona, tiene registrado en la BDN 44 aislamientos, correspondientes

a humanos (33), animales (7) y alimentos (4), con 23 perfiles genéticos diferentes.

Entre los aislamientos de S. Agona analizados, se encontrd un cluster que agrupo el
aislamiento obtenido en la granja G9 y dos aislamientos de LN de diferentes cerdos
provenientes de esa misma granja en el frigorifico, lo cual sugeriria que los cerdos de
faena que provenian de la granja G9 eran portadores de S. Agona desde la granja de
origen. Sin embargo, la cepa de S. Agona de granja fue resistente a TET y las cepas de
S. Agona de frigorifico fueron sensibles a todos los ATM probados, probablemente
debido a que las cepas de granja adquirieron la RA por algin mecanismo de
transferencia horizontal; y a través del tiempo las cepas aisladas en frigorificos la
perdieron. La técnica de PFGE-BInl confirm6 que el aislamiento de granja y el de

frigorifico seleccionados del cluster, eran indistinguibles.
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Comparando los aislamientos de S. Agona de origen humano de la BDN con las cepas
de nuestro estudio, se encontrd el mismo perfil genético (ARJABX01.0001) en una cepa
de granja (G6), 2 cepas en cerdos de faena provenientes de la misma granja G6 y 11
cepas de S. Agona de origen humano, 8 correspondientes a casos de gastroenteritis
registrados en Neuquén (2015), Cérdoba (2010), Viedma (2005), Guaymallen (2005),
La Rioja (n=2) (2005), Azul (2008) y Capital Federal (2005); y las otras 3 cepas
aisladas de tumoraciones, dermatitis y osteitis en la provincia de Cérdoba. Asimismo,
en la BDN se observa que en el afio 2005 S. Agona se aislo de 2 chorizos de cerdos, uno
en CABA que presentd el mismo patrén que el nuestro y otro en La Plata con un patron

diferente.

Es interesante destacar que el mismo afio se aislo S. Agona de harina de soja en Santa
Fe (2005), subproducto utilizado en la alimentacion de los cerdos, aunque el subtipo
genético fue diferente. Y en el ano 2009 se volvid a aislar S. Agona de soja en Santa Fe

diferente a los anteriores asigndndole un nuevo patron.

Concluimos que S. Agona se encontrd en todos los eslabones del sistema de produccion
porcina, alimento para cerdos, cerdos de granja, cerdos de faena y finalmente llego a los
consumidores. Los resultados de este estudio confirman que el mismo subtipo genético
de S. Agona esta circulando tanto en cerdos como asociado a infecciones en humanos en

nuestro pais.

Salmonella Seftenberg, es una importante serovariedad relacionada al alimento que

consumen los cerdos (Kich et al, 2011). En la BDN hay 11 aislamientos de S.

Seftenberg, de los cuales 5 son de animales, 3 de alimentos (arroz, comida de ave y
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harina de soja), 2 de medio ambiente y uno sélo de humano, con 10 perfiles diferentes.
En nuestro estudio se aislaron dos cepas de S. Seftenberg en la granja G7 y en cerdos
faenados provenientes de la misma granja en el frigorifico A, ambas cepas presentaron
perfiles genéticos diferentes, pero difirieron solo en 3 bandas. Por lo tanto, podemos
inferir que la cepa aislada en frigorifico probablemente provino de la granja, aunque no
sea el mismo subtipo genético, porque las cepas estdn estrechamente relacionadas
genéticamente. En la BDN no hubo patrones genéticos iguales a los encontrados en
nuestro estudio, pero se observa una gran variabilidad genética entre los aislamientos de
diferentes origenes. Solo se reporta una cepa de S. Seftenberg de origen humano aislada

de un caso de gastroenteritis en CABA (2007).

A pesar que todos los subtipos genéticos de los aislamientos de la BDN son diferentes,
podemos inferir que S. Seftenberg esta asociada al sistema de produccidn porcina, pues
se aislo de harina de soja y de cerdos de granja y frigorifico. Pero por lo menos hasta el

momento, no se destaca esta serovariedad en infecciones en humanos a gran escala.

La serovariedad que presentd mayor cantidad de aislamientos en frigorificos fue S.

Schwarzengrund. En la BDN tiene predominio de aislamientos de origen porcino (30),

le siguen en orden decreciente humanos (7), medio ambiente (4), alimentos (2) y pollo
(1), con un total de 11 patrones genéticos diferentes. En S. Schwarzengrund se identifico
un cluster (ARJIM6X01.0006) que abarcd 26 cepas aisladas en cerdos faenados de 3
granjas distintas (G1, G4 y G8) y en 2 frigorificos (A y D), lo que fortalece la hipotesis
de una fuente de infeccion en comin que puede estar relacionada al transporte o los

corrales de espera en el frigorifico.
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Tres aislamientos de S. Schwarzengrund seleccionados para el PFGE-B/nl presentaron
el mismo perfil genético en aislamientos de cerdos de faena provenientes de 3 granjas
distintas y de distintos frigorificos G8 (D), G4 (D) y G1 (A). La otra cepa de G1 mostro
un perfil altamente relacionado, con solo dos bandas diferentes, demostrando su

relacion genética.

En los cerdos faenados de G4, debido al alto nimero de aislamientos pertenecientes al
mismo cluster, podemos decir que se produjo amplia diseminacion de S.
Schwarzengrund en el frigorifico D. No hubo coincidencia con los perfiles genéticos de
origen humano de la BDN, pero se ha reportado esta serovariedad en 5 casos de
gastroenteritis en humanos en Salta (n=3) (2005) y Coérdoba (n=2) (2012); asimismo se
aislé de un absceso en CABA (2014) y de un caso de septicemia en Tucuman (2015).
Salmonella Schwarzengrund también se aislo de la MF de un pollo y en 4 muestras de
medio ambiente relacionadas a los pollos. En otro estudio de nuestro pais, se
identificaron 2 subtipos genéticos de S. Schwarzengrund en cerdos de faena de la
provincia de San Luis (2007-2008) (Parada et al., 2013); pero no coinciden con los
nuestros. En la BDN, so6lo hay informacion de uno de los 2 aislamientos procedentes de
alimentos, que pertenecié a un alimento derivado del pollo. Podemos concluir que S.
Schwarzengrund esta asociada a cerdos, pollos y puede causar diversas afecciones en

humanos.

Una de las serovariedades MDR de nuestro estudio, S. Heidelberg, presenta en la BDN
un total de 78 aislamientos, correspondiendo a humanos (30), cerdos (15), animales
(26), alimentos (5) y medio ambiente (2), con 26 patrones genéticos diferentes. En S.

Heidelberg se identificd un cluster (ARJF6X01.0005) de 15 cepas aisladas de CC y/o
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LN en el frigorifico A provenientes de la misma granja (G1), con el mismo patron de
resistencia antimicrobiana, AMP-TET-S-CMP-TMS, indicando probablemente una
misma fuente de infeccion, relacionada al frigorifico. La seleccion de 3 cepas de S.
Heidelberg de animales diferentes y diferente tipo de muestra para PFGE-B/nl confirmé
que todos tenian el mismo perfil genético. Por lo tanto, podemos suponer, por el alto
numero de aislamientos y la identificacion de un cluster, que este subtipo de S.

Heidelberg se diseminé e infect6 a los animales del frigorifico A.

En cuanto a la diversidad genética de S. Heidelberg hay opiniones encontradas.
Mientras en Canada consideran que tiene una diversidad genética limitada a nivel
cromosomal (Andrysiak et al., 2008), en EEUU se demostré una amplia variedad
genética, avalada por el hallazgo de 30 patrones diferentes por PGFE en 58 cepas
aisladas de S. Heildelbeg de origen animal (Lynne et al., 2009). Nuestros resultados
concuerdan con estos autores ya que ninguno de los pulsotipos de aislamientos de S.
Heidelberg de distintos origenes almacenados en la BDN coincidié con el patron
genético de nuestro estudio. En el ano 2004, S. Heidelberg produjo un brote en un
evento que afect6 a 83 personas por el consumo de un alimento en CABA (Caffer et al.,
2007); y en la BDN se observan 5 cepas de S. Heidelberg aisladas de alimentos (tipo no
especificados) en CABA (n=1) (2008) y en La Plata (n=4) (2014). Por lo tanto,
podemos decir que S. Heidelberg es una serovariedad con una importante variabilidad
genética que se puede encontrar en multiples sitios, pero que es prevalente en cerdos y

esta asociada a infecciones en humanos con capacidad de producir brotes.

Otra serovariedad que caus6 brotes de salmonelosis en humanos en nuestro pais fue S.

Newport. La misma, posee 391 aislamientos en la BDN, de los cuales corresponden a
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humanos (333), alimentos (32), animales (24) y medio ambiente (2), con mas de 65
perfiles genéticos diferentes. Las cepas de S. Newport y de S. subsp. I (6,8:¢,h:-)
presentaron el mismo perfil genético (ARJJPX01.0065), formando parte del mismo
cluster. Salmonella subsp. 1 (6,8:¢,h:-) presenta una formula similar a S. Newport
(6,8:¢,h:1,2), excepto que no presenta la expresion de la segunda fase flagelar. Asi, se
determino que S. subsp. I (6,8:¢,h:-) es una cepa de S. Newport monofasica. Todas las
cepas de este cluster fueron aisladas en el frigorifico B provenientes de la misma granja
G2. Por el gran nimero de aislamientos podemos ver que hubo una gran diseminacion
de salmonelosis por S. subsp. I (6,8:e,h:-) y S. Newport en el frigorifico B y la fuente de

infeccion probablemente esté relacionada al frigorifico y/o transporte.

Se confirm6 que S. Newport y S. subsp. I (6,8:e,h:-) presentan el mismo perfil genético
por PFGE-BInl seleccionando 2 cepas de cada una aisladas en frigorifico de la misma

granja (G2), de animales diferentes y diferente tipo de muestra CC y LN.

El patron genético obtenido en S. Newport y S. subsp. I (6,8:e,h:-), coincidié con el
patron genético de 68 aislamientos de origen humano aislados entre los afios 2001 y
2014 de casos de gastroenteritis, excepto una cepa que fue aislada de infeccion urinaria,
provenientes de distintas provincias de Argentina. Se observo amplia distribucion
geografica y diseminacién en la especie humana y porcina de este patron genético de S.
Newport. Asi como, su virulencia por la cantidad de casos de salmonelosis en humanos
y su capacidad de producir infecciones en un gran nimero de animales como se observo
en el frigorifico B, donde los cerdos provenientes de G2 se infectaron con S. Newport y

S. subsp. 1(6,8:¢,h:-).
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Por otro lado, S. Bredeney, posee escasas cepas en la BDN (18), con 6 perfiles genéticos
diferentes, correspondiendo a cerdos (8), pollos (6), alimentos (2), humano (1) y otro
(1). Entre las cepas de S. Bredeney de nuestro estudio, se identifico un cluster que
correspondid a 7 cepas aisladas de CC y/o LN en el frigorifico C de cerdos de la misma
granja G6. Todos, excepto uno de los aislamientos que presentd sensibilidad intermedia
a AMP y CEF, fueron sensibles a todos los ATM probados. Los 2 aislamientos
seleccionados del cluster de animales diferentes y diferente tipo de muestra CC y LN,
por PFGE-BInl presentaron el mismo perfil genético. Por el nimero de aislamientos y
por tratarse de un cluster, podemos decir que hubo una diseminacion de salmonelosis
por S. Bredeney en el frigorifico C y que la fuente de infeccion puede estar relacionada
al frigorifico y/o al transporte. Otros autores confirmaron que S. Bredeney se aislo
frecuentemente de los camiones de transporte (Magistrali ef al., 2008). Segiin la BDN,
un aislamiento de S. Bredeney de origen humano de una puncion de absceso aislada en
el ano 2012 y un aislamiento de origen porcino aislado en San Luis, presentaron el
mismo perfil genético que el cluster de S. Bredeney de nuestro estudio. Diferentes
subtipos genéticos de S. Bredeney se encontraron en 6 cepas de pollos en Buenos Aires

(2007) y 2 alimentos derivados del pollo en Entre Rios (2007).

Otra de las serovaridades reportadas como MDR maés prevalente, S. Derby, demostré en
este estudio su capacidad para adquirir resistencia a los ATM. En la BDN, S. Derby
posee 38 aislamientos, de los cuales se encontraron 20 perfiles diferentes,
correspondientes a humanos (14), cerdos (18), pollos (1), alimentos derivados de cerdo
(2), alimentos derivados de pollo (2) y de fiambre bondiola (1). Segin los perfiles
genéticos analizados por PGFE-Xbal, en S. Derby se identifico un cluster

(ARJDPXO01.0006) que abarco 3 cepas aisladas en el frigorifico C que provenian de la
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misma granja G6. Los dos aislamientos de S. Derby seleccionados del cluster,
provenientes de animales diferentes y de diferente tipo de muestra CC y LN, por PFGE-
Binl presentaron el mismo perfil genético. Este subtipo genético es nuevo en la BDN,

pues no se encontro en otros aislamientos de origen humano, alimentos ni animales.

Los otros aislamientos de S. Derby, que se aislaron en diferentes frigorificos y
pertenecian a distintas granjas, a saber, en el frigorifico A (G7), en el B (G2) yenel D
(G8 'y @G9), presentaron perfiles genéticos diferentes (ARJDPX01.0009),
(ARJDPXO01.0005), (ARJDPX01.0007) y (ARJDPX01.0008) respectivamente. Se
puede observar en esta serovariedad gran variabilidad genética, la cual ha sido

confirmada por otros estudios (Hauser et al., 2011; Parada, 2014).

El perfil genético de S. Derby (ARJDPX01.0005) fue aislado de CC de cerdos
provenientes de G2 (Salto) en nuestro estudio y en dos cepas aisladas de casos clinicos
humanos, uno de infeccidn urinaria en Cérdoba (2012) y el otro de gastroenteritis en La
Pampa (2013). Asimismo, este perfil genético coincidid con una cepa de S. Derby
aislada de fiambre bondiola en Cordoba (2011) y con una cepa aislada de MF de cerdo
en Buenos Aires (2011). Si bien, estos aislamientos se han hallado en diferentes lugares
y no existe una relacién conocida entre ellos, el poseer el mismo perfil genético, permite
suponer que S. Derby sea responsable de infecciones cruzadas entre cerdos y humanos
en nuestro pais. Asi como lo comprobaron en Alemania, al encontrar el mismo clon de

S. Derby en cerdos, carne de cerdo y humanos de su pais (Hauser ef al., 2011).

Los restantes subtipos genéticos de S. Derby de este estudio no presentaron el mismo

perfil genético que los de origen humano, de alimentos ni de cepas de origen porcinos
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descriptos en la BDN. Por otra parte, de los 5 aislamientos de origen alimenticio en la
BDN, 3 son de origen porcino y 2 son de pollos, todos aislados en Cérdoba (2011-
2012). Como mencionamos anteriormente, uno de estos alimentos de origen porcino
(fiambre bondiola) coincidié con un subtipo genético de nuestro estudio, mientras que
una cepa aislada de salame (2012) present6 el mismo subtipo genético que la hallada en

3 casos de gastroenteritis en humanos (2012).

Concluimos que S. Derby es una serovariedad con gran variabilidad genética, prevalente

en cerdos y pollos; y que esta asociada a infecciones en humanos en nuestro pais.

Salmonella Infantis, fue identificada como la tercer serovariedad mas prevalente en

humanos entre los afios 2002 y 2005 en Argentina (Caffer ef al., 2007). En la BDN tiene
93 aislamientos, correspondiendo a humanos (67), animales (15), alimentos (7) y medio
ambiente (4), con 24 perfiles genéticos diferentes. En las cepas de S. Infantis de este
estudio, se identificé un cluster (ARJFXX01.0004) que agrup6 4 cepas aisladas de
diferentes animales en el frigorifico D provenientes de la misma granja (G4). Las 2
cepas de S. Infantis seleccionadas de animales diferentes provenientes de la misma
granja y de distinto tipo de muestra CC y LN, presentaron diferente perfil genético con
s6lo una banda de diferencia, lo que significa que estdn altamente relacionados
genéticamente. En la BDN, el perfil genético (ARJFXX01.0004) del cluster
mencionado coincide con el de 16 aislamientos de S. Infantis aislados de casos de
gastroenteritis en humanos obtenidos entre los afios 2004 y 2016 provenientes de
diferentes lugares, Capital Federal, Santa Fe, La Plata, El Palomar, Neuquen, Salta y
Rosario. Asimismo, este subtipo genético de S. Infantis se aisld6 de un alimento (no

especificado) en la provincia de Entre Rios (2007) y una muestra de medio ambiente en
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la misma provincia (2010). En la BDN, se identifican 2 alimentos donde se aislaron
cepas de S. Infantis, uno de carne y otro de huevos, con distintos patrones al nuestro.
Sin embargo, otros autores no hallaron los mismos perfiles genéticos de las cepas de S.

Infantis aisladas de cerdos con los de casos humanos en la BDN (Parada, 2014).

Podemos decir que S. Infantis es una serovariedad prevalente en animales y esta
asociada a infecciones en humanos, y el subtipo genético hallado en cerdos de faena en
este estudio estuvo asociado a infecciones en humanos reportadas en distintas
provincias de nuestro pais, indicando por un lado que probablemente hay multiples
fuentes de infeccion y confirmando que el cerdo es un potencial portador asintomatico

de este subtipo genético de S. Infantis.

Una serovariedad raramente aislada en animales y humanos, es S. Orion, que s6lo tiene
2 aislamientos en la BDN y que se corresponden a las 2 cepas de nuestro estudio
aisladas de CC de diferentes cerdos de faena provenientes de granja G7, mostrando 2
perfiles genéticos diferentes con una banda de diferencia, siendo muy relacionados

genéticamente y formando parte del mismo origen.

Otra serovariedad que no se aisla con frecuencia, S. Rissen, posee 4 aislamientos en la
BDN, que corresponden a 3 cepas de nuestro estudio y a un aislamiento de medio
ambiente. Las 3 cepas aisladas de cerdos de faena provenientes de 2 granjas distintas y
obtenidas en 2 frigorificos diferentes (C y D) presentaron el mismo perfil genético, por
lo cual podemos inferir dos causas de este hallazgo, que el origen de las cepas tenga una

fuente de infeccion comun a nivel de granjas o por otro lado demuestra que esta
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serovariedad tiene poca variabilidad genética. Sin embargo, se necesitaria una mayor
cantidad de aislamientos para poder afirmar esta suposicion.

Por otro lado, en la BDN se pudieron observar 8 aislamientos de S. Anatum de origen
humano, de los cuales 7 fueron de casos de gastroenteritis y 1 de una infeccion urinaria.
La cepa de S. Anatum aislada de CC de cerdos provenientes de G4 (Pergamino), tuvo el
mismo perfil genético (ARJABX01.0001) que una cepa de origen humano aislada de un
caso de gastroenteritis en la provincia de Cordoba (2010). Tal como en otro estudio de
nuestro pais, el pulsotipo de una cepa de S. Anatum de cerdo aislada en la provincia de
Santa Fe tuvo un cierto grado de similitud con un aislamiento de MF en una persona en

la provincia de Coérdoba (Parada, 2014).

En el caso de S. Adelaide, presenta 2 aislamientos en la BDN, uno pertenece a nuestro
estudio, de una cepa aislada de CC de un cerdo de faena proveniente de la granja G6,
que presento el primer patron asignado a esta serovariedad (ARJABNO01.0001) y el otro
aislamiento con un patron diferente (ARJABNO01.0002) fue de origen humano de un
caso de infeccion urinaria en la provincia de Cordoba en el afio 2014, observandose

entre ambos aislamientos un 95% de relacion genética.

Por ultimo, S. Tennessee posee 7 aislamientos en la BDN, con 5 perfiles diferentes,
correspondiendo una cepa de cerdo aislada en nuestro estudio de MF de la etapa M8 en
la granja G9, que obtuvo el primer patrén asignado a esta serovariedad
(ARJNXXO01.0001), el mismo patron se observo en 2 cepas de medio ambiente de una
fabrica de algodon y las 4 cepas restantes se aislaron de alimentos (alimento de
animales, harina de soja y expeller) presentando diferentes perfiles genéticos al nuestro.

La presencia de S. Tennessee en los alimentos que consumen los cerdos en las granjas, y
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en este caso la cepa aislada de materia fecal de cerdos de granja G9, indica que el

alimento podria ser una posible fuente de infeccion.

Se podria concluir que, uno o mas aislamientos de las serovariedades de S. Anatum, S.
Agona, S. Derby, S. Newport, S. subsp. I (6,8:¢,h:-), S. Infantis y S. Typhimurium
presentaron perfiles genéticos iguales a los patrones de PFGE-Xbal identificados en uno
0 mas aislamientos de su respectiva serovariedad, de origen humano. Esto coincide con
otros autores que encontraron las mismas serovariedades y subtipos genéticos de
Salmonella en aislamientos de origen humano y en cerdos, por lo que el cerdo es
considerado una fuente de salmonelosis no-tifoidea para el humano (Vo et al., 2006;

Parada, 2014).

Los patrones genéticos de las cepas aisladas en este estudio de las serovariedades S.
Schwarzengrund, S. Seftenberg, S. Heidelberg, S. Orion, S. Rissen, S. Tennessee y S.
Adelaide no mostraron perfiles genéticos concordantes con los identificados en la BDN
de su respectiva serovariedad con los aislamientos de origen humano. Esto coincide con
los escasos reportes de nuestro pais de casos clinicos tanto en humanos como animales
relacionados a estas serovariedades, pero que son frecuentemente aisladas en otros
paises. Salmonella Heidelberg se aisld frecuentemente en EEUU y Canadéa de casos
humanos (WHO, 2005; Aarestrup et al., 2004; Demczuc et al., 2005). Salmonella
Rissen ha emergido en Espafia desde el afio 2000 entre aislamientos de Salmonella de
humanos (Echeita et al., 2005). Salmonella Anatum y S. Bredeney en cerdos de faena
(Magistrali et al., 2008; Mannion et al., 2012). Salmonella Tennessee se halldo en

granjas porcinas de Espafia (Garcia-Feliz et al., 2007) y en Finlandia (Kuronen et al.,
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2010). Salmonella Seftenberg se aislod de casos clinicos de cerdos en EEUU (Pocurull et
al., 1971).

Con la aplicacion de la técnica PFGE-B/nl en aislamientos seleccionados, se pudo
obtener mayor poder discriminatorio, con subtipos genéticos diferentes dentro de los
mismos pulsotipos obtenidos por PFGE-Xbal en las serovariedades S. Schwarzengrund
y S. Infantis, aunque solo diferian en una y dos bandas de ADN respectivamente. En el
caso de S. Infantis las 2 cepas comparadas se aislaron de CC y LN de animales
diferentes provenientes de G4-Pergamino en el mismo frigorifico (D). Cuatro de las S.
Schwarzengrund seleccionadas para PFGE-B/n/ tuvieron el mismo pulsotipo
(ARJM6A26.0001), tres de ellas aisladas en el frigorifico D, de LN de animales
diferentes, dos provenientes de G8 y una de G4 impulsando a la teoria de que
probablemente esos animales se infectaron en el frigorifico de la misma fuente. En este
mismo lugar, se aislo S. Schwarzengrund de CC de G1 con un perfil genético diferente
(ARJM6A26.0002) indicando que posiblemente los animales del frigorifico A se
infectaron a partir de diferentes fuentes de infeccion, aunque los perfiles solamente

diferian en una banda de ADN.

El resto de las cepas de otras serovariedades seleccionadas para esta técnica,
presentaron el mismo perfil genético, confirmando pertenecer al mismo genotipo.

Al comparar los resultados de PFGE con los datos de RA no parecio haber relacion
entre el perfil de PFGE y el fenotipo de resistencia ya que en los aislamientos MDR de
la misma serovariedad hubo perfiles de PFGE heterogéneos, hallazgo observado
también por otros investigadores en EEUU (Lynne et al., 2009). Los patrones de RA
también mostraron evidencia de subpoblaciones en cepas con el mismo perfil genético,

tal como se observd en un cluster de 3 cepas de S. Agona, donde una cepa aislada en
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granja G9 era resistente a TET y las otras dos cepas aisladas en cerdos de faena
procedentes de la misma granja fueron sensibles a todos los ATM probados;
presumiblemente significando la adquisicion de diferentes mecanismos RA por

transferencia horizontal (Zhao et al., 2008).

Las cepas de la granja G10 aisladas de diferentes etapas M4, M6 y M8, con un fenotipo
de resistencia idéntico (AMP-TET), presentaron 4 perfiles genéticos diferentes. Las tres
cepas de S. Typhimurium aisladas en el frigorifico B de cerdos que provenian de la
misma granja G3 presentaron perfiles genéticos diferentes pero altamente relacionados
y presentaron el mismo patréon de RA (TET-S-NAL-CMP-TMS-NIT), excepto una de
ellas con sensibilidad intermedia a NIT. Otros autores exponen que la distribucion de
los aislamientos MDR es una expresion de transferencia genética exitosa, porque la
mayoria de los determinantes de la resistencia estan claramente asociados con
elementos genéticos moviles (Butaye et al., 2006).

Por otro lado, un factor que influye en la seleccion y diseminacion de las bacterias

MDR es el uso excesivo de ATM en las granjas (Threlfall ez al., 2000).

En general, observamos que en muchos casos, las mismas serovariedades de Sal/monella
con idéntico patron de resistencia a los ATM aisladas en animales de faena pero de

diferentes granjas, presentaron diferentes perfiles genéticos.

Por todo lo expuesto, la RA no se la pudo correlacionar con el perfil genético que se

obtuvo por PGFE, coincidiendo con otros autores que observaron que las cepas

sensibles o resistentes no se pueden distinguir con PFGE (Le Corre et al., 1999).
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Se expone, en forma general, que las poblaciones de Sa/monella a nivel de las granjas
estan bien establecidas, con una serovariedad que domina en el ambiente de la granja
(Arguello et al., 2013). Sin embargo, en nuestro estudio hemos aislado mas de una

serovariedad en una granja.

Estos resultados realzan la importancia que tiene Salmonella spp. en la especie porcina
y su posible rol en la epidemiologia de la infeccion en humanos. Por lo cual se deberia
implementar un programa de control integrado de Salmonella, basado en las buenas
practicas de manejo en las granjas, el uso prudente de los ATM, la desinfeccion del
medio ambiente del establecimiento, el andlisis de riesgos y puntos criticos de control
de los sistemas en el frigorifico para disminuir el peligro de la transmision de

Salmonella a los consumidores.

Confirmamos la hipodtesis de que existen serovariedades y subtipos genéticos
identificados en cerdos relacionados a subtipos asociados a infecciones en humanos. En
nuestro estudio encontramos el mismo subtipo genético de S. Typhimurium, S. Agona,
S. Infantis, S. Newport, S. Bredeney, S. Derby, S. Anatum y S. Adelaide, circulando en

cerdos y en casos de salmonelosis en humanos.

Concluimos, que seria necesario el monitoreo continuo de la prevalencia de Salmonella
en granjas de cerdos y frigorificos y de la RA, asi como la identificaciéon de las
serovariedades y los perfiles genéticos, para mejorar significativamente la vigilancia de

las infecciones de Salmonella e investigaciones de futuros brotes en la Salud Publica.
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6. ANEXOS

6.1. ANEXO 1

Calculo 1. Prevalencia de Salmonella spp.

Analisis bayesiano. Estimacion de una proporcion

Datos muestrales Numero

Exitos 8

Fracasos 192

Total 200

Distribucion beta A priori A posteriori
Parametro a 1,0 9.0
Parametro b 1,0 193,0

Media 0,50 0,04
Desviacion estandar 0,29 0,01

Distribucion beta
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Figura 40. Distribucion beta a priori y a posteriori en granjas
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Area a la izquierda de los puntos elegidos

Punto Area

Percentiles relevantes

Area Percentil
0,025 0,021
0,050 0,024
0,100 0,027
0,250 0,034
0,500 0,043
0,750 0,053
0,900 0,064
0,950 0,071
0,975 0,077

Intervalo de maxima densidad que acumula el 95,0%

L. Inferior L. Superior

Prevalencia = valor de la media x 100 (0,04 x 100) = 4%.
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6.2. ANEXO 2

Calculo 2. Prevalencia de Salmonella spp. intergranjas.

Analisis bayesiano. Estimacion de una proporcion

Datos muestrales Numero

Exitos 3

Fracasos 7

Total 10

Distribucion beta A priori A posteriori
Parametro a 1,0 4,0
Pardmetro b 1,0 8,0

Media 0,50 0,33
Desviacion estandar 0,29 0,13

Distribucion beta

= A Prigri
=— A Posteriori

Figura 41. Distribucion beta a priori y a posteriori de granjas positivas
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Area a la izquierda de los puntos elegidos
Punto Area

Percentiles relevantes

Area Percentil
0,025 0,109
0,050 0,135
0,100 0,169
0,250 0,236
0,500 0,324
0,750 0,420
0,900 0,511
0,950 0,564
0,975 0,610

Intervalo de maxima densidad que acumula el 95,0%

L. Inferior L. Superior

0,093 0,588

Prevalencia = valor de la media x 100 (0,33 x 100) = 33%.
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6.3. ANEXO 3

Calculo 3. Prevalencia de Salmonella spp. en frigorificos

Andlisis bayesiano. Estimacion de una proporcion

Datos muestrales Numero
Exitos 93
Fracasos 293
Total 386
Distribucion beta A priori
Parametro a 1,0
Parametro b 1,0

Media 0,50

Desviacion estandar 0,29

Distribucion beta

A posteriori

= A Prigri
=— A Posteriori

Figura 42. Distribucion beta a priori y a posteriori en frigorificos
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Area a la izquierda de los puntos elegidos
Punto Area

0,500 1,000

Percentiles relevantes

Area Percentil
0,025 0,201
0,050 0,207
0,100 0,215
0,250 0,227
0,500 0,242
0,750 0,257
0,900 0,270
0,950 0,279
0,975 0,286

Intervalo de maxima densidad que acumula el 95,0%

L. Inferior L. Superior

Prevalencia = valor de la media x 100 (0,24 x 100) = 24%.
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