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RESUMEN

Salmonella es un patégeno importante como agente causal de enfermedades gastroentéricas por consumo
de alimentos contaminados. Para determinar la similitud genética de serovares de Salmonella, 340
muestras de heces y tejido del ileon fueron tomadas de cerdos de diferentes edades y etapas fisiolégicas
de dos granjas ubicadas en la zona centro del Estado de Sinaloa; las muestras del ileon fueron tomadas
en rastro TIF. La similitud génica de los serovares se realizé mediante digestion con la enzima de restriccion
Xbal y electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). En 32 de las muestras analizadas se aislé
Salmonella y los serovares Anatum, Seftenberg, Untipable, Javiana, Tokoin, Newport, Typhimurium,
Weltevreden, Serrakunda, Muenchen, Grupo C2, Grupo E1 (E2-E4), Grupo E1, Grupo C1 y Grupo F. El
serovar Anatum, que se aislé con mayor frecuencia, tuvo una similitud genética de 87.5 — 100%, el Grupo
E1 del 87.5 -100%, Serrekunda del 88.9 -100%, Muenchen del 100%, Senftenberg 96.6% y Newport 75.9%;
éstos presentaron un coeficiente de Jaccard mayor a 0.75 en el andlisis de PFGE, por lo que se
consideraron clonas bacterianas. En conclusién, el porcentaje de similitud genética observado fue alto, lo
gue indica una posible fuente de contaminacion cruzada en las unidades de produccion porcina analizadas.
Palabras clave: Anatum, cerdos, PFGE, Salmonella, serovares.

ABSTRACT
Salmonella is an important pathogen as a causative agent of gastroenteric diseases by consumption of
contaminated food. To determine the genetic similarity of Salmonella serovars, 340 samples of feces and
ileum tissue were collected from pigs of different ages and physiological stages from two farms located in
the central zone of the of State of Sinaloa; ileum samples were collected from FIT slaughterhouses. Gene
similarity of serovars was performed by digestion with the restriction enzyme Xbal and pulsed field gel
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electrophoresis (PFGE). Salmonella and serovars Anatum, Seftenberg, Untipable, Javiana, Tokoin,
Newport, Typhimurium, Weltevreden, Serrakunda, Muenchen, Group C2, Group E1 (E2-E4), Group E1,
Group C1 and Group F were isolated from 32 of the samples analyzed. The most frequently isolated serovar
Anatum had a genetic similarity of 87.5 - 100%, Group E1 87.5 -100%, Serrekunda 88.9 -100%, Muenchen
100%, Senftenberg 96.6% and Newport 75.9%; these had a Jaccard coefficient greater than 0.75 in the
PFGE analysis and were therefore considered bacterial clones. In conclusion, the percentage of genetic
similarity observed was high, indicating a possible source of cross-contamination in the swine production
units analyzed.

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

INTRODUCCION

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

La electroforesis en campo pulsado (PFGE, por sus siglas en inglés) ha demostrado ser
una técnica altamente discriminatoria y es utilizada con frecuencia en estudios
epidemiologicos de brotes causados por microorganismos como Salmonella spp. (Pires
et al., 2014). La PFGE ha sido util y precisa para rastrear fuentes de contaminacion,
permitiendo la identificacion de la persistencia, contaminacion cruzada y distribucion de
Salmonella en la produccion porcina y el procesamiento de carne de cerdo (Magistrali et
al., 2008; De Busser et al., 2011; Kich et al., 2011; Gomes et al., 2012; Villalpando et al.,
2017). Varios protocolos de PFGE estan estandarizados para patdgenos bacterianos
transmitidos por los alimentos, mismos que forman parte de la red nacional de vigilancia
de enfermedades transmitidas por alimentos en los Estados Unidos (Swaminathan et al.,
2001). La enzima, Xbal, seguida de Apal ofrecen los mejores resultados para diferenciar
los aislamientos, agrupandolos por linajes y mostrando variaciones intraserotipo. Los
resultados de estos analisis, en varios paises de América Latina, se analizan utilizando
PulseNet; esto asegura la comparacion de patrones PFGE en condiciones equivalentes
(Cardozo et al., 2012). Los serovares S. Derby y S. Typhimurium se han aislado con
mayor frecuencia en cerdos-de América del Norte, Europa, Asia y Oceania; en Africa S.
Hadar y en América Latina S. Meleagridis, S. Anatum y S. Agona (Dos Santos et al.,
2019). En un estudio realizado en Brasil se sugiri6 que S. Typhimurium y su variante
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monofésica 4, 5, 12: i: presentaban perfiles genéticos idénticos al hacer la determinacion
de similitud genética por PFGE (Dos Santos et al., 2019); siendo, ademas, el serovar con
mayor prevalencia en diferentes areas de la granja. En México, la serotipificacion de 358
cepas de Salmonella enterica aisladas de carne molida de cerdo, pollo y res, arrojo que
los serotipos mas frecuentes son S. Anatum, S. Newport y S. Typhimurium (Villalpando
et al., 2017).

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

MATERIAL Y METODOS

Recoleccién de muestras y aislamiento de Salmonella

Las muestras de heces fueron tomadas en la granja porcina “La Huerta” y la granja
porcina “Recoveco”, ubicadas en la sindicatura de Culiacancito, Municipio de Culiacan
Rosales, y en el pueblo de Recoveco, Municipio de Mocorito, Sinaloa, respectivamente.
Se recolectaron aproximadamente 40 g de materia fecal de cerdas en el area de
gestacion; posteriormente (10 dias después), se recolectd materia fecal de las mismas
cerdas en el area de maternidad, asi como de sus crias (lechones). A la misma cohorte
de cerdos se le tom6 muestras de heces durante su permanencia en el area de iniciacion
y en el area de engorda. Ademas, se recolectaron muestras de fauna nociva (materia
fecal de roedores y cucarachas), agua de charcas de enfriamiento y agua de desecho,
después del lavado de corraletas. También se recolectaron muestras fecales obtenidas
del remolque durante el transporte al rastro y antes del sacrificio (muestras fecales
obtenidas de corral de descanso). Durante el proceso de sacrificio en el Rastro Tipo
Inspeccidon Federal (TIF 99. FAPSA y asociados S. A de C.V., Carretera Culiacan - El
Dorado, km 12.5), se recolectaron aproximadamente 100 g de tejido de intestino delgado
de la porcion del ileon. Las muestras fueron depositadas en recipientes estériles,
previamente etiquetados.

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

La preparacion de las muestras se realizé a partir de cultivos frescos en agar soya
tripticaseina (DifcoMR) incubados a 37°C por 24h; posteriormente, se mezclaron colonias
bacterianas en 2 mL de buffer de suspension celular hasta lograr una densidad 6ptica de
0.52. Se mantuvo la temperatura a -20°C, se le afiadio 20 pl de proteinasa Ky se incubé
a 42°C en bafio maria por 10 minutos. A la par se prepard agarosa certificada al 1% y se
mezclaron 400 pl de agarosa con 400 pl de la suspension celular con proteinasa K;
después se deposité la suspension en moldes para plugs, por triplicado, hasta que
polimeriz6. Cada triplicado de plugs se deposité en tubos falcon con 5 mL de buffer de
lisis celular y 50 ul de proteinasa K, incubandose durante 18 horas a 54°C.
Posteriormente, se lavaron los plugs con agua estéril y buffer tris -acido
etilendiaminotetraacético (TE)- y, finalmente, los plugs se almacenaron en viales de
polipropileno previamente rotulados con 5 mL de buffer TE.

Analisis de similitud génica

La similitud génica de los serovares se realiz0 mediante digestion de la enzima de
restriccion Xbal y electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), utilizando el sistema
CHEF-DR 11l BIORAD en el Centro de Investigaciones Epidemiolégicas de Sinaloa
(Culiacan, Sinaloa, México), certificado por la Organizacion Mundial de la Salud y la Red
Mundial de Infecciones Transmitidas por Alimentos. Las condiciones de corrida
electroforética utilizadas fueron: voltaje a 6 VV/cm, angulo 120°, tiempo de pulso inicial 2.2
segundos, tiempo de pulso final 63.8 segundos, miliamperio (mA) inicial 132, temperatura
14°C durante 19 h. Después de la electroforesis, el gel se tifido con bromuro de etidio y se
capturaron las imagenes de los geles con un fotodocumentador Alpha imagen. El analisis
de los geles se realiz6 mediante el programa GelCompar Il en el Instituto Nacional de
Salud Publica (INSP). A los aislamientos se les asigno un tipo de PFGE diferente cuando
se detectd diferencia genética. El analisis de conglomerados se realiz6 mediante el
coeficiente de Jaccard y el método de grupos de pares no ponderados con promedios
aritmeticos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se procesaron 340 muestras de cerdos sin semiologia digestiva compatible con
salmonelosis. En 32 de las muestras tomadas se aislé Salmonella y se identificaron los
siguientes serovares: S. Anatum, S. Seftenberg, S. Untipable, S. Javiana, S. Tokoin, S.
Newport, S. Typhimurium, S. Weltevreden, S. Serrakunda, S. Muenchen, S. Grupo C2,
S. Grupo E1 (E2-E4), S. Grupo E1, S. Grupo C1, S. Grupo F. (Tabla 1).

Se identificé similitud génica de serovares de Salmonella aislados de muestras de heces
en las diferentes areas productivas, de ambas granjas y en distintos tiempos de muestred.
Los serovares de S. Anatum, aislados de heces de cerdo en el area de engorda y de
tejido (ileon), tienen una similitud génica del 100%; los serovares de S. Anatum aislados
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de heces de lechones y ratas, tomadas en el area de maternidad, tejido (ileon) y heces
de cerdos obtenidas del pasillo de traslado, tuvieron una similitud de 96.3 a 97%. Los
serovares S. Anatum, aislados de heces de cerdos del &rea de gestacion y agua de
desecho obtenida de la fosa comun en la granja “Recoveco”, tuvieron una similitud génica
de 86.7%. Cinco serovares del S. Grupo E1, dos serovares S. Newport, dos serovares S.
Seftenberg y dos serovares S. Serrakuda, mostraron una similitud génica y un indice de
Jaccard mayor de 0.75. S. Muenchen compartié una similitud génica del 100% con el
serovar del S. Grupo C2, mientras que el serovar S. Tokoin tuvo una similitud génica de
97% con Salmonella del S. Grupo C1; el resto de los serovares analizados mostraron una
similitud génica menor al 75% (Figura 1).

Hung-Chih et al. (2014) informaron de 12 serovares; de los cuales, los cinco mas
comunes fueron S. Typhimurium, S. Choleraesuis, S. Derby, S. Livingstone var. 14+ y S.
Schwarzengrund, que representaron el 84% de los aislamientos en todos los cerdos; de
estos, el 44% tenian patrones de PFGE estrechamente relacionados con aislamientos en
humanos. En el presente estudio, el serovar con mayor frecuencia de aislamiento fue S.
Anatum, con una similitud genética entre ellos del 86 y 100%. Dos Santos et al. (2019),
en un estudio realizado en el sur de Brasil, identificaron S. Typhimurium en muestras de
heces colectadas de diferentes areas productivas dentro de la granja y en diferentes
granjas, con perfiles electroforéticos idénticos (100% de similitud); estos resultados
concuerdan con los obtenidos, en los cuales se obtuvieron perfiles con alta similitud
genética, que rebasa el coeficiente de Jaccard de 0.75.

En el caso particular del serovar S. Anatum, aislado con mayor frecuencia tanto en
muestras de heces como de tejido intestinal de la regiéon del ileon, se observé una
similitud genética 86.7 — 100%. En el resto de los serovares analizados la similitud
genética también fue alta: S. Grupo E1: E2-E4 y S. Grupo E1, con similitud entre el 87.5
-100%, S. Serrekunda entre 88.9 -100%, S. Muenchen y S. Grupo C2 del 100%, S.
Senftenberg del 96.6% y S. Newport del 75.9%; por lo que pueden considerarse idénticos.
Lo anterior, podria indicar una posible contaminacién cruzada o contaminacion a partir
de la misma fuente dentro de la granja. La contaminacion cruzada en el interior de las
granjas representa un desafio en el control y erradicacion de la bacteria. Esto podria
potenciar la dispersion dentro de la granja poniendo en riesgo la salud de los animales y
por tratarse de una enfermedad zoondtica, se pone en riesgo, también, la salud humana
a través del consumo de productos de origen animal contaminados.
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Tabla 1. Frecuencia de serovares de Salmonellay fuentes de aislamiento

Serovar Area de aislamiento Porcentaje de aislamiento (%)
Anatum Maternidad (heces de lechones)
Heces de roedores 31.3
Engorda (heces)
ileon
Seftenberg Maternidad (heces) 6.3
fleon
Untypable Gestacion (heces) 3.1
Javiana Gestacion (heces) 3.1
Tokoin Gestacion (heces) 3.1
Newport Destete (heces) 6.3
Typhimurium fleon 3.1
Weltevreden Agua de charca enfriamiento (Gestacion) 3.1
Serrakunda Gestacion (heces) 6.3
Tejido (ombligo de lechén)
Muenchen Destete (heces) 3.1
Grupo C2 Maternidad (heces) 6.3
Cucaracha (area de maternidad)
Grupo E1 (E2-E4) Agua de desecho fosa comun 3.1
Maternidad (cucaracha)
Grupo E1 Gestacion (agua de charca) 15.6
fleon
Maternidad (pool de heces)
Grupo C1 fleon 3.1
Grupo F Destete (heces) 3.1
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Figura 1. Andlisis de PFGE
Los serovares S. Anatum, S. Seftenberg, S. Tokoin, S. Newport, S. Typhimurium, S. Serrakunda, S.
Muenchen, S. Grupo E1 (E2-E4), S. Grupo E1y S. Grupo C1, presentaron un coeficiente de Jaccard mayor
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a 0.75 en el andlisis de PFGE, por lo que se consideran clonas bacterianas.
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Grupo C2
Seftenberg
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Anatum
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Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
Anatum
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Kureljusic et al. (2017) aislaron los serovares S. Derby, S. Infantis y S. Typhimurium de
cerdos en el area de sacrificio, observando una similitud génica del 98 - 100 % para S.
Dervi, siendo ademas el que se aisl6 con mayor frecuencia; también indicaron que los
serovares S. Infantis y S. Typhimurium presentaron una alta similitud génica. En la
presente investigacion el serovar S. Anatum, aislado de muestras de ileon obtenidas de
la planta de procesamiento del rastro TIF 99, presentd una similitud génica del 95%;
también se aislaron los serovares S. Grupo E1 (E2-E4), S. Grupo E1, S. Seftenberg, S.
Typhimurium y S. Grupo C1. En el caso del serovar S. Seftenberg, aislado de muestras
de ileon y heces del area de maternidad, se observé una similitud genética del 96.6%;
estos resultados son similares a los informados por Santana et al. (2020), quienes
sefialaron una similitud génica para el serovar S. Seftenberg aislado de heces de cerdas
en el area de gestacion, area de lactacion y lechones en el area de destete. Los estudios
previos indican la presencia de diversos serovares de Salmonella en las heces y tejido
intestinal, observandose una alta similitud génica, lo que podria indicar contaminacion
cruzada, lo que es consistente con los resultados obtenidos en el presente estudio.
Ademas de la similitud génica observada en S. Anatum se encontré una alta persistencia,
ya que se aislé de muestras tomadas en fechas de hasta 10 meses de diferencia; este
hallazgo sugiere la persistencia de Salmonella en las distintas areas. Un informe similar,
con 150 dias de diferencia entre muestreos, fue observado en el aislamientos del serovar
S. 4,[5], 12:1i, S. Rissen y S. Derby, en heces de lechones en una misma granja (Bernad
et al., 2021). Al respecto, Casanova et al. (2019), indicaron una similitud de PFGE mayor
a 90% para los serovares de S. Rissen, S. Brandenburg, S. Derby y observaron patrones
de infeccion a largo plazo (mas de 200 dias) en lechones. También, informaron una
similitud génica en los serovares S. Derby, S. Anatum y S. 4, [5], 12: i, en cerdas de
diferentes granjas a partir de muestras de heces colectadas con mas de 300 dias de
diferencia. Los estudios previos son consistentes con los resultados observados en este
estudio, indicando que Salmonella puede tener una alta persistencia en las unidades de
produccion porcina.
CONCLUSION

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