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RESUMEN

Se realiz6 un estudio para determinar la prevalencia de Salmonellay sus serovariedades en cerdos de faena, para
evaluar sus perfiles de resistencia a los antimicrobianos y para conocer la presencia de integrones de clase 1 como
posibles reservorios de resistencia. A partir de un total de 386 muestras de porcinos provenientes de cuatro frigorificos
de las provincias de Buenos Aires y de Santa Fe (Argentina), se identificaron 93 (24,1%) cepas de Salmonella
enterica subespecie enterica, 52 (55,9%) de contenido cecal y 41 (44,1%) de nddulo linfatico ileocecal. Se hallaron 13
serovariedades de S. enterica, las mas prevalentes fueron S. Schwarzengrund, S. Heidelberg, S. subespecie | 6,8:e,h:-,
S. Derby y S. Bredeney. Se probaron 15 antimicrobianos por el método de dilucién en agar: amikacina, gentamicina,
ciprofloxacina, cefalotina, cefotaxima, enrofloxacina, fosfomicina, polimixina-B, tetraciclina, cloranfenicol, estreptomicina,
trimetoprima-sulfametoxazol, ampicilina, nitrofurantoina y acido nalidixico. Segin se establecié mediante la determi-
nacién de la CIM, el 73% de las cepas de S. enterica subespecie enterica fueron sensibles a todos los antimicrobianos
probados. Se observé resistencia a tetraciclina en 24 (25,8%) de las 93 cepas, a cloranfenicol en 22 (23,7%), a
estreptomicina en 22 (23,7%) a trimetoprima-sulfametoxazol en 20 (21,5%), a ampicilina en 18 (19,4%), a nitrofurantoina
en 3 (3,2%) y a acido nalidixico en 3 (3,2%). Algunos aislamientos de S. Typhimurium, S. Heildelberg, S. Derby y S.
Orion presentaron multirresistencia y portaban el gen de la integrasa clase 1. Los mayores porcentajes de resistencia
correspondieron a los antimicrobianos habitualmente utilizados en veterinaria y en las explotaciones porcinas.
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ABSTRACT

Serovars of Salmonella enterica subspecies enterica and its antimicrobial resistance in slaughterhouse pigs LA
study was carried out in order to determine the prevalence of Salmonella and its serovars among porcine slaughter-
houses, to evaluate the antimicrobial resistance profiles and to know the presence of class 1 integrons as possible
reservoir of resistance. From a total of 386 samples from four porcine slaughterhouses of Buenos Aires and Santa Fe
Provinces (Argentina), 93 (24,1%) Salmonella enterica subspecies enterica strains were identified, 52 (55,9%) from
cecal contents and 41 (44,1%) from ileocecal lymph nodes. Thirteen serovars of S. enterica were found, the most
prevalent were: S. Schwarzengrund, S. Heidelberg, S. subspecie | 6,8:e,h:-, S. Derby and S. Bredeney. Fifteen
antimicrobials by the agar dilution method were tested: amikacin, gentamicin, ciprofloxacin, cephalotin, cefotaxime,
enrofloxacin, fosfomycin, polimixin-B, tetracycline, chloramphenicol, streptomycin, trimethoprim-sulfamethoxazole, ampi-
cillin, nitrofurantoin, and nalidixic acid. According to the CIM determination, 73% Salmonella enterica subspecies enterica
strains were sensible to all the antimicrobials tested. Antimicrobial resistance was observed to tetracycline in 24 (25,8%)
of 93 strains, to chloramphenicol in 22 (23,7%), to streptomycin in 22 (23,7%), to trimethoprim-sulfamethoxazole in 20
(21,5%), to ampicillin in 18 (19,4%), to nitrofurantoin in 3 (3,2%) and to nalidixic acid in 3 (3,2%). Some isolates of S.
Typhimurium, S. Heidelberg, S. Derby, S. Orion showed multidrug resistance and carried the class 1 integrase gene. The
highest percentage of resistance corresponded to the antimicrobials currently used in veterinary and porcine farms.
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INTRODUCCION ticas y silvestres (4, 7). Algunas de ellas tienen predilec-
cion por un hospedador particular y causan enfermeda-

Las bacterias pertenecientes al género Salmonella des bien definidas en el hombre y los animales, mientras
incluyen un gran nimero de serovariedades que habitan  que otras se encuentran en un gran numero de reservo-
el tracto intestinal de diversas especies animales, domés- rios y de alli se diseminan al medio ambiente. En los
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porcinos, la salmonelosis con presentacion clinica esta
asociada a S. Choleraesuis, aunque también pueden pre-
sentarse cuadros relacionados con S. Typhimurium y
excepcionalmente con S. Typhisuis. En el intestino de
esta especie animal, se pueden encontrar serovariedades
potencialmente patégenas para el ser humano vy, por
consiguiente, los cerdos pueden constituir una fuente de
infeccion a través del consumo de sus subproductos y un
factor de riesgo para la salud publica (10).

En sistemas de cria intensiva de cerdos, la utilizacion
de antimicrobianos es una practica frecuente. De esta
manera, se favorece la seleccion de bacterias que po-
seen mecanismos de resistencia a los antibiéticos admi-
nistrados y aumenta el nimero de animales portadores
de bacterias resistentes. Muchos de los genes que codi-
fican para mecanismos de resistencia a los antibiéticos
se localizan en plasmidos, transposones e integrones,
estructuras tipicamente sujetas a la transferencia hori-
zontal de genes. Varios estudios han demostrado que la
presencia del gen de la integrasa de clase 1 esta asocia-
da a un perfil de multirresistencia antibiética en la familia
Enterobacteriaceae, independientemente de la especie
y del origen de la muestra (2, 13, 20).

La informacion disponible referida a las serovariedades
de Salmonella aisladas de cerdos en nuestro pais, y la
resistencia antibidtica que estas acarrean, se remite a
hallazgos clinicos aislados y a escasos estudios planifi-
cados (17, 23). La presencia de integrones de clase 1 en
Salmonella spp. de origen porcino no ha sido estudiada
en nuestro pais.

El objetivo de este trabajo fue conocer la prevalencia
de Salmonella enterica subespecie entericay de sus di-
ferentes serovariedades en los cerdos presentes en las
plantas de faena, estudiar sus perfiles de resistencia a
los antimicrobianos y conocer la presencia de integrones
de clase 1 como posibles reservorios de resistencia anti-
microbiana.

MATERIALES Y METODOS

Origen de las muestras

Entre los meses de agosto y octubre del afio 2007 se reco-
lectaron muestras en las plantas de faena de 4 frigorificos, 3
ubicados en la provincia de Buenos Aires y uno en la de Santa
Fe, identificados con las letras A, B, C y D. El nimero de anima-
les muestreados en cada frigorifico fue de 80, 106, 40 y 160,
respectivamente. En total se tomaron 386 muestras: 193 de
contenido cecal y 193 de nédulo linfatico ileocecal correspon-
diente a un mismo animal. Las muestras fueron rotuladas, refri-
geradas y enviadas en envases plasticos estériles al laboratorio
para su posterior procesamiento.

Procesamiento de las muestras

La marcha bacterioldgica se realiz6 inmediatamente después
de la llegada de las muestras al laboratorio, de acuerdo con la
norma FDA/BAM (8).

De cada animal se tomaron 10-25 g de contenido cecal y el
nédulo linfatico ileocecal. El nédulo linfatico fue sumergido en
alcoholy flameado a la llama para descontaminar. Ambas mues-
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tras fueron diluidas 1/10 en agua peptonada tamponada (Labo-
ratorios Britania, CABA, Argentina) e incubadas a 37 °C durante
24 h (preenriguecimiento). Posteriormente, 1 ml del caldo de
preenriquecimiento fue inoculado en 10 ml de caldo tetrationato
(Laboratorios Britania) e incubado durante 24 h a 37 °C (enri-
guecimiento). Una ansada de este caldo fue sembrada en agar
entérico Hektoen (Laboratorios Britania) que contenia 10 pg/ml
de novobiocina (Sigma Chemical Co, St. Louis, EE.UU.); luego
se incubd a 37 °C durante 48 h.

Aislamiento, identificacién y serotipificacion de
Salmonella spp.

Dos colonias con caracteristicas compatibles con Salmonella
spp. fueron sembradas en agar tripticasa de soja (Laboratorios
Britania) e incubadas durante 48 h a 37 °C. La identidad de los
cultivos fue confirmada por pruebas bioquimicas convenciona-
les. Para la identificacion de S. enterica subespecie enterica se
utilizaron las siguientes pruebas: fermentacion de dulcitol,
sorbitol, salicina, lactosa, mucato; utilizacion del malonato,
ONPG, tartrato de Jordan y gelatina de Kohn (12).

La serotipificacion de los aislamientos identificados como S.
enterica fue realizada de acuerdo con el esquema de Kauffman-
White (11), utilizando antisueros polivalentes, monovalentes y
factores somaticos y flagelares producidos en el Servicio de
Antigenos y Antisueros del Instituto Nacional de Produccién de
Reactivos y Bioldgicos-ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

Pruebas para determinar la sensibilidad a los
antimicrobianos

Se determind la concentracién inhibitoria minima (CIM) por
el método de diluciéon en agar segun las normas del Clinical
Laboratory Standards Institute (CLSI) (6).

Se ensayaron los siguientes antimicrobianos: ampicilina (AMP)
(ICN Biomedicals Inc., Ohio, EE.UU.), cloranfenicol (CMP)
(Parafarm®, Buenos Aires, Argentina), tetraciclina (TET) (Vetanco
S.A., Buenos Aires, Argentina), estreptomicina (S) (Waco Pure
Chemical Industries, Ltd, Osaka, Japon), gentamicina (GEN)
(Sigma Chemical Co, St. Louis, EE.UU.), amikacina (AKN) (Sigma
Chemical Co), cefalotina (CEF) (ICN Biomedicals Inc.), acido
nalidixico (NAL) (Sigma Chemical Co), trimetoprimasulfa-
metoxazol (TMS) (Vetanco S.A.), cefotaxima (CTX) (ICN Bio-
medicals Inc.), enrofloxacina (ENR) (Vetanco S.A.), ciprofloxacina
(CIP) (ICN Biomedicals Inc.), polimixina B (POL) (ICN Biomedicals
Inc.), fosfomicina (FOS) (Cevasa S.A., Buenos Aires, Argentina)
y nitrofurantoina (NIT) (Sigma Chemical Co). La cepa de referen-
cia utilizada fue Escherichia coli ATCC 25922.

Determinacion de la presencia del gen de la integrasa 1
(Intl 1)

Los aislamientos de S. enterica subespecie enterica se sem-
braron en placas de agar tripticasa de soja, se incubaron 24 h a
37 °Cy una colonia se subcultivé en caldo tripticasa de soja y se
incub6 a 37 °C durante 12 h. La extraccion de ADN se realizd
mediante los reactivos del kit Wizard® Genomic, (Promega
Corporation, Madison, WI, EE.UU.) para bacterias gram-negati-
vas. La concentracion de ADN se midi6 con espectrofotémetro y
se diluyé con agua destilada estéril para obtener una concentra-
cion final de 5 pg/pl.

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de
25 pl que contenia 5 pl de ADN diluido y los siguientes reactivos:
agua destilada estéril 16,5 pl; buffer 2,5 pl; MgCl, 1,5 mM;
cebadores (Invitrogen, Buenos Aires, Argentina) 0,2 uM cada
uno (0,5 pl de cada uno); mezcla de dNTPs (Promega
Corporation, Madison, WI, EE.UU.), 25 mM de cada uno (0,25
pl) y 2,5 U de Tag polimerasa en 0,25 pl (GoTag, Promega
Corporation, Madison, EE.UU.).

Para la determinacion del gen de la integrasa de clase 1 se
utilizaron los siguientes cebadores: Intilr 5'- cga ggc ata gac
tgt ac-3’ e Intilf" 5'-ttc gaa tgt cgt aac cgc-3’ (17). Se inicio el
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programa de la PCR con una desnaturalizacién a 94 °C duran-
te 1 min. Luego se realizaron 35 ciclos, constando cada uno de
las siguientes etapas: iniciacion 95 °C durante 5 min, hibrida-
cién a 52 °C durante 20 seg y extension a 72 °C durante 20
seg. Como control positivo se utilizé la cepa E 705 (18) y como
control negativo agua destilada estéril. Posteriormente se co-
rrieron 12 pl en gel de agarosa al 1% a 107 V durante 40 min,
utilizando un marcador de 1000 pb (MilMarker, Biodynamics,
Buenos Aires, Argentina). El gel se visualizé con un transilu-
minador de luz UV.

RESULTADOS

Aislamiento, identificacion y serotipificacion de
Salmonella spp.

Se obtuvieron 93 cepas de Salmonella enterica
subespecie enterica de las 386 muestras procesadas
(24,1%), de las cuales 52 (55,9%) fueron de contenido
cecal y 41 (44,1%) de nodulo linfatico ileocecal. Las ce-
pas aisladas se distribuyeron en 13 serovariedades de
Salmonella; la proporcion correspondiente a cada una
se expresa en la Figura 1. La distribucién de las sero-
variedades segun el frigorifico y el tipo de muestra de la
que provinieron se describen en la Tabla 1.

En 20 animales se aislé S. enterica, tanto de conteni-
do cecal como de ndédulo linfético ileocecal. Las combi-
naciones de serovariedades halladas fueron respectiva-
mente, S. Bredeney/S. Bredeney (1 animal); S. Derby/S.
Bredeney (1 animal); S. Newport/S. Newport (1 animal);
S. subesp. 1 6,8:e,h:-/ S. subesp. | 6,8:e,h:- (4 animales);
S. Typhimurium/ S. subesp. | 6,8:e,h:- (1 animal); S.
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Schwarzengrund/S. Heidelberg (2 animales); S.
Heidelberg/ S. Heidelberg (2 animales); S. Schwarzen-
grund/ S. Schwarzengrund (4 animales); S. Infantis/S.
Schwarzengrund (1 animal); S. Schwarzengrund/S.
Infantis (2 animales); S. Newport/ S. Schwarzengrund (1
animal).

Concentracion inhibitoria minima (CIM)

La prueba de sensibilidad a los antimicrobianos por el
método de dilucion (CIM) mostré que 68 (73%) de las 93
cepas fueron sensibles a todos los antimicrobianos, mien-
tras que 25 (27%) de las 93 cepas fueron resistentes a
uno o mas de los siguientes antimicrobianos: AMP, TET,
CMP, S, TMS, NIT y NAL. Los resultados del ensayo de
la CIM se detallan en la Tabla 2. Se observaron resisten-
cias a 1, 2, 4, 5 y 6 antimicrobianos. Los patrones de
resistencia se detallan en la Figura 2.

Determinacion del gen intl 1

La expresion del gen de la integrasa 1 se observé en
36 (38,7%) de los 93 aislamientos de S. enterica identifi-
cados. Diecisiete de las cepas portadoras del gen pre-
sentaron multirresistencia a5, 4y 2 antimicrobianos (TET,
S, CMP, TMS, AMP y NAL), mientras que las 19 restan-
tes fueron sensibles a todos los antibiéticos probados.
La mayor prevalencia de integrones de clase 1 se en-
contro en el frigorifico A (44%) y la menor en el frigorifico
D (16%). Los frigorificos B y C presentaron prevalencias
de 22% y 19%, respectivamente.

S. Seftenberg
S. Hartford

S. Rissen

S. Orion

S. Agona

S. Infantis

S. Newport

S. Typhimurium
S. Bredeney

S. Derby

S. subesp. 1 6,8:¢,h:-

S. Heidelberg

S. Schwarzengrund

| 27%

Figura 1. Serovariedades de Salmonella enterica subesp. enterica aisladas en cerdos de faena.
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Tabla 1. Distribucion de serovariedades de Salmonella subespecie enterica

aisladas de cerdos en cuatro frigorificos argentinos
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MN: Namero de cepas; @CC: Contenido cecal; ®LN: Nédulo linfatico mesentérico

Tabla 2. Sensibilidad a los antimicrobianos de los aislamientos de Salmonella enterica
subesp. enterica basada en la determinacion de la CIM

ATB® Rango CIM CIM 50 CIM 90 R® 1®) S®
TET 1-64 4 64 25,8 0 74,2
CMP 2-128 8 128 23,7 0 76,3
S 2-128 8 128 23,7 0 76,3
T™MS 0,25/4,75-16/304 0,25/4,75  16/304 21,5 0 78,5
AMP 2-128 4 128 19,4 11 80,6
NIT 8-128 32 64 3,2 16,1 80,6
NAL 2-32 4 4 3,2 0 96,8
CEF 4-16 4 8 0 11 98,9
CTX 0,03-0,12 0,12 0,12 0 0 100
ENR 0,015-0,12 0,06 0,06 0 0 100
AKN 0,5-4 1 2 0 0 100
GEN 0,12-1 0,25 0,5 0 0 100
CIP 0,008-0,12 0,03 0,03 0 0 100
POL 0,25-2 1 2 0 0 100
FOS 0,12-8 1 4 0 0 100

®antimicrobiano, @porcentaje de resistencia, ©porcentaje de sensibilidad intermedia, @porcentaje de

sensibilidad.
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Numero de cepas

[ AMP, TET, S, CMP, TMS. [] AMP, TET, CMP, TMS.
[ TET, s, CMP, TMS, NAL,NIT. [l TET, S.

[ ] TET, S, CMP, TMS. []TET

[ ] AMP, TET, CMP, S. B AvP

B TET, S, CMP, TMS, NAL.

Figura 2. Frecuencias relativas de los patrones de resistencia a
los antimicrobianos hallados en los aislamientos de Salmonella
enterica subesp. enterica segun la CIM

Tabla 3. Serovariedades de Salmonella enterica subesp.
enterica que expresaron el gen de la integrasa 1 y sus patro-
nes de resistencia a los antimicrobianos

N° de cepas Serovariedades Patron de
de Salmonella resistencia

12 S. Heidelberg TET, S, CMP, TMS,
AMP.

5 S. Schwarzengrund Sensible

4 S. subespecie | 6,8:e,h:- Sensible

4 S. Derby Sensible

3 S. Bredeney Sensible

2 S. Orion TET, S, CMP, TMS.

1 S. Typhimurium TET, S, CMP, TMS,
NAL.

1 S. Typhimurium TET, S.

1 S. Derby TET, S, CMP, AMP.

1 S. Agona Sensible

1 S. Newport Sensible

1 S. Hartford Sensible

Los patrones de resistencia y las serovariedades de
S. enterica subespecie enterica en las que se pudo de-
terminar la presencia de integrones de clase 1 se mues-
tran en la Tabla 3.
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DISCUSION

En las muestras procesadas de contenido cecal y de
nédulo linfatico ileocecal, las 5 serovariedades de Sal-
monella entérica mas prevalentes fueron S. Schwarzen-
grund, S. Heidelberg, S. subesp. |1 6,8:e,h:-, S. Derbyy S.
Bredeney. Estas serovariedades difieren de las encon-
tradas por Vigo et al. (22) en la provincia de Buenos Ai-
res, ya que en dicho estudio predominaron las serova-
riedades S. Typhimurium, S. Ohio y S. Rissen.

En concordancia con datos de otros paises, en este
estudio detectamos aislamientos de S. Typhimurium, que
es una de las serovariedades usualmente prevalentes y
gue representa un riesgo para la salud publica (18).

Los aislamientos de Salmonella enterica subesp.
enterica fueron mas frecuentes en el contenido cecal que
en el nédulo linfatico ileocecal (55,9% y 44,1%, respecti-
vamente). A su vez, en el contenido cecal se hallaron
cuatro serovariedades que no se encontraron en el né-
dulo linfatico ileocecal (S. Agona, S. Rissen, S. Newport,
S. Orion); las 3 primeras pertenecieron al mismo frigorifi-
co (D), donde se registré la mayor diversidad de serova-
riedades. La serovariedad S. Hartford sélo se encontr
en un animal del frigorifico C a partir de nddulo linfatico,
aunque no de contenido cecal. Los resultados obtenidos
demuestran que la siembra simultanea del nédulo linfatico
ileocecal y del contenido cecal de un mismo animal au-
menta la probabilidad de obtener mas aislamientos y
mayor diversidad de serovariedades.

La diversidad de serovariedades halladas y su locali-
zacion se podrian atribuir a que los animales se contami-
nan en el camion de transporte al frigorifico, en los corra-
les de espera (15) y en la etapa de evisceracion, donde
se produce la contaminacion al cortar los intestinos y di-
seminar la materia fecal a la carcasa (3). Segun Loy-
nachan et al. (14), Salmonella spp. pueden producir in-
fecciones en numerosos 6rganos tales como tonsilas,
colon, ciego, nddulo linfatico y timo a partir de las 3 horas
posinoculacion, tiempo que se considera compatible con
el de transporte de los animales a su destino final.

Si bien otros autores encontraron mayor proporcion en
el nddulo linfatico ileocecal (18,8%) que en el contenido
del ileon (13,9%), ambas fracciones representan una im-
portante fuente de contaminacion en los frigorificos (21).

Los antibiéticos frente a los cuales Salmonella enterica
subesp. enterica mostro resistencia fueron: TET (25,8%),
CMP (23,7%), S (23,7%), TMS (21,5%), AMP (19.4%),
NIT (3,2%) y NAL (3,2%). Resultados similares hallaron
Castagna et al. (5) en Brasil, quienes también aislaron
Salmonella spp. de nédulo linfatico y contenido cecal, y
observaron cepas resistentes a TET, AMP, Sy NAL, aun-
que para CMP tuvieron menor proporcion de cepas re-
sistentes (16,6%). Los hallazgos de este trabajo también
coincidieron con los de los autores citados respecto de
los bajos niveles de resistencia a las quinolonas y del
porcentaje de cepas con multirresistencia (27%), que en
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nuestro caso se asocio a las serovariedades S. Typhi-
murium, S. Heildelberg, S. Derby y S. Orion.

Otros trabajos coinciden en los valores de la resisten-
cia a TET y S, pero presentan mayor proporcién de
multirresistencia, sobre todo en S. Typhimurium con el
patrén ampicilina-cloranfenicol-estreptomicina y tetraci-
clina (R-ACSSuT) relacionado con el fagotipo DT 104 (1,
9), el cual no ha sido identificado en este estudio. En
nuestro pais hay registros de S. enterica spp. aisladas
de cerdos, con multirresistencia a seis, cinco y cuatro
antimicrobianos (AKN-S-TET-NAL-COL-CMP; AMP-
GEN-S-NAL-CMP y S-NAL-CMP-NIT) en diferentes pa-
trones, correspondientes a S. Typhimuriumy S. Ohio (22).

Los mayores porcentajes de resistencia coinciden con
los antibidticos corrientemente utilizados en medicina
veterinaria y en la explotacion porcina. En estudios ante-
riores, donde se analiz6 la resistencia a antimicrobianos
de aislamientos de Escherichia coli provenientes de ma-
teria fecal de cerdos, también se observé que los mayo-
res niveles de resistencia correspondieron a los
antibioticos AMP, TET y S, con el mismo perfil de
multirresistencia (16).

No existen datos sobre estudios clinicos referidos a
proporcion de cepas de Salmonella enterica subesp.
enterica sensibles a antibiéticos y portadoras del gen int/1.
Sin embargo, la alta frecuencia aqui detectada, que lle-
ga al 38%, sugiere que el medio ambiente podria jugar
un papel muy importante como reservorio de la mul-
tirresistencia a antibioticos. Los antecedentes de la pre-
sencia de integrones de clase 1 en aislamientos de
Salmonella spp. de origen clinico en la Argentina corres-
ponden a cepas que exhiben el patron de resistencia a
los antimicrobianos ampicilina, cefotaxima, ceftazidima,
amikacina y gentamicina (19). En nuestro estudio no se
registraron cepas resistentes a gentamicina. Diecisiete
de las 36 cepas que resultaron positivas para el gen de
la integrasa 1 presentaron resistencia a 2 o mas antimi-
crobianos, en tanto que 19 fueron sensibles. Las cepas
multirresistentes portadoras del gen int/1 tuvieron en co-
mun la resistencia a TET, S, CMP y TMS, excepto S.
Derby que no presenté resistencia a TMS.

La gran cantidad y diversidad de serovariedades de
S. enterica aisladas en este estudio de cerdos de
frigorificos, asi como el considerable porcentaje de ce-
pas portadoras de integrones de clase 1, entre las que
se incluyeron varias multirresistentes, demuestran que
seria importante tomar medidas higiénico-sanitarias en
los corrales de espera y principalmente, en la planta de
faena del frigorifico, para evitar la contaminacion de las
carcasas y su diseminacion, ya que eso implica un gran
riesgo para la salud publica.
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