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Determinacion de seropositividad de Salmonella spp. en muestras de

porcinos del laboratorio ZOOLAB - Colombia durante el afio 2017.

RESUMEN

La salmonelosis es una enfermedad que afecta a hombres y animales, considerada
asi una de las zoonosis mas importantes a nivel mundial; esta enfermedad es
causada por la bacteria Salmonella spp. caracterizada por ser un bacilo Gram

negativo, con flagelos peritricos y por poseer mas de 2.500 serotipos.

Salmonella spp. puede propagarse en todo el hato con tan sélo un animal portador,
siendo éste uno de los principales problemas para los porcicultores, la enfermedad
suele presentarse de manera asintomatica e inespecifica, afectando animales con

el sistema inmune débil.

En el presente estudio, se analizaron 1.460 sueros de porcinos provenientes de 12
departamentos de Colombia, estos fueron suministrados por el banco de sueros del
laboratorio Zoolab, para la determinacion de seropositividad de Salmonella spp.

Se realizé la técnica de ELISA indirecta, para detectar en la muestra la presencia
del anticuerpo anti-salmonella, a partir de un anticuerpo anti-porcino marcado, éste
genera color y su intensidad es directamente proporcional a la cantidad de
anticuerpo presente. Posteriormente se desarroll6 el analisis estadistico, usando los
programas SPSSy EPI INFO.

La seropositividad hallada fue de 40,3%. El departamento que aporté mas muestras
en estudio fue Valle del Cauca, y los departamentos con una seropositividad mayor
al 70% fueron Quindio, Huila y Boyaca. Las hembras mostraron mayor
seropositividad que los machos con 41,0% y la raza con mayor seropositividad fue
Pic con 79,0%. En conclusiéon Salmonella spp. es un patdogeno de distribucion

mundial y de importancia en salud publica.
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INTRODUCCION

Salmonella spp. es un agente bacteriano con mas de 2.500 serotipos, de los cuales
la mayoria se identifican como patégenos para el ser humano. Se caracteriza por
ser un bacilo mavil con flagelos peritricos, Gram negativo, fermentador de glucosa.
La enfermedad que produce se conoce como salmonelosis y se transmite de
animales a humanos, lo que quiere decir que es una zoonosis, asi mismo, hace
parte de las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), la transmision se da
principalmente por el consumo de carne mal cocinada, ingestion de agua

contaminada y contacto directo con un animal infectado.

Salmonella spp. se caracteriza por ser capaz de sobrevivir a las diferentes
caracteristicas del sistema digestivo, tales como la acidez que produce el estbmago
y la osmolaridad del intestino delgado. La bacteria se introduce por medio de células
epiteliales intestinales del ileon y resiste la fagocitosis de los macréfagos (células
blanco de infeccién, donde puede evadir actividad litica, y asi lograr la replicacion?,

y posteriormente se ubica en los ganglios linfaticos.

Salmonella spp. también afecta al sector econdmico, en éste caso, para los
porcicultores, dado que en la produccién de carne, puede aumentar el tiempo
necesario para que el animal alcance el peso de sacrificio, al observar lotes no
uniformes y pérdida de produccion. Una de las razones, es que muchos de los
porcicultores no tienen conocimiento de como se diagnostica esta enfermedad y por
ende no acuden de manera inmediata a los servicios especializados cuando
detectan los sintomas en el animal, ademdas incumplen con el esquema de
vacunacion, siendo los pequefios porcicultores los mas recurrentes en esta
problemética. Esto aumenta los costos en tratamientos y/o planes preventivos, para

su posterior erradicacion.

Igualmente, se deben tener en cuenta los aportes cientificos, con el fin de innovar y
agregar datos epidemiologicos para la historia de la presencia de Salmonella spp,
identificando los diferentes mecanismos de transmision y diseminacion; dado que
no existe proporcidon exacta entre causa y efecto, los pequefios efectos de la

enfermedad pueden determinar grandes causas o0 viceversa, evaluando asi, si las



diferentes formas de eliminacién descritas de la bacteria son eficaces o hay que

plantear nuevos métodos para el control de ésta.

Por tanto, se ve la necesidad de hacer estudios que representen la seropositividad
de Salmonella spp. en el pais, mostrando la distribucidén geogréfica, para identificar
donde se encuentran las zonas de mayor afectacion porcicultora; esto como
iniciativa para que los porcicultores tomen medidas de control frente a la

enfermedad y se logren disminuir las pérdidas econémicas que ésta ocasiona.



1. ANTECEDENTES

Para empezar a hablar de la salmonelosis en porcinos, se hizo una revision de
literatura dando importancia a Sur América y a Colombia, llegando a diferentes
departamentos del pais, donde ésta enfermedad tiene una gran seropositividad con

relacion a las muestras obtenidas.

Klein E. en 1884, realiza la descripcion de la bacteria Salmonella spp., ésta hace
parte de la familia Enterobacteriaceae, género Salmonella. Se caracteriza por
habitar el tracto gastrointestinal de personas y animales. Pertenece a un grupo de
bacilos Gram negativos, anaerobios facultativos, con flagelos peritricos para su
movilidad y sobrevive a temperaturas de 7°C a 45°C. A su vez, se conoce que
muchos de sus serotipos son patdégenos para los animales, pero aun asi, afectan al

hombre accidentalmente 2.

En 2001, Van der Wolf escribe acerca de la seropositividad de Salmonella en cerdos
en 406 rebafios de paises bajos durante los afios 1996 y 1999, para este estudio se
uso la técnica ELISA indirecta, su positividad fue de 23.7% en 1996 y 24.5% en
1999, siendo las hembras las que mostraron una mayor positividad, sobre todo en
el afio 1999. Otra parte del analisis mostr6 el porcentaje de prevalencia de
Salmonella en dichos rebafios, donde el 69.7% tenia una baja prevalencia, el 21.7%

mostr6 un prevalencia moderada y el 8.6% una alta prevalencia?®.

En el afio 2002, Lo Fo Wong et al, publican un articulo, cuyo objetivo fue analizar
las medidas de control que se llevan a cabo durante la cadena de produccion de
cerdos, puesto que uno de los factores para que se dé la salmonelosis humana, es
el consumo de carne de cerdo contaminada; se llevd a cabo un analisis
epidemioldgico de los diferentes momentos en los que se pueden contaminar dichos
cerdos, como el tiempo de levante y engorde, transporte al sitio de sacrificio y el
momento del sacrificio. Los datos que caben resaltar mencionados por los autores,
son los tres factores principales que influyen en la calidad microbioldgica de la carne

de cerdo: la manipulacion, el tiempo y la cadena de frio*.
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También, en 2003 Lo Fo Wong et al, dan a conocer su estudio, en el cual se evalian
para 77 rebafios de Dinamarca, Paises Bajos, Grecia y Alemania la positividad de
Salmonella spp. en materia fecal de animales que han sido clasificados como
seropositivos por medio de ELISA indirecta, que detecta una mezcla de anticuerpos
contra antigenos O de salmonella. Después, de las seropositivas, Se logro aislar
Salmonella en 135 muestras fecales, por métodos bacteriol6gicos®.

Beloeil et al, en 2004, publica un estudio de 101 granjas de Ploufragan Francia,
donde se analizaron muestras de materia fecal y cecal; este proceso se llevé a cabo
mediante métodos bacterioldgicos clasicos y también se examinaron 30 muestras
de materia fecal por el método ELISA indirecta. En este estudio se evalué la relacién
de diferentes factores como: tipo de alimentacién (seco o humedo), la duracion del
transporte entre la granja y el matadero, condiciones de carga y descarga en la
granja y en el matadero, entre otros. En las granjas analizadas, se encontré que el

37.6% (38/101) tenian muestras positivas para Salmonella enterica®.

Mejia W. en 2005, en su investigacién de granjas porcinas de Catalufia describe
los factores de virulencia de Salmonella spp. los cuales se asocian a diferentes
antigenos; en la pared bacteriana antigenos somaticos (O), antigenos de cpsula
(K, Vi) y los antigenos flagelares (H), de ello depende la resolucion de la
enfermedad’. Bustos et al. en 2005 dice que con respecto a su virulencia,
Salmonella spp, afecta un sistema por su capacidad de invasion, toxicidad y

resistencia a la muerte intracelulars.

Baumann et al. en su estudio realizado en 2006, menciona como se lleva a cabo la
transmision de Salmonella, describiendo que se puede dar en el medio ambiente
por la excreta de heces, fomites, alimentos mal procesados e incluso por los
trabajadores cuando no se tienen adecuadas practicas de manejo frente al cuidado
o sacrificio®. Sin embargo, la forma de transmisién mas importante sigue siendo la

de porcino a porcino.

También, en 2006, Mejia et al, publican un estudio realizado en Catalufia Espafia,

en el cual se realizaron estudios de muestras provenientes de cerdos de 141
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granjas, por métodos bacteriolégicos para presentar la susceptibilidad
antimicrobiana; y por medio de ELISA para determinar seropositividad, los
resultados indicaron que el 77% de las granjas, tenia al menos un animal
seropositivo, en los cuales se detectaron 14 diferentes serotipos. Respecto a la
susceptibilidad, mas del 30% de las cepas eran resistentes a 4 antimicrobianos
comunmente usados para infecciones gastrointestinales. Los factores de asociacion
gue se encontraron en este estudio fueron, tener ganado diferente a los cerdos, el

tamafio de su hato, y antecedentes de salmonelosis, es decir animales portadores.*?

Segun Food Standards Agency (FSA) en el 2007, cuando el porcino contrae
Salmonella spp, la resolucion sintomética puede ser de muy corta duracién no
afectando el bienestar del animal. En lechones destetados los sintomas que se
desarrollan estan directamente relacionados con diarrea y deshidratacion. Los
problemas se dan cuando el agente sobrepasa niveles criticos, causando la muerte

del animal y en el caso de las cerdas produce aborto!?.

Teniendo en cuenta que la transmision de la salmonelosis también puede ser dada
por fémites, Corrales et al. en el afio 2008, desarroll6 un estudio para aislar
enterobacterias, entre ellas Salmonella spp. en guantes y manos de los trabajadores
de una planta de sacrificio en Cundinamarca-Colombia. Primero se llevo a cabo la
realizacion de encuestas a los empleados participantes del estudio, para evidenciar
su técnicas de higiene al momento de trabajar; para el aislamiento se utilizaron
técnicas de cultivo microbioldgico y pruebas bioguimicas, donde se obtuvo un

resultado de cero aislamientos de Salmonella spp, pero si se aislé Escherichia coli??.

Por otra parte Malbran en el afio 2009, escribi6 acerca de la clasificacion
comprendida por los estudios basados en la secuenciacion de DNA, en el cual
muestra la existencia de seis grupos, de los cuales sélo se reconocen dos especies
del género Salmonella: S. enterica y S.bongori; éstas, a su vez se dividen en
subespecies y en serovares!®. Concretando, en caso de los porcinos, la

salmonelosis esta asociada a S. Choleraesuis, S. Typhimurium y S. Typhisuis.
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Por ejemplo, en el 2009, Caffer et al, realizaron un estudio para detectar
serovariedades de Salmonella enterica subespecie enterica, de 386 muestras de
porcinos en Buenos Aires-Argentina, la seropositividad fue de 93 casos; la
serotipificacion mostré cinco serovares, los mas prevalentes fueron S.
Schwarzengrund, S. Heidelberg, teniendo en cuenta que éstos dependen de la

ubicacion geografica.

En relacion con Dinamarca se establecié un estudio, el cual permiti6 comparar el
aislamiento de Salmonella spp en carne de porcinos de tiendas minoristas y
supermercados, mostrando un flujo mayor de contaminacion en el afio 2006
respecto al 2002; los datos de vigilancia del gobierno sélo se centran en las
instalaciones de sacrificio, donde los resultados tienden a ser negativos, siendo
estos una contradiccién al estudio aportado por Aabo et al en el 2010, en el cual el
foco mayor de contaminacion son las tiendas minoristas. Se concluye que los
duefios de estos establecimientos no cumplen a cabalidad con las normas de
higiene, creando contaminacién cruzada en cualquier momento del transporte,

manipulacién y/o venta del alimento®®.

Wales et al en 2011, en su revision, establecen la relacion de la infeccion por
Salmonella spp. en edades tempranas de los lechones y asocian el destete como
un hecho importante en la infeccion debido a la pérdida de la inmunidad transmitida
por la cerda, caracterizada por ser propia o endémica de los cerdos y en su mayoria
asintomética, ademas incluye un serovar en granjas de cerdos que perduran
durante todas las etapas de produccion S. Typhimurium. este aporte es significativo
debido a que se determina que un lechoén infectado sera portador y diseminador en

adelante en la cadena de produccion®®.

Asi también, en Antioquia-Colombia, Cuervo et al en el 2012, llevé a cabo un estudio
en el que pretendia aislar Salmonella spp. en una planta de sacrificio de porcinos,
esto por medio de diferentes métodos. Primero se llevé a cabo el aislamiento
bacteriologico especifico para enterobacterias, para esto, las muestras fueron
sembradas en medios de cultivo, a estas colonias, se les realiz6 coloracion de Gram
para determinar si su morfologia correspondia a bacilos Gram negativos, asi mismo,

las pruebas bioquimicas y de seroaglutinacion ayudaron a determinar el géneroy la
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especie. Sin embargo, como resultado de este analisis si se obtuvo el aislamiento

de varias enterobacterias pero en ninguna muestra se aislé6 Salmonella spp?’.

En el afio 2012, Henao et al, identifican las buenas practicas de produccién en
granjas porcicolas de Tolima-Colombia. El departamento en los ultimos quince afios
crecio en dicho sector, dando asi importancia al proceso de limpieza-desinfeccion,
control de animales nuevos o reemplazados y control de roedores, aves e insectos.
La aplicacion de éstas confirma que se disminuye notoriamente la contaminacion
cruzada, se mejoran los planes de saneamiento, mitigando los diferentes factores

de riesgo de via de entrada por Salmonella spp?.

Arguello et al, en el 2012, realizaron un estudio para hallar la positividad de
salmonella, en 896 muestras de heces de porcinos y de hisopados tomados de
suelos en mataderos de Espafia. Los métodos diagnosticos que se emplearon
fueron primero bacteriol6gicos para aislar el patdégeno y en las muestras en las que
se logré esto, se les realizo el test de fluorescencia 4-methylumbelliferyl caprylate;
los resultados arrojaron que 356 muestras fueron positivas para Salmonella spp. y
después se realizé la clasificacion de las serovariedades, siendo S. Typhimurium la

mas aisladal®.

Asi mismo, Marin et al en el 2013, realizaron un estudio hecho en Tolima-Colombia,
el cual es apoyado por Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural (MADR) y la
Asociacién Colombiana de Porcicultores (ACP), hoy llamada PorkColombia, en el
cual se recolectaron muestras de 9 granjas porcicolas (n=420), se obtuvo que,
Salmonella spp presenta mayor cantidad de casos de animales en gestacion, con
una seropositividad de 151 cerdas, ninguno de los animales presenta algun tipo de
sintomatologia, ni siquiera, con cualquier otra enfermedad entérica. Cabe aclarar
gue los animales seropositivos, no se relacionan directamente con la enfermedad,

porque el animal puede tener algun anticuerpo anti-Salmonella spp?°.

Mas adelante, Arcos et al en 2013, en Tolima-Colombia, realizan un estudio que
contempla la salmonelosis porcina, pero enfocada en la carne del animal y en las

plantas de beneficio. El total de muestras para este estudio fueron 507, obtenidas
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de canales, ambientes y fomites, el aislamiento se llevo a cabo por medio de analisis
microbiolégico y su identificacion por medio de pruebas bioquimicas y serolégicas
(Poli A + Vi). La positividad se present6 en 25 muestras, es decir 4,3%; con estos
resultados se determin6 que Salmonella spp. en fases de posproduccion (beneficio

y comercializacion) se puede presentar por contaminacién cruzada?!.

Por otra parte Caranguay et al. en el 2014, en el departamento de Narifio escribe
un estudio en el que se recolectaron 113 muestras de 33 establecimientos
comercializadores de carne de los diferentes municipios, se llevo a cabo un estudio
respaldado en el Manual de técnicas de andlisis para control de calidad
microbiologica de alimentos para consumo humano, del Invima, confirmando que
Salmonella spp. se puede encontrar el diferentes fémites como lo son: los guantes
de carniceria, bandejas, mesa, vehiculos de transporte de trabajo, siendo éstos de
los méas importantes, como resultado, se afirma que los establecimientos incumplen
las medidas sanitarias, puesto que en todas las superficies examinadas, se logré
aislar el patdgeno, siendo los guantes de carniceria los que tuvieron mayor
positividad (22%) . Al entrar en contacto la carne con los diferentes objetos, se

genera un alto riesgo de que el consumidor se infecte, generando una ETA?2,

En 2014 Gonzéalez, menciona datos importantes de los inicios de la salmonelosis,
empieza hablando de Marthedal que en 1960 describe que Salmonella fue
realmente aislado y cultivado por primera vez en 1884 por un alumno de Robert
Koch, microbi6logo aleman quien descubrié el bacilo de la tuberculosis en 1882. Asi
mismo, los doctores Theobald Smith (1859 - 1934) y Daniel Elmer Salmon (1850 -
1914) fueron los primeros en describir la bacteria salmonella spp. en el afio 1885
desde una cepa proveniente de un cerdo con peste porcina clasica, a ésta cepa le
denominaron hog-cholera bacilli, y actualmente se conoce como Salmonella
choleraesuis; Sin embargo, afios después se descubrio el virus que realmente
causa la peste porcina clasica, y por esto, Salmonella qued6 como agente

secundario a esta peste?3,

A su vez, Gonzalez, en el mismo estudio, menciona otros doctores que aportaron
algo para determinar las caracteristicas generales y sintomas que ocasiona dicha

bacteria. En primer lugar, se encuentra Carl Joseph Eberth (1835 - 1926)
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bacteriélogo y patologo nacido en Alemania. En 1880, observé la bacteria
Salmonella spp. en muestras de bazo y de ganglios linfaticos mesentéricos de
pacientes que fallecieron por tener el bacilo (Salmonella typhosa) causante de la
fiebre tifoidea, y en su honor fue llamada Eberthella typhosa. También, realizo
estudios en 1829, donde analiz6 23 casos de fiebre tifoidea y en 12 de estos,

encontro el bacilo con las mismas caracteristicas de Salmonella typhosa?3.

Zabaleta, en su trabajo de grado en el 2014, evalla la susceptibilidad antimicrobiana
de Salmonella spp., en 1202 muestras de plantas de beneficio, desposte y puntos
de venta de carne de porcino de los departamentos Valle del Cauca, Antioquia y
Eje Cafetero, las muestras fueron examinadas por el método horizontal de
Ausencia/Presencia, el cual incluye un pre enriquecimiento con caldo BHI, un
enriguecimiento en caldo Tetrationato de selenito a 35°C y Rappaport a 42°C,
después se realizan aislamientos en medios selectivos XLD, Sulfito-Bismuto y
Hecktoen entérico y por ultimo las colonias con morfologia caracteristica de
Salmonella spp., se aislaron en medio cromogeno Salmonella Plus para su
confirmacion. En cuanto a la susceptibilidad microbiana, se llevo a cabo por medio
de la técnica de microdilucion en caldo con el sistema MicroScan, con paneles para
Gram negativos. Como resultados, se obtuvieron 70 aislamientos positivos para
Salmonella spp., los serotipos aislados fueron: S. Typhimurium 70%, S. Javiana 9%
y S. Derby 6%. En cuanto a la resistencia antimicrobiana, se encontr6 que un 14,1%
presenta resistencia a trimetoprima/sulfametoxazol, un 9,4% a cefotaxima y un 6,2%

a ampicilina®.

En 2015 Pulecio et al, publican un articulo sobre la susceptibilidad antimicrobiana
de 333 aislamientos de Salmonella entérica en Colombia, obtenidos de heces en
camion, heces en corral, nédulos linfaticos mesentéricos y contenido cecal. El
99,6% de los aislamientos mostraron resistencia a antimicrobianos, donde 93,1 %
mostraron resistencia frente a tetraciclina, seguido por tilmicosina con 73,8 %,
ceftiofur 41,4 %, entre otros. Con estos resultados, se pudo concluir que se deben
mejorar las medidas de prevencion y control, de la produccion primaria hasta la

venta, tratando de impedir la resistencia antimicrobiana®.
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Llegando a la actualidad, de enero a abril de 2018, Ayala et al, realizaron un estudio
para hallar Salmonella spp. en ganglios mesentéricos de 457 porcinos en plantas
de beneficio de 13 departamentos de Colombia, el estudio se llevé a cabo gracias
al Sistema Molecular MDS y luego se hizo la confirmacién por Maldi-TOF MS;
también se determind la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos y el
desarrollo del analisis estadistico se realiz6 en Whonet 2016. La positividad de
Salmonella spp. en ganglios mesentéricos se presentd en 129 muestras es decir el
28.2% del total, siendo la regién del Huila la que tuvo mayor cantidad de muestras

positivas?®.

Se identifica un déficit de estudios frente a ésta enfermedad y mas en
departamentos en los cuales su eje econdémico esta la porcicultura como una fuerte

fuente de ingresos.
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2. MARCO REFERENCIAL

2.1 Caracteristicas generales de Salmonella spp.

Es un bacilo Gram negativo cuyo diametro oscila entre 0,3 a 1 um x 1,0 a 6,0 um,
su metabolismo respiratorio es facultativo el cual permite su crecimiento en
ambientes con o sin oxigeno, sin que éste sea toxico para su desarrollo, la
temperatura de supervivencia oscila desde los 7° hasta los 45° centigrados, se
inactiva después de los 60° centigrados y por debajo de un pH de 5. Fermenta la
glucosa en el ciclo de Embden MeyerhOf para la obtencion de energia, no fermentan
lactosa ni sacarosa. Tiene la capacidad de moverse y adherirse gracias a sus
flagelos peritricos. La bacteria no produce esporas’.

Figura 1: Salmonella spp. en tercera dimension.
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Gracias a las caracteristicas descritas anteriormente Salmonella spp. se puede
enriquecer y aislar en medios de cultivo, como: XLD, Hektoen entérico, MacConkey,
entre otros. Las pruebas bioquimicas aportan un resultado presuntivo de los
aislados realizados, entre las cuales se encuentran: catalasa positiva, donde la

enzima catalasa reacciona con el peréxido de hidrégeno, formando agua y oxigeno,
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fermentacion de glucosa y produccion de gas y de acido sulfhidrico, oxidasa y urea
negativa, quiere decir que la bacteria no posee la enzima citocromo-oxidasa y

ureasa.

2.2 Taxonomia de Salmonella spp.

Este microorganismo hace parte del reino Bacteria, filo Proteobacteria, clase
Gammaproteobacteria, orden Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae,
género Salmonella, el cual se divide en dos especies Salmonella enterica y
Salmonella bongori. A su vez Salmonella enterica se conforma de 6 subespecies:
Salmonella enterica subsp. enterica (I), Salmonella enterica subsp. salamae (Il)
Salmonella enterica subsp. arizonae (llla), Salmonella enterica subsp. diarizonae
(Illb), Salmonella enterica subsp. houtenae (IV), Salmonella enterica subsp. indica
(VI). Ademas de esto, existen mas de 2500 serotipos, los mas representativos son
los de Salmonella enterica subsp. enterica afectado a los animales de sangre

caliente y causando la mayoria de casos de salmonelosis en humanos?8 2°.

Segun la clasificaciéon de White-Kauffman-Le Minor, los serovares que pertenecen
a otra subespecie se basan en la composicion de los antigenos, conocidos como

somaticos (O), flagelares (H) o de superficie Vi (K) .

Los principales agentes etioldégicos asociados a la salmonelosis porcina son

S. Choleraesuis y S. Typhimurium, los cuales son identificados como zoonéticos3.

2.3 Patogénesis de Salmonella spp en el intestino del porcino.

Salmonella spp es un patdgeno intracelular, tiene la capacidad de llegar a la células
de Paneth en las criptas de la vellosidades del intestino, las células dendriticas (DC)
emiten prolongaciones para poder pasar en medio de las células capturando a la
bacteria por medio de una respuesta mediada de los receptores tipo toll (TLR) y los
receptores de tipo oligomerizacion de union a nucleotidos (NOD), induciendo a la
produccion de citoquinas proinflamatorias; las células M permiten el ingreso del
epitopo, activando a las células presentadoras de antigeno (Ag) los linfocitos T

helper 1 (Thl) los cuales viajaran hacia los ganglios linfaticos, alli, presentan los
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antigenos (Ag) e inician toda la respuesta de inmunidad adquirida, para la
produccion de anticuerpos (Ac) por medio de estimulo de transformacion que
reciben los LB. La inmunidad adquirida interviene cuando la innata no logra controlar
el ingreso de Salmonella spp, ademas cuando ya la bacteria sobrepasa su dosis
infectiva de 10%° inicia su fase de infeccién, estd también dependera de los

diferentes factores de virulencia de la misma?32.

Figura 2: Inmunidad del tracto gastrointestinal del porcino frente a Salmonella spp.
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2.4 Factores de virulencia de Salmonella spp.

Salmonella spp se caracteriza por tener diferentes factores de virulencia, uno de los
mas reconocidos son los mecanismos de adhesion y mecanismo de entrada a la
célula denominado sistema de secrecion tipo Il (SST3), llamados también
nanojeringas o inyectosomas; estructura por la cual se hace un intercambio de
componentes del citosol bacteriano a la célula hospedadora, afectando el factor de
transcripcion nuclear, en pocas palabras el metabolismo celular, manipulando las

vias de sefializacion celular?.

El SST3 estd compuesto por dos anillos proteicos que van en cada una de las
membranas bacterianas (interna y externa) ensamblando una aguja proteica hueca.
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El sistema empieza a actuar cuando la proteina de invasion (InLB) encuentra un
receptor tirosin quinasa (receptor Met) que por medio de una guanosin trifosfatasa
(GTPasa) Rac, WAVE y el complejo Arp2 / 3 inicia un proceso de nucleacién y
polimerizacion de la actina; la elongacion de la actina crea unos microfilamentos los
cuales ejercen fuerza motriz para la extension de la membrana. Asi mismo, la
fosfoproteina estimulada por vasodilatadores (VASP) ubicada en los extremos de
los filamentos contribuyen con la regulacién del citoesqueleto de la actina en
conjunto con Cofilina (proteina de unién a actina) que aumenta la despolimerizacion
de la actina para dejar nuevos extremos libres iniciando de nuevo la polimerizacion,
esto es regulado por la cinasa LIM. Cuando ya existe suficiente cofilina acumulada

se desprende el filamento?.

Asi mismo todo este sistema esta codificado por una isla de patogenicidad
cromosOmica conocida como SPI-1, importante porque confiere facultad de
virulencia (polimerizacion de filamentos de actina). La SPI-1 estd conformada de
varias proteinas efectoras las cuales promueven rearreglos en el citoplasma, entre

las cinco mas significativas encontramos a SipA, SopE, SopE2, SopB y SptP33.

La SipA es una proteina involucrada en la unién a actina. SopE son importantes en
la formacion de ondulacion de la superficie, como respuesta al contacto y también
es estimuladora de Erk, JNK, p38 y MAP cinasa®*, las anteriores denominadas
proteinas de tipo cinasa las cuales modifican sustratos mediante un proceso de
fosforilacidon, al ser activadas se asocian con hipo e hiperosmolaridad celular,
mediadores inflamatorios, estiramiento mecénico y choque de calor. Continuando,
la denominada SopE2, activa a CDC42, que a su vez ésta activa a el complejo
Arp2/3 para iniciar la polimerizacion de los filamentos de actina ya antes descrito.
Por otro lado la SopB (proteina externa de la Salmonella spp) confiere una actividad
de inositol fosfato fosfatasa que ocasiona una alta capacidad de sefializacion,

gracias a la generacion de fosfolipidos de inositol y inositol fosfato32.

En cuanto al mecanismo de adhesién, encontramos el lipopolisacarido O (LPS)
considerado como el antigeno de superficie de la membrana de todas las bacterias

Gram negativas, siendo el mayor componente de ésta, ocupando % partes. El LPS
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esta relacionado con la respuesta del sistema inmunitario del hospedero como

agente un inmundgeno, también en la colonizacién y asentamiento de la infeccién3®

El LPS esté constituido por tres regiones, lipido A, core y antigeno O. El lipido A es
la region activa de la molécula, la cual esta unida a acidos grasos (acido caproico,
ladrico, miristico, palmitico y estearico) que se encuentran en la membrana externa
de la bacteria. El core a su vez se divide en dos regiones, la interna compuesta por
heptosas y la externa por hexosas. El antigeno O es un polimero el cual varia entre
1 a 8 residuos glicosidicos dependiendo de la especie de la bacteria (figura 2). Si
s6lo presenta las dos primeras regiones es denominado como lipooligosacarido
(LOS) 3,

Figura 3: estructura del Lipopolisacarido “O”, antigeno de superficie.
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Con respecto al reconocimiento y la sefializacion, la proteina soluble MD2 y el TLR4
es el complejo de receptor que usa la bacteria para iniciar todo su ciclo de invasion
celular, en compaiiia de la proteina CD14. La Proteina unidora de lipopolisacaridos
(LBP) se encarga de capturar a los LPS asociandolos al receptor CD14 el cual
podemos encontrar en ceélulas de Paneth, luego, se transfieren al complejo
(TLR4/MD-2). Ya con el complejo LPS-TLR4/MD-2 formado se oligomeriza el TLR4
induciendo a una reaccion con los Receptores Toll de Interleuquina 1 (TIR),
induciendo la apertura de la membrana celular para el intercambio de proteinas; se

conocen cinco proteinas del dominio TIR: TIRAP: proteina adaptadora del dominio
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TIR. TRAM: proteina adaptadora relacionada con el TRIF. SARM: proteina
inhibidora de la sefial del TRIF. TRIF: proteina adaptadora asociada al dominio TIR

inductora de interfer6n beta. MyD88: proteina de diferenciacion mieloide.

La transduccion es el proceso por el cual la célula convierte una sefial o estimulo
exterior, induciendo al ADN exégeno hacia el ndcleo celular; en este caso tenemos
dos vias, una dependiente de MyD88 y otra de TRIF. Cuando la sefial llega a la vias
dependientes MyD88 y/o TRIF, se activan quinasas del inhibidor del factor kB (INF-
kB) separando al factor de transcripcion nuclear (NF-kB), éste se activa y se trasloca
al nucleo en donde se va a unir a la region promotora de genes de la respuesta
inflamatoria para finalmente hacer la transcripcidon de: si toma la via dependiente de
MyD88 transcribe citoquinas proinflamatorias (IL-1, IL-6 y TNFa), en cambio, si toma

la via dependiente de TRIF transcribe interferones tipo | (a, B1a, y B1b)%®.
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Figura 4: Reconocimiento y sefializacion de Salmonella spp.
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2.5 Transmisién de la salmonelosis en porcinos

La transmisién de Salmonella spp en el hato, inicia en la mayoria de los casos con
un animal portador, se han documentado diferentes vias: via fecal-oral, mucosas,
iatrogénica, vertical, e inhalacion. Se clasifica entre la forma directa y la indirecta, la
directa a través del contacto con aerosoles, heces o animales infectados. La
indirecta a través de alimentos, suelo, fémites vectores, agua, entre otros; mas
relacionados al medio en donde habita el animal®®, ya que éste microorganismo

tiene una alta capacidad de supervivencia.
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Figura 5: Transmision de Salmonella spp.

Realizado por: Autores

2.6 Factores de riesgo en la transmision de salmonelosis porcina

Los diferentes factores de riesgo que pueden estar implicados en la transmision y
diseminacion de la salmonelosis son: los sistemas de alimentacién, la sanidad y
medidas de bioseguridad, las caracteristicas de las granjas y los sistemas de

manejo.
Uno de los sistemas de alimentacién es el alimento granulado o en harina, el cual

supone que incrementa la presencia de Salmonella spp, dado que cambia la

microbiota intestinal, generando un aumento de la resistencia de la supervivencia
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del microorganismo, por el cambio de dieta. El alimento humedo, ademas de
mejorar la tasa de crecimiento en los cerdos de engorde, puede causar el mismo

riesgo que los alimentos granulados y en harina’.

Los promotores de crecimiento con antibiéticos, dafian la microbiota endégena del
intestino, permitiendo una colonizacion rapida de las células blanco, ya que se crea
una resistencia antimicrobiana no necesaria para el animal. Asi mismo, el poco o
nulo control de los roedores y aves que actian como reservorio transportando

Salmonella spp en sus heces; contaminan el alimento’.

Por otra parte los porcinos de reemplazo son un punto critico para la diseminacion
de salmonelosis, porque, en el momento del transporte se crea un estrés en el
cerdo, el cual hace que se excrete el agente por medio de las heces, contaminando
a los otros animales. En cuanto a las cerdas portadoras, éstas pueden contaminar
a los reemplazos si éstos presentan una inmunidad especifica menor o si ademas
no se llevé una adecuada cuarentena previamente. Por otra parte, en la transmision
vertical se presenta que, los lechones pueden ser infectados desde la etapa de
lactancia por sus madres, ya que, Su sistema inmune no esta desarrollado

totalmente?3.

Por otro lado, en sanidad y medidas de bioseguridad, la secrecion de la bacteria
aumenta cuando se generan brotes de diarrea en el hato. Entre los factores de
riesgo con respecto a las caracteristicas de produccién y manejo, se dice que entre
mas pequefo sea el hato habra mayor presencia del microorganismo, dado que, las
practicas de manejo son mas deficientes y menos controladas, comparadas con
grandes explotaciones, ya que los pequefios porcicultores no cuentan con sistemas
de calidad. Esto también depende de factores individuales como: corral (forma,
division, tamafo) y factores globales como: todo lo que respecta con la granja

(desinfeccién, manejo de residuos, manejo de fuentes hidricas) 3.
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2.7 Manifestaciones clinicas de salmonelosis en porcinos

La infeccion por Salmonella spp en la mayoria de los casos es asintomatica. La
forma clinica, es decir, la fase sintomatica, se desarrolla cuando el animal es
sometido a un estrés, producido por factores como: hacinamiento, transporte,
destete, parto, cambios en la alimentacién, enfermedad viral o parasitaria, entre

otros.

La fase sintomatica se caracteriza de dos formas: septicémica y entérica. La forma
septicémica, se da comunmente en cerdos menores de 5 meses, llegando a ser
letal; los sintomas pueden variar desde fiebre prominente, dificultad para respirar,
cianosis (coloracion azul) por una deficiente oxigenacion de la sangre atribuida a
problemas respiratorios y en algunos casos se encuentran hemorragias
diseminadas por la naturaleza de la infeccion. Cuando el cerdo sale de la infeccién
debido a su respuesta inmune eficaz, queda como portador, por lo menos durante
el afio siguiente, porque los antigenos duran aproximadamente éste tiempo’. Con
respecto a la forma entérica, es frecuente en cerdos menores de 2 meses, el signo
patognomonico es la diarrea y sintomas generales como letargo, pérdida del apetito,
fiebre. Cabe resaltar que ésta forma también genera un animal portador®’. La
infeccibn no es caracteristica sélo de los lechones, también afecta a animales

adultos.

2.8 Métodos diagndsticos

Segun la Organizacién Mundial de la Sanidad Animal (OIE) se determinan diferentes
técnicas microbiolbgicas, serologicas y moleculares para la deteccion de Salmonella
spp, teniendo en cuenta la identificacion del agente y/o la respuesta inmune del

animal3.
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2.8.1 Técnicas microbioldgicas

Para aislar el microorganismo de animales asintomaticos donde se presenta baja
excrecion de este mismo, se debe iniciar con la etapa de pre-enriquecimiento
usando agua peptonada, siendo uno de los componentes principales la peptona de
carne, permitiendo el crecimiento del microorganismo, y el cloruro de sodio
mantiene el balance osmotico. Luego, se procede a un enriquecimiento selectivo, el
cual se puede hacer en el caldo Rappaport Vassiliadis, ya que Salmonella spp tiene
la capacidad de sobrevivir y multiplicarse en altas concentraciones de cloruro de
manganeso, las cuales son aportadas por éste caldo, mientras que otras
Enterobacterias no lo resisten. Otros caldos selectivos que se usan normalmente en

la practica son, Selenito Cistina, Mueller-Kauffmann Tetrationato, entre otros %,

El medio mas usado en la practica para aislar como tal el microorganismo es el XLD,
dado que, Salmonella spp. tiene la capacidad de descarboxilar la lisina por medio
de la enzima lisina descarboxilasa, la cual permite un cambio de pH neutro a acido
en el medio, dando un color fucsia por el indicador rojo fenol, también se evidencia
la produccién de acido sulfhidrico (H2S) por medio del tiosulfato de sodio®®. Entre
otros medios de alta selectividad se encuentran: Sulfito de Bismuto que cuenta con
verde brillante e indicador sulfito-bismuto, eliminando microbiota acompaifante.
Agar Salmonella-Shigella, Harlequine Salmonella, DIASALM el cual detecta cepas
atipicas por medio de la confirmacion con antisueros polivalentes anti-O y anti-H,

también Agar Verde Brillante y agar Desoxicolato Citrato, entre otras®’.

La confirmacién de colonias sospechosas se hace por medio de un set de pruebas
bioguimicas, la fermentacion de los azlcares se muestra en el Triple Sugar Iron
(TSI), Salmonella spp es fermentador de glucosa por eso en el pico de flauta y
gracias al indicador rojo fenol éste virara a color rojo, y en el fondo se vera amarillo
por el no consumo de la lactosa y sacarosa (R (Rojo)/A (amarillo)). Para la
demostracion de la descarboxilacion de la lisina se usa el Lisina Iron Agar (LIA),
Salmonella spp posee la enzima descarboxilasa, y se evidencia gracias al indicador
purpura de bromoquesol, (K (alcano)/K (alcalino)) 4°. Para una aproximacion del

género bacteriano se procede a realizar el IMVIC, el cual se compone de cuatro
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pruebas, seguido del resultado del microorganismo en estudio: Indol negativo, Rojo

de metilo positivo, Voges-Proskauer negativo y Citrato positivo*:.

2.8.2 Técnicas seroldgicas

En cuanto a la deteccidn de la respuesta inmune, las técnicas mas adecuadas son
la prueba de aglutinacion sérica (SAT) y enzimoinmunoandlisis (ELISA), las cuales
detectan anticuerpos contra Salmonella spp. Estas son las mas recomendadas para
el estudio en poblacion, porque se pueden manejar muchas muestras manteniendo
la sensibilidad y detectabilidad, dado que, el uso de anticuerpos posibilita la
amplificacion de la sefal, ademas, porque también mantiene una alta flexibilidad ya
gue un mismo anticuerpo secundario puede emplearse con diferentes anticuerpos
primarios, trayendo buenos beneficios econdmicos. La muestra adecuada es suero
ya que contiene los anticuerpos policlonales a detectar, usando minimas cantidades

de la ésta3s.

La prueba de aglutinacion sérica (SAT) es un ensayo en tubo o en placa de vidrio,
en el cual se enfrenta la muestra a un antisuero, donde, si la reaccion es positiva se
vera una aglutinacion por la presencia de los anticuerpos en la muestra, y si es

negativa no se debe ver ningln tipo de aglutinacién*2.

El Test de ELISA indirecto es un ensayo heterogéneo no competitivo, en el cual los
anticuerpos (Ac) presentes en la muestra, se unen a los antigenos (Ag) que se
encuentran en fase sélida en la placa, la reaccion se demuestra por el conjugado
anti-inmunoglobulina-enzima o proteina-anticuerpo-enzima. La cantidad de enzima
enlazada es directamente proporcional a la cantidad de anticuerpos en el suero,
ésta se mide por la degradacion del substrato. Se debe tener claro que la
concentracion de anticuerpos es clave en estudios in-vivo, porque la presencia de
inmunoglobulinas inespecificas o anticuerpos de baja afinidad, ocasionan
titulaciones bajas o falsos negativos. Este ensayo es la mejor alternativa a la hora

de detectar anticuerpos de clase 1gG o IgA*2.
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2.8.3 Técnica molecular

La prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es clave en la
identificacion taxondmica del agente, puesto que, ésta prueba se basa en la
replicacion celular en la que actdan varias proteinas para sintetizar dos nuevas
hebras de ADN a partir de otra que funciona como molde logrando la ampliacion del
material genético obteniendo millones de copias de la region de interés a partir de
pocas copias de ADN. Esta prueba puede utilizarse en algunas situaciones, pero el

costo y otros factores limitan mucho su aplicacién?.

2.9 Tratamiento en porcinos

Con respecto al tratamiento en casos de salmonelosis porcina, se debe tener en
cuenta que éste se administra a los cerdos con presentacion clinica de la

enfermedad y a los cerdos en granjas positivas, como medida de control.

En los cerdos con presentacion clinica de la enfermedad, se debe administrar
antibidtico, teniendo en cuenta el aislamiento y el antibiograma de la bacteria. Esta
bacteria, al ser intracelular facultativa, va a estar en diferentes 6rganos, y no solo
en el sistema digestivo, por esto, se debe administrar antibiotico por via parenteral
y oral, para que llegue a todos los sitios donde se pueda encontrar Salmonella spp*3.
Los antibidticos que se usan, son ampicilina (6-7 mg/kg de peso) y cloranfenicol

(13,6-42,9 ng/kg), sobre todo en infecciones por SalmonellaTyphimurium#*4,

En los caso de tratamiento en granjas positivas como medida de control, se debe
suministrar antibiético a los cerdos que estén en condiciones de estrés (destetes y
parideras), esto con el fin de tratar posibles animales asintomaticos. A su vez, se
pueden usar otras técnicas de tratamiento complementario al antibi6tico, como la

acidificaciéon de concentrado, suplementos y agua®.
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2.10 Vacunas

Segun el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA) hasta mayo del 2017 en
Colombia se encuentra vigente una vacuna preventiva NEUMOBAC FL contra
Salmonella enteritidis var essen, dublin y newport, la cual no se debe aplicar en
animales sintomaticos.*> Esta, estd compuesta por bacterina de Escherichia coli,
Salmonella dublin, Salmonella enteritidis, Salmonella newport y Pasteurella
multocida, como adyuvantes: hidroxido de aluminio, para aumentar su
inmunogenicidad y eficacia, y polimeros de baja densidad para aumentar la

resistencia térmica y quimica?®.

La aplicacion de la vacuna se hace via intramuscular o subcutanea, ya que estas
técnicas de inyeccion, ayudan a que los componentes de la vacuna se liberen de
forma prolongada. La dosificacion en hembras gestantes es a partir de las 5
semanas preparto, dado que, la cerda tiene que acondicionarse para la produccién
de anticuerpos, para que, en el momento del parto, el lechdn adquiera la inmunidad
adaptativa neonatal, se aplican 2 mL en un intervalo de 21 dias. Por otra parte, en
lechones en donde la incidencia de la enfermedad es alta, se aplican 2 mL a partir
de los 30 a 90 dias de edad y en zonas de incidencia baja, 2 mL a partir de los 3

meses de edad*s.

Los animales se deben revacunar dependiendo del tipo de vacuna, porque la
inmunidad varia en funcion del producto, de las pautas de vacunacién y del animal
vacunado. Se revacuna cada seis meses cuando se usa una vacuna inactivada
(compuesta por proteinas o fragmentos de la bacteria) y cada afio cuando se usan
vacunas vivas (compuesta por la bacteria debilitada), el tiempo de la revacunacion
se calcula dependiendo de la duracion de los componentes de los cuales esta hecha
cada vacuna. Estas también tienen reacciones adversas posteriores a su aplicacion,

por lo tanto, se sugiere suministrar epinefrina antes de la aplicacion de la vacuna®®.
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2.11 Prevencién y control

El control en las granjas inicia con las buenas practicas de higiene, mediante la
utilizacion de medidas de barrera para el ingreso a las zonas de produccion de
cerdos, junto con una limpieza adecuada con desinfectantes capaces de eliminar a
la bacteria, como lo son, aquellos compuestos de amonio cuaternario e hipoclorito
de sodio, que tienen una accion biocida, que genera una fijacion a la superficie de
los materiales, ejerciendo su actividad desinfectante, inhibiendo las funciones de la
pared celular y de la membrana citoplasmatica y/o por interaccion fisica con la
membrana celular. Una limpieza, dosis o tiempo de contacto inadecuados pueden

afectar su eficacia?®’.

En cuanto a las instalaciones de la granja, se considera importante que los pisos
estén completamente ranurados, de ésta forma las heces caen en la fosa y se
presenta menor riesgo de contaminacion (las fosas siempre deben estar en
constante vaciado). Los corrales deben ser totalmente individuales con el fin de que
no exista un contacto entre cerdos de diferentes corrales, disminuyendo asi el estrés

entre ellos mismos?’.

Al mismo tiempo, el sistema todo dentro, todo fuera, permite que el reemplazo de
los animales se ejecute de un solo lote especifico, porque, entre mas diversidad de
reemplazos mayor sera el riesgo de contaminacion en la granja, se debe tener en
cuenta que es mejor no mezclar los animales obtenidos con los animales ya
existentes, dado que, sus sistemas inmunes no son potencialmente iguales.
Adicionalmente impide que animales de distintas edades entren en contacto, por lo
qgue irrumpe ciclos de infeccibn de microorganismos al impedir que los animales

mayores infecten a los acabados de entrar?’.

La Organizacién Panamericana de la Salud (OPS), mencionan los requisitos de
higiene personal y de comportamiento relacionados con la produccion higiénica de

alimentos, por medio de la comision del Codex Alimentarius en su Codigo de
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Préacticas Internacionales Recomendadas en Principios Generales de Higiene de los
alimentos. Su objetivo principal es garantizar que los empleados que entran en

contacto directo o indirecto con los alimentos no los contaminen®”’.

2.12 Razas de porcinos en Colombia

Segun El Manual de Produccion Porcicola del Senay la revista CONtexto ganadero,
las razas de porcinos importadas en Colombia son: Large white, Yorkshire,
Landrace, Chester white, Pietrain, Hampshire, Tamworth, Poland china, Berkshire,
Duroc jersey. Entre las razas criollas estan: Sampedrefio, Congo santandereano,
Casco de mula, Curi, Care palo, Chocoano, Zungo. Por ultimo las razas

comerciales: Pic, Camborough?8 49,

2.13 Salmonellaspp. como causante de enfermedad transmitida por alimentos

Una enfermedad transmitida por alimentos (ETA) es un conjunto de sintomas que
se presentan por el consumo de alimentos o de agua contaminada, los cuales
contienen patégenos y/o toxinas, que en cierta cantidad pueden afectar la salud de

los consumidores.

Las ETA se pueden clasificar en: Intoxicaciones alimentarias: Estas se producen al
ingerir toxinas formadas en las plantas, animales o producidas por
microorganismos. Y en las infecciones alimentarias: las cuales son producidas al
ingerir alimentos y/o agua contaminada con diferentes microorganismos como:
bacterias, virus, hongos y parasitos, los cuales tienen la capacidad de multiplicarse
e invadir la pared intestinal y desde alli alcanzar otros sistemas®C.
Salmonella spp. se puede transmitir a través de contaminacion cruzada entre
alimentos o la mala coccién de éstos (carne de cerdo, res o aves). El promedio del
periodo de incubacion es de 18 a 36 horas, contribuyendo a la contaminacion
factores como: suministro de alimentos de fuentes contaminadas, almacenamiento
y refrigeracion deficiente, falta de limpieza de los equipos, trabajadores mal

capacitados en las buenas practicas de higiene®..
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Segun Betancor et al. es importante resaltar que la salmonelosis es la ETA mas
habitual en todo el mundo, con reportes de incidencia de 1,3 billones de casos al
afo; cuando ésta pasa a un estado crénico (generalmente por Salmonella enterica)
se pueden presentar enfermedades como: colitis ulcerativa y enfermedad de Crohn,
conduciendo asi a la muerte en humanos, se registran tres millones de muertes al
afo, siendo ésta la responsable de la mayoria de casos®?. Representando asi, una

riesgo para la salud humana y problematica de salud publica?.

2.14 Porcicultura en Colombia

Para el afio 2017, Colombia tenia 5°327.460 porcinos, los cuales se encontraron en
234.883 predios. El porcentaje de porcinos por departamentos (figura 6) fue:
Antioquia (32,53%), Cundinamarca (9,24 %), Cordoba (6,90 %), Valle del Cauca
(5,82%), Meta (4,19%) y Sucre y Magdalena con (4,00 %) en estos departamentos

se concentra el 66,68% de la poblacion nacional %3,

Segun la revista Dinero, hacia el afio 2017, se evidencidé una inversion de 4.2
billones en la comercializacién de la carne, gracias al mayor consumo por persona,
dado que anteriormente fue de 2.8 billones anuales. En otras palabras en el afio
2010 el consumo de carne de cerdo por persona fue de 4.8 kilos y hacia el afio 2017
fue de 9.3 kilos, traduciendo que, en los hogares colombianos la carne de cerdo
pas6 de 38% a 67% en el consumo, siendo asi un protagonista principal en la

alimentacion, gracias a su baja en el costo en comparacion de afios anteriores®*.

En cuanto a las pérdidas estimadas por mortalidad por Salmonella spp en el afio
2010, se dice que cada animal deja una pérdida de 287.100 pesos, sin incluir las

ganancias que éste a futuro dejaria®®.
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Figura 6: Mapa distribucion poblacion porcina en Colombia, afio 2017.
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2.15 Manifestaciones clinicas de salmonelosis en humanos

La salmonelosis en humanos suele afectar a nifios, ancianos y mujeres
embarazadas; personas inmunocomprometidos. Se caracteriza de dos formas:
tifoidea y no tifoidea. Las manifestaciones clinicas frente a la salmonelosis tifoidea,
conocida comunmente como fiebre tifoidea, se da de 2 a 3 semanas post-infeccion,
generando fiebre, cefalea, tos, escalofrios y en algunas ocasiones sintomas
gastrointestinales; también de un 5 a 12% de los casos manifestaciones
neurolégicas y en un 15 al 75% hepatoesplenomegalia®®. La no tifoidea presenta
principalmente sintomas gastrointestinales de 12 a 72 horas post-infeccién, como:

diarrea, dolor abdominal, fiebre, nduseas y vomito3’.
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3. Objetivos

3. 1 Objetivos General

Determinar la seropositividad de Salmonella spp. en muestras de porcinos de 11
departamentos de Colombia durante el afio 2017.

w

. 2 Objetivos especificos

e Evaluar mediante inmunoensayo enzimatico indirecto la seropositividad de

Salmonella spp. en porcinos.

e Establecer por departamentos la seropositividad de Salmonella spp. en los

sueros de porcinos incluidos en el estudio.

e Identificar los posibles factores asociados a la presencia de Salmonella spp. en

porcinos de Colombia.
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4. DISENO METODOLOGICO:

4.1 Tipo de estudio: Descriptivo de corte

4.1.1 Universo: Animales de Colombia.

4.1.2 Poblacién: 1°920.944 porcinos de los departamentos Antioquia, Boyaci,
Caldas, Cauca, Cundinamarca, Huila, Meta, Narifio, Quindio, Risaralda, y Valle del

Cauca de Colombia

4.1.3 Muestra: 1460 Sueros tomados de porcinos de los departamentos Antioquia,
Boyac4, Caldas, Cauca, Cundinamarca, Huila, Meta, Narifio, Quindio, Risaralda, y

Valle del Cauca de Colombia, almacenados en el laboratorio ZOOLAB.

4.2. Variables

4.2.1 Variables independientes: Raza, sexo, departamento, municipio, clima.

4.2.2 Variable dependiente: Presencia de Salmonella spp.

4.3 Procedimiento y técnica:

Para poder realizar la prueba, se obtuvieron 1.460 sueros de porcinos del banco de
sueros del laboratorio Zoolab, éstos llegaron de diferentes partes de Colombia.
Todos los departamentos no muestran una misma distribucibn en cuanto a la

cantidad de muestras.

4.3.1 Técnica;:

Se desarrollo la técnica de ELISA indirecta Salmonella Ab porcino, basado en un
enzimoinmunoanalisis para la deteccion de anticuerpos contra el LPS O 1, 4, 5, 6,
7 y 12, los pocillos estan recubiertos con el LPS purificado de Salmonella
typhimurium y Salmonella choleraesuis y el conjugado es antisuero de conejo

acoplado a peroxidasa de rdbano picante.
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El procedimiento de la ELISA indirecta se puede ver detalladamente en el inserto
del PrioCHECK™ Porcine Salmonella Kit (ANEXO 1)

4.3.2 Andlisis estadistico:

El andlisis epidemioldgico se baso en la seropositividad de Salmonella spp., en 1460
sueros de porcinos, éstos llegaron al laboratorio ZooLab durante el afio 2017 y para

la descripcidn y asociacion de datos se usaron dos programas, SPSS y EPI INFO.

El presente estudio inicié con: depuracion, codificacién de base de datos y creacion

de tabla de variables:

1. Se unificaron los términos de las diferentes variables.

2. Se crearon las variables dicotébmicas para variable sexo: hembra o macho.

3. Se crearon las variables policotomicas para variable raza: Camborough,
Landrace, Pic, Pientrain, Topigs, Traxx.

4. Se codificaron los datos perdidos como: 9999

La descripcion de las variables se realizé mediante un analisis univariado; para las
variables cualitativas se obtuvo frecuencia y frecuencia relativa. En cuanto a las
variables cuantitativas se calcularon medidas de tendencia central y dispersion.
Posteriormente se realizaron andlisis bivariados con las pruebas estadisticas chi
cuadrado y U de Mann-Whitney con los posibles factores de asociacién obtenidos
de la base de datos con la informacion de los porcinos del estudio. La variable
dependiente fue la presencia de anticuerpos contra Salmonella spp. obtenida por
medio de ELISA indirecta. Para las variables objeto de estudio se calcul6 razén de
seropositividad con IC 95% y adicionalmente se realiz6 un mapa de casos

agrupados.
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5. RESULTADOS

ANALISIS DESCRIPTIVO:

En cuanto a la distribucidon geografica de los sueros de porcinos en los
departamentos del estudio en Colombia, se observa que Valle del Cauca, Risaralda
y Caldas son los departamentos con mas del 70% de las muestras analizadas; asi
mismo, Valle del Cauca lidera la lista con un 25,9% de las muestras en municipios
como Zarzal y Yumbo. Pereira municipio de Risaralda cuenta con un 7,5% del total

de las muestras.

Tabla 1: Total de muestras de porcinos por departamento.

Departamento
Caracteristica n: 1460 Porcentaje %
Valle del Cauca 871 59,6
Risaralda 135 9,2
Caldas 125 8,6
Cauca 112 7,7
Cundinamarca 86 59
Antioquia 61 4,2
Quindio 29 2,0
Boyaca 18 1,2
Huila 16 1,1
Narifio 5 0,3
Meta 1 0,1
No informa 1 0,1

Caracteristica sociodemografica: Departamento. Muestra (n) siendo el total de las muestras de porcinos y porcentaje de las

muestras de porcinos (porcentaje %) por cada departamento incluido en el estudio.

Tabla 2: Total de muestras de porcinos por municipio.

46



Municipio

Caracteristica n: 1460 Porcentaje %
Zarzal 284 19,5
Pereira 109 7,5
Yumbo 93 6,4
Caloto 87 6,0
Guacari 74 51
Cartago 58 4,0
La Union 57 3,9
Ginebra 56 3,8
Miranda 49 3,4
San Isidro 40 2,7
Pacho 38 2,6
No informa 37 2,5
Villa Maria 31 2,1
Circasia 29 2,0
Don Matias 29 2,0
La Cumbre 27 1,8
Chinchina 26 1,8
Belalcazar 25 1,7
Neira 23 1,6
Ansermanuevo 22 1,5
Arbelaez 21 1,4
Supia 20 1,4
Santo Domingo 18 1,2
Neiva 16 1,1
Alcala 15 1,0
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Candelaria 15 1,0
Roldanillo 15 1,0
Yotoco 15 1,0
Belén de Umbria 14 1,0
Puerto Tejada 14 1,0
Santa Rosa de Osos 13 0,9
Jamundi 12 0,8
Marsella 12 0,8
Mosquera 12 0,8
Duitama 10 0.7
Sasaima 10 0,7
La Victoria 9 0,6
Tibasosa 8 0,5
Pasto 5 0,3
Santander de Quilichao 5 0,3
Guaduas 3 0,2
El retiro 1 0,1
Fusagasuga 1 0.1
Nocaima 1 0,1
Puerto Lopez 1 0,1

Caracteristica sociodemogréfica: Municipio. Muestra (n) siendo el total de las muestras de porcinos y porcentaje de las

muestras de porcinos (porcentaje %) por cada municipio incluido en el estudio.
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Las hembras representan un predominio en la poblacién, con mas del 85% de
muestras, como se muestra en la figura 7. Entendiendo asi que por cada macho se

recolectaron 9 muestras de hembras.

Tabla 3: Total de muestras de porcinos segun el sexo.

Sexo
Caracteristica n=1460 Porcentaje %
Hembra 1124 87,1
Macho 166 12,9

170 (11,6%) Datos perdidos
Caracteristica sociodemogréfica: Sexo. Muestra (n) total en muestras de porcinos y porcentaje de las muestras de porcinos

(porcentaje %) por hembras y machos incluidos en el estudio.

Figura 7: Porcentaje de muestras de porcinos segun el sexo.

12,87%

87,13%

Hembras mMachos

Porcentaje de muestras de porcinos segun el sexo, hembras (amarillo) y machos (azul) incluidos en el estudio.

Se identificaron seis razas de porcinos en las muestras analizadas de los diferentes
departamentos, la de mayor frecuencia fue: Pic que correspondié al 79% de los

porcinos analizados, seguido de Topigs con alrededor del 8% de la poblacion y la
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raza con menor predominio fue Landrace con 0,5% de porcinos incluidos en el

estudio (tabla 4, figura 8).

Tabla 4: Total de muestras de porcinos segun la raza.

Raza
Caracteristica n=1460 Porcentaje %
Pic 867 79,0
Topics 87 7,9
Pietrain 33 3,0
Camborough 27 2,5
Traxx 20 1,8
Landrace 5 0,5

362 (24,8%) Datos perdidos.

Muestra (n) total de muestras de porcinos, porcentaje de las muestras (porcentaje %) segin la raza de los porcinos
incluidos en el estudio.

Figura 8: Porcentaje de muestras de porcinos segun la raza.

0.5%

“Pic " Topigs ®Pietrain ® Camborugh ®Traxx ®Landrace

Porcentaje de muestras segun la raza de porcinos incluidos en el estudio.
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Seropositividad de Salmonella spp. en Colombia, afio 2017:

La seropositividad de Salmonella spp. se establecio por medio de la técnica ELISA
indirecta, arrojando asi un 40,3% de seropositividad en el total de las muestras de

porcinos analizadas, tomado como seropositivo un titulo >40 (tabla 5, figura 9).

Tabla 5: Seropositividad de Salmonella spp. en el total de las muestras de

porcinos, en Colombia durante el afio 2017.

Seropositividad de Salmonella spp.

Caracteristicas n=1460 Porcentaje %
Negativo 872 59,7
Positivo 588 40,3

Muestra (n) total de las muestras de porcinos y porcentaje de seropositividad de las muestras de porcinos (porcentaje %)

incluido en el estudio.

Figura 9: Seropositividad de Salmonella spp. en el total de las muestras de

porcinos, en Colombia durante el afio 2017.

wPositivo mNegativo

Seropositividad de Salmonella spp. en muestras de porcinos en Colombia durante el afio 2017.
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Seropositividad de Salmonella spp. en cada departamento incluido en el estudio:

En las muestras analizadas, los departamentos que mostraron una seropositividad

mayor al 70% son Quindio, Huila y Boyaca, entre el 69% a 50% Risaralda y Caldas,

entre 49% al 40% se encontré a Cundinamarca y Antioquia, por ultimo menor al
40% Valle de Cauca y Cauca. (Tabla 6, figura 10 y 11).

No se tuvo en cuenta el resultado de seropositividad de muestras de Narifio, Meta

y “no informa”, ya que, la cantidad de muestras era insuficiente para una relevancia

en el analisis.

Tabla 6: Seropositividad de Salmonella spp. en muestras de porcinos, por

departamento, en Colombia, afio 2017.

Seropositividad de Salmonella spp. por departamento

Departamento [ n=1460 | Positivo | Porcentaje | Negativo | Porcentaje
positivo% negativo%
Valle del 871 285 32,7 586 67,3
Cauca
Risaralda 135 78 57,8 57 42,2
Caldas 125 71 56,8 54 43,2
Cauca 112 36 32,1 76 67,9
Cundinamarca 86 38 44,2 48 55,8
Antioquia 61 27 44,3 34 55,7
Quindio 29 21 72,4 8 27,6
Boyaca 18 13 72,2 5 27,8
Huila 16 13 81,2 3 18,8
Narifio 5 4 80,0 1 20,0
Meta 1 1 100,0 0 0,0
No informa 1 1 100,0 0 0,0

52




Departamentos incluidos en el estudio, muestra (n) el total de las muestras de porcinos, cantidad de muestras positivas
(positivo) y porcentaje de seropositividad de las muestras de porcinos (porcentaje positivo %), cantidad de muestras
negativas (negativo) y porcentaje de seronegatividad de las muestras de porcinos (porcentaje negativo %).

Figura 10: Porcentaje de muestras seropositivas y seronegativas de Salmonella

spp en porcinos de diferentes departamentos de Colombia, afio 2017.
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Figura 11: Muestras de porcinos positivas para Salmonella spp. en Colombia

durante el afio 2017. Mapa de casos agrupados.
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Adicional, en el estudio se incluyo la seropositividad mensual de Salmonella spp.

durante el afio 2017 (Tabla 7), en donde los meses que obtuvieron mas de 50

muestras positivas se correlacionan con los meses donde las temperaturas suben,

dichas temperaturas fueron tomadas del Climate Data Org® , como se puede

observar en las figuras nimero 12 y 13.
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Tabla 7: Seropositividad mensual de Salmonella spp. en muestras de porcinos en
el afio 2017.

Seropositividad de Salmonella spp. mensual

Mes n=1460 Positivo Porcentaje | Negativo | Porcentaje

positivo% negativo%
Enero 33 8 24,2 25 75,8
Febrero 97 28 28,9 51 71,1
Marzo 121 48 39,7 73 60,3
Abril 191 65 34,0 126 66,0
Mayo 181 67 37,0 114 63,3
Junio 171 61 35,7 110 64,3
Julio 18 15 83,3 3 16,7
Agosto 135 54 40,0 81 60,0
Septiembre 138 50 36,2 88 63,8
Octubre 29 21 72,4 8 27,6
Noviembre 191 91 47,6 100 52,4
Diciembre 173 80 46,2 93 53,8

Meses incluidos en el estudio, muestra (n) el total de las muestras de porcinos, cantidad de muestras positivas (positivo) y

porcentaje de seropositividad de las muestras de porcinos (porcentaje positivo %), cantidad de muestras negativas

(negativo) y porcentaje de seronegatividad de las muestras de porcinos (porcentaje negativo %).
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Figura 12: Seropositividad mensual de Salmonella spp. en muestras de porcinos
en el afo 2017.
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Eje x: Meses del afio 2017. Eje y: Total de nimero de muestras durante el mes.

Figura 13: Seropositividad mensual de Salmonella spp. en las muestras
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analizadas, en comparacion al climograma durante el afio 2017, Climate Data Org.
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Eje x: Meses del afio 2017. Linea amarilla: Total de muestras seropositivas de Salmonella spp. mensual en el presente

estudio. Eje y: Barras de color azul indicando temperaturas registradas por Climate Data Org durante cada mes.
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ANALISIS BIVARIADO:

Posibles factores de asociacion a seropositividad de Salmonella spp:

Se buscaron factores asociados a la seropositividad de Salmonella spp. frente a las
caracteristicas de raza y sexo. En cuanto a las razas, se evidencid significancia
frente a la raza Pic (Tabla 8), siendo éste un posible factor de asociacion.

No se tuvo en cuenta el resultado frente a las razas Landrace y Traxx, ya que, la

cantidad de muestras era insuficiente para una relevancia en el analisis.

Tabla 8: Asociacion de seropositividad de Salmonella spp. segun las razas.

Factores de asociacion de Salmonella spp.

Porcentaje Porcentaje
Positivo ositivo Negativo negativo %

Factor raza P %) 9 %%) p RP IC 95%
Camborough 5 18,5 22 |81,5% | 0.050 | 0,502 | 0.227 | 1,112
Landrace 4 80,0% 1 20,0% | 0,042 | 2,208 | 1,415 | 3,447
Pic 302 |34,8% | 565 | 65,2% | 0,033* | 0,821 | 0,689 | 0,979
Pientrain 12 36,4% 21 |63,6% | 0,994 | 0,998 | 0,631 | 1,578
Topigs 38 |43,7% | 49 |56,3% | 0,143 | 1,112 | 0,948 | 1,570
Traxx 15 | 75,0% 5 25,0% | 0,000* | 2,100 | 1,610 | 2,738

Prueba x?, estadisticamente significativo p <0,05.
Factor: raza. Cantidad de muestras positivas (positivo) y porcentaje de seropositividad de las muestras de porcinos
(porcentaje positivo %). Cantidad de muestras negativas (negativo) y porcentaje de seronegatividad de las muestras de

porcinos (porcentaje negativo %). Nivel de significancia (p). Razon de prevalencia (RP). Intervalo de confianza (IC 95%)

En contrario a las razas, el sexo no arrojo ningun nivel de significancia, traduciendo

asi que, no es relevante el sexo del animal, Salmonella spp. se puede presentar de
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la misma forma tanto en hembras como en machos, anulando la posibilidad de ser

un factor de asociacion (Tabla 9).

Tabla 9: Asociacion de seropositividad de Salmonella spp. segun el sexo.

Factores de asociacion de Salmonella spp.

Porcentaje Porcentaje
Positivo ositivo Negativo negativo %
Factor raza P %) 9 E(J%) p RP IC 95%
Hembra 461 41,0 663 59,0
0,233 [ 1,135 | 0,916 | 1,106
Macho 60 36,1 106 63,9

Prueba x?, estadisticamente significativo p <0,05.

Factor: raza. Cantidad de muestras positivas (positivo) y porcentaje de seropositividad de las muestras de porcinos

(porcentaje positivo %). Cantidad de muestras negativas (negativo) y porcentaje de seronegatividad de las muestras de

porcinos (porcentaje negativo %). Nivel de significancia (p). Razén de prevalencia (RP). Intervalo de confianza (IC 95%)
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6. DISCUSION

Es evidente que la afectacion en granjas porcinas causada por Salmonella spp.
representa un reto gigante, debido a que, en gran parte las caracteristicas de
patogenicidad, resistencia y proliferacion hacen que la infeccién se encuentre de
forma ubicua. Debido a esta situacion es necesario implementar estrategias y
planes que conlleven a la deteccion de la infeccion en una etapa temprana, evitando
pérdidas en la produccién porcina, brotes de toxiinfecciones alimentarias causadas
por ETA, inversion en el tratamiento de la enfermedad, crecimiento de la resistencia
antimicrobiana por el mal uso de éstos, asi mismo la importancia y finalidad de ésta
investigacion fue determinar la cantidad de sueros positivos para Salmonella spp.
obtenidos de porcinos de diferentes departamentos de Colombia durante el afio
2017, asociando diferentes factores que se pueden ver involucrados en dicha

seropositividad.

El aislamiento microbiolégico de Salmonella spp. suele ser laborioso por la
competencia de crecimiento que existe entre las Enterobacterias, y mas, cuando se
tiene una alta poblacion como en el presente estudio. Como una alternativa en el
campo, el andlisis serologico da la confiabilidad de los resultados de la
seropositividad basado en la técnica ELISA indirecta, dado asi que ésta busca
directamente el anticuerpo frente al LPS presente en la pared de la bacteria®. Aun
asi, ésta técnica no distingue entre la cepa vacunal y la cepa viva, ya que, las cepas
gue se utilizan para hacer la vacuna son productos de las cepas circulantes. La
vacunacion como medida de control es poco eficaz, dado que, Salmonella spp. tiene
una alta variabilidad antigénica y muchos porcicultores omiten el paso de

vacunacion ya gque ésta aun no es obligatoria®®’,

La seropositividad de Salmonella spp. se identific6 en los departamentos de
Colombia presentes en el estudio, en el afio 2017. En relacion con otros estudios,
en el departamento del Tolima, se evidencié que la presencia de Salmonella spp.
en porcinos aumenta en fases de la produccion (beneficio y comercializacion) por la
contaminacion de fomites y la falta de higiene en el proceso?°, igualmente sucede
en Fomeque y Sibaté, donde las granjas estudiadas no cuentan con un sistema de

calidad, prevencién y control. Cuando los porcinos presentan la enfermedad, los
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porcicultores desconocen el agente etioldgico y por ende el tratamiento es tan

variado y poco exitoso®.

En los departamentos estudiados de Colombia, existio algun porcentaje de
seropositividad, en relacion con un entorno comercial, se entiende que, hacia el afio
2017 el consumo per céapita de carne de cerdo aumento el doble en comparacion al
afio 2010, esto quiere decir que por colombiano el consumo de carne es de 9.3 kilos,
y los departamentos con mayor produccién son Antioquia y Valle del Cauca®, los
cuales en el presente estudio muestran una seropositividad mayor al 30%. Por lo
tanto, se podria presentar el consumo de ésta carne contaminada; cuando la
concentracion de la bacteria se encuentra en 10%° y éste, ademas es un serotipo

zoonotico, causara enfermedad en el humano.

En Antioquia los factores de asociacion estan relacionados con las condiciones
sanitarias, de ésta forma, se analizaron los puntos criticos de la contaminacion,
entre los cuales se encontraron: entrada de roedores y aves, también animales
domeésticos como los perros y los gatos. En cuanto a los jefes de areas y operarios,
ellos no cumplen con las medidas de mejora en cuanto a la higiene personal, lavado
y bafio antes de después de salir de la planta de proceso y respectivas granjas de
produccién. Adicional, el mal o nulo uso de desinfectantes en las diferentes areas y
el vacio sanitario de los carros transportadores, por Gltimo y no menos importante
el mal uso de los antimicrobianos en el tratamiento®. Asi mismo, el riesgo de
contraer la infeccion por Salmonella spp. en los porcinos se asocia cuando el

porcino es de raza Pic, como se puede comprobar con el presente estudio.

La seropositividad en el departamento de Cundinamarca aumentdé a 44,2%
comparado con un estudio del afio 2015 en donde se determind una seropositividad
de 40%, el numero de la poblacion fue muy similar (afio 2015: 89 porcinos, afio
2017: 86 porcinos®?), fluctuaciones como éstas nos demuestran que la probleméatica
esta presente y que las medidas higiénico sanitarias no estan siendo atendidas con
la pertinencia necesaria, donde el lavado de manos vuelve a jugar un papel
fundamental en la transmision del microorganismo, aunque en muchas granjas, los

trabajadores conocen el debido procedimiento y no lo aplican en su rutina diaria?.
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Por otro lado, uno de los métodos de control es la implementacion de Analisis de
Peligros y Puntos Criticos de Control (HACCP por sus siglas en inglés) que
garantiza la inocuidad alimentaria en el proceso y el bienestar del animal. Para
detectar el punto critico de contaminacion de la canal en plantas de benfeicio, el
analisis debe ser netamente microbiolégico. Otro método es la vacunaciéon de los
porcinos en la explotacion, las vacunas vivas o inactivadas han mostrado excelentes
resultados frente a la disminucién de la colonizacién y excrecion del patégeno®?, la
desventaja frente a éstas es que van dirigidas a algunos serotipos, disminuyendo la

proteccion frente a otros serotipos o serogrupos®3.

Dentro del término ETA se resalta que en la cadena de explotacién, los productos
derivados de los porcinos estan infectados y éstos son consumidos por la
poblacién®. En el afio 2017 los reportes del Sistema Nacional de Vigilancia en Salud
Publica SIVIGILA, aumentan las cifras en comparacion al afio 2015 y 2016. Se
determind que los departamentos cuyos registros fueron del 57% de los brotes de
ETA en el afio 2017 son, Bogota, Cesar, Sucre, Antioquia, Valle del Cauca, Atlantico
y Magdalena; incluyendo a Salmonella spp como uno de los causantes, éstos
departamentos muestran relacion con nuestro estudio ya que en Antiogquia y
Cundinamarca se presenta una seropositividad mayor al 40% y en Valle del Cauca
mayor al 30%; estos resultados de seropositividad son alarmantes teniendo en

cuenta que los porcinos ya fueron comercializados®®.

El SIVIGILA registra como causante de las ETA a Salmonella spp., los norovirus,
Campylobacter y a Escherichia coli y los factores de riesgo identificados para
Salmonella spp, “fallas en la manipulacién de los alimentos tal como coccién
insuficiente, contaminacion posterior a la coccion, tiempos prolongados entre la
elaboracion y el consumo del alimento y conservacién de los alimentos a

temperaturas inapropiadas’®®.
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7. CONCLUSIONES

La seropositividad de Salmonella Spp. en las 1460 muestras de sueros de porcinos
de Colombia durante el afio 2017 fue de 40,3%; mostrando asi un riesgo para la

salud publica.

En los departamentos que mas se presento la seropositividad de Salmonella spp
fue en Huila con 81,3%, Quindio 72,4% y Boyacé con 72,2%, sin importar el mes
del afio, en todos se evidenci6 la presencia de Salmonella spp, lo que quiere decir

gue, la circulacion de la bacteria presenta una distribucién nacional.

Un nuevo aporte al gremio porcicultor es la asociacion entre la presencia de
Salmonella spp y las razas del porcino, mostrando que la raza Pic presenta una
significancia estadistica en comparacion con las otras razas del estudio,

determinado asi como un posible factor de asociacion.
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8. RECOMENDACIONES

Para un proximo estudio de seropositividad de Salmonella spp, se recomienda
incluir en la encuesta inicial datos relevantes como la edad, la prefiez o no de las
cerdas, si la granja es tecnificada (para identificar condiciones sanitarias) y la
vacunacion del animal (para saber si el animal si esté infectado o solamente estuvo
en contacto con la cepa vacunal), éstos aportarian mas claridad al estudio, y
también se podrian hacer més estudios relacionados a los factores de asociacion.

Ademas, con datos como la ubicacion geogréafica exacta con latitud y longitud de
cada predio, se podria adicionar el uso de softwars como Diva Gis, el cual es muy
usado para el andlisis de datos geogréficos.

Se recomienda en futuros muestreos, determinar la cantidad de poblacion por

departamento y si es posible incluir todos los departamentos de Colombia.

Otros proyectos de investigacion que se pueden hacer teniendo en cuenta nuestros
resultados de seropositividad de Salmonella spp. en porcinos, son los factores de
asociacion de Salmonella spp., con los patégenos Leptospira y Parvovirus, puesto
gue la base de datos de las muestras de suero en las que analizamos Salmonella

spp., también tienen resultado para éstos.

Es poco probable que la erradicacion de la salmonelosis se lleve a cabo por
completo, pero, se pueden implementar estrategias de prevencién y control,
concientizando a la comunidad de interés sobre las repercusiones que trae ésta a
nivel econdmico-sanitario, mitigando el foco principal de transmisién de la

enfermedad.
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10. ANEXOS

Anexo 1: inserto de PrioCHECK™ Porcine Salmonella Kit.

PrioCHECK® Salmonella Ab porcine

ELISA for in vitro detection of antibodies against Salmonella in plasma and serum of pigs

50 plate kit for 4500 samples
“Prionics AG

Version 6.0_e

Introduction

Salmonellosis is one of the most important zoonofic
diseases, causing serious clinical signs in human
beings. Pigs have been recognized as an important
source for these Sal lla infecti E iall
infected pig herds constitute a public health risk as a
source of contamination of meat at slaughter. Surveil-
lance and diagnosis of infected pig herds can be easily
achieved by testing for Salmonella antibodies in serum
or meat juice. The PrioCHECK® Salmanella Ab por-
cine originates from the Danish Veterinary Institute
(Nielsen et al., 1995) and has been successully
applied in the control program for Salmonella in pigs in
Denmark. Additionally, the ELISA is often used as the
Gold Standard in the development of other Salmonella
ELISA’s (van der Heijden, 2001).

The PrioCHECK® Salmonella Ab porcine can be used
to detect infection in pigs caused by Salmonella sirains
belonging 1o the serogroup B, C1 and D (the most
commaon serotypes isolated in Europe, Asia and
America). The test is suitable for large-scale screening
and for application in control programs of Salmonella
infections in swine.’?

Test Principle

The PrioCHECK® Salmonella Ab porcine is an indirect
ELISA for the detection of i tibodies in
swine and detects antibodies against Salmonella
polysaccharide LPS O-antigens 1, 4, 5, 6, 7 and 12.
Plates are coated with the purified LPS isolated from
S. typhimurium and S. chol is. The conjugate is
rabbit- anti swine serum coupled to horse radish
peroxidase.

Test samples are pre-diluted in a dummy plate and
transferred to the corresponding wells of the test plate
and incubated at room temp (22437). Subse-
quently plates are washed and the HRPO conjugate is
added and incubated at 22+3T. After the plates are
washed the ready-to-use Chromogen (TMB) Substrate
is dispensed fo all wells of the Test Plate. After incuba-
tion at 22+3T the color development is stopped and
measured at 450 nm.

Kit Components

Store kit at 5£3T until the expiry date. See kit | abel for
actual expiry date.

The shelf lite of diluted, opened or reconstituted
components is noted below, where appropriate.
Chemical hazard data are available in section “"Safety
Regulations and R&S Statements” (Appendix I1).

Component 1
Test Plate
Fifty test Plates.

Component 2

Conjugate (30x)

(30x concentrate, dilute before use). Two vials contain-
ing 12 ml of Conjugate.

Diluted Conjugate is not stable, prepare just before
use.

Component 3

Dilution Butfer (5x)

(5x concentrate, dilute before use) One vial containing
500 mi of Dilution Buffer.

Shelf life of dilution buffer working solution: 4 hours at
22:3T.

Component 4

Washing Fluid (200x)

(200x concentrate, dilute before use) Two vials con-
taining 60 m! of Washing Fluid.

Shelf life of washing solution: 1 week at 22+3T.

Component 5
Negative Control (ready-to-use)
One vial containing 4.5 mi of Negalive Control.

Component 6

Validation Control (ready-to-use)

One vial 1g 3.5 ml of 1 Control.
Component 7

Positive Control (ready-to-use)
One vial containing 4.5 ml of Positive Control.

Component 8

Chromogen (TMB) Substrate (ready-lo-use)

One vial containing 500 ml and 1 vial containing 60 mi
of Chromogen (TMB) Substrate.

Component 9

Stop Solution (ready-to-use)

One vial contalning 500 mi and 1 vial containing 60 mi
of Stop Solution.

Additional Kit Contents:
- Package Insert

- 100 plate sealers

- Certificate of analysis

Additional Material Required

Dummy plates for pre-dilution of the sample (U-
shaped plates). Prionics Art. Nr: 761000 (5 plates)

General:
Laboratory equipment according to national safety
regulations.

Analysis of Results:

Plate Reader e.g. Multiscan EX or equivalent.

The reader has to have an appropriate filter set to read
the plates at 450 nm.

Optional:
Plate washer e.g. Tecan EIA Tray Washer or
equivalent.

Test Procedure

Precautions
National guidelines for working with animal samples
must be strictly followed. The PrioCHECK® Salmonella
Ab porcine must be performed in laboratories suited
for this purpose.

ples should be considered as potentially infecti
and all items which contact the samples as potentially
contaminated.

Chemical hazard data are available in section "Safety
Regulations and R&S Statements™ (Appendix I1).

Notes

To achleve optimal results with the PrioCHECK®
Salmonella Ab porcine, the following aspects must be
considered:

. The Test Procedure protocol must be strictly
followed

For in-vitro veterinary diagnostic use only
Store at 5+3T
Product No.: 7610480

. All reagents of the kit must be equilibrated to
room temperature (22+3T) before use.

. Pipette tips have to be changed for every pipet-
ting step.

. Separate solution reservoirs must be used for
each reagent.

. Kit components must not be used after their
expiry date or if changes in their appearance are

observed.

. Kit components of different kit lot numbers must
not be used together.

. Demineralized or water of equal quality must ba
used for the test.

D buffer luti

The Dilution Buffer (Component 3) must be diluted 5
times in demineralized or distilled water.

Stability of dilution buffer working solution: 4 hours at
2243C.

Conjugate dilution

Prepare dilution of the Conjugate (Component 2) in
dilution buffer working solution. To perform a test with
one plate, prepare 12 ml (add 0.4 ml concentrated
conjugate to 11.6 ml of dilution buffer).

Note: The diluted | must be prep.
before use.

d just

Washing solution

The Washing Fluid (Component 4) must be diluted
(200x) in demineralized water and is sufficient for a
final volume of 12 liters.

Stability of washing solution: 1 week stored at 22+43C.

1.1 Dispense 5 pl of test sample to one (single test)
or two (duplicate test) adjacent wells of the
dummy plate except wells A1 to F1.

1.2 Dispense 195 yl of the dilution buffer warking
solution and mix the contents of the well except
wells A1to F1.

1.3 Seal the dummy plate(s) with a plate sealer(s).

1.4 Shake the dummy plate(s) during 1 minute, lavel
700 (for example SLT micro plate shaker EAS
2/4, rpm 1/min level 700, SLT lab instruments).

Note: mixing the sample with the dilution buffer
kil lution is tial for the test.

21 Label each strip of the Test Plate (Component
1) with a marker pen.

22 Dispense 90 pl of the dilution buffer working
solution to all wells of the Test Plate.

23  Transfer 10 pl of each well of the dummy plate
to the wells of the Test Plate.

24 Disp 10 pl of the Negati

Control (Com-
ponent 5) to wells A1 and B1.

25 Dispense 10 yl of the Validation Control (Com-
ponent &) to wells C1 and D1.

26 Dispense 10yl of the Positive Control (Compo-
nent 7) to wells E1 and F1.

27  Seal the test plate(s) with a plate sealer(s).

28  Shake the plate(s) during 1 minute, level 700
(for example SLT micro plate shaker EAS 2/4,
rpm 1/min level 700, SLT lab instruments).

29  Incubate the Test Plate(s) for 9045 minutes at
room temperature (22=3T).
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3.1 Empty the Test Plate and wash the plate 2x 3
times with diluted washing fluid. Tap the plate
firmly after the last wash cycle.

3.2 Dispense 100 pl of the working solution of the
conjugate to all wells.

3.3 Seal the test plate with a plate sealer.

3.4 Incubate the plate(s) for 60+5 minutes at room
temperature (22+3T).

4.1  Empty the Test Plate and wash the plate 2x 3
times with diluted washing fluid. Tap the plate
firmly after the last wash cycle.

4.2 Dispense 100 pl of the Chromogen (TMB)
Substrate (Component 8) to all wells.

4.3 Incubate the plate(s) 15 minutes at (22+3T).

44 Add 100 pl of the Stop Solution (Component 9)
fo all wells.

4.5 Mix the content of the wells of the plate(s).

Note: Start the addition of stop solution 15

minutes after the first well was filled with the Chro-
mogen (TMB) Substrate. Add the Stop Solution in the
same order and at the same pace as the Chromogen
(TMB) Substrate was dispensed.

' READING OF THE TEST A

61  Measure the optical density (OD) of the wells at
450 nm preferable within 15 minutes after color
development has been stopped.

5.2  Calculate the mean OD.sg value of the Positive
Control (not corrected)

53  Calculate the mean OD.s value of the Negative
Control (wells A1 and B1).

54  Calculate the corrected ODqs, value of the
Positive Control, Validation Control and all sam-
ples by subtracting the mean OD.y of the
Negative Control (wells A1 and B1).

5.5 Calculate the percent positivity (PP) of all
controls and of the test samples according to
the formula below

The ODsx of all samples is expressed as percent
positivity (PP) of the Positive Control (wells E1 and F1)
corrected with the mean OD.s, of the Negative Control
(wells A1 and B1)

corrected OD.so test sample
PP= x75 -6
corrected ODyg, Positive Control
I 'RESULT INTERPRETATION
Validation criteria

6.1 The mean ODus, of the Negative Control (wells
A1 and B1) must be < 0.4

6.2 The OD,s, of the Positive Control (not corrected)
should be > 1.000.

6.3 The percent positivity of the Validation Control
must be > 25,

6.4 Not meeting these criteria is reason to discard
the results of that specific test plate.

Note: If the OD.s, of the Positive Control (not cor-
rected) Is below 1.000 possibly the Chromogen (TMB)
Substrate is too cold. In that case pre-warm the solu-
tion to 22+3<T or incubate up to 30 minutes.

Interpretation of the percent positivity

PP = <40% (negative)
Salmonella-specific antibodies are absent in the test
sample.

PP =>40% (positive)
Salmonella-specific antibodies are present in the test
sample.

In well-advanced Salmonella control programs the test
can be used with a different cut-off (e.g. 20% PP). It

remains in the responsibility of the respective authori-
ties/users to implement such cut-offs.

Notice

This manual is believed to be complete and accurate
at the time of publication. In no event shall Prionics AG
be liable for incidental or consequential damage in
connection with or arising from the use of this manual.

Liability

Prionics AG warrants its products will meet their
applicable published specification when used in
accordance with their applicable instructions and
within the declared products life time. Prionics AG
makes no other warranty, expressed or implied. There
is no warranty of merchantability or fitness for a par-
ticular purpose. The warranty provided herein and the
data, specifications and descriptions of Prionics AG
products appearing in Prionics AG published cata-
logues and product literature may not be altered
except by express written agreement signed by an
officer of Prionics AG. Representation, oral or written,
which are inconsistent with this warranty or such
publications are not authorized and if given, should not
be relied upon.

in the event of a breach of the foregoing warranty,
Prionics AG's sole obligation shall be to repair or
replace, at its option, the applicable product or part
thereot, provided the customer notifies Prionics AG
promptiy of any such breach. If after exercising rea-
sonable efforts, Prionics AG is unable to repair or
replace the product or part, then Prionics AG shall
refund to the customer all monies paid for such appli-
cable product or part.

Prionics AG shall not be liable for consequential,
incidental, special or any other indirect damages
resulting from economic loss or property damage
sustained by any customer from the use of its prod-
ucts.

Prionics AG and Prionics Lelystad B.V. are 1ISO
9001:2000 certified companies.

Appendix Il

Safety Regulations and R&S Statements

1. Nati
followed.

| Safety Regulati must be strictly

R&S Statements

Component 1
Test Plate

Hazard Code: This product is not classified according
to EU regulations.

Component 2

Conjugate (30x)

Hazard Code: This product is not classified according
to EU regulations.

Component 3
Dilution Buffer (5x)

Hazard Code: This product is not classified according
to EU regulations.

Com, nt 4

Washing Fluid (200x)

Hazard Code: This product is not classified according
to EU regulations.

Component 5

Negative Control (ready-to-use)

Hazard Code: This product is not classified according
to EU regulations.

Component 6

Validation Control (ready-to-use)

Hazard Code: This product is not classified according
to EU regulations.

Component 7
Positive Control (ready-to-use)

Hazard Code: This product is not classified according
to EU regulations.

Chr gen (TMB) (ready-to-use)
Hazard Code: This product is not classified according
to EU regulations.

Component 9

Stop Solution (ready-to-use)

Hazard Code:

R35: Causes severe bumns.

$26: In case of contact with eyes, rinse immediately
with plenty of water and seek medical advice.
S36/37/39: Wear suitable protective clothing, gloves
and eye/face protection.

$45: In case of accident or if you feel unwell, seek
medical advice immediately (show the label where
possible).
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