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ORIGINAL

Prevalence of Salmonella spp., in mesenteric pig’s
ganglia at Colombian benefit plants
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ABSTRACT

Objective. To determine the prevalence of Salmonella spp., in pigs mesenteric ganglion, from different
regions of Colombia. Materials and Methods. A stratified sampling by proportional fixation was carried
out at benefit plants of each of the 13 participating departments, whose pork production volume is
representative at national level. Sampling was performed during five months, for a total of 457 samples
analyzed. Salmonella spp., identification was performed by the MDS Molecular System, later isolates
were confirmed in Maldi-TOF MS. Antimicrobial susceptibility of the isolates was determined using the
B1016-180 panel and statistical analysis was performed in Whonet 2016, some of the multi-resistant
isolates were them serotyped by Kauffman-White method. Results. National prevalence was 28.2%,
with the presence of S. Typhimurium, S. Agama, S. London, S. Agona, S. Haifa and S. 1,4,12: i: -.
Resistance to antibiotics frequently used in human (23.6% Trimethoprim/Sulfamethoxazole, 2.7%
Cefotaxime (CTX), 11.8% Ampicillin (AMP) and 1.8% Ciprofloxacin) was found. Conclusion. The
prevalence of Salmonella in mesenteric ganglia was 28.2%, being the Huila region the one with the
highest prevalence, recovering atypical serotypes such as S. London and S. Haifa.

Keywords: Antibiotic, mesenteric ganglion, porcine, resistance, Salmonella spp. (Source: SPINES,
GEMET, DeCS).

RESUMEN

Objetivo. Determinar la prevalencia de Salmonella spp., en ganglios mesentéricos de porcinos,
provenientes de diferentes regiones de Colombia. Materiales y Métodos. Se realizd6 un muestreo
estratificado por fijaciéon proporcional en plantas de beneficio, de cada uno de los 13 departamentos
participantes, cuyo volumen de produccidon de carne de cerdo es representativo a nivel nacional. El
muestreo se realizé durante cinco meses, para un total de 457 muestras analizadas. La identificacién
de Salmonella spp., se realizé mediante el Sistema Molecular MDS, luego los aislamientos fueron
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confirmados por Maldi-TOF MS. Se determind la susceptibilidad antimicrobiana de los aislamientos
usando el panel B1016-180 y el analisis estadistico se realizd en Whonet 2016, posteriormente
algunos de los aisalmientos multi-resistentes fueron serotipificados por el método de Kauffman-White.
Resultados. La prevalencia nacional fue 28.2%, con presencia de los serotipos S. Typhimurium, S.
Agama, S. London, S. Agona, S. Haifay S. 1,4,12: i : --. Se encontro resistencia a antibidticos de
uso frecuente en humanos (23.6% Trimetoprim/Sulfametoxazol, 2.7% Cefotaxime (CTX), 11.8%
Ampicilina (AMP) y 1.8% Ciprofloxacina). Conclusién. La prevalencia de Salmonella en ganglios
mesénticos fue del 28.2%, siendo la region del Huila la que mas aportd, se recuperaron serotipos

atipicos como S. London y S. Haifa

Palabras clave: Antibidtico, ganglio mesentérico, porcino, resistencia, Salmonella spp. (Source:

SPINES, GEMET, DeCS).

INTRODUCTION

Salmonella spp. has been identified as one of the
biggest culprits in foodborne iliness; therefore it is
an important cause of gastroenteritis in humans
(1). Salmonella can be present in fowl intestines
(chicken and turkey), reptiles, turtles, and pig.
The most important sources are contaminated
foods (2). Increase in Salmonella spp. incidence
has a great impact on public health, as well as
animal health. Moreover, it has been associated
with microorganism dissemination through
animal chain production (beef, pork, chicken,
and egg producing hen). Worldwide salmonellosis
has been reported over 1.300 million annually,
in addition to three million associated deaths.
Data in the US have estimated 5% of enteric
Salmonella can be attributed to pork meat
consumption (3), requiring greater control in
pork food production.

Salmonella spp. pork meat contamination can
occur at any point in the production chain.
Therefore, it is necessary to control raw material
for animal consumption, animal care in the farm,
slaughterhouse, cutting and deboning room,
processing plant, and points of sale, as well as
transportation (4). In pigs the principal source
of Salmonella contamination comes from farms
where they are raised, since infection route is
oral-fecal, where feces are the major source of
contamination.

Infection starts with contaminated food ingestion
or with direct contact with Salmonella spp.
carriers (5). The large intestine, as well as
the mesenteric ganglia, and oral cavity tissues
are the most contaminated by Salmonella, as
these organs often serve as food source for
bacteria (carrier animals). Therefore, this favors
microorganism dissemination in the farm and at
the slaughterhouse (6).

Salmonella spp. in pig lymphatic mesenteric
ganglia is evidence of animal exposure to the

INTRODUCCION

La infeccion de origen alimentario por Sa/monella
spp., €s una de las causas mas importantes de
gastroenteritis en humanos (1). Salmonella
puede estar presente en el intestino de aves
(pollos, pavos), reptiles, tortugas, cerdos y la
fuente de infeccién mas comun son los alimentos
contaminados (2). El aumento en la incidencia
de Salmonella spp., tiene un gran impacto, tanto
en salud publica como en salud animal y se ha
relacionado con el incremento en la diseminacion
de los microorganismos a través de las cadenas
productivas animales (bovinos, cerdos, pollos de
engorde y gallinas ponedoras). Se ha reportado,
que en el mundo anualmente se presentan mas
de 1.300 millones de casos de salmonelosis y
tres millones de muertes. Datos de EEUU han
estimado que el 5% de los casos asociados a
Salmonella enterica se atribuyen al consumo de
productos de origen porcino (3), lo que exige
mayor control de la produccién porcicola.

La contaminacion por Salmonella spp., en la carne
de cerdo, puede producirse en cualquier etapa
de la cadena productiva, por lo que es necesario
controlar las materias primas para la alimentacion
del animal, el manejo de los animales en la granja,
la planta de beneficio, la sala de desposte, la
planta de procesamiento y los puntos de venta,
asi como el transporte (4). La fuente principal de
transmisién de Salmonella en porcinos son las
granjas de produccién, debido a que la infeccion
con este patégeno ocurre por via oral-fecal; siendo
la mayor fuente de contaminacién las heces. La
infeccion comienza con la ingestion de alimentos
contaminados o con el contacto directo con
animales portadores de Salmonella spp., (5). El
intestino grueso y los ganglios mesentéricos, asi
como los tejidos relacionados con la cavidad bucal
son los de mayor contaminacion por Salmonella y
estos 6rganos a menudo sirven de alojamiento para
la bacteria (animales portadores); lo que favorece
la diseminacion del microorganismo en la granja y
en la planta de beneficio (6).
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pathogen, it generally is asymptomatic. The
presence of the pathogen in ganglia is not an
indicator of recent contamination, but of long
periods of exposure, favoring microorganism
dissemination (7).

Salmonellosis infection treatment for pigs utilizes
amoxicillin, clavulanic acid, ampicillin, ceftiofur,
ciprofloxacine, chloramphenicol, florfenicol,
gentamicin, trimethoprim/sulphamethoxazole,
tetracycline and macrolid antibiotcs (tilmicosin).
Pulecio-Santos et al. demonstrated 99.6%
isolates presented resistance to at least one of the
aforementioned antibiotics, where tetracycline
(93% resistance) was the least effective. This
fact is the result of excessive and uncontrolled
product use. Henceforth, recommended dosages
must be employed, in addition to combination of
at least two families of antimicrobials to ensure
pathogen elimination. The objective of this study
was to determine Salmonella spp. prevalence in
pig mesenteric ganglia from different regions in
Colombia.

MATERIALS AND METHODS

Sample size. Sample was performed in
by stratified random sampling proportional
sampling in 31 slaughterhouses in 13 Colombian
departments, which generate the largest pork
meat production in the country [Antioquia,
Bogota, Valle del Cauca, Risaralda, Atlantico,
Caldas, Quindio, Narifio, Santander, Huila, Meta,
Chocé and others (Tolima and Cundinamarca)].

Sample size was calculated by prevalence point
estimate using New Sample size V 1.1 (2008).
Initial sample size included 2.864.650 slaughtered
pigs in 2014. Prevalence of Salmonella spp.
infecting pig mesenteric ganglia was unknown,
therefore 50% prevalence was assumed, with
a 5% maximum expected difference and Error
type I. Total sample number suggested by the
program was 385, with 20% increase to account
for sample loss by inability to maintain cold chain,
loss of sample custody or sample integrity for a
total of 462. Sampling was carried-out between
August through December 2015 (five months).
Total sample number per slaughterhouse was
collected in a proportional fashion according to
number of sacrificed animals per annum. Thus,
samples were collected from 30 slaughterhouses
for a total of 462 pigs with a 1.1% loss (5/462),
based on aforementioned criteria. Final sample
number for this study was 457/462 (98.9%).

Sample collection. Pork carcasses during
slaughtering were selected, where a trained DVM
removed mesenteric ganglia according to world

La presencia de Salmonella spp., en los ganglios
linfaticos mesentéricos en porcinos es una
evidencia de la exposicion del animal al patdégeno
y cursa por lo general de manera asintomatica;
por otra parte la presencia del patégeno en
los ganglios no es indicador de contaminacion
reciente sino de largos periodos de exposicion;
lo que puede favorecer la diseminacion del
microorganismo (7).

Para el tratamiento de la salmonelosis en cerdos
se utilizan principalmente antimicrobianos como,
Amoxicilina, Acido Clavulanico, Ampicilina,
Ceftiofur, Ciprofloxacina, Cloranfenicol, Florfenicol,
Gentamicina, Trimetroprim/Sulfametoxazol,
Tetraciclina y Tilmicosina. Un estudio realizado
por Pulecio-Santos et al (8), demostré que el
99.6% de aislamientos provenientes de cerdos
presentan resistencia al menos a uno de los
antibioticos mencionados; donde la Tetraciclina
con 93% de resistencia es el menos efectivo.
Este efecto es ocasionado por el uso excesivo
y descontrolado de estos productos, por lo
cual se recomienda usar las dosis adecuadas
y hacer cocteles de al menos dos familias de
antimicrobianos para asegurar la eliminacion
del patdgeno. El objetivo de este trabajo fue
determinar la prevalencia de Salmonella spp., en
ganglios mesentéricos de porcinos, provenientes
de diferentes regiones de Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Tamaiio de muestra. El muestreo se realiz de
manera estratificada y por fijacion proporcional
en 31 plantas de beneficio distribuidas en los
trece departamentos participantes; los cuales
generan la mayor produccién de carne de cerdo
en Colombia [Antioquia, Bogota, Valle del Cauca,
Risaralda, Atlantico, Caldas, Quindio, Narifio,
Santander, Huila, Meta, Chocd y otros (Tolima
y Cundinamarca)]. El tamano de muestra fue
calculado mediante la estimacién puntual de la
prevalencia con el programa estadistico Nuevo
Tamafo de Muestra 1.1 (2008). La poblacion
inicial fue de 2.864.650 cerdos sacrificados
en el 2014, la prevalencia de Salmonella
spp., esperada en ganglios mesentéricos era
desconocida en el pais, por lo que se asumié una
prevalencia del 50%, tanto la diferencia maxima
esperada vy el error tipo I fue del 5%. El nimero
de muestras total arrojado por el programa fue
385, a lo que se incrementd 20% de muestras
(estimado de pérdida de muestras, por pérdida
de cadena de frio, pérdida de custodia o de la
integridad de la muestra para un total de 462),
el muestreo se realizé en un periodo de cinco
meses, comprendido entre agosto y diciembre
del afio 2015. El nimero de muestras (ganglios
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organization for animal health protocol (OIE,
2004). Ganglia were shipped to the laboratory
under cold chain conditions for their processing
(4-6°C).

Sample analysis. Mesenteric ganglia were
cleaned and excess adipose tissue was removed
under sterile conditions and weighted. According
to sample weight, buffered peptone water was
added in a 1:9 ratio (sample:water). Sample
was homogenized for 10 seconds in a Stomacher
(Smasher LAES Laboratorie), and incubated at
35°C for 24 h.

From each sample 20 pl were set aside, where
DNA was isolated following 3M™ protocol.
Salmonella genus was determined by isothermic
PCR (3M™ Molecular Detection Assay 2-
Salmonella). Positive Salmonella spp. samples
were re-isolated and purified in Hecktoen agar,
and confirmed by MALDI-TOF MS (Bruker,
Daltonics Inc, Billerica, MA). Last, they were
stored in brain heart infusion (BHI) supplemented
with 20% (w/v) glycerol and kept at -20°C.

Based on the number of positive Salmonella spp.
sample prevalence was calculated [Equation 1].

No.muestras positivas

Prevalencia = X 100713

No.muestras totales

Antimicrobial susceptibility. Antimicrobial
resistance was determined for positive Salmonella
spp. isolates utilizing Panel B1016-180 (Beckman
Coulter, Negative Combo 72, NC72), based
on specifications by the Clinical & Laboratory
Standards Institute (CLSI) M100-S27 (9).
Whonet 2016 was used for data analysis.

Isolate serotypification. Isolates presenting
multiple resistances to two or more first or second
choice antimicrobials for human salmonellosis
treatments were serotyped employing Kauffman-
White methodology in the Colombian National
Institute of Health (Instituto Nacional de Salud
INS) Microbiology laboratory.

RESULTS

To detect Salmonella spp. by molecular screening
a total of 457 samples were processed (100%),
129 samples were positive obtaining 28.2%
prevalence. However, only 110 samples were
recuperated from culture media. Figure 1
illustrates prevalence for each department where
samples were collected. The total number of
slaughterhouses was 31.

mesentéricos) por planta se tomd de forma
proporcional al nimero de animales sacrificados
por afio. Por lo anterior las muestras fueron
obtenidas a partir de 30 plantas de beneficio
para un total de 462 cerdos muestreados con
una pérdida de 5/462 (1.1%) de muestras por los
conceptos anteriormente planteados. El nimero
final de muestras investigadas en el estudio fue
457/462 (98.9%).

Obtencion de muestras. Se seleccionaron
canales de porcino que estuvieran en proceso
de beneficio y un médico veterinario capacitado
realizd el retiro los ganglios mesentéricos, de
acuerdo con el protocolo descrito en el manual de
la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE,
2004), los ganglios se enviaron al laboratorio
en condiciones de refrigeracion (4-6°C) para su
procesamiento.

Analisis de muestras. Los ganglios mesentéricos
fueron limpiados (retiro de exceso de grasa)
en condiciones de esterilidad, posteriormente
fueron pesados, de acuerdo al peso obtenido
se adiciono6 el volumen de agua peptonada
tamponada requerida para obtener una relacién
muestra:agua peptonada (1:9), se homogenizo
la mezcla en Stomacher (Smasher LAES
Laboratorie), durante 10 segundos, se incubd
por 24 horas a 35°C. Posteriormente se extrajo
20pl de cada muestra y se pasaron a tubos de
lisis celular para extraer el DNA, siguiendo el
protocolo de la casa comercial 3M™ asi como
la identificacién del género Salmonella por PCR
isotérmica (3M™ Molecular Detection Assay
2-Salmonella). Los aislamientos positivos para
Salmonella spp., fueron re-aislados y purificados
en agar Hecktoen y confirmados por el sistema
MALDI-TOF MS (Bruker, Daltonics Inc, Billerica,
MA). Finalmente, fueron conservados en Caldo
Infusion Cerebro Corazoén (BHI), suplementado
con 20% (p/v) de glicerol a -20°C.

Basados en la cantidad de muestras positivas
para Salmonella spp., se determino la prevalencia
[Ecuacion 11].

No.muestras positivas

Prevalencia = % 100[1]

Nomuestras totales

Susceptibilidad antimicrobiana. A los
aislamientos positivos para Salmonella spp., se les
determind la resistencia antimicrobiana, usando
el Panel B1016-180 (Beckman Coulter, Negative
Combo 72, NC72), segun lo recomendado por el
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI)
M100-S27 (9). Para el analisis de datos se empled
el programa Whonet 2016.
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Figure 1. Salmonella spp. prevalence in pig mesenteric
ganglia.

Antimicrobial susceptibility. Antimicrobial
susceptibility test was performed in re-isolated
and purified isolates (110) out of 129 total
(85.3%). Antimicrobial susceptibility patterns
against commonly used antibiotic against primary
or secondary salmonellosis in humans are depicted
in table 1. Salmonella spp. isolate distribution
as a function of Trimethoprim/Sulfamethoxazole
(SXT) and ampicillin (AMP) is detailed in figure 2.
Distribution shows eight isolates were resistant to
SXT, with a > 3 ug mL!. Moreover, they presented
intermediate resistance to AMP with MIC >8 and

SXTMIC) 2

084 125 25 5 1 2 4 8 16 2

AMP(MIC)

Figure 2. Salmonella spp. isolate distribution as a
function of antimicrobial susceptibility to
trimethoprim/sulfamethoxazol (SXT) vs.,
ampicillin (AMP). First choice antibiotics for
treatment of human salmonellosis.

Serotipificacion de los aislamientos. Aquellos
aislamientos que presentaron resistencia multiple
a 2 o mas antimicrobianos de primera o segunda
eleccion para el tratamiento de la salmonelosis
humana, fueron serotipificados empleando la
metodologia Kauffman-White, en el laboratorio
de Microbiologia del Instituto Nacional de Salud
de Colombia (INS).

RESULTADOS

Se procesaron 457 muestras (100%), mediante
el método molecular se detectd la presencia
de Salmonella spp., en 129 muestra, para una
prevalencia del 28.2%; no obstante, en el
momento de recuperacion a partir de los medios
de cultivo se obtuvieron 110 aislamientos. En
la figura 1 se presenta la prevalencia para
cada una de los departamentos muestreados.
El nimero de plantas de beneficio incluidas en
el estudio fue de 31.

Susceptibilidad antimicrobiana. La prueba
de susceptibilidad antimicrobiana se realizé a
110/129 (85.3%) aislamientos que se lograron
re-aislar y purificar.

En la tabla 1, se pueden observar los patrones
de susceptibilidad antimicrobiana frente
antibidticos que son comunmente empleados
como tratamiento de eleccidon primario o
secundario contra salmonelosis en humanos.

En la figura 2 se aprecia la distribucién de
los aislamientos de Salmonella spp., en
funcién de la resistencia a Trimetoprim/
Sulfametoxazol (SXT) y Ampicilina (AMP). La
distribucion muestra que 8 aislamientos fueron
resistentes a SXT con una MIC > 3 uyg mLt!y
ademas, presentaron resistencia intermedia
a AMP con una MIC >8 y <16 pug mL1. Las
resistencias intermedias fueron consideradas
como resistentes.

Sin embargo; en la figura 3 se observa
que ninguno de los aislamientos presentd
multiresistencia a los antibidticos, Ciprofloxacina
(CIP) y Cefotaxime (CTX).

Serotipificacién. Para la serotipificacién se
seleccionaron los 8 aislamientos resistentes a
Trimetoprim/Sulfametoxazol (SXT) y Ampicilina
(AMP), los cuales correspondieron a cinco
serotipos de Salmonella, como se observa en
la tabla 2.
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Table 1. Antibiotic antimicrobial susceptibility pattern in humans

MIC50 MIC90

Antibiotic Cutt-off point R (%) S (%) Hg mL-1 Hg mL-1
Ampicillin (AMP) S<8; R216 11.8 88.28 8 16
Cefotaxime (CTX) S<1; R232 97.3 1 1
Ciprofloxacin (CIP) S<8; R=16 98.2 0.064 0.064
Trimethoprim/Sulfamethoxazole (SXT) S<2; R23 23.6 76.4 2 3

<16 ug mLt. Never the less, intermediate resistance
was considered resistant. Last, none of the isolates
presented antibiotic multiresistance to Ciprofloxacin
(CIP) and Cefotaxime (CTX) (Figure 3).

Serotypification. Eight Trimethoprim/
Sulfamethoxazole (SXT) and ampicillin (AMP)
resistant isolates were selected for serotype,
corresponding to five Salmonella serotypes, as
can be observed in table 2.

Table 2. SXT and AMP resistant isolate serotypes

Isolate Code/ (%) Serotype
299 (12.5%) S.1,412:0: --

306 and 1948 (25%) S. Agama
424 (12.5%) S. London

908 y 1955 (25%) S. Typhimurium

2419 (12.5%) S. Agona

2433 (12.5%) S. Haifa

DISCUSSION

Salmomella spp., general prevalence in pig
mesenteric ganglia from 31 participating
slaughterhouses in 13 departments was 28.2%
(129/457). These samples were representative
of pig slaughtering for the whole country, since
they render more than 90% of legal slaughtering.
Data in this study is similar to those reported by
the European Food Safety Authority (EFSA, 2008)
for Spain, Greece, Portugal, and Luxemburg.
These countries reported prevalence between 25
and 30% (10). In France and Portugal studies
performed by Robinault et al (11) reported 18.4%
and 23.7% prevalence, respectively. For other
European countries, such as Finland, Norway,
Austria, Estonia, Slovakia and Poland, prevalence
doesn’t exceed 5% (10). When comparing
the results obtained from this study and data

CTX(MIC)

105 2

125

064

032

032 064 125 25 5 1 2 4 8 16 R 64
CIP(MIC)
Salmonella spp. isolate distribution as a function
of antimicrobial susceptibility to ciprofloxacina
(CIP) vs. cefotaxime (CTX). Second choice
antibiotics for treatment of human salmonellosis
in children < 14 years old.

Figure 3.

DISCUSION

La prevalencia general de Salmomella spp.,
en ganglios mesentéricos provenientes de
cerdos en 31 plantas de beneficio, de los 13
departamentos participantes fue de 28.2%
(129/457); estas muestras son representativas
del proceso de beneficio de cerdos de todo el pais
al concentrar mas del 90% del sacrificio legal que
se realiza. Los datos obtenidos en este estudio
son similares a los reportados por la Agencia
Europea de Inocuidad Alimentaria, EFSA, (2008)
para paises como Espafa, Grecia, Portugal y
Luxemburgo los cuales presentan prevalencias
entre el 25% al 30% (10). En Francia y Portugal
estudios realizados por Robinault et al (11),
reportaron una prevalencia de 18.4% y 23.7%
respectivamente, mientras que paises como
Finlandia, Noruega, Austria, Estonia, Eslovaquia
y Polonia reportan prevalencias que no superan
el 5% (10). Al comparar los resultados de
este estudio con los obtenidos en otros paises
se observa que los ultimos son inferiores; lo
que podria deberse a los mayores estandares
de bioseguridad para la prevencion de la
contaminacién por Salmonella spp., desde las
granjas, asi como la implementacidn obligatoria
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collected from other countries, prevalence was
lower for the later. This could be the result of
more stringent biosecurity standards to prevent
Salmonella spp., contamination starting in the
farm where animals are raised. In addition, in
Europe good agriculture practices (GAP) are
obligatory for pork meat production. In contrast,
in Colombia GAP are of voluntary adoption. Never
the less, it is required to have authorization from
the Colombian Agriculture Institute (ICA) for
livestock exploitation. Moreover, prevalence in
Colombia is similar to that of Mexico (26.87%),
as reported by Talavera Rojas (12).

As illustrated in figure 1, Huila presented the
highest prevalence in comparison with the
rest of the departments. However, this data is
apparent, since only five samples out of 457 were
collected (1.1%), since animals slaughtered in
this department is relatively low. Data from the
Colombian pork producing council (Asociacién
Colombiana de Porcicultores) revealed for Huila
between the months of January and June (2013
and 2014) the total number of pig’s heads
ranged between 12.169 and 12.695. Thus, for
a term representing only 0.9% sacrifice of the
total carried out in Colombia. Moreover, most
slaughterhouses in Huila are class IV, where
sacrifice productivity is approximately 40 heads/8
hour work shift. This is far less productive to
those located in Bogota, which are class I with
productivity greater than 400 heads/8 hour work
shift. Additionally, the only slaughterhouse in
Huila with greater productivity is classified as
class II, with = 240 heads/8 hour work shift.

Following the second department with prevalence
was Bogota with 56.7%. According to the Colombian
pork producing council this percentage obeys the
number of pigs entering the city. Pigs don’t only
come from nearby municipalities and departments,
but also from distant departments, such as Valle
del Cauca and Santander. Therefore, the stress
provoked from transportation generates greater
pathogen prevalence. When the bacteria are
excreted in the feces cross contamination is favored
among contaminated and non-contaminated
animals (13).

Valle del Cauca was the third department with the
highest slaughtered pigs in the country, exceeded
only by Antioquia and Bogota, D.C. This increase
is due to reduced pig sacrifices in Tolima, Huila
and Cauca, since they are less competitive in
terms of quality and price (14).

Studies reported by Diaz et al (2011) demonstrated
flaws in biosafety norm compliance, thus, favoring
pathogenic agent entry, including Salmonella in
Colombian intensive production pig farms with

de las Buenas Practicas Agricolas (BPA), en las
explotaciones porcinas en Europa; mientras que
en Colombia las BPA son de adopcidn voluntaria;
sin embargo, es obligatorio tener autorizacién
del Instituto Colombiano Agropecuario (ICA)
para la explotacién pecuaria. Por otra parte, la
prevalencia en Colombia es similar a la reportada
en México (26.87%) por Talavera Rojas (12).

Como se observa en la figura 1, el Huila
presentd mayor prevalencia en relaciéon al
resto de los departamentos; sin embargo, este
dato es aparente, pues sélo se tomaron 5/457
(1.1%) muestras, debido a que el nimero de
animales beneficiados en este departamento
es relativamente bajo; datos de la Asociacion
Colombina de Porcicultores, sefialan que el
beneficio entre Enero-Junio (2013 y 2014) en
el Huila oscilé entre 12.169 y 12.695 cabezas
de ganado porcino; constituyendo sélo el 0.9%
del beneficio semestral en todo el pais. Por otra
parte, la mayoria de las plantas de beneficio
del departamento son de clase 1V, por lo que
su productividad de sacrificio aproximada es
40 porcinos/ turno de 8 horas; lo que esta muy
alejado de las plantas de clase I, como las de
Bogota, cuya productividad es =400 porcinos/
turno de 8 horas. Adicionalmente, la Unica planta
de beneficio en el departamento con mayor
productividad es de clase II, cuya productividad
es =240 porcinos/ turnos de 8 horas.

El segundo departamento en prevalencia fue
Bogota D.C con 56.7%; situacion que segun la
Asociacion Colombina de Porcicultores, obedece
al flujo de porcinos que ingresa a esta ciudad,
los cuales no sélo provienen de municipios
y departamentos cercanos, sino también
de departamentos lejanos como el Valle del
Cauca y Santander. En este sentido, el estrés
generado durante el transporte tiene un efecto
en el incremento de la prevalencia del patdgeno,
al excretarlos en las heces se favorece la
contaminacion cruzada entre cerdos colonizados
y sin colonizar (13).

El Valle del Cauca fue el tercer departamento con
mayor nimero de beneficios de porcinos en el
pais, superado sélo por Antioquia y Bogota D.C.,
este incremento se debe a la reduccion de porcinos
beneficiados en plantas de Tolima, Huila y Cauca;
ya que son menos competitivos en calidad y precio
(14). Estudios reportados por Diaz et al, (2011)
en granjas porcicolas colombianas de produccion
intensiva con mas de 200 hembras mostraron la
existencia de fallas en la aplicacion de las normas de
bioseguridad, lo cual favorece el ingreso de agentes
patdégenos (15), incluido Salmonella, aspecto que
puede influir en los datos obtenidos en esta regidn.



Ayala-Romero et al - Prevalence of Salmonella spp., in mesenteric pig’s ganglia 6481

more than 200 sows, (15). This aspect could have
influenced data obtained for this region.

The main pork meat producer in Colombia
is Antioquia. The number of sacrificed pigs
between January of 2013 and July of 2014
ranged between 684.746 and 700.583 heads.
Double of what was reported for Bogota,
representing 47.8% all of slaughtered pigs in
a term for the whole country. Antioquia is one
of the most technified regions in the country,
thus accounting for this percentage. Moreover,
Salmonella spp. prevalence for this region was
low (11%), in comparison with the mean for
the country. Zapata et al (16) in their study
reported 31.25% prevalence. A high number of
samples for this study were collected from this
region 42% (191/457). This is a department,
where it is frequent to find productive stages
handled at different sites (15). This can
help control disease flow, when transporting
animals from one farm to another.

In Colombia, as for many other Latin American
countries, the grade of technology in swine
farms varies, as well as the means of
transportation. These factors contribute to an
increase in Salmonella dissemination, as has
been reported by various authors (13,17).
Another important factor that was not taken
into account in this study is the distances
travelled. As was previously mentioned,
there are animals that are sacrificed in other
departments. It can take up to 12 hours before
they reach the slaughterhouse. Moreover,
roads can be closed for different reasons.
These transport incidents can generate stress
for the animal, affecting the immune system
and increasing the risk of contamination (18).
Additionally, stress during transportation
has an effect of pathogen prevalence, which
could generate crossed contamination among
colonized and non-colonized pigs (18).

As observed from table 1, the highest resistance
obtained was against SXT with 23.6%, followed
by AMP with 11.8%, CTX 2.7% and CIP 1.8%.
These results are far lower compared with
Bermudez, et al (20). They evaluated
susceptibility of 155 Salmonella spp. strains
isolated from swine slaughtering. They
reported 41.94% resistance to ampicillin and
8.39% for ciprofloxacin. In addition, Bermudez
et al (20) and Pineda et al (21) reported a
Trimethoprim/Sulfamethoxazole resistance of
96.87%. Decreased resistance in the present
work could be due to greater quality control
and optimization for all processes involved in
the past years, including good manufacturing
practices in veterinary medications.

El principal departamento porcicola de Colombia
es Antioquia, debido a que el nimero de porcinos
beneficiados entre 2013 y 2014 en los meses
de Enero - Julio oscil6 entre 684.746 — 700.583
cabezas, el doble de la cantidad reportada para
Bogota, equivalente al 47.8% del beneficio
semestral en todo el pais. Antioquia cuenta con
la mayor cantidad de beneficios porcinos; siendo
una de las zonas mas tecnificadas del pais.
Como se observa en la figura 1 la prevalencia
de Salmonella spp., en Antioquia fue baja (11%)
en comparacion con la media del pais y en
comparacion con los resultados obtenidos por
Zapata et al (16); estudio en el que obtuvieron
una prevalencia del 31.25%. En Antioquia se
tomo el 42% (191/457) de las muestras incluidas
en el estudio. Este es un departamento donde
es frecuente encontrar empresas que manejan
las etapas productivas en diferentes sitios (15),
lo que puede facilitar el control del flujo de
enfermedades al transportar animales de una
granja a otra.

En Colombia, como en muchos paises de América
Latina, el grado de tecnificacion de las granjas
porcicolas, asi como el transporte varian,
estos factores contribuyen a que aumente la
diseminacién de Salmonella, aspecto que ha
sido reportado por varios autores (13, 17), otro
factor importante que no fue estudiado en este
trabajo son las distancias recorridas (pues como
se menciond previamente hay animales que se
sacrifican en otros departamentos), las cuales
pueden llegar hacer de hasta 12 horas antes
del ingreso a las plantas, también se pueden
presentar cierre de vias por diversas razones.
Estos incidentes de trasporte generan estrés
en el animal, afectando el sistema inmune e
incrementando el riesgo de contaminacion (18).
Adicionalmente, el estrés durante el transporte
tiene un efecto sobre el incremento de la
prevalencia del patégeno, lo que podria generar
contaminacion cruzada entre cerdos colonizados
y no colonizados (19).

Como se puede observar en la tabla 1, la mayor
resistencia obtenida fue a SXT con 23.6%,
seguido de AMP con 11.8%, CTX 2.7% y CIP
1.8%; resultados que son mucho menores
respecto al estudio realizado por Bermudez,
et al (20) quienes evaluaron la susceptibilidad
de 155 cepas de Salmonella spp., aisladas
del beneficio porcino, en el cual reportaron
resistencias de 41.94% a Ampicilina y 8.39%
para Ciprofloxacina. Al comparar los resultados
obtenidos por Bermudez et al (20) y Pineda,
et al (21), obtuvieron 96.87% de resistencia
a Trimetoprim/Sulfametoxazol. La disminucién
en las resistencias frente a estos antibiodticos
en el presente trabajo puede deberse a que
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A previous study by Pontificia Universidad
Javeriana Environmental biotechnology
research group (Grupo de Biotecnologia
Ambiental e Industrial GBAI), related to
Salmonella isolates from pork meat industry
(slaughterhouse, cutting and deboning room,
and points of sale), performed in the same
regions, as the present study reported the
following resistances CTX 1.6%, a AMP 6.2%,
CIP 3.1%and and SXT for 14.1%. When
comparing this data with results from this
study it is evidenced antibiotic resistance
profile increased, with the exception of CIP,
which presented a lower resistance. Even so,
an important prevalence was demonstrated, in
addition to confirmation of foods resistant to
Salmonella spp. circulating among pigs.

This study confirmed eight isolates resistant
to SXT and AMP (Figure 2); these drugs are
first election against human salmonellosis.
Therefore, finding resistance to both implies a
serious health problem, due to low efficacy in
treatment for possible infected human patients
(8). It is worth highlighting none were resistant
to a CIP and CTX, antibiotics used in children.

According to Pulecio-Santos et al (8) AMP, CIP,
SXT are among the most employed antibiotics
used for swine salmonellosis. Resistance found
in this study demonstrated antibiotic treatment
in pigs can increase isolated circulating
Salmonella, these can cause salmonellosis in
humans, increasing a risk in treatment failure.
Another factor that can increase resistance is
the fact that in 70% of the farms antibiotic
supply is performed through drinking water,
favoring constant exposure of antibiotics to
circulating microorganisms (15).

Gutiérrez et al (23) studied Salmonella spp.
strain susceptibility in Cuba, where they
obtained 5% resistance to Ceftazidime, and no
resistance to Ciprofloxacine or Trimethroprim/
Sulfamethoxazole. These results are lower than
the ones obtained in the present study. This
low prevalence could be accounted by low pig
circulation from other countries, as well as
controlled use of antibiotics for pig production
in Cuba (8).

In contrasts, in Rumania 50% resistance
to ampicillin, 34.6% to Trimethroprim/
Sulfamethaxazole, 3.8% to Ciprofloxacine and
none to Ceftazidime was observed. Rumanian
authors described deficiency in antibiotic
handling and treatment when raising swine.
In addition, with time resistance to antibiotics
could worsen (24).

en los ultimos afos se ha intentado optimizar
y aumentar el control de calidad en todas las
etapas, incluidas las Buenas Practicas en el Uso
de Medicamentos Veterinarios.

Un estudio previo (datos no publicados) del Grupo
de Biotecnologia Ambiental e Industrial (GBAI) de
la Pontificia Universidad Javeriana, relacionado
con aislamientos de Salmonella provenientes
de la industria porcina colombiana (planta de
beneficio, desposte y puntos de venta), realizado
en las mismas zonas de este estudio, encontrd
resistencias del 1.6% para CTX, 6.2% a AMP, 3.1%
a CIPy 14.1% para SXT; cuando se comparan estos
datos con los obtenidos (Tabla 1), se evidencia que
el perfil de resistencia a los antibidticos evaluados
se incrementd, a excepcion de CIP que presentd
una resistencia mucho menor que la obtenida en
la investigacion previa; aun asi, los resultados
muestran una prevalencia importante y confirman
la existencia de aislamientos resistentes de
Salmonella spp., circulando en porcinos.

En este estudio se encontraron 8 aislamientos
resistentes al SXT y AMP (Figura 2); antibidticos
que son usados como tratamientos de primera
elecciéon contra la salmonelosis humana, por lo
cual encontrar resistencia frente a los dos significa
un grave problema de salud publica, debido a la
ineficacia en posibles tratamientos de pacientes
humanos infectados (8). Cabe destacar que ninguno
de los aislamientos estudiados fue resistente a CIP
y CTX, antibidticos usados para terapia en menores
de edad (22).

Segun Pulecio-Santos et al (8), entre los antibidticos
mas usados para el tratamiento de la salmonelosis
porcina se encuentran, AMP, CIP, SXT, entre otros. La
resistencia encontrada en este estudio, demuestra
que el tratamiento con antibidticos en cerdos puede
incrementar la resistencia de los aislamientos de
Salmonella circulantes, las cuales pueden causar
salmonelosis en humanos incrementando el riesgo
de falla en el tratamiento. Otro factor que puede
incrementar la resistencia es el hecho de que el
suministro de antibidticos se hace a través del
agua de bebida en el 70% las granjas, favoreciendo
la exposicion constante de los microorganismos
circulantes a estas sustancias (15).

Gutiérrez et al (23) estudiaron la susceptibilidad
de cepas de Salmonella spp., en Cuba donde
obtuvieron resistencia de 5% a Ceftazidime,
0% a Ciprofloxacina y 0% a Trimetroprim/
Sulfametoxazol, resultados que son inferiores a los
obtenidos en el presente estudio. Esta prevalencia
tan baja se podria explicar por la escasa circulacion
de cerdos de otros paises, asi como por el uso
controlado de los antibidticos en la produccidn
porcina en Cuba (8).
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Among the eight serotyped Salmonella spp.
isolates two were S. Typhimurium, two S.
Agama, one S. London, one S. Agona, one
S. Haifa and one S.1,4,12 : i : -- (Table 2).
Given the number of identified serotypes,
it was not possible to detect a predominant
serotype, even so according to the world
health organization (WHQO) highest swine
serotype incidence are S. Enteriditis and S.
Typhimurium. In Colombia various studies
have been developed to detect predominant
serotypes, such as como S. Typhimurium
(47% and 70%), S. Derby (7% and 14%),
S. Javiana (14%), S. Agona (6% and 10%)
and S. Agama (3%). However, these reports
are undergraduate theses that have not been
published in scientific journals.

The present study found S. London and S.
Haifa serotypes, which are rather infrequent
serotypes in pigs (25). A study performed in
Uganda reported S. Newport, S. Guildford,
S. Coleypark, S. Damman as frequent pig
serotypes (26), previously described in
humans. Osman et al (27), evidenced S. Haifa
in duck embryos, this serotype has also been
isolated from bovine feces (28), and humans
(26), suggesting adaptation to different animal
species. Additionally, S. London an unusual
serotype was also identified. Cui et al (29)
determined the hosts for this serotype are fowl
(hens and chickens). Probably this finding is
associated with farm technification, where this
serotype was isolated; this inference is also
valid for S. Haifa. Another possible aspect to
be considered is proximity of bovine farms.

One isolate was typified as (S.1,4,12:i:--),
since it was not possible to determine the
mobile phase. However, it is known it belongs
to S. Typhimurium variant, usually cited for
its antigenic formula. Correia-Gomes, et al
(30), reported the presence of a multiresistant
S. Typhimurium (S.1,4,[5]12:i:--), antigenic
formula similar to that reported in the US in
pig mesenteric lymphatic ganglia.

Last, Salmonella detection in lymphatic ganglia
is pertinent, since this sample allows to detect
if the source is from the pig or environmental.
Additionally, it is indicated when strain origin
source requires to be determined starting
from the farm (31). Moreover, more studies
recommend molecular techniques, for this
study the 3M™ Molecular Detection Assay
2-Salmonella was of great use, since no
inhibitions nor false negative were present
(data not shown) (32).

En comparacién con Rumania se encontraron
resistencias de 50% a Ampicilina, 34.6% a
Trimetroprim/Sulfametaxazol, 3.8% a Ciprofloxacina
y 0% a Ceftazidima, segun los autores en Rumania
también hay deficiencias en el manejo y tratamiento
antimicrobianos en la cria de porcinos y con el paso
del tiempo la resistencia a antibidticos podria ser
cada vez mayor (24).

Entre los 8 aislamientos de Salmonella spp.,
serotipificados se encontraron dos cepas de S.
Typhimurium, dos S. Agama, una S. London, una S.
Agona, unade S. HaifayunaS.1,4,12 :i: -- (Tabla
2). Debido al nimero de serotipos identificados,
no se pudo detectar un serotipo predominante;
aun asi, segun la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) los serotipos con mayor incidencia
en porcinos son: S. Enteriditis y S. Typhimurium.
En Colombia se han realizado varios estudios
encaminados a detectar serotipos predominantes
como S. Typhimurium (47% y 70%), S. Derby (7%
y 14%), S. Javiana (14%), S. Agona (6% y 10%)
y S., Agama (3%); sin embargo, los reportes de
estos datos permanecen en trabajos de grado de
pregrado y no se encuentran visibles en articulos
cientificos.

En el presente estudio se reportan los serotipos S.
London y S. Haifa que son poco frecuentes en el cerdo
(25). Un estudio realizado en Uganda demostrd
que los serotipos predominates en cerdo fueron S.
Newport, S. Guildford, S. Coleypark, S. Damman
(26); serotipos que han sido previamente descritos
en humanos. Osman et al (27), evidenciaron la
presencia de S. Haifa en embriones y crias de pato,
este serotipo también se ha aisaldo de heces de
bovino (28), en humanos (26), lo que sugiere la
adaptacion a diferentes especies animales. Por otra
parte, en la serotipificacion también se encontro S.
London, caso inusual ya que autores como Cui et al
(29), determinaron que este serotipo es un huésped
usual en aves (gallinas y pollos). Probablemente
este hallazgo esté relacionado con problemas en la
tecnificacion de las granjas donde fueron aislados;
argumento que también es valido para S. Haifa,
otro aspecto a considerar es la posible cercania a
explotaciones bovinas.

Uno de los aislamientos fue tipificado como
(5.1,4,12:i:--), debido a que por serologia no se
logré determinar la fase movil; sin embargo, es
conocido que ésta es una variante de S. Typhimurium
que usualmente es citada por su formula antigénica.
Correia-Gomes, et al (30), reportaron la presencia de
un aislamiento multiresistente de S. Typhimurium,
(5.1,4,[5]12:i:--), (férmula antigénica similar a los
reportados en Estados Unidos) en ganglios linfaticos
(mesentéricos) del porcino.
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In conclusion, Salmonella spp. prevalence
in mesenteric pig ganglia was 28.2%, where
Huila was the region with highest prevalence
(60%). In contrast, regions with no prevalence
were Risaralda, Quindio, Chocd, and other
regions. A 23.6% resistance to trimethoprim/
sulfamethoxazole was calculated, 11.8% for
ampicillin, 2.7% to cefotaxime, and 1.8%
to ciproflaxin. It is important to consider,
when comparing these results to other
studies, factors such as methods employed
for antimicrobial susceptibility detection and
changes in cut-off points, decisively influence,
affecting resistance tendency analysis among
countries. Serotypes found in pig mesenteric
ganglia were S. Typhimurium, S. London, S.
Agona, S. Agama, S. Haifa and (S.1,4,12:i:--).
This last one exhibited multiple antimicrobial
resistance (>2 antimicrobials).
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