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PALABRAS CLAVE Resumen La salmonelosis es una de las enfermedades bacterianas que afectan el tracto diges-
Terneros; tivo de los terneros y provocan en ellos diarrea. Con el objetivo de estudiar la prevalencia de
Serovares los distintos serovares de Salmonella en terneros de crianza artificial y determinar la asocia-
Salmonella; cién con signos diarreicos, se realizé un estudio epidemiologico con disefio transversal en la
Diarrea; region lechera Mar y Sierras, ubicada en la Provincia de Buenos Aires (Argentina). Mediante
Prevalencia hisopado de mucosa rectal, se muestrearon 726 terneros en periodo de crianza distribuidos en

50 establecimientos lecheros de dicha zona, se incluyeron animales con signos diarreicos y sin
estos. Los aislamientos identificados como Salmonella spp. fueron tipificados utilizando anti-
sueros poli- y monovalentes dirigidos contra antigenos somaticos, flagelares y capsulares (Vi).
Salmonella spp. se detecté en el 36% de los establecimientos y los serovares hallados fueron S.
Mbandaka, S. Anatum, S. Typhimurium, S. Dublin, S. Montevideo, S. Meleagridis, S. Newport,
S. Seftemberg, S. subesp.16,7:z1, S. Infantis y S. Give. El 5,5% de los terneros fueron positivos
y aquellos terneros con signologia diarreica presentaron 5,9 veces mas probabilidad de estar
infectados con Salmonella spp. que aquellos que no tuvieron signos. La edad de los terneros
positivos oscilé desde un dia hasta 53 dias de vida; la mayor frecuencia se detecté al segundo
dia de nacidos. Se concluye que 11 serovares de Salmonella estan presentes en mas de un
tercio de los establecimientos lecheros de la region lechera Mar y Sierras y que estos serovares
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mostraron estar asociados a la existencia de signos diarreicos en los terneros, sobre todo a la
presencia de moco en las heces. La prevalencia de Salmonella fue mayor en terneros de menos
de 21 dias de vida.

© 2018 Asociacion Argentina de Microbiologia. Publicado por Elsevier Espaiia, S.L.U. Este es un
articulo Open Access bajo la licencia CC BY-NC-ND (http://creativecommons.org/licenses/by-
nc-nd/4.0/).

Detection of serovars of Salmonella in artificially reared calves in Mar y Sierras Dairy
Basin, Argentina

Abstract Salmonellosis in calves is a bacterial disease that affects their digestive tract causing
diarrhea. A cross-sectional epidemiological study was carried out with the aim of studying the
prevalence of various serovars of Salmonella in calves and their relationship with diarrhea
signs. The study was conducted in Mar and Sierras Dairy Basin located in Buenos Aires province,
Argentina. Seven hundred and twenty six calves both with diarrhea signs or not were sampled by
rectal mucosa swab in 50 dairy farms during the rearing period. Isolates identified as Salmonella
spp. were classified using polyvalent and monovalent antisera against somatic, flagellar and
capsule antigens (Vi). Salmonella spp. was found in 36% of the farms and serotypes were: S.
Mbandaka, S. Anatum, S. Typhimurium, S. Dublin, S. Montevideo, S. Meleagridis, S. Newport, S.
Seftemberg, S. subesp. 16,7:z1, S. Infantis, S. Give. A percentage of 5.5% calves was positive
and calves showing diarrheal signs were 5.9 times more likely to be infected with Salmonella
spp. than those having no signs. The age of positive calves ranged from the first day of life to
53; the second day being the most frequent time. In conclusion, 11 Salmonella serovars were
detected in one out of 3 dairy farms in Mar and Sierras Dairy Basin, and not only were these
serovars associated with diarrhea signs including the presence of mucus in feces, but they were
also more prevalent among calves aged up to 21 days.

© 2018 Asociacion Argentina de Microbiologia. Published by Elsevier Espafa, S.L.U. This is an
open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-

nc-nd/4.0/).

Introduccion

La salmonelosis es una de las enfermedades bacterianas que
afectan el tracto digestivo de los terneros y provocan en
ellos diarrea; esta ampliamente difundida en el mundo y su
incidencia es creciente en los sistemas de produccion inten-
sivos, como lo son los establecimientos lecheros. La especie
y subespecie que afecta a los bovinos se denomina Salmo-
nella enterica subsp. enterica. A su vez, esta se clasifica
en serovares en funcion de diferentes asociaciones de fac-
tores antigénicos somaticos O y flagelares H. Los serovares
son agrupados teniendo en cuenta el antigeno somatico O, y
asi se determinan grupos denominados con letras, desde la
A hasta la Z7. Los serovares aislados con mayor frecuencia
en el ganado bovino son S. Typhimurium y S. Dublin, que se
manifiestan en forma endémica en el noreste de Europa, con
diferencias en su distribucion geografica.

En el Reino Unido, S. Typhimurium esta ampliamente
difundido, mientras que S. Dublin se detecta en el norte
y sudoeste de Inglaterra y Gales. En Estados Unidos,
S. Typhimurium es endémica en todo el pais, a diferencia de
S. Dublin, que solo se ha aislado en determinadas regiones’.
Ademas de estos serovares, se citan aproximadamente otros
100; entre ellos, S. Newport es el mas prevalente'.

Tanto S. Typhimurium como S. Dublin son causales de
diarrea en vacas durante los primeros 5 dias posparto®. La
prevalencia es menor en terneros de razas de carne, que

permanecen mamando al pie de la madre hasta el destete’.
Los brotes pueden ocurrir con alta mortalidad y morbili-
dad. La infeccion con Salmonella se asocia a la presencia
de signos de enterocolitis, neumonia, septicemia y aborto
en rodeos lecheros'®??, La forma entérica de la enfermedad
es predominante, la cual se caracteriza por pirexia, embota-
miento y anorexia, seguidos de diarrea; estas heces pueden
contener fibrina y mucus.

La patogenia de S. enterica es compleja: involucra infla-
macion, necrosis y aumento de la secrecion de fluidos. Esta
afeccion disminuye la absorcion y digestion de los nutrien-
tes. La principal via de infeccion en terneros es la oral. La
presentacion de los signos depende de la carga bacteriana,
la susceptibilidad del ternero, el grado de transferencia de
inmunidad pasiva, del estrés y de la nutricion, entre otros.

Luego de ser ingerida, Salmonella se adhiere a las célu-
las de la mucosa intestinal mediante adhesinas especificas y,
por medio de un sistema de secrecion tipo i, causa dano al
enterocito y penetra la lamina propia, lo que origina una
reaccion inflamatoria. Esta union se ve facilitada cuando
la microbiota esta desbalanceada o se produce una esta-
sis gastrointestinal. Salmonella tiene predileccion por el
tejido linfatico y es a partir de este cuando se produce la
bacteriemia®.

Las heces pueden contener sangre, principalmente
cuando hay lesiones del colon®, y pueden ser de aspecto
fibrinoso por la presencia de mucosa intestinal necrotica.
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Los terneros rapidamente presentan debilidad, decaimiento
y deshidratacion y, a menos que los traten, aquellos que
estan infectados mueren a los 5-7 dias luego del comienzo
de la enfermedad.

El primer aislamiento de S. Dublin comunicado en Argen-
tina fue obtenido de terneros clinicamente enfermos, en el
contexto de 2 brotes ocurridos en los afos 1979 y 1981 en
terneros de raza Holando Argentino bajo crianza artificial,
en la localidad 30 de Agosto, Provincia de Buenos Aires**. En
establecimientos con antecedentes de la enfermedad se ha
detectado una prevalencia del 8,2% y una tasa de mortali-
dad del 4%; el 96,8% de los aislamientos correspondieron a
S. Dublin y el 3,8% a S. Typhimurium®.

La informacién disponible referida a la prevalencia de
Salmonella y de los diferentes serovares en terneros de
crianza artificial en Argentina, asi como su asociacion con
los signos diarreicos, se remite a hallazgos clinicos aislados
y no a estudios planificados en establecimientos lecheros,
de los que no se disponia de antecedentes referidos a la
incidencia de Salmonella spp.

Los objetivos del presente trabajo fueron estudiar la pre-
valencia de los distintos serovares de Salmonella en terneros
con signos diarreicos o sin estos, criados artificialmente en
establecimientos lecheros de la region lechera Mar y Sierras,
analizar la distribucion etaria de los animales positivos,
caracterizar los signos diarreicos y analizar y cuantificar la
relacion entre la deteccion de Salmonella y la presencia de
los distintos signos diarreicos.

Materiales y métodos

Se realizo6 un estudio epidemiologico con disefo transversal
y analitico en la cuenca lechera Mar y Sierras, Provincia de
Buenos Aires (Argentina), de mayo a octubre de los anos 2008
y 2009. El presente trabajo forma parte de uno de mayor
envergadura, en el cual se estudiaron los principales agen-
tes causales de diarreas en terneros (rotavirus, coronavirus,
Escherichia coli, Salmonella spp., coccidios, Cryptospori-
dium).

Se muestrearon en total 726 terneros de raza Holando
Argentino o Jersey distribuidos en 50 establecimientos
lecheros; todos ellos en el periodo de crianza. Los terne-
ros eran criados en sistemas individuales en el 90% de los
casos y los restantes, de manera colectiva.

Para el calculo del tamafo muestral, se considero el
agente con menor prevalencia esperada, manteniendo cons-
tante el error relativo, lo cual redundaria en un tamafo de
muestra mayor. Dicho agente fue el coronavirus. El tamafho
de muestra fue estimado a partir de una prevalencia espe-
rada del 12%, un error relativo del 20% (error absoluto del
2,4%) y una confianza del 95%. Se consideraron los siguientes
estratos etarios (en dias de vida): 1-15, 16-30, 31-45, 46-60
y >60 (tabla 1); de 74 animales no se tenia el dato de la
edad. Se muestrearon animales con y sin diarrea para ana-
lizar estadisticamente la relacion entre la deteccion de los
agentes causales de diarrea neonatal y los signos diarreicos.

Los indicadores para considerar que un ternero tenia sig-
nos diarreicos fueron los siguientes: aumento del nimero de
deposiciones (en el momento del muestreo, si se observaba
mas de 2deposiciones frescas), heces de color no carac-
teristico del ternero en lactancia, heces de consistencia

Tabla 1 Distribucion etaria de los terneros y presencia de

signos diarreicos

Edad (en dias) n Con signos Sin signos
diarreicos diarreicos

1-15 248 184 64

16-30 183 76 107

31-45 123 42 81

46-60 54 10 44

>60 44 13 31

Total 652 325 327

semiliquida o liquida, presencia en las heces de moco o
estrias de sangre (o ambos). La presencia de al menos uno
de estos signos fue suficiente para ubicar al ternero en este
grupo. El ternero sin signos de diarrea se definié como aquel
que presentaba heces de consistencia sélida o semisoélida,
del color caracteristico del ternero en lactancia, exentas
de moco o estrias de sangre, sin aumento del niUmero de
deposiciones. La caracterizacion de la materia fecal y la
categorizacion del ternero (con signos diarreicos o sin estos)
la realizo la misma persona para los 726 animales.

De cada ternero se registré la edad, la consistencia y el
color de la materia fecal, la presencia de moco y de estrias
de sangre y la cantidad de deposiciones. Una Unica muestra
de mucosa rectal se tomo de cada animal, con un hisopo
estéril. Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio
de Microbiologia Clinica y Experimental del Departamento
de Sanidad Animal y Medicina Preventiva de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del Centro
de la Provincia de Buenos Aires.

Con cada muestra se realizd el procedimiento habi-
tual del laboratorio para el aislamiento de Salmonella. El
extremo con algodén del hisopo se coloco en tubos de 10 ml
que contenian caldo tetrationato base, ya adicionado con
inhibidores selectivos: 0,2 ml de solucion yodada (6 g de yodo
cristal, 5g de yoduro de potasio y 20ml de agua destilada
estéril); 0,1 ml de verde brillante (0,1%) y 0,1 ml de novo-
biocina (0,4%). Estos caldos fueron incubados a 37 °c durante
7 dias. A partir de ellos se realizaron 3 subcultivos sucesivos
en placas de agar Salmonella-Shigella a los 2, 4 y 7 dias.
Las placas se incubaron 24 h a 37°C. A partir de las colonias
medianas redondeadas, de bordes enteros, transparentes,
lactosa negativas, con o sin produccion de sulfhidrilo, se
realizaron extendidos y coloracion de Gram. Si el resultado
de la observacion eran bacilos gram negativos, se subculti-
vaba en triple azUcar hierro, con incubacion de 24h a 37°C.
Transcurrido ese lapso, se observd fondo negro por la pro-
duccién de sulfhidrilo, con el pico de flauta rosado alcalino
por la no fermentacion de lactosa y sacarosa. A partir de
este material se realizaron las siguientes pruebas, cuyos
resultados se indican entre paréntesis: oxidasa (—); cata-
lasa (+); reduccion de nitratos a nitritos (+); rojo de metilo
(+); Voges Proskauer (—); citrato de Simons (+); SIM [sulf-
hidrilo (+), indol (—), movilidad (+)]; urea de Christensen
(—); fenilalanina desaminasa (—); lisina descarboxilasa (+) y
orto-nitro-fenil galactosidasa (—).

De los 40 aislamientos identificados como Salmonella
spp., 4cepas no se mantuvieron viables, por lo que solo
36 fueron serotipificadas en el Laboratorio de Bacteriologia
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Figura 1

del Departamento de Produccion Animal del INTA-Balcarce,
utilizando antisueros poli- y monovalentes dirigidos contra
antigenos somaticos y flagelares, asi como también anti-
geno de virulencia (Vi). Para ello se siguio el esquema de
Kauffman-White, que agrupa a todos los serovares conoci-
dos sobre la base de los componentes antigénicos somaticos
O y flagelares H'. La serotipificacion se realiz6 siguiendo
el protocolo y los antisueros utilizados por el Servicio de
Enterobacterias del Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas ANLIS Dr. Carlos G. Malbran, centro de referencia
para la Argentina’.

Analisis de datos

Se estimo la prevalencia con su intervalo de confianza. Se
analizé la relacion entre la deteccion de Salmonella y los
signos diarreicos por medio del test de Chi? y se cuantifico la
asociacion por medio del odds ratio, con su correspondiente
intervalo de confianza del 95%. Se describio la caracteristica
de la materia fecal de aquellos terneros que presentaron
diarrea y su relacion con la presencia de Salmonella como
Unico agente detectado.

Resultados

Durante los afios 2008 y 2009 se muestrearon 726 terneros en
periodo de crianza, distribuidos en 50 establecimientos de
la cuenca lechera Mar y Sierras. La presencia de Salmonella
spp. se evidencio en el 36% de los establecimientos (18/50),
de los cuales la mitad presenté mas de un ternero positivo,
con un maximo de 6.

La prevalencia de Salmonella en terneros fue de 5,5%
(40/726), con un intervalo de confianza del 95% (3,78-
7,24%). De los 40 terneros con Salmonella, 29 presentaron
signos de diarrea. Se detectd Salmonella spp. como Unico
agente causal en 11 terneros. La caracteristica predomi-
nante de la materia fecal de estos animales fue la presencia
de moco (77,7%); en menor proporcion se observd el color
no caracteristico del ternero lactante (66,6%), la consisten-
cia anormal (liquida y semiliquida, 44,4%) y las estrias de
sangre (11,1%).

Se seleccionaron, en igual proporcion, terneros con sig-
nos diarreicos y sin estos. Los terneros con signologia
diarreica tuvieron 5,9 veces mas probabilidad de estar infec-
tados con Salmonella spp. que aquellos que no presentaban

edad en dias

Edad de los terneros con deteccion de Salmonella spp. con y sin signos diarreicos.

signos. Chi2 p = 0,014; odds ratio = 5,906 (IC 95%: 1,219-
28,60).

La excrecion de este patogeno se detectd en un rango de
edad de uno a 53 dias de vida, con el segundo dia de vida del
ternero como el momento de mayor frecuencia. La mediana
de la edad de los terneros en los que se detectd Salmonella
spp. fue 9 dias.

La figura 1 corresponde a un histograma que muestra la
cantidad de terneros infectados con Salmonella spp. en rela-
cion con la presencia o ausencia de signos diarreicos, en
funcion de la edad. No se pudo conocer la edad de 5 terneros
afectados por Salmonella.

En relacion con la caracterizacion antigénica de las cepas
encontradas, se detectaron 11 serovares diferentes de Sal-
monella (tabla 2) y, de los 9 tambos que tenian mas de un
ternero positivo, solo 3 demostraron tener el mismo serovar
actuante. Las combinaciones halladas fueron las siguien-
tes: S. Typhimurium y S. Senftemberg; S. Meleagridis, S.
Mbandaka y S. Infantis; S. Give con S. Mbandaka; S. sub-
esp.16,7:z1 y S. Anatum, S. Meleagridis y S. Mbandaka.

Discusion

La presencia de Salmonella en el 36% de los establecimien-
tos lecheros estudiados es relevante y podria ser mayor si
el muestreo de cada establecimiento se hubiese realizado
periddicamente. En efecto, en un estudio en el cual se
muestrearon 110 establecimientos con 5visitas en un ano,
la prevalencia alcanzo el 90%'%.

Tabla2 Frecuencia de serovares de Salmonella detectados
en terneros

Serovares de Salmonella

. Mbandaka

. Anatum

. Typhimurium
. Dublin

N.° de cepas
6
6
5
5
. Montevideo 4
4
2
1
1
1
1

. Meleagridis

. Newport

. Seftemberg

. subesp.16,7:z1
. Infantis

. Give

nununmnunmounmononononm nnm
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En este estudio, la prevalencia detectada en terneros fue
del 5,5%; cabe destacar que este resultado se obtuvo a partir
de un muestreo efectuado en establecimientos sin ante-
cedentes conocidos de la enfermedad, con una seleccion
aleatorizada de los terneros, lo que incluyé tanto animales
con signos diarreicos como animales sin estos signos. Este es
un punto fundamental para tener en cuenta si se pretende
comparar con otras prevalencias publicadas en Argentina,
como aquella comunicada por Bellinzoni et al.?, quienes
estudiaron terneros diarreicos de hasta aproximadamente
un mes de edad (prevalencia reportada: 0,4%), o la que
surge del estudio de Bilbao’, que tuvo un disefio longitu-
dinal y comprendio establecimientos con antecedentes de
la enfermedad (prevalencia reportada: 8,2%).

En este estudio la mayor prevalencia se observo en las 3
primeras semanas de vida, con una frecuencia elevada en el
segundo dia de vida y la mediana a los 9 dias. Esto es coinci-
dente con los hallazgos de un estudio realizado en California,
en donde detectaron que el 58% (43/74) de los terneros de
razas lecheras eliminaban Salmonella en las heces dentro de
las primeras 24 h de vida y el 85% lo hacia durante la primera
semana'®. Fossler et al.? indican mayor prevalencia entre
las semanas 2 y 6.

Durante las primeras 24 h de vida, los terneros son mas
proclives a contraer la infeccion debido a que su sistema
inmunitario aln se encuentra inmaduro, al alto valor del
pH abomasal y a la falta de estabilidad de la microbiota
intestinal.

El hallazgo de una menor prevalencia de excrecion fecal
de Salmonella en terneros de mayor edad se puede atribuir a
cambios en la composicion de la microbiota intestinal, que
se observan a medida que los animales avanzan en edad,
independientemente de la dieta que reciben'’. La micro-
biota intestinal de terneros de mayor edad, comparada con
la del recién nacido, es mas eficiente en competir con Sal-
monella y excluir a este microorganismo®. Otro factor que
se debe tener presente es que el sistema inmunitario del
ternero madura con la edad y esto reduce la eliminacion de
Salmonella spp."®.

Los aislamientos de Salmonella de terneros que no estan
clinicamente afectados pueden provenir de aquellos anima-
les que padecieron la infeccion con signos clinicos y, una
vez recuperados de los signos, continGan eliminando la bac-
teria; o bien de animales en los que la bacteria no logré una
infeccion activa, pero la eliminan a través de las heces®.

La lectura de esta situacion es que los terneros
actan como hospedadores y eliminadores asintomaticos
del patogeno' y, como consecuencia, son una fuente de
infeccion para el resto de los terneros y de contaminacion
del ambiente. En los sistemas de crianza en los que no se
agrupan los terneros por edad, los animales asintomaticos
pueden ser fuente de infeccion para los neonatos, que es la
categoria etaria mas susceptible de adquirirla.

Es de destacar el hallazgo de 11 serovares diferentes
y de ciertas combinaciones entre ellos, debido a que no
existen estudios previos en Argentina que hayan documen-
tado la presencia de algunos de estos serovares en terneros
durante el periodo de crianza. A escala mundial, la gama
de serovares detectados en rodeos lecheros es muy amplia
y variable. Sato et al.?" encontraron 33 serovares en rodeos
lecheros de California y como predominante a S. Typhimu-
rium (43,8%), seguida por S. Montevideo (9,6%), S. Muenster

(5,1%), S. Anatum (4,7%), S. Dublin (4,7%), S. Give (4,4%), S.
Newbrunswick (4,2%), S. Menhaden (3,7%), S. Cerro (3,4%),
S. Kentucky (2,4%), S. Agona (2,2%), S. Derby (1,3%) y S.
Newport (1,2%). La proporcion de los serovares restantes
estaba por debajo del 1%. En el sudoeste de Estados Unidos,
Edrington et al."" hallaron en vacas sanas de rodeos lecheros
22 serovares de Salmonella, los mas prevalentes fueron S.
Mbandaka, S. Montevideo, S. Kentucky, S. Senftenberg y S.
Soerenga.

En infecciones de terneros de menos de 30 dias, el labo-
ratorio California Animal Health and Food Safety, en Tulare,
encontré los serovares S. Typhimurium, S. Newport y S.
Dublin como los mas prevalentes'. En un estudio retros-
pectivo de aislamientos de S. enterica realizado por el
Laboratorio de Diagnéstico Veterinario de Wisconsin durante
los afnos 2006 a 2015, con aproximadamente 5.000 aislamien-
tos identificados, el serovar mas prevalente fue S. Dublin
(23%); en orden de importancia le siguieron S. Cerro (16%),
S. Newport (14%), S. Montevideo (8%), S. Kentucky (8%) y S.
Typhimurium (4%)%2.

Van Kessel et al.”> detectaron en muestras de leche de
tanque vy filtros de leche los serovares S. Cerro, S. Kentucky,
S. Muenster, S. Anatum y S. Newport como los mas preva-
lentes. Se ha informado que la habilidad de colonizar el
intestino no es igual para los diferentes serovares de Sal-
monella: esta depende de factores que afectan al nimero
de bacterias y al sitio de colonizacién'®. La tasa de pasaje
en el ciego y el colon puede influir en el crecimiento y la
multiplicacion de la bacteria.

La presencia de moco en la materia fecal fue la
caracteristica que predomin6 en esta investigacion; esta
caracteristica fue observada en la totalidad de los casos
bacteriolégicamente positivos en el estudio epidemioldgico
de Bilbao’. La presencia de heces con cambio en el color
y la consistencia (pastosas o fluidas), sumada en ocasio-
nes a la presencia de estrias de sangre, hebras de fibrina
o restos de mucosa, es caracteristica de la signologia de
la salmonelosis®. Algunas de ellas fueron detectadas en el
presente trabajo.

Ademas de eliminar al agente causal de la salmonelosis
por las heces, los terneros eliminan este agente infeccioso
por la orina y las secreciones orales y nasales, sobre todo,
en el inicio de los signos clinicos. La falta de conocimiento
acerca de la probabilidad de eliminar Salmonella por la
via oronasal contribuye a propagar la infeccion a través
de los alimentos y los elementos utilizados para proveer-
los (botellas, baldes, tubo esofagico), también a través de
los utensilios empleados en los tratamientos y las manos de
los operarios. Esto compromete la eficacia de los programas
de bioseguridad internos de los establecimientos lecheros,
con un importante impacto sobre la salud publica’’.

Conclusion

En el 36% de los establecimientos lecheros relevados
—ubicados todos en la region lechera Mar y Sierras— se
detect6 la presencia de Salmonella, representada por un
total de 11 serovares. Se encontré que su prevalencia era
mayor en terneros menores de 21 dias de vida y que su detec-
cion esta asociada a la manifestacion de signos diarreicos,
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entre los cuales la presencia de moco en las heces es el
predominante.
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