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1. GENERO Salmonella

1.1. Caracteristicas del géner8almonella

La primera descripcion de bacterias del gérgalmonellase remonta a finales del siglo
XIX, cuando Daniel Elmer Salmon y Theobald Smitlslarion SalmonellaCholeraesuis en
muestras tomadas en un cerdo con peste porcinga;laseyendo que era el agente de esta
enfermedad. El bacteridlogo frances Joseph Léorcéfldrigniéres sugiri6 en 1900 que estas

bacterias se denominar8almonellaen honor a Salmon.

Salmonella sppse engloba dentro de la familkaterobacteriaceag su habitat principal
es el tracto intestinal del hombre y los animal&s miembros de este género destacan por su

gran capacidad de adaptacion, lo que les perniéetar a un amplio rango de hospedadores.

Al igual que otros miembros de la familienterobacteriaceaese caracterizan por ser
bacilos gram-negativos, anaerobios facultativosalasa positivos, oxidasa negativos, no
formadores esporas y por poseer flagelos peritqoesles confieren movilidad, con excepcion

del serotipo Gallinarum y las variantes inmdvilesotios serotipos.

Las bacterias de este género pueden sobrevivinutargos periodos de tiempo en el
ambiente asociadas a substratos organicos, medtiglose entre los 7 y los 45°C y sobreviviendo

a la refrigeracion y congelacion. Se inactivan arfilrior a 5 y a temperaturas superiores a 60°C.

El valor 6ptimo de actividad de agua (aw) para sutiplicacion es de 0,995 aunque
crecen en medios con valores de aw de entre 0,599 y se multiplican en alimentos con
valores inferiores a 0,93 (Cox, 1999). Ademas réml@levadas concentraciones de acidos biliares
y su crecimiento no resulta inhibido por la presemie colorantes como el azul de metileno, el
cristal violeta o el verde brillante, propiedade® ge utilizan para la preparacion de medios de

cultivo selectivos y diferenciales.

Los desinfectantes comunes como fenoles, iodadokrados son eficaces frente a

Salmonella
1.2. Taxonomia y nomenclatura

En la actualidad la nomenclatura y clasificacionlate bacterias de este género sigue
siendo muy controvertida. Actualmente, aunque né efcialmente reconocido por el Comité
Internacional de Taxonomia Bacteriana (ICBT), ksificacion mas aceptada es la que propone

que el géner&almonellacomprende dos especi&almonella bongory Salmonella enterica

3
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Segun la clasificacion propuesta por Kauffmann &66lcada cepa d&almonella
distinguible antigénicamente debia ser considecad# una especie. Este concepto desaparecioé
tras el andlisis a través de pruebas de hibrida&i@®N-ADN, que concluyeron que las cepas de
Salmonellapertenecian a un Unico grupo de hibridacion, caulrupos distinguibles entre si
fenotipicamente (Crosat al., 1973). Asi pues, estos subgrupos se incluian iea @specie, que
posteriormente se denominar&almonella cholerasuigLe Minor et al., 1982; 1986). Poco
después, Le Minor & Popoff (1987) propusieron gst®® 7 subgrupos (1, 11, llla, llib, 1V, V, VI)
fueran considerados subespecies y recomendarordadeintambio de nombre @&almonella
choleraesuigor el deSalmonella enterigaya que se prestaba a confusion debido a la exiate
de un serotipo denominado Choleraesuis. Recientemsa ha rechazado el nombre de
Salmonella choleraesuisomo especie (Tindaét al.,2005). Por ultimo, en 1989 fue elevada al
rango de especie la hasta entonces denominadgsuledmngori o subgrupo V (Reevest al.,
1989).

Asi pues, en la actualidaB8almonella entericagrupa a la mayoria de las bacterias del
género que se aislan de animales de sangre caliedigido el hombre, y se divide en seis
subespecies (0 subgrupos fenotipicamente distidesignadas con nimeros romanos 0 con un
nombre:enterica(l), salamaeg(ll), arizonae(llla), diarizonae(lllb), houtenag(lV) e indica (V1)

(Le Minor & Popoff, 1987; Brenneat al.,2000; Grimont & Weill, 2007).

Recientemente, Sheloboliea al. (2004) propusieron una nueva especie pertenecinte
géneroSalmonella aislada de la superficie de un sedimento contuaoiry denominada como
Salmonella subterrane@/alidation List N° 102). El andlisis de la secuarael ADN ribosémico
de la subunidad 16S del aislado mostr6 una graititsincon Salmonella bongory Enterobacter
cloacae Sin embargo, trabajos posteriores sobre la tartmde esta especie bacteriana como el

de Grimont & Weill (2007) ni siquiera la incluyerdentro del géner8almonella

Los serotipos o serovares 8almonellgpueden ser clasificados en grupos desde un punto
de vista epidemioldgico segun estén mas o mengaati®s a una especie hospedadora (Kingsley
& Baumler, 2000). Asi existen serovariedades adiastastrictamente a un hospedador especifico
(por ejemploS. Typhi Gnicamente asociada a infecciones en ebhemS Gallinarum en aves),
serovariedades adaptadas a un hospedador espgeific@ue en algunos casos pueden aislarse
en otros hospedadores (por ejem@oCholerasuis que se ha asociado a procesos siegmic
graves en cerdos y en el hombre) y serovariedamleslaptadas a hospedadores especificos (por
ejemplo,S. Typhimurium que se aisla de una gran variedaghi@males y del ambiente) (Uzzau
al., 2000). Estos ultimos, son los que con mas fredaasriginan brotes de salmonelosis en el

hombre, asociados al consumo de productos contdognarincipalmente huevos y carne.
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2. CARACTERIZACION DE Salmonella spp.

2.1 Métodos fenotipicos
2.1.1. Serotipificaciéon

La clasificacion de serotipos o serovares se eadiz funcion de la combinacion de
antigenos superficiales somaticos o antigenos Oantfgenos flagelares o antigenos H v,
eventualmente, del antigeno capsular (Vi) (PopoffL& Minor, 1997). Estos antigenos se
identifican mediante técnicas de microaglutinaag@mpleando sueros especificos, generalmente
comerciales, frente a cada uno de ellos. De estaafge caracteriza a la cepa en funcién de su

estructura antigénica (Popoff, 2001).

La primera clasificacion de serovariedades basadaestos antigenos superficiales
(sométicos vy flagelares, principalmente) fue prepaigoor White en 1926. Este esquema fue
modificado por Kauffmann en 1941 y actualmente tgaBizacion Mundial de la Salud (OMS)
asi como los laboratorios de referencia se basah @nominado esquema de Kauffmann-White

para la clasificacion de las serovariedadeSaleonella

Recientemente, Grimont & Weill (2007) han propuegtee este esquema cambie su
nombre por el de Le Minor-Kauffmann-White ya que rayoria de las serovariedades
actualmente conocidas, un total de 1.309 seroades] fueron descritas por Le Minor.

Los antigenos somaticos o antigenos O se locatimael lipopolisacarido (LPS) de la
pared celular y son termoestables. Estos antigemsosvez se clasifican en antigenos mayores y
menores. Los antigenos somaticos mayores son asjuglie definen el serogrupo o grupo
antigénico y son compartidos por todas las salnasnielcluidas en un mismo serogrupo. Asi, el
antigeno somatico O:4 caracteriza al serogrupo sguglenominaba B y que actualmente se
denomina serogrupo O:4. Por su parte, los antigeowsiticos menores tienen un menor valor
discriminativo puesto que son compartidos por saktas de diferentes serogrupos. Por ejemplo,
el antigeno somatico O:12 se detecta en salmodelbs serogrupos A, B y D. Ademas, algunos
antigenos menores son generados por modificaciqnémsicas de un antigeno mayor o por

conversiones fagicas.

Segun el esquema de Kauffmann- White, el géreatmonellase divide en 67
serogrupos, que en un principio se designaron ewasl (de la A a la Z) y posteriormente con
nameros (del O:1 al 0:67). Hoy en dia se considefia correcto designar cada serogrupo en

funcién de las caracteristicas del antigeno somdtiayor, manteniéndose las letras de manera
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provisional y entre paréntesis, por ejemplo, O:% (@rimont & Weill, 2007). Ademas, algunas
cepas carecen del polisacarido O por un defectsulesintesis. Estas cepas se denominan

“rugosas” y no son serotipables.

Los antigenos flagelares o antigenos H son terifedap los componen las flagelinas,
subunidades proteicas que forman los flagelos. agomparte de las cepas S8almonellason
capaces de expresar alternativamente dos flagelimagénicamente diferentes, denominadas de
fase 1 o especifica, caracteristica del serotipdeyfase 2 o no especifica, que pueden ser
comunes a otros serotipos. Las flagelinas de fase denominan con letras mindsculas que van
de laa a laz, mientras que las flagelinas de fase 2 se denong@inanuchas ocasiones con la letra
z con subindices y en otras con nimeros o con leimdsculas. No obstante, existen aislados
denominados monofasicos que expresan solo unasdelds flagelinas. Estos aislados son
naturales en algunas serovariedades o pueden epalelsido a la inactivacion o la falta de

expresion del gen que codifica una u otra fase.

Respecto a los antigenos capsulares, el Unicoegquenece ei$almonellaes el antigeno
Vi (de virulencia) que esta presente Unicamentseeovariedades muy invasivas coBidublin
y S Typhi.

Aplicando lo anterior, segun el esquema de Kauffiathite, la férmula antigénica de
una Salmonellase expresa como: Antigeno somético O: Antigengefta de fase 1: Antigeno

flagelar de fase 2. Asi, la férmula antigéniceSBd@€yphimurium es 1,4,5,12:i:1,2.

El esquema de Kauffmann-White propone que las seemlades de la subespecie |
(Salmonella entericaubspentericg conserven su denominacién antigua, que por lergéhace
referencia a la localizacion geogréafica donde fuexisladas por primera vez, como por ejemplo,
S Dublin 0S Ohio. Las serovariedades de las demas subespstiesmo d&. bongori aisladas

después de 1966 se deben designar con la fornmigémsina correspondiente.

Con el fin de agilizar y simplificar la escritura ths serotipos o serovariedades, Le Minor
& Popoff (1987) propusieron que se escriban comigial en mayusculas y sin cursiva (por
ejemplo, SalmonellaTyphimurium oS Typhimurium) y si se menciona por primera vezuen
texto deben ir precedidos de la palabra “serotipdser.”, por ejemploSalmonellaserotipo

Typhimurium oSalmonellaser. Typhimurium.
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Hasta el momento actual, se han descrito un tet&l. 579 serovariedades S8almonella
perteneciendo la mayoria de ellaS8amonella entericaubspenterica(59 %) (Grimont & Weill,
2007). En laTabla 1 se muestra el nimero de serovariedades identfichdsta el momento

dentro de cada especie y subespecie, asi comoiscipgles habitats.

Tabla 1. Serovariedades y principales habitats pardas diferentes subespecies dgalmonella spp.
(Brenner et al., 2000; Grimont & Weill, 2007).

N° de

Especies y subespecies &almonella spp. serovariedades

Principales habitats

S. entericasubspenterica(l) 1.531 Animales de sangre caliente
S. entericasubsp salamag(ll) 505 Animales de sangre caliente/fria
y ambiente
S. entericasubsp arizonag(ll1a) 99 Animales de sangre friay
' ambiente
S. entericasubsp diarizonae(llIb) 336 Animales de sangre friay
ambiente
S. entericasubsp houtenagV) 73 Animales de sangre fria y
ambiente
S. entericasubspindica (V) 13 Animales de sangre fria y
' ambiente
S. bongori(V) 22 Animales de sangre fria y
ambiente
Total 2.579

La serotipificacion es una técnica sencilla y dstajue permite la identificaciéon del
serotipo, uno de los principales marcadores epinlégicos de este género y referencia obligada

en los estudios de salmonelosis.

2.1.2. Perfil bioquimico

La determinacion del perfil bioquimico se utilizan@o paso siguiente al aislamiento, ya
que permite confirmar la identidad 8almonellafrente a otras enterobacterias que hayan podido

ser aisladas, conjuntamente, en los medios sedsctiv

El perfil bioquimico se basa en diferencias de giemes bioquimicas previamente
seleccionadas por su capacidad discriminativa.dragbas bioquimicas se han llevado a cabo

tradicionalmente en una serie de medios especifimo® el TSI (triple azlcar hierro), citrato de
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Simons, SIM (sulfito indol motilidad), ureasa, data, Voges-Proskauer, fenialanina etc., para
detectar y visualizar en ellos una serie de resdodtalave en la identificacion d&galmonella
Aunque el perfil bioquimico d&almonellaes estable para la mayoria de las serovariedades
pertenecientes a los siete subgrupos identificadasten una serie de caracteristicas diferenciales
gue se muestran enTabla 2 (Le Minoret al.,1982; 1986).

Tabla2. Propiedades bioquimicas diferenciales de daespecies y subespecies &almonella spp (Le
Minor et al., 1982; 1986).

S. enterica
biopqutj?rgﬁ:;s subesp.  subesp.  subesp. subesp. subep. subesp.  subesp.
enterica salamae arizonae diarizonae houtenae indica bongori
0] (D] (la) (11b) (Iv) (V1) V)
Dulcitol + + - - - +
ONPC - - + + - d +
Malonatc - + + + - - -
Gelatinas - + + + + + -
Sorbito + + + + + - +
KCN - - - - + - +
L(+)-tartratc + - - - - - -
Mucatc + + + - (70 % - + +
Saicina - - - - + - -
Lactos: - - - (75 %) + (75 % - D -

+: 90 % o mas de resultados positivos, -: 90 %ae de resultados negativos, d: diferentes reacione
En laTabla 3 se muestran las propiedades bioquimicas méas ddatacieSalmonella
entericasubsp.enterica puesto que la practica totalidad de los serotg@mSalmonellaaislados

en el hombre y los animales domésticos perteneestasubespecie (Brenmral.,2000).

Tabla 3. Pruebas bioquimicas par&almonella enterica subesp enterica (1).

Prueba bioquimica Reaccioér Prueba bioquimice Reaccior
Motilidad + Glucosa (fermentacid +
Reduccién del nitra + Manitol (fermentacior +
Oxidas: Maltosa (fermentacio +
O/F F Lactosa (fermentaci6 -
Hidrdlisis de la ure - Adonitol (fermentacior -
Indol - Dulcitol (fermentacior +
Produccion diH,S + Sacarosa (fermentacic -
Utilizacion deCitrato + Lisina decarboxilas +
Malonato sodic - Ornitina decarboxilas +
Crecimiento en KCl - Arginina dihidrolas +
Rojo de Metilc + Voges Proskau -
ONPC -
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Como excepcion a este perfil tipico estan las seiedades Typhi, Cholerasuis,
Paratyphi A y Gallinarum. Estas serovariedades tilizan el citrato a excepcion d&
Cholerasuis que muestra resultados variables sipositivas un 25 % de las cepas. Igualmente
ocurre con la arginina dihidrolasa que proporcicggultados negativos para todos ellos con la
excepcién de Cholerasuis que muestra resultad@s/pesn el 55 % de los cas&.Paratyphi A
es negativo para la lisina decarboxilasa mientias lgs serotipos Gallinarum y Typhi son

negativos para la ornitina decarboxilasa (Farete.,1985).

Existen técnicas sistematizadas de identificac®métroorganismos que se basan en la
realizacion simultdnea de determinadas pruebasuincps en formato miniaturizado. Estos
pueden ser procedimientos manuales como es eldehsistema AP| 20E (BioMérieux) con un
tiempo de identificacion estimado de 24 horas isias automatizados como puede ser el Vitek

(BioMérieux) con tiempos de identificacion estimadmtre 4 y 18 horas
2.1.3. Fagotipificacion

Los fagos son virus que infectan a las bacteriadymiendo, en la mayor parte de los
casos, su destruccion y, consecuentemente, zornssdasibles a simple a vista sobre placas de

agar en las que se ha sembrado previamente laibacte

Debido a su alta especificidad, cada fago es cdpainfectar solamente a una cepa
determinada de una bacteria 0 a cepas muy similgies se incluyen en un mismo grupo
denominado fagotipo. Esta especificidad, en el &dmonellase ha aprovechado para tipificar
las cepas en funcion de que sean receptivas sidgbr uno u otro fago. El fagotipo o lisotipo es
de gran valor en el estudio epidemiolégico oS#monella ya que existe un alto grado de
correlacién entre fagotipo y origen epidémico (Ralet al.,2002).

Entre los inconvenientes de este método figuraymotado que es una técnica muy
laboriosa, que requiere una amplia bateria de fggesno suelen comercializarse y cuyo acceso
suele limitarse a los laboratorios de referenc@. dro lado, no todos los aislados pueden ser

caracterizados y existen diferentes mecanismoguageen provocar un cambio en el fagotipo.

Existen esquemas de fagotipificacion para algueesvariedades del génesalmonella
Entre los serotipos en los que mas se ha empléddgatipado se encuentran Typhi, Paratyhi A
y B, Typhimurium y Enteritidis. Hasta el momente,l&n identificado mas de 300 fagotipos para
el serotipo Typhimurium (Callow, 1959; Andersenal., 1977) de los cuales mas de 200 son

fagotipos definitivos (DTs). Se han desarrolladderads, esquemas de fagotipado para otros
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serotipos de importancia clinica y epidemiolégiceno son Newport (Petroet al.,1974), Hadar

o Virchow (Chamberst al.,1987), entre otros.

Actualmente el fagotipado se utiliza en los labaiias de referencia como marcador
epidemiolégico secundario. Ademas, a partir detacterizacion de la cepa pentarresistentg de
Typhimurium DT 104 (Threlfalkt al., 1994; Angulo, 1997) el fagotipo ha pasado a forpzate
de la taxonomia de este serotipo y se empleareayaria de estudios de caracterizacion de cepas
(Wray et al.,1998; Briggs & Fratamico, 1999; Lat al.,2003). A nivel practico, su importancia
radica en que determinados fagotipos estan asaciadoiertas caracteristicas como son la

multirresistencia a antimicrobianos o la capacidadsiva.

2.1.4. Resistencia a antimicrobianos

La resistencia a antimicrobianos es un problema déa mas importante, tanto desde la
perspectiva de la salud humana como para la salothh El uso y méas adn la mala utilizacién o
el abuso de los antimicrobianos, no solo en medlibinmana y veterinaria sino también como
promotores de crecimiento en produccién animagrbado una enorme presion de seleccion para
el desarrollo de resistencias bacterianas (WHOQROBI perfil de resistencia se basa en la
determinacion del patrén de sensibilidad o resiséede un microorganismo a un conjunto de
antimicrobianos. Conocer los niveles de resisteaegi@almonellaes de gran interés tanto clinico

como epidemiologico.

En la adquisicion de resistencias intervienen dif@s mecanismos, ligados
principalmente a elementos genéticos mdviles coom @asmidos, transposones e integrones,
que juegan un importante papel en su diseminadifavi¢s, 1994). El que los principales
determinantes de resistencia estén ligados a elto®entos genéticos mdviles y no esenciales
para el crecimiento de la bacteria hace que elil pgef resistencia a antimicrobianos sea
relativamente inestable. Por otro lado, puede micskl una pérdida o ganancia de resistencias

debido a mutaciones.

Es importante tener en cuenta que cepas con idénfiatrones de resistencia a
antimicrobianos pueden ser totalmente diferenteopos métodos de tipificacion, por lo que el
perfil de resistencia a los antimicrobianos tiealrUnicamente como marcador epidemioldgico
secundario. No obstante, el establecimiento ddfil pi resistencia es una técnica rutinaria,
sencilla, rapida y accesible para la caracterizadi® cepas deSalmonellaen estudios
epidemiolégicos. Ademds, un patron de resistentidlas puede indicar cierta clonalidad,
siempre y cuando las cepas en estudio sean gagn&inte cercanas. Por otro lado, aunque las

resistencias hayan sido transmitidas de forma tii@t a través de elementos genéticos moviles,
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se ha demostrado €d Typhimurium DT 104 la integracion de ciertas semicias a nivel

cromosOmico (Therfakt al.,1994; Briggs & Fratamico, 1999).

2.2. Métodos genotipicos

Si bien los métodos fenotipicos, como la serotipifion y la fagotipificacion,
proporcionan informaciéon epidemiolégica relevar@s, ocasiones son necesarios métodos que
permitan diferenciar cepas idénticas o muy parscifenotipicamente. Los métodos de
tipificacién genotipica permiten distinguir difecdms gendmicas minimas, que no tienen una
manifestacion fenotipica y que no son observalde®pos métodos. En general, los métodos de
tipificaciéon genotipica tienen un mayor poder descdminacion que los métodos de
caracterizacion fenotipica y son relativamenteagpcibles.

Entre los métodos de tipificacion molecular masdosaestan el perfil plasmidico, el
andlisis del polimorfismo de los fragmentos deriesitn del ADN mediante electroforesis de
campo constante (“restriction fragment length payphisms” o RFLP) o en campo pulsado
(“pulsed-field gel electrophoresis” o PFGE), el eldo de fragmentos especificos mediante
hibridacién con sondas genéricas (como por ejemagibotipificacion y pérfiles de secuencias de
insercion) y los métodos basados en la reaccidéoaelena de la polimerasa (PCR) como la
amplificaciéon aleatoria del ADN polimérfico (“rando amplification of polimorfic DNA” o
RAPD) o la deteccion de polimorfismos en las seciasnrepetidas en tandem (“multi locus
variable-number tandem repeat analyses” o MLVA)éfiana, 2002a; 2002b;2002c; EFSA,
2009a). Un reciente estudio realizado por la EF8Aak que la técnica de PFGE es la mas
utilizada para la tipificacion molecular en los dadtorios de referencia déalmonellade los
diferentes paises miembros de la UE seguida éetéca de MLVA (EFSA, 2009a).

2.2.1. Perfil plasmidico

La determinacién del perfil plasmidico es un métodpido, sencillo y barato, que se
utiliza junto a otros métodos de caracterizacidonotjpicos en muchos laboratorios para la
caracterizacioén y la vigilancia epidemiol6gicaSEmonella(Threfall et al., 1994; Ridleyet al.,
1998; Echeiteet al., 2001; Liébana, 2002a; 2002b; 2002c; Olsbral., 2007; Kaldhoneet al.,
2008). El analisis del perfil plasmidico es también método importante en el estudio de los
mecanismos de adquisicion de resistencias antibiamas erSalmonella(Lawsonet al., 2004;
Batcheloret al.,2005; Reddt al.,2005; Herrereet al.,2006).
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La principal desventaja de este método es la ibiéisied del perfil obtenido debido a la
posible pérdida de plasmidos o a la deleccion gienal de sus genes. Este proceso puede ocurrir
en el hospedador, en el ambiente o durante el kiviocly conservacion de cepas en el
laboratorio. Por esta razon, es (til como marcagidemiolégico mientras exista una cantidad

minima de presion selectiva en el ambiente (Liép20@2a; 2002b; 2002c).

2.2.2. Patrones de restriccion cromosomica, técneae hibridacion y métodos basados en la
PCR

Los patrones de restriccion cromosomica (RFLP)asa en la deteccidon de fragmentos
de distinto peso molecular tras la digestion deNAEbn enzimas de restriccion. Es un método
sensible y relativamente sencillo, particularmeiiepara la comparacion de un nimero pequefio
de cepas. El empleo de endonucleasas de corteefitecda lugar a perfiles muy complejos,
dificiles de interpretar y de comparar a gran esd2br otro lado, los fragmentos de elevado peso
molecular no se resuelven en la electroforesis @urienal, dando lugar a patrones

cromosOmicos incompletos.

Las técnicas de hibridacion mas utilizadas soibetipado y la deteccién de la secuencia
de insercién 1300. El ribotipado se basa en el estudio del polinsaré de patrones de restriccion
de genes muy conservados del ARN ribosomico y setaf asociadas, mientras que las
secuencias de insercion 28 son elementos repetitivos y conservados de ADN, sgie
encuentran en mas del 90 % de los aisladoSalmonella Entre las principales ventajas del
ribotipado esta su rapidez gracias a la utilizadiémétodos automatizados y aunque su poder de
discriminaciéon es menor al de otros métodos confeF&E, diversos estudios han sefialado su
utilidad como marcador epidemiolégico complementatiperfil plasmidico y a otros métodos de
caracterizacion fenotipica (Martinetti & Altwegd990; Olseret al.,1992). Por lo que respecta a
la deteccién de la secuencia de insercioB005 aunque es un método reproducible, es
cuestionable su utilidad como marcador epidemioligya que la presencia de esta secuencia es

variable y limitada a algunos tipos 8almonellgTorreet al.,1993).

La técnica de amplificacion aleatoria del ADN pdiifico (RAPD) es una PCR de
secuencias al azar que utiliza oligonucleétidosospide unos 10 pb, de secuencias arbitrarias y
de baja especificidad, que permiten amplificar fragtos pequefios de ADN (Welsh &
McCelland, 1990; Williamset al., 1990). La baja reproducibilidad de esta técniceehque
habitualmente se emplee asociada a otras (Erilktsain 2005).

12
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2.2.3. Electroforesis en campo pulsado (PFGE)

La electroforesis en campo pulsado (PFGE) ha siéode las técnicas de tipificacion
genotipica de eleccion paalmonella(Olsenet al., 1992; Guerraet al., 2000). El estudio
llevado a cabo por la EFSA con el fin de determinarprincipales métodos de caracterizacion
empleados sefiala que esta técnica es utilizadal®ate los 20 laboratorios nacionales de
referencia (EFSA, 2009). Se basa en el estudia dariacion de la secuencia de nucleétidos del
ADN, revelada por el polimorfismo en los fragmentiesrestriccién generados por tratamientos
con endonucleasas especificas de baja frecuenaarte De este modo, en lugar de obtenerse
varios cientos de fragmentos de ADN, como sucedessfa el empleo de una endonucleasa
normal, con muchos puntos de corte, se obtienem detenas de fragmentos que pueden
separarse en geles de agarosa en los que la oidentdel campo eléctrico se alterna
periddicamente, mediante pulsos, permitiendo larsen de fragmentos de gran tamafio. De
esta forma se pueden obtener patrones de restrickzitos y facilmente distinguibles entre unas
cepas y otras. El analisis de estos patrones ntedisnsoftware apropiado permite obtener un
arbol filogenético de las cepas en el que puedsevelaramente su mayor o menor proximidad

genética.

Esta técnica fue estandarizada por el CDC (Cefaer®isease Control and Prevention,
Atlanta, EEUU) en el afio 1996, para el programaviddancia conocido como PulseNet,
destacando por su elevada especificidad y reproitidad, permitiendo caracterizar la practica
totalidad de las cepas dgalmonellacon gran poder de discriminacion (Swaminatlearal.,
2001). En la actualidad, es sefialada como la w&@aéc eleccién en la gran mayoria de los
estudios epidemioldgicos dgalmonella(Ridley et al., 1998; Baggesest al., 2000; Lawsoret
al., 2004; Erikssoret al., 2005; Valdezatet al., 2005; Valdezatet al.,2007; Kérouantoet al.,
2007; Aarestrupt al.,2007). Sin embargo, es una técnica costosa epdaigren trabajo y debido

al elevado precio del equipo no esté al alcandediss los laboratorios.

2.2.4. Deteccion de polimorfismos en las secuenciapetidas en tandem (MLVA)

Recientemente, se ha introducido la técnica delendinvariable de repeticiones en
tdndem (MLVA) para la caracterizacion molecular Hacterias del géner@®almonella
(Kotetishvili et al., 2002). Entre sus ventajas destacan su bajo alstpie sea accesible para
cualquier laboratorio con una minima equipaciorbiéogia molecular y el que es facilmente
estandarizable a gran escala. Ademas, puede sematizada mediante el empleo de
electroforesis capilar para la determinacién dehaf@o de los fragmentos generados y la

determinacion del nimero de repeticiones.
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La técnica de MLVA es empleada por 11 de los 20raiorios nacionales de referencia

que llevan a cabo estudios moleculares en logaisldeSalmonellzen la UE (EFSA, 2009a).

3. Salmonella spp. COMO AGENTE CAUSANTE DE ZOONOSIS

Las serovariedades no tifoideasSmonellaspp son las responsables de esta zoonosis
y representan un grave problema de salud publieae@imente provocan en el hombre una
enterocolitis localizada, que suele resolversesa2l@ dias sin ayuda de terapia antimicrobiana.
Sin embargo, el uso de agentes antimicrobianosdéspensable en nifios, ancianos e individuos
inmunocomprometidos al ser en estos grupos maslposl establecimiento de infecciones
sistémicas, (Ruizt al., 2004). El problema se ve agravado porque existéesfjo de fallos
terapéuticos debidos a la emergencia y diseminad®rcepas deSalmonellaresistentes a
antimicrobianos (McEwen & Fedorka-Cray, 2002; Testlal.,2002; Carlsoret al.,2003), y, en
especial, de cepas con resistencia a los antiniéerod de eleccion en el hombre, como son el
trimetoprim-sulfametoxazol, las cefalosporinas etedra generacion y las fluoroquinolonas (Lee
et al., 1994). Se estima que un 5% de los casos de selosin tiene complicaciones graves
como artritis reactiva, o dafios neurolégicos y aewsculares, mientras que en el 1 % de los

casos la infeccién provoca la muerte.

Entre los factores responsables del incremento alesdimonelosis y de otras
intoxicaciones alimentarias en el hombre en losgsgimas industrializados se encuentran los
cambios en los habitos de alimentacién, consecagieei muchos casos, del menor tiempo
disponible para las comidas y del aumento del consde comidas rapidas o precocinadas, la
tendencia a la produccion y distribucion de alimenén masa, la apertura econémica y la
globalizaciéon asi como el desarrollo de resistanaiatimicrobianas. Por otro lado, debido al
envejecimiento de la poblacion asi como al aumdetindividuos inmunocomprometidos en la
misma existe un nimero creciente de personas ylarticente sensibles a las infecciones por
Salmonella(Altekruseet al.,1998; Oldfield, 2001).
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3.1. Importancia y distribucién de los casos y bras de salmonelosis en el hombre

Las infecciones poBalmonellason, en la actualidad, una de las principalesasads
gastroenteritis en el hombre en la mayoria de ddseg de mundo y particularmente en los paises
industrializados. En el afio 2008, en la Union Eeeopse confirmaron 131.468 casos de
salmonelosis en el hombre, lo que representa wideincia de 26,4 casos por cada 100.000
habitantes, un 13,5 % inferior al afio anterior (EF3010) Figura 1). Si bien la salmonelosis en
la UE es, tras la campilobacteriosis, la segunda caesaasos confirmados de toxiinfeccion
alimentaria, ocupa el primer lugar como causa dé&eby siendo la responsable del 55,1% de los

brotes de toxiinfecciones alimentarias (EFSA, 2010)
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Figura 1. Distribucion de los casos confirmados dexinfeccion alimentaria en la UE en el afio 2008
en funcién de su etiologia. Fuente: EFSA, 2010.

Desde al afio 2004 en la UE se ha observado unandisign progresiva del nimero de
casos de salmonelosis en el hombre, probablemem® consecuencia de las medidas de
vigilancia y control désalmonellaque comenzaron a aplicarse en avicultura a niveluaitario
en el afio 2004H{gura 2).
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Figura 2. Evolucion de las notificaciones de salmeiosis en el hombre entre el afio 2004 y 2008 en la
UE. Fuente: EFSA, 2010.

Al igual que en afios anteriores, los serotipos fne&sientemente aislados en los casos de
salmonelosis en el hombre en la UE fue®nEnteritidis (70.091 casos) 8 Typhimurium
(26.423 casos). Entre ambos serotipos incluyef &b 8el total de casos (EFSA, 2010).

En Espafia, entre los afios 2004 y 2005, el Labdrvatdacional de Referencia de
Salmonellay Shigella(LNRSSE) recibié para su estudio 13.089 cepaSalmonella spp(no
tifoideas) procedentes de muestras clinicas deerorigimano. De éstas, 10.136 fueron cepas
procedentes de casos aislados de salmonelosiserooocidas como pertenecientes a un brote,
mientras que 2.301 fueron cepas aisladas de caeomdos a brotes de origen alimentario. En
ambos casos los serotipos mas frecuentes fuerohié&arS. Enteritidis y S. Typhimurium
(Echeitaet al.,2007).

Tanto en Espafia como en el resto de Europa, elmmayoero de casos se producen en
nifios de entre 0 y 4 afios. Ademas, la distribu¢&@mporal de los casos es marcadamente
estacional, con picos en los meses de verano,aegute debido a la influencia de la temperatura

y de los habitos alimenticios.
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3.2. Salmonelosis en el hombre: fuentes de infeatid®apel de la carne de cerdo y sus

derivados

Los huevos y la carne de pollo constituyen el origgincipal de los casos de
salmonelosis en el hombre. Sin embargo, durantedlsios afios ha sido reconocida la
importancia de la carne de cerdo como fuente dedndn para el hombre (Maguiet al., 1993;
Wegeneet al.,1994; Schwartz, 1999; Fedorka-Cray & Wray, 2000SE, 2010). Resulta dificil
realizar una estimacién exacta del numero de cdsosalmonelosis humana que se pueden
atribuir al cerdo, aunque el progreso de las tésniepidemiologicas permite determinar cada vez

con mayor exactitud el origen de los casos humanos.

Diferentes trabajos han estimado que entre el 76¥29 % de los casos de salmonelosis
en la UE pueden estar asociados al consumo de qiosdde cerdo en el entorno de la Union
(Berendset al., 1998; Frenzert al., 1999; Steinbach & Kroell, 1999). Hald & Wegene®%9)
estimaron que en Dinamarca entre el 10 y el 15 %6sleasos de salmonelosis en el hombre eran
debidos al consumo de carne de cerdo o productdsades, siendo esta estimacion del 14 al
19 % en el caso de Holanda y del 18 al 23 % en &g Igualmente en Holanda, comparando
el nimero de casos producidos por un serotip8almonellacon su respectiva prevalencia en
reservorios animales, se ha estimado que enttE&l2el 26% de los casos pueden ser atribuidos
al cerdo (Van Pelet al., 1999; Valkenburgtet al., 2007). En Dinamarca, un modelo estadistico
mas complejo y que incluye datos relativos al comsule cada tipo de alimento asi como las
caracteristicas de éste y la virulencia de logelifies serotipos implicados, estimé que, en el afio
2004, el 9 % (del 7,1 % al 11,4%) de los casosatteaelosis humana eran debidos al consumo
de productos del cerdo (Ha#t al., 2004). En Estados Unidos, sin embargo, la estimade

estas cifras es algo mas baja, entre el 6 y e(Brétzeret al.,1999).

En Espafia, no se dispone de datos que permitamaedts casos de salmonelosis en el
hombre atribuidos al cerdo; sin embargo, es imptetdestacar que también en nuestro pais, los
huevos, la carne de pollo y la carne de cerdo ydstsados son los principales responsables de
los brotes de salmonelosis.
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3.3. Brotes de salmonelosis en el hombre asociadasconsumo de productos del

cerdo

Segun el dltimo informe de la EFSA correspondiahi@io 2008, la carne de cerdo y sus
derivados fueron los responsables del 7,1 % derties de salmonelosis en la Ukgura 3). Al
igual que en afios anterioreS, Typhimurium fue el segundo serotipo mas frecuantdae
identificado (EFSA, 2010).

Carne de pollo (Gallus
gallus) y derivados

Carne de cerdo y 3,9%

derivados
7,1%

Otras carnes y derivados
3,1%

Comida preparada
6,3%

Desconocido

8,4%
Productos de panaderia ?

13,5%

Otros alimentos j Huevos y ovoproductos
16,9% 40,8%

Figura 3. Distribucion de los alimentos implicadosen los brotes confirmados de salmonelosis en el
hombre en la UE durante el afio 2008. Fuente: EFSR010.

En Francia, entre 1993 y 1995, se declararon does$ide salmonelosis en los que se
aislaronS. Brandenburg y8. Goldcoast y que fueron ocasionados por el consuenproductos
del cerdo (Desenclat al.,1996). En Dinamarca, en el afio 1993, hubo un lmetsalmonelosis
que afecté a mas de 500 personas causad&. dafantis y que fue atribuido al consumo de
productos derivados del cerdo que procedian de ismenmatadero (Wegener & Baggesen,
1996). La alarma social que causo este brote yehdide que cerca del 80 % de la carne de
cerdo producida en Dinamarca sea destinada a axorthicieron que este pais se decidiera a
implantar un programa de control obligatorio demsadelosis porcina en las granjas de
produccion a partir de 1995.

En Alemania, en el verano de 2001 y entre Diciende#e2004 y Marzo de 2005, se
declararon dos brotes de salmonelosis en el hoqizedueron relacionados con el consumo de
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cerdo. Los serotipos implicados fuer@rMinchen (Buchholet al.,2005) yS Bovismorbificans

(Gilsdorfet al.,2005), respectivamente.

Sin embargo, como ya hemos sefialado el serotipdre@gentemente identificado en los
casos de salmonelosis en el hombre asociados slimonde cerdo y productos derivadosSes
Typhimurium. Berendst al. (1998) estimaron que el 50 % de los casos causpoio®ste
serotipo en el hombre estaba vinculado al conswemaraductos del cerdo. Asi, existe un nimero
importante de brotes declarados de salmonelos& kambre causados p8r Typhimurium en
los que se han visto implicados los productos césndel cerdo como vehiculos de la infeccion
(Maguire et al., 1993; Mglbak & Hald, 1997; Mglbakt al., 1999; Tribe & Walker, 2000;
Torpdahlet al.,2006).

En noviembre-diciembre de 2008 un brote en el qieve implicadoS Typhimurium
afect6 a 3 paises ndrdicos (Dinamarca, Suecia yéda). Gracias a la utilizacion de la técnica
MLVA se consigui6é establecer la conexion entredostes de los diferentes paises y atribuir el
origen del mismo al consumo de productos derivadiscerdo provenientes de Dinamarca
(Bruunet al.,2009).

En Espafia se ha relacionado el aislamiento de ceffaRissensS 4,5,12:i:- yS. Derby
de muestras clinicas de origen humano con el comsienproductos derivados del ganado
porcino (Echeitat al.,1999; Echeitat al.,2005a; Valdezatet al.,2005).

4. INFECCIONES POR Salmonella EN EL CERDO

Las infecciones por bacterias del gén&aimonellaen el ganado porcino pueden ser
abordadas desde dos perspectivas, como problemieoatin estos animales y como problema de
salud publica. Aunque como entidad clinica puedsaaimportantes pérdidas econémicas en la
produccién porcina, hoy en dia la salmonelosisiparba ganado importancia como un problema

de salud publica.

4.1. Eliminacion y transmision

Tradicionalmente, la ruta fecal-oral ha sido sefeleomo la principal via de entrada de
Salmonellaen el cerdo. No obstante, se ha demostrado laniiaitn de la infeccion por via

respiratoria en varias especies, entre ellas elocer través de la inhalacion de aerosoles o de
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particulas de polvo contaminadas (Fedorka-@taal., 1995; Prouxet al., 2001, Oliveiraet al.,
2007). Varios estudios experimentales han compmleddapel de esta via respiratoria en la
transmision de la salmonelosis porcina y ha demdstgque tanto las tonsilas como los pulmones
son érganos importantes para la invasion y la diggeion de la bacteria en estos animales (Gray
et al.,1996b; Prowet al.,2001; Oliveiraet al.,2006; 2007). Particularmente, Fedorka-Czaxgl.
(1995) demostraron que pocas horas tras la infleqmé via respiratoria, mediante aerosoles que
contenian dosis elevadas 8eTyphimurium de cerdos esofagoectomizados, eréblpoaislar
Salmonelladel tracto digestivo y de los ganglios linfaticalyacentes. Desde un punto de vista
epidemiolégico, la importancia de la via aer6gesgarticularmente relevante si se tiene en
cuenta queSalmonellapuede sobrevivir largos periodos de tiempo ensatge (McDemid &
Lever, 1996). En la actualidad, la mayoria de lat®r@s coinciden en destacar la importancia de
la via respiratoria y el papel que juegan pulmonésnsilas en la infeccigral ser capaces, en
muy poco tiempo, de diseminar la bacteria a losrfog internos. No obstante, se desconoce la

relevancia de esta forma de transmision en lagagan

Por lo que respecta a la via de infeccion fecdl-egaha comprobado que las cepas de
Salmonellague penetran por via oral son capaces de alcahgzalon y el recto en un periodo de
entre 30 y 60 minutos (Huret al.,2001b). La importancia de esta via de infeccidriceadn la
gran cantidad de bacterias que se excretan a tiavés heces, especialmente en la fase aguda de
la infeccion. Se ha descrito que los cerdos puetiginar hasta 10bacterias por gramo de heces
en la fase aguda de la infeccion @rTyphimurium (Gutzmanmt al., 1976). En infecciones
experimentales realizadas c8nTyphimurium yS. Cholerasuis se ha encontrado que la cantidad
de bacterias eliminadas en las heces es del omléf YFC por gramo de heces en el tercer dia
postinoculacion (Fedorka-Cragt al., 1994; Grayet al., 1996b). Segun diferentes autores, esta
eliminacién fecal disminuye con el tiempo en intdad hasta convertirse en una eliminacion
intermitente (Woodet al., 1989; Nielsenet al., 1995; Beloeilet al., 2003). En los animales
portadores, la eliminacién puede ser tan baja cenbFC por gramo de heces (Wood & Rose,
1992; Sibleyet al.,2003).

Se desconoce la dosis minima necesaria para rejrdduinfeccion en condiciones
naturales. Sin embargo, existen numerosos estgd®snediante infecciones experimentales han
conseguido reproducir la infeccion empleando difere vias de inoculacién (oral, intranasal o
por inyeccion intraperitoneal). Dawe & Troutt (197#®nsiguieron reproducir una enfermedad
leve tras la inoculacién de LOFC, aunque por lo general las dosis utilizadagsa tipo de
estudios han sido superiores, en torno &UBC (Grayet al., 1995; 1996a; 1996b; Collazos,
2008). Loynachan & Harris (2005) concluyeron qusisisuperiores a I0FC eran suficientes
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para reproducir la infeccién en los cerdos, peenid aislarSalmonellatanto en tejidos
relacionados con el tracto digestivo como en aimeelacionados.

En general, la gran facilidad de transmisién dénfaccion en condiciones naturales
parece apuntar a que la dosis infectante es mamreq los modelos experimentales. Esta
diferencia se deberia a la existencia de posiblgteries implicados en la transmision natural que
son dificiles de reproducir en modelos experimestatntre los cuales se incluirian la exposicion
de manera repetida a pequefias dosis y el incrententa virulencia deSalmonellatras la

infeccién del hospedador, lo cual permitiria et@xie dosis bajas infectantes.

4.2. Patogenia de la infeccion

La naturaleza de la infeccion p&almonella sppesta determinada por una serie de
factores entre los que se encuentran la via denhigion, la dosis infectante, el serotipo
implicado, la presencia y grado de inmunidad yratlg de resistencia del hospedador.

Cronolégicamente, la patogenia de la salmonelosed@ dividirse en dos fases: una
primera fase de localizacion intestinal y, en atiguoasos, una segunda fase sistéfficara 4).
Si la entrada se ha producido por via dgalmonelladebe hacer frente a una serie de condiciones
adversas como son el pH &cido del estomago, las $sliares, la microflora intestinal o el
peristaltismo. Una vez superadas estas barressalimonelasolonizan el tracto gastrointestinal
adhiriéndose a las células epiteliales de la mueosavés de las fimbrias (Dibb-Fullet al.,
1999; Vimalet al.,2000). Seguidamente, se produce la invasién calegmilada por los genes de
la isla de patogenicidad SPI-1.

A través de un sistema de secrecion tipd3#lmonellaes capaz de introducir en la célula
hospedadora una serie de proteinas que van a mé&aga&l citoesqueleto dando lugar a una
endocitosis (Zhou & Galan, 2001). Como consecuedei&sta interaccion, se concentra en la
zona un elevado nimero de polimorfonucleares ynskice la produccién de citoquinas
proinflamatorias que van a provocar cambios quel@ueafectar a la modulacion de la secrecion
del cloro, contribuyendo directamente a la apanmiaié la diarrea (EcKmanet al., 1997). La
reaccion inflamatoria trae como consecuencia uneatonde la permeabilidad vascular que
provoca un edema de la mucosa asi como una traridig de células inflamatorias a la luz
intestinal. Ademas, la respuesta inflamatoria,gurdn la produccién de toxinas, provoca dafios

en la superficie del epitelio intestinal, que puedredesde ulceracion hasta destruccion de la
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mucosa (Ekperigin & Nagaraja, 1998), facilitando dalida de fluidos extravasculares v,

consecuentemente el cuadro clinico de diarrea (Zéal.,2003)

@'@m Diarrhag f}

= Wultiplication  Secretion of water and electroiytas

Lumen

Adberenss

Golumnar epithelial §
colls of the small
lebesting

REP ¥, =
Lysosamal
digeation

=)
Lamina prapria systemic L3 Doep lissus invasion

dissemination i
Phagoetylosis by
neutrophils and

macrophages

Figura 4. Esquema de la invasion de la mucosa intégl por Salmonella. Fuente: Ralph A. Giannella,
1996

La fase sistémica se inicia cuarB@monellaalcanza la lAmina propia y es fagocitada por
los macréfagos. La clave para el mantenimiento dda mfeccién se basa en la capacidad de
Salmonellapara sobrevivir y multiplicarse en el interior [ds macréfagos. Este mecanismo esta
regulado por la isla de patogenicidad SPI-2, qumjpe la translocacion de proteinas bacterianas
a través de la membrana vacuolar al citoplasmasienhcréfagos (Hensel, 2000). En el interior
de los macréfagosSalmonellalogra alcanzar los ganglios linfaticos mesentéridén algunas
ocasiones, cuando la infeccion la producen logipesomas invasivos o cuando afecta a animales
debilitados,Salmonellapuede llegar a la circulacion sanguinea y alcaagadiferentes érganos
internos, principalmente el higado y el bazo, doseléocalizan en elevadas concentraciones en

las primeras fases de la infeccién (Barrow, 1999).

En concordancia con estos mecanismos, numerosodiasstbasados en infecciones
experimentales, principalmente con los serotiposl€hsuis y Typhimurium, han descrito la
presencia d&Salmonella ademas de en el tracto gastrointestinal (intestiganglios linfaticos

mesentéricos) en diversos 6rganos como el baz@jdl, el pulmon, el corazén, el higado, las
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tonsilas y diferentes ganglios linfaticos (meseéotéy, pulmonares, inguinales, cervicales, etc.)
(Woodet al.,1989; Wood & Rose, 1992; Fedorka-Cetyal.,1994; Nielseret al., 1995; Cotect

al., 2004; Loynachart al., 2004; Collazos, 2008). Sin embargo, no todos estganos tienen
una misma importancia en la patogenia de la sallosise siendo los tejidos mas relevantes las
tonsilas, el ciego, la porcidon caudal del ileoncalbn y los ganglios linfaticos mesentéricos,
retrofaringeos y mandibulares (Woetdal., 1989; Wood & Rose, 1992).

4.3. Estados de portador

El estado de portador es el resultado de la capdaieé Salmonellapara sobrevivir y
multiplicarse en los macréfagos y de evadir lawesg inmunitaria del hospedador (Haesebrouck
et al.,2004; Donnét al.,2005).

Diversos estudios experimentales llevados a cahmargran variedad de hospedadores y
con una amplia gama de serotiposSéémonellahan demostrado que esta bacteria puede persistir
dando lugar a la aparicién de animales portaddvesdan et al., 1987; Woodet al., 1989;
Sanchezt al.,2002). El estado de portador se caracteriza paudancia de signos clinicos unido
a la capacidad para transmitir la infeccién a alémeeceptivos. Los factores que intervienen en
el desarrollo del estado de portador son entres @reerotipo implicado, la dosis infectante, k& vi

de entrada y la edad del animal.

Wray & Sojka, (1977) distinguen tres tipos de paotas denominados activo, pasivo y
latente. Los portadores activos son aquellos iddaé que tras la resoluciéon de la enfermedad
siguen eliminand@almonellaen las heces durante periodos de tiempo mas osniemms en
funcion del serotipo implicado. Por el contrarios Iportadores pasivos eliminan la bacteria
durante periodos de tiempo mas limitados, ya qae lr infecciéon existe una limitada o nula
invasion de los ganglios linfaticos mesentéricass phortadores latentes son aquellos individuos
en los que tras la resolucion de la infeccidn, limiean Salmonellaen las heces, pero la bacteria
se mantiene acantonada en diversos tejidos, eBpenia en el tracto digestivo (intestino delgado
e ileon), ganglios linfaticos mesentéricos y tassi{Woodet al., 1989; Fedorka-Cray & Wray,
2000). Estos individuos pueden convertirse en ahihdres en cualquier momento en funcién de
diferentes factores. En especial se ha descritoetjestrés puede promover la excrecion de la

bacteria e incluso la reactivacién de la enfermedad

Desde un punto de vista epidemioldgico los poregldatentes son particularmente

importantes y constituyen una de las principalesties de contaminacién para las explotaciones.
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Por otra parte, la eliminacion que puede reactivaemo consecuencia del estrés durante el
transporte y durante la espera antes del sacrifisiorece la contaminacién de las canales asi
como la diseminacion de la salmonelosis a otrodose(Berendst al., 1996; Beloeilet al.,
2004).

4.4. Principales serotipos d&almonella que infectan al cerdo

El cerdo es receptivo a la infeccion por un grame de serotipos dgalmonellaEn el
estudio basal llevado a cabo en los paises mienderts UE con el fin de conocer la prevalencia
de esta infeccién en cerdos de abasto se detectér®ule 80 serotipos diferentes en los ganglios
linfaticos mesentéricos recogidos en los cerdodiatamente tras el sacrificio, siendo los mas
frecuentes Typhimurium (40 %), Derby (14,62 %) gdein (5,8 %) (EFSA, 2008a). Igualmente,
en el estudio llevado a cabo en la UE con el fiestenar la prevalencia de la infecciéon en cerdas
reproductoras se identificaron mas de 50 serotifiterentes en las heces, siendo los mas
frecuentes Derby (23,9 %), Typhimurium (17,9 %),ndon (6,4 %), Livingstone (5,4 %),
Infantis (5 %) y Rissen (4,5 %) (EFSA, 2009b).

Desde un punto de vista clinico, los serotipos ralevantes para el ganado porcino son

Cholerasuis y Typhimurium.

S. Cholerasuis es un serotipo particularmente adaptl cerdo y se asocia a una
presentacion clinica septicémica. La infeccion @uren fiebre, temperaturas superiores a los
41,7°C, inapetencia, letargia, cianosis en la phstal de las extremidades, respiracion supelficia
y tos himeda. Estos signos clinicos aparecen 24i&6 horas de la infeccion mientras que la
diarrea, por lo general, no se presenta hastaidssdispués (Reed al., 1986). Suele afectar a
cerdos de entre los 2 y 4 meses de edad, con ur@lidad variable, en torno al 10 %, y una
mortalidad muy alta (Reest al., 1986; Wilcock & Schawrtz, 1992). También se hacdes que
puede provocar abortos en cerdas (Uztal.,2000).

Es importante sefialar que, con excepcion del Réirido (Davieset al., 2004), apenas
se han descrito aislamientos 8ieCholerasuis en Europa. En el estudio basal deajenecia de
salmonelosis en cerdos de cebo en la UE se idemtfi un total de 10 aislados $ieCholerasuis
sobre un total de 2.600 (0,38 %) (EFSA, 2008a)ntrés que en el estudio basal de prevalencia
en cerdos reproductores no se identificO ningUhadds de este serotipo entre los 1.303
identificados (EFSA, 2009b). Por el contrario estéiate frecuente en EE.UU. donde tiene una
importancia clinica destacable (Schavatal.,1999; Chiuet al.,2004).
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Por su parteS Typhimurium es el serotipo que mas frecuentemsetasocia con las
denominadas formas entéricas de la salmonelosjgirigipal signo clinico es una diarrea acuosa
verde-amarillenta, que se manifiesta a las 48 d&dacion y que suele acompafiarse de letargia,
inapetencia y fiebre. Generalmente afecta a angvdgeentre 6 y 8 semanas y se resuelve al cabo
de 7-10 dias (Fedorka-Cray al., 1994). La mortalidad suele ser baja pero la mioiddl puede
ser muy elevada (Wilcock & Schawrtz, 1992) y en som@es puede causar infecciones
septicémicas (Fedorka-Crayal.,1994).

Como hemos indicadds Typhimurium es uno de los serotipos mas frecumeatte
identificados en muestras de origen porcino en faurp también es el que habitualmente se
asocia a brotes de enterocolitis en el cerdo. Bimaego, es dificil determinar su papel real como
agente etiolégico de diarrea porque con frecueseiaisla junto con otros enteropatégenos asi

como en animales sanos.

5. EPIDEMIOLOGIA DE LAS INFECCIONES POR Salmonella EN
LAS EXPLOTACIONES PORCINAS

La epidemiologia de la salmonelosis porcina es omypleja debido a los numerosos
factores que se pueden encontrar asociados ardalant al mantenimiento de esta bacteria en las
explotaciones porcinas. Entre ellos se cabe destkacaxistencia de fuentes de infeccién muy
diversas y de un amplio rango de hospedadores tpres¢ a los que se suma la capacidad de
Salmonellapara persistir durante largos periodos de tienmpla® explotaciones y en los cerdos
infectados.

5.1. Dinamica de la infeccién poSalmonella en las explotaciones porcinas

El conocimiento de las fuentes de infeccion y loscamismos de transmision de
Salmonelladentro y entre los diferentes estratos de edddcamo la determinacién de la
prevalencia de la infeccién y de los principalestigos presentes en cada uno de ellos es

fundamental para entender la epidemiologia defermedad en las explotaciones porcinas.

Son muchos los estudios que describen diferencida erevalencia d&almonellaen
funcién del grupo de edad en las granjas de ceEkies estudios coinciden en destacar que la
prevalencia bacteriolégica @almonellaes mayor en los lechones de transicién y en Iodose
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de cebo que en los reproductores o en los lecHaoestes (Funlet al., 2001b; Krankeet al.,
2003). Berendset al. (1996) describieron valores de prevalencia dell 8302 % en cerdas
reproductoras, del 0 al 17 % en lechones destetadalores mas elevados, de entre el 30 % y el
100 % en los cerdos de cebo.

En cerdas reproductoras, los valores de seropreialale esta infeccion suelen ser
siempre muy elevados, con un 80 -100 % de aninsaespositivos (Nolleet al., 2005a). Sin
embargo, el porcentaje de reproductores eliminaddeSalmonellaes mucho mas variable
describiéndose, en algunos casos, valores de preialconsiderables. Asi, en EEUU, Dawges
al. (1998) describieron en este grupo de animalesaouceptaje de eliminadores relativamente
moderado (18 %-22 %) mientras que Letelberal. (1999) detectan una mayor proporcion de
animales positivos por bacteriologia en las explotees de reproductores en comparacién con las

granjas de engorde.

Asimismo, en cerdas reproductoras se han desdfitoedcias en los porcentajes de
eliminacién deSalmonellaen funcién del momento del ciclo productivo emje¢ se encuentren.
Algunos autores han descrito una mayor proporc®mratdas positivas durante la gestacién en
comparacion con la lactacion (Fuakal., 2001b; Korsalet al., 2003), probablemente debido a
una mayor higiene en esta fase o a cambios epcetlé dieta y la forma de administracion de
agua que estan asociados al traslado de las cetdassalas de parto. Por el contrario, Nadtet
al. (2005b) sefialaron que el periodo en el que sen@bse mayor porcentaje de cerdas
eliminadoras es tras el destete, mientras que g@edtacion y en la lactacion las prevalencias
detectadas son mas bajas, inferiores al 10 %. Asleesée mismo trabajo concluye que las cerdas
con cinco partos 0 mas eliminan salmonelaa menor frecuencia que las cerdas con menos

partos.

La importancia de la infeccién p&almonellaen los médulos de reproduccion radica en
su posible transmisién a la descendencia y, corséemente, a los cerdos de cebo y a las
canales. Por lo general, la prevalencia de la s@iosis en lechones al destete suele ser
relativamente baja, aunque podria estar subestiohguido a la técnica de muestreo utilizada en
estos animales que estd basada en hisopos regtalg®r ello, el diagnéstico tiene menor
sensibilidad que cuando se recoge una mayor cdntidaheces (Funkt al., 2000). Algunos
autores sostienen la hipétesis de que a pesaBajo®nellase aisla en mayor o menor medida de
cerdas y lechones, su importancia en la contandindaial del cebo es escasa. En este sentido,
Berendset al. (1996) estimaron que solo entre el 1 % y el 10e0d casos en los que se aisla
Salmonellaen el cebo son debidos a las infecciones antsritedos lechones y diversos estudios

no han podido demostrar que lechones procedentesrdas positivas tengan un mayor riesgo de
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eliminar salmonelas durante la fase de transiciéngorde y, por el contrario, han sugerido que
los anticuerpos maternos juegan un papel imporemta proteccion frente a la infeccién en estos
animales (Funlet al.,2001b; Krankeet al.,2003; Nolletet al.,2005a).

El uso del destete precoz, entre los 10 y los &3, dlinto al traslado de los lechones a un
nuevo ambiente limpio ha sido propuesto por alguadsres como una medida eficaz para el
control de esta infeccién en las granjas porciahlet al., 1997; Fedorka-Cragt al., 1997a;
Nietfeld et al.,1998a).

Por otro lado, algunos autores sefialan que logigescaislados en reproductores no
suelen ser los mismos que se identifican en l&sfds transicion y engorde (Beloetlal., 2003;
Berendset al., 1996; Daviest al., 1998; Funket al. 2001b). Algunos estudios han asociado la
infeccion por estos serotipos, considerados condtioms, en cerdas a la contaminacion de la
alimentacion que estos animales reciben durarisséade gestacion (Krankeral.,2003). Por el
contrario, otros autores proponen que las difeasnencontradas entre ambas poblaciones pueden
deberse a errores de muestreo, a variacionescapé&idad infectante de los diferentes serotipos
0 a las diferencias en la proteccién conferidalpsranticuerpos maternos frente a la infeccion
por diferentes serotipos dgdalmonella También se ha indicado que las limitaciones de lo
protocolos de aislamiento que habitualmente selaaci una Unica colonia por muestra, podrian
explicar, al menos parcialmente, las diferenciasenladas puesto que se ha demostrado que es
posible la infeccién y la eliminacién simultanea \@gios serotipos d8almonella(Lee et al.,
1972; Williamset al.,1981; Davie®t al.,1997a; O"Carrolét al.,1999; Funlet al.,2000;).

En contraposicion, Nolledt al. (2005a) describieron similitudes entre el perihético de
los serotipos aislados en las unidades de repragiscy el de los encontrados en las fases de
transicién y engorde. Sin embargo, no pudieron démouna transmision directa de las cerdas a
su descendencia, sugiriendo que habia una tradsniiglirecta, a través de los trabajadores y del

ambiente de las instalaciones.

En lo que respecta a la fase de transicién, enepringar se produce la desaparicion de

los anticuerpos maternales, entre la séptima ytava semana (Berends al., 1996; Beloielet

al., 2003) y un claro incremento de la prevalenciardsmales eliminadores. Kranket al. (2003)
describieron que transcurridas 3 6 4 semanas ltidestete entre el 5% y el 50 % de los cerdos
son infectados poBalmonella probablemente como consecuencia de la desaparigélos
anticuerpos maternos, del contacto con nuevas dseti¢ infeccion al mezclar lechones de
diferentes camadas y del estrés asociado al destesado por los cambios de alimentacion y de
alojamiento. Todos estos factores provocan un mmendo de la eliminacion d&almonella

favoreciendo, a su vez, la transmisién horizontal.
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La transmision durante la etapa de cebo es prilncgrde horizontal y entre las fuentes
de infecciébn mas relevantes se encuentran vectestes, alimentacion y agua de bebida
(Berendset al., 1996). Para algunos autores la eliminaciénSaémonellaes particularmente
importante durante la primera mitad de la fase rdgprle (Berendst al., 1996) mientras que
para otros, tanto el momento de infecciébn comouiadn de la eliminacion son variables y
pueden producirse en cualquier momento durantelm ¢Krankeret al., 2003; Beloeilet al.,
2004; Funket al., 2005). Generalmente en el cebo se produce la @erecsion de la gran
mayoria de los cerdos, particularmente en el Ultieroio de esta fase (Berendsal., 1996;
Beloielet al.,2003).

Los lechones infectados procedentes de granjasldecsn y multiplicacién se han
descrito como una importante via de entrada defécdion porSalmonellaen los cebaderos,
especialmente para la introduccion de serotiposocbyphimurium, Derby o Anatum (Bagest
al., 1994, Letellieret al., 1999). En consonancia con esta afirmacion, Lo Emd¢t al. (2004a)
describieron que la prevalencia de la infecciérsigserior en aquellos cebaderos que reciben
animales de diferentes origenes. Por el contratios autores apuntan que la principal fuente de
infeccidn, durante las fases de transicion y ergagd la propia flora endémica de la explotacion
(Berendset al., 1996).

5.2. Prevalencia desalmonella en cerdos de cebo

Durante los Ultimos afios son muchos los paisehaueealizado estudios para tratar de
estimar la prevalencia de esta infeccion al fimaladfase de cebo.

Estos estudios de prevalencia pueden realizaraetia giel examen microbiolégico de las
heces, del contenido de ciego o de los ganglidatitos mesentéricos, o bien por serologia
mediante el mix-LPS ELISA para la deteccion decaitipos especificos frente a los principales
serogrupos d&almonella(Nielsenet al.,1995; van der Heijdeet al.,1998; van der Wolét al.,
1999).

La prevalencia bacterioldgica aporta informacidbreda proporcion de cerdos que estan
excretando activamente la bacteria (andlisis desheade contenido del ciego) o son portadores
(andlisis de ganglios linfaticos mesentéricos),ntnégs que la serologia indica la proporcion de
cerdos que han estado en contacto con la bacten@a gecesariamente sobre los que estan

infectados en el momento del andlisis serolégico.
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Por otro lado, la bacteriologia proporciona infocia adicional, necesaria para poder
conocer los serogrupos y serotipos $Emonellapredominantes en cada area y determinar,

consecuentemente, la sensibilidad de las pruebalggieas.

La prevalencia bacteriolégica de la salmonelosisdpudeterminarse a nivel de granja,
empleando muestras de heces, o en el mataderceamdpl muestras de contenido de ciego o de
ganglios linfaticos mesentéricos, obteniéndose agta waso resultados que tienen significados
diferentes.

La recogida de muestras en el matadero tiene cem@ajas la comodidad y la posibilidad
de tomar diferentes muestras de un mismo animaeghganglios linfaticos, contenido de ciego,
etc.). Sin embargo, se ha demostrado que el pajeede individuos positivos Salmonella
obtenido en los cerdos tras su sacrificio en ehdeb es muy superior al obtenido previamente
en la granja (Williams & Newell, 1967; Humt al., 2001c; 2002). Este hecho se ha atribuido
principalmente al estrés asociado a factores contoaesporte al matadero, que inducen la
eliminacién deSalmonellapor parte de los portadores e incrementa la ristiégd de los cerdos
no infectados. Una vez que los cerdos llegan adaetgpermanecen en los corrales de espera un
periodo de tiempo variable, generalmente no supargou 8 horas, pero que puede superar las 12
horas. El ambiente contaminado de estos corralespira es una fuente importante de infeccion
para los cerdos en los momentos previos al saorifwanenburget al., 2001). Diversos
estudios experimentales han demostrado que erefdssexpuestos a ambientes contaminados
como los corrales de espera del matadero, puedkmsa salmonelas de los ganglios linfaticos
mesentéricos y del contenido del ciego y del caotre dos y seis horas tras la infeccion oral
(Fedorka-Crayet al., 1995; Hurdet al., 2001b; Morrowet al., 2002). Por ello, un muestreo en
matadero puede dar lugar a una sobreestimaciévaltel de prevalencia real de la infeccién por
Salmonellaen las granjas. Por el contrario, los estudiobzemos a partir de heces en granjas
pueden subestimar el porcentaje de cerdos quelosptadores, en el momento del muestreo no
excretan la bacteria.

Existen una gran variedad de resultados sobreelaf@ncia bacterioldgica en las granjas
en funcion de los autores, los paises y las zofsis.en paises como EEUU y Canada se
describen valores del 57,3 % y del 66,7 % de gsgmaitivas respectivamente (Rodrigeeal.,
2006; Rajicet al., 2005) mientras que en paises europeos como Hol&itamarca, Irlanda e
Italia la proporcion de granjas con algun animatiehdor se han situado en valores del 23 %,
11,4 %, 51 % y 36,8 %, respectivamente (van derf Wohl., 1999; Christensert al., 2002;
Roweet al.,2003; Ricciet al.,2005). En Catalufia Mejit al. (2006) describieron valores de un
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28 % de explotaciones positivas mientras que \{@ab5) detectaron el 46,2 % en Castilla y
Ledn.

La prevalencia de animales eliminadores en graigaSataluia fue del 2-3 % (Mejé
al., 2006), muy proximo a los valores descritos en sotpaises europeos como Grecia o
Dinamarca, donde la prevalencia individual fueldél% y 2,1%, respectivamente (Grafanatis
al., 2001; Steget al.,2000). En otros paises como EEUU o Canada se dsmitth valores mas
elevados, con un 49% y 14,3 % de animales positpor bacteriologia, respectivamente
(Bahnsoret al.,2006; Rajicet al.,2005).

Es muy complicado establecer comparaciones entes estimaciones. Aparte de las
diferencias geograficas propiamente dichas, exisi@ gran variabilidad entre las formas de
produccion de cada pais. Es también muy importactcar que las estimaciones de prevalencia
estan afectadas en gran medida por las estra@miamiestreo, desde el disefio del estudio hasta
el tamafio de la muestra, y los protocolos de aistatm utilizados (Funlet al.,2000; Hurdet al.,
2001a; Rajieet al.,2005).

Funk et al. (2000) demostraron que existia un aumento de railskdad del cultivo
bacterioldgico asociado al incremento en el voluakemuestra de heces. Asi, con muestras de 1
gramo se obtenia una sensibilidad del 9 %, mienguee con muestras de 25 gramos esta

sensibilidad se elevaba hasta el 78 %.

Igualmente, Daviest al. (2000b) describieron diferencias en la sensihilidal cultivo
bacterioldgico en funcion de los diferentes prolgeale aislamiento utilizados. Por otro lado,
Arnold et al. (2005) describieron que la sensibilidad del métodorobiolégico aumentaba

cuando se utilizan mezclas de muestras de hedgglimles.

También es importante tener en cuenta que los emlobtenidos en cada estudio en
particular son indicativos de un periodo concr&®mha demostrado que el estatus de la infeccién
por Salmonellaen un grupo de granjas, en una explotaciéon o tende animales puede variar
ampliamente a lo largo del tiempo, por lo que uicdirmuestreo mostraria solamente una
instantanea de la situacion (Fuetkal.,2001b; Lo Fo Wongt al.,2004b; Rajicet al.,2005).

Durante los ultimos afios, algunos paises europeo® ®inamarca, el Reino Unido,
Irlanda, Alemania u Holanda han puesto en march@nakipo programa de control de la
salmonelosis porcina y por tanto, los resultadosdliedios realizados en algunos de estos paises
europeos podrian no reflejar con total exactitucitaacion actual en la que se encuentra la

infeccién en sus sistemas de produccion.
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La seroprevalencia de la infeccién en los cerdoset® también varia mucho entre los
diferentes estudios realizados. Se han descrifgopcmnes de granjas seropositivaSadmonella
del 47 %, 35,6 %, 19 %, 24 % o 77,3% en Dinama@mecia, EEUU, Holanda o Espafia
(Mousinget al.,1997; Grafanakist al.,2001; O"Connoet al.,2006; van der Wolét al.,2001b;
Mejia et al.,2006). Los valores de seroprevalencia dentro dejgtambién varian ampliamente,
desde valores bajos como el 3 % descrito en G(Ecafanakiset al.,2001), medios como el 23
% en Dinamarca (Lo Fo Worg al.,2003) o elevados como los descritos por Mejial. (2006)
en Cataluiia, con méas del 50 % de animales serivossiétn una elevada proporcion de las
explotaciones porcinas (26 %) o por Collazos (2088)Castilla y Leén con un 26,4 % de

explotaciones seropositivas en nivel 3, es deair,roas del 50 % de los animales seropositivos.

Al igual que hemos sefialado para los estudios deafancia bacteriolégica, también
existen numerosos factores que pueden explicaliflex®ncias en los valores de seroprevalencia,
como son el tipo de muestra analizada, el puntoadte, el tipo de ELISA o la edad de los
animales.

En general, la determinaciéon de anticuerpos arpdggtimuestras de jugo de carne tiene
una menor sensibilidad en comparacion con el s&mncembargo, a nivel practico, la obtencién e
identificacion de muestras de jugo de carne resulieho mas sencilla y, por tanto, de mas
utilidad para estudios a gran escala (Mousingl.,1997; Nielseret al., 1998).

El tipo de prueba empleada también es un factorpgeele hacer variar los resultados.
Actualmente los ELISAs més utilizados detectancaetipos especificos contra los serogrupos B,
C1y D1, responsables de la gran mayoria de lasditfnes en el cerdo en los paises europeos.
En Holanda, van der Heijdest al. (1998) desarrollaron un Mix-ELISA que permitia etgar
anticuerpos frente a un 89 % de los serotipos draos en las explotaciones porcinas (van der
Wolf et al., 1999). Sin embargo en nuestro pais, en concret@ataiufia, se ha descrito que un
ELISA basado en la identificacién de estos tremgepos sélo detectaria el 63,4 % de los

aislamientos realizados en campo (Mejial.,2006).

El punto de corte utilizado es uno de los factopes influye de forma mas importante en
los valores de seroprevalencia obtenidos. Cambiaggie punto de corte se modifica la
sensibilidad y la especificidad de la prueba. Asipuede usar un punto de corte mas estricto
cuando lo importante sea la sensibilidad o poroetrario un punto de corte mayor cuando se
pretenda dar una mayor importancia a la espedfitidunque Nielseat al. (1995) determinaron
un punto de corte para el Mix-ELISA del 10 % de [@&te valor se incrementa de forma notable
cuando la técnica se emplea en programas de caietr@dta infecciéon a gran escala (Moushg
al., 1997).
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Por ultimo, otros factores que pueden influir em fesultados del ELISA son la edad de
los animales y el momento de la infeccion. Durdasefases finales del engorde es cuando mas
frecuentes son las infecciones g@monellaexistiendo por tanto un incremento en el nimero d

animales seropositivos en estas edades (van déret\all,2001a).

5.3. Principales medidas de control y factores deesgo asociados a la infeccion por

Salmonella en las explotaciones porcinas

Aunque Salmonellase detecta en toda la cadena de produccién derabs de origen
porcino, los paises europeos le han dado un pefslante al control de esta infeccion en la
produccién primaria, en las granjas, siguiendo rébgue global de la seguridad alimentaria
basado en la premisa "de la granja a la mesa'bjetieo de estos programas es la reduccion de la

prevalencia de la infeccion en los cerdos de matade

Un punto fundamental para el establecimiento desgsianes de control en granja es la
identificacion de posibles factores de riesgo astms a la introduccion y la diseminacion de la
Salmonellaen las explotaciones. A este respecto, existeersbg estudios dirigidos a la
identificacion de estos factores de riesgo y erebmdos cuales se han propuesto diversas

estrategias y medidas incluidas en los programasruteol.

No existe una Unica estrategia de control apleeabtodas la situaciones, sino que las
estrategias deben basarse en una combinacion delamezficaces y que sean practicamente
realizables y econémicamente factibles en funce®rcatla granja y de los diferentes sistemas de

produccion utilizados en diferentes empresas, negio paises (Lo Fo Woegal.,2004a).

En general, las medidas de control pueden estamenadas a prevenir la entrada de
Salmonellaen la granja (monitorizacion de la entrada de alimnuevos en la explotacion,
control del pienso, vectores y fémites, etc.)ndthr la diseminaciénle Salmonelladentro de la
granja (sistemas de manejo todo dentro-todo fudiregcion del vaciado sanitario, limpieza y
desinfeccion, control de vectores y, en algun cadentificacién y eliminacién de cerdos
positivos) o a incrementar la resistencia de lgslae a la infecciéon (probidticos, prebiéticos,

vacunas, acidificantes, etc.).
5.3.1. Animales infectados

Las explotaciones porcinas no son sistemas cersidogjue estan en continuo contacto

con el exterior y hay muchos factores externos pueden influir en la introducciéon de
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Salmonellaen la granja. Hay mucha bibliografia que sefidlaentrada de cerdos como una de
las principales vias de introduccion Salmonellaen las explotaciones porcinas (Bereatsl.,
1996)

La importancia de estos cerdos infectados, incldgelos animales portadores, en la
introduccién de la salmonelosis en una explotaegparticularmente relevante cuando se trata de
cerdas de reposicién, especialmente en las exmotsc de ciclo cerrado donde las fases de

produccion de lechones y la fase de engorde esténmisma localizacion.

Diversos autores han descrito elevados valoresed@lgncia d&almonellaen las cerdas
de reposicion y su importancia en el mantenimielgda infeccién en la granja (Daviesal.,
1998; Daviest al.,2000a; Letellieet al.,1999).

Entre las medidas de control que pueden adoptaesteanivel estarian el empleo de
reposicion procedente solo de granjas con estahigso igual o superior al de la explotacion de
destino o la utilizacion de reposicion de la progialotacion, la monitorizacion de los animales
reproductores que entran en la explotacion y elbéstimiento de sistemas de adaptacion o
cuarentena adecuados. Algunos paises, como SuBdamaimarca, han incluido la monitorizacion
de los reproductores de reposicion en sus prograrae®nales de control (Wierup, 1997,
Mousinget al.,1997).

También se ha descrito que la introducciéon de leebode mlltiples origenes a las
unidades de cebo constituye un importante factoriefgo en la salmonelosis porcina. En un
estudio realizado en 359 granjas de diferentesepagsiropeos Lo Fo Wonet al. (2004a)
describieron que la introduccion de cerdos proveagde mas de tres origenes diferentes estaba
asociada a una mayor seroprevalencia de la infe@iodla explotacién. Por tanto, una posible
medida de control para este tipo de explotacioaegs sinimizar el nimero de origenes de los

lechones.

5.3.2. Alimentacion

La alimentacion juega un doble papel en la epidiegia de esta infeccion en las
explotaciones porcinas. Por un lado, el piensonespwosible via de entrada de la bacteria en la
explotacion y, por otro, la alimentacion puedegédizada como una herramienta para controlar
su transmisioén, ya que determinadas préacticasicherhcion afectan de manera beneficiosa al

ecosistema microbiolégico del sistema gastro-imalstle los cerdos.
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5.3.2.1. La alimentacién como fuente de infecci&®dimonella en las granjas porcinas

La alimentacion ha sido descrita como una impoetémente de infeccion dgalmonella
en la granjas porcinas (Schwartz, 1999) y alguntares sostienen que existe un riesgo, variable
pero siempre presente, de exposici®@aanonellaa través del pienso (Edet al.,1974; Fedorka-
Crayet al.,1997b).

En paises con elevadas prevalenciaSalenonellaes complicado establecer el papel que
desempenfia la alimentacion como fuente de infecdi@mdo necesarios exhaustivos estudios
epidemiolégicos ya que es dificil excluir otras rftes. Sin embargo, en paises con bajas
prevalencias, la alimentacién es considerada unasdiientes de infeccion de mayor relevancia
en ganado porcino principalmente debido a su cdpdgdotencial para llegar a un gran niamero
de explotaciones. Recientemente en Suecia, urcpaigna prevalencia dgalmonellacasi nula,
se declar6 un brote causado foCubana que afectd a 49 explotaciones porcinasegilgieron

pienso contaminado proveniente de una misma pteEnpaoduccion (Osterbesd al.,2006)

En un informe realizado por la EFSA se estimé queekafio 2005, en la UE, la
proporcién de materias primas destinadas a la mtao®n animal de origen vegetal
contaminadas coS8almonellaoscilaba entre 0 % y el 6,7 %. De este porcengsjge un 0 % y
3,3 % correspondio a grano de cereal y entre uf60y46,7 % a oleaginosas. Estos resultados
indican que las oleaginosas como la soja se aseciarayores niveles de contaminacion por
Salmonellaque el grano de cereal. Ademds, en este mismamefge estimé la proporcién de
materias primas de origen animal contaminadasSadmonella Mientras que para la harina de
pescado los porcentajes fueron muy bajos (0-0,8&g las harinas de carne los porcentajes de
aislamiento deSsalmonellaoscilaron entre el 0 y el 3 % para el conjuntdad&E, excepto para
Espafia, donde la proporcién de muestras positiaddl 33,3 % (EFSA, 2006).

En cuanto a la estimacién de la proporcion de p®nde cerdos (producto final)
contaminados poBalmonellaen la UE, el porcentaje de positivos fue basthaje, entre el 0 %
y el 1,7 %. No obstante, estos resultados deberphetarse con precaucién debido a la limitada
representatividad de los muestreos (EFSA, 2006).

En general, durante los Ultimos afios se ha obsemad disminucion en los niveles de
contaminacion poSalmonellaen los piensos comerciales. Este hecho podria &staiado a la
aplicacion de nuevos sistemas de descontaminaeiopiehso, tanto fisicos como quimicos, asi

como a la prohibicién del uso de proteina animdaelimentacion animal.
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Sin embargo, la ausencia 8almonellaen el pienso a la salida de fabrica de pienso no
permite asegurar que éste llegue a los animalesdi&Salmonella Diversos autores han descrito
niveles de contaminacion relativamente altos epieziso cuando éste se muestrea en la propia
granja. Asi, Lo Fo Wongt al. (2004a), en un estudio realizado en varios padsespeos,
detectaron la presencia dgalmonellaen el alimento en el 17,6 % de las explotaciones
muestreadas mientras que Haetisl. (1997) identificaron la bacteria en el 46,7 % deatal de

30 explotaciones muestreadas.

Entre los principales puntos criticos para la résmimacion del pienso se encuentran el
almacenamiento en la propia fabrica, debido a peEssibondensaciones y contaminaciones por
pajaros o roedores (Davies & Wray, 1997) y el tparnte (Fedorka-Cragt al.,1997b) por lo que
la aplicacion de medidas como una adecuada limpieEsinfeccion de los camiones entre cada
transporte, especialmente si previamente se haspwaado materias primas, deberia garantizar
la higiene microbiolégica del pienso suministraddaagranja. Por Ultimo, el pienso puede
contaminarse poBalmonelladurante su posterior almacenamiento y distribu@dnla granja
(Berendset al., 1996), principalmente debido a deficiencias ealmlacenamiento, como silos en
los que las tapas se dejan abiertas o en los quee mealiza de forma adecuada la limpieza y
desinfeccion entre ciclos de produccién. Por totlo, @s necesario mantener unas buenas
practicas de higiene, de control de vectores, amsporte y almacenamiento lo mas hermético

posible y, si es necesario, utilizar aditivos gifiedlten el crecimiento de patégenos.

A pesar de todo lo anteriormente expuesto, es itapia destacar que el papel que juega
el alimento contaminado en la epidemiologia dedbnenelosis porcina no esta claramente
determinado. Aunque el pienso pueda ser una fudmtmfeccion, la mayoria de los trabajos
coinciden en sefialar que los serotipos aisladomaterias primas o en el pienso comercial
generalmente no se corresponden con los serotipss frecuentemente aislados en el ganado
porcino (Berendst al.,1996; Harriset al.,1997; Mousinget al., 1997; Funket al.,2001b; Lo Fo
Wonget al.,2004b).

En un informe realizado por la EFSA en el afio 26@5letallan los serotipos aislados
tanto de materias primas como de piensos compugsto®os varian ampliamente de un pais a
otro, probablemente debido a diferencias en laategias de muestreo y en el tipo de materias
primas o piensos comerciales analizados. Effdala 4 se recogen los diez serotipos mas

frecuentemente aislados.

S Typhimurium yS. Enteritidis, los serotipos mas frecuentementia@is en el hombre
y en los animales domésticos ocupan el quintonoeéno lugar, respectivamente, mientras que
S Infantis yS Agona, que también estan entre los diez serotigssfrecuentemente aislados en
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el hombre y los animales, se encuentran igualmenite los diez mas frecuentemente aislados en
los piensos y materias primas. Sin embargo, eb réstserotipos encontrados no se encuentran
entre los mas frecuentemente aislados en el hoonbinda carne de cerdo o pollo (EFSA, 2006).

Tabla 4. Distribucion de los 10 serotipos d&almonella méas frecuentemente aislados en alimentacion
animal (materias primas y piensos compuestos) engainos de Estados Miembros de la UE (con mas de
20 aislados). (EFSA, 2006)

[%2]

(]

g 5 5 § = § & g < &5 E 2

5 24 2 2 6 2 2 45 9 4 5 £

2 ui v %) v vl « e}
Austria 24 - 4 79 4 - - 4 8 - - -
Dinamarca 72 40 - 32 10 0 - - - - 0 18
Alemania 20 - - - - 95 - - - - 5 -
Grecia 30 - - - - 7 10 - 3 a7 - 33
Italia 23 39 - 4 - 4 13 - - - 4 35
Letonia 25 - 4 12 4 0 - 24 - - 4 52
Holanda 29 17 31 - - - 24 - 3 - 3 21
Noruega 40 - 43 - 3 10 20 3 5 - 0 18
Eslovaquia 51 - - - 47 - 2 4 - 20 24
Suecia 83 10 7 - 10 10 19 6 - - 34

En este sentido, la frecuencia de deteccié8.@nteritidis en pienso de avicultura es muy
baja y de igual manera practicamente nunca se &idlgphimurium en la monitorizaciéon de
materias primas y pienso en produccién porcina. tBoto, la prevalencia d8almonellaen
granjas no muestra una relacion directa con laeps deSalmonellaen el pienso. Sin embargo,
esto no significa que la presencialmonellaen la alimentacién animal no pueda ser relevante
en algun caso, porque puede ser el origen de tladanen la cadena de produccién de alimentos

de nuevos serotipos potencialmente patégenos @aemimales y/o las personas.

Por todo ello, durante afios se han realizado ceraitbs esfuerzos para limitar la
presencia d&almonellaen la alimentacién animal. Haggblom (1994a; 19%#scribe una serie

de principios basicos para el control$Emonellaen los piensos:
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1. La industria solamente deberia de trabajar con rimat@rimas libres d&almonella
(materias primas sometidas a control microbiolégieoa deteccion de la presencia de
Salmonelly

2. Instauracion de tratamientos térmicos. Tal y comescdbié Edelet al. (1970) el
tratamiento por calor en el proceso de granulag&mpienso reduce la contaminacién por
Salmonellade manera eficaz. Sin embargo, este tratamiergbcianciertos riesgos como
es una posible condensacion del agua libre, debigo enfriamiento inadecuado, lo que
crea condiciones favorables para el crecimient@aeonella La recontaminacién del
pienso higienizado puede producirse también pocagitacto con materias primas
contaminadas o durante el proceso de enfriamig@atoentrada de aire contaminado ya
que Salmonellapuede estar presente en las particulas de pohandsente exterior. Por
tanto, es importante que el aire del enfriador navgnga del lugar de descarga de
materias primas y que tanto el transporte comaouts que sigue el pienso higienizado
no sean las mismas que siguen las materias primiggi®enso sin higienizar.

3. Instauracion de sistemas basados en la aplica@éandlisis de peligros y puntos de
control criticos (APPCC) desde la recepcion denaterias primas hasta el consumo del
pienso por los animales para garantizar la ausefeBalmonellaen toda la linea de
producciéon. Debe adoptarse un sistema de tolera@ia para la contaminacion por
Salmonella.

4. Desarrollo de protocolos de limpieza y desinfec@€inaces en el caso de deteccion de

contaminacion poBalmonellaen el alimento (Sternberg Leweghal.,2005).
5.3.2.2. La alimentacién como medida de contrdadgalmonelosis porcina

Independientemente de la calidad microbioldgicapiehso, determinadas practicas de
alimentacion juegan un papel importante en el cbrdle Salmonellaen las explotaciones
porcinas por los efectos beneficiosos que prodsodne el equilibrio del ecosistema intestinal
del cerdo. A continuacion se detallan diferentefctizas de alimentacion cuya eficacia esta
descrita y que pueden ser una parte importanteo®rprogramas de control de salmonelosis

porcina a nivel de explotacion.
a) Tamafio de las particulas del pienso

El granulado del pienso, que conlleva un tratamieétmico, ha sido recomendado
durante muchos afios como una medida eficaz pamn&bl deSalmonellaestos piensos (Edet
al., 1970). No obstante, hay muchos estudios reciemtesos que se asocia claramente la

utilizacion de pienso granulado con un aumentadeévalencia d8almonellaen explotaciones
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porcinas (Jgrgensest al., 1999; Kjeldsen & Dahl, 1999; Kranket al., 2001; Leontide®t al.,
2003; Lo Fo Wongt al.,2004a; Rajiet al.,2007; Hautekiegt al.,2008).

Ademas, se ha demostrado que la administracionedegen harina o con un tamafio de
particula grosera (>3 mm) es eficaz para dismilaiprevalencia d&almonellaen el ganado
porcino debido a que este tipo de alimentacidgirai modificaciones en el ecosistema intestinal
que dificultan la multiplicacion d&almonellaen el tracto intestinal (Jgrgenseh al., 1999;
Kjeldsen & Dahl, 1999; Jgrgensenal.,2001; Mikkelseret al.,2004; Hansen, 2004).

Kjeldsen & Dabhl, (1999) describieron que en la aliacion con particulas groseras o en
harina, parte de los carbohidratos no son digeetosl estbmago y pasan a ser fermentados en el
intestino, dando lugar a la formacion de &cidossagavolatiies que crean un ambiente
desfavorable para la multiplicacion @&almonella Otros estudios sefialan que este tipo de
alimentacion favorece el crecimiento de bacteriddoélacticas y, por tanto, produce un aumento
en la concentraciéon de acidos organicos que vaongilouir a la reduccion del nimero de
enterobacterias en el intestino (Jgrgenseral., 1999; Mikkelsenet al., 2004). Ademas, la
administracién de alimentacion grosera tiene otesdajas como son la disminucién de procesos
diarreicos y un efecto protector contra las Ulcgyastricas. Su principal inconveniente es que
origina una disminucion de los parametros prodostiyprincipalmente del indice de conversion,
debido a la menor digestibilidad del pienso (Mildeslet al.,2004).

b) Alimentacion liquida fermentada

Diferentes estudios han demostrado que la utiimade una dieta liquida y en particular
de alimentacion liquida fermentada, disminuye ekgo de infeccién poBalmonellaen las
explotaciones porcinas (Davies al., 1997a; van der Wolét al., 1999; van der Wolkt al.,
2001a; Beloeikt al.,2004; Lo fo Wonget al.,2004a; Farzast al.,2006).

La alimentacion liquida consiste en una mezcla idasp compuesto con agua o bien
pienso compuesto con subproductos liquidos proteslele la industria alimentaria, como puede
ser el suero de queseria. Esta mezcla puede attanisgsrecién preparada o bien almacenarse en
tanques donde, en las condiciones adecuadas, decprana fermentacion natural debido a la
presencia de bacterias lacticas, especialmentedabtes en algunos subproductos, que producen

acido lactico y acético (Mikkelsen & Jensen, 1997).

Estos acidos, en combinacion con la disminuciérpteen el tracto intestinal dan como
resultado un ambiente desfavorable para el cregimide bacterias enteropatdogenas (van der
Wolf et al.2001a; Lo Fo Wongt al., 2002; van Winsert al., 2002). En este sentido, existen
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trabajos que demuestran que el uso de alimentdigjoida fermentada a base de lactosueros
fomenta el desarrollo de bacterias lacticas azagque disminuye la presencia de enteropatégenos,
entre ellosSalmonella tanto en el sistema de distribucion del alimef@eary et al., 1996;
Russellet al.,1998) como en el tracto digestivo de los cerdas fWinseret al.,2001b; 2002).

Entre los efectos beneficiosos de este tipo da @istan el mantenimiento en buen estado
de la estructura de las vellosidades intestindepiezet al., 1987) y el aumento de la acidez y
de la flora lactica que ayudan a controlar la floatogena (Jensen & Mikkelsen, 1998; Ewing &
Cole, 1994). Estos efectos se traducen ademas @majora del crecimiento y del indice de

conversion de los cerdos.

Dependiendo de su concentracion en el alimentd@cielo lactico puede tener efecto
bacteriostatico o bactericida sob&almonella. A concentraciones de 70nM actda como
bacteriostatico, mientras que a concentracione®rgups a 100 nM puede actuar como
bactericida (Brooks, 2003). En este sentido, Vamsaf et al. (1997) demostraron que
determinadas bacterias acido lacticas presentes &imento liquido fermentado, en particular
Lactobacillus plantarumtienen un efecto bacteriostatico soBr&yphimurium al comienzo del
proceso del fermentacion, que se transforma ereticida transcurridas dos horas del inicio del

mismo.

El principal inconveniente de la alimentacion lapifermentada es que exige una
importante inversion inicial para la instalacion gistema que debe ser manejado por mano de
obra especializada y que necesita controles pedédjue aseguren una 6ptima fermentacion del
alimento. A este hecho, hay que sumarle que hainiéuie la alimentacion liquida va ligada a la
disponibilidad de subproductos de la industria afitaria, aunque puede realizarse solo con agua.
No obstante, a largo plazo la instalacién de eststemas de alimentacion es rentable por la
mejora que se consigue en el indice de convergi@specialmente en explotaciones con un

tamafio considerable y situadas en zonas geogréficadisponibilidad de subproductos.

Los sistemas de alimentacién liquida en explot@somporcinas estdn adn poco
implantados en Espafia aunque los importantes carabtoucturales sufridos durante las ultimas
dos décadas en este sector, hacen viable un inu@iehe su uso y muy especialmente en el cerdo

ibérico, donde se consiguen unas mejoras muy resa&l los indices de conversion.

¢) Suplementacion con acidos organicos

La administracion de &cidos organicos a travésadéidta puede ser una alternativa a la

utilizacién de la alimentacion liquida fermentaBia.ha demostrado que la adicién de estos acidos
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organicos, tanto a través del pienso (Wingstetral., 1997; Van Winsert al.,2001b) como del
agua de bebida (Van der Welf al.,2001a), tiene un claro efecto beneficioso de reidncde la
infeccidn porSalmonelleen las explotaciones porcinas. Sin embargo, esriamte sefialar que el
efecto de estos acidos en granjas porcinas esl diéicestablecer, particularmente en estudio
transversales, ya que suelen utilizarse como meulieieentiva y terapéutica frente a posibles
infecciones poE. coliy SalmonellaLo Fo Wonget al.,2004a).

Su efecto beneficioso depende del tipo de acidzadb, de la dosis y de las pautas de
administracién. Para su uso como agentes consesyagg decir, para inhibir el crecimiento de
hongos y bacterias en las materias primas y epiéosos, son suficientes niveles de acidificacion
proximos al 0,3 %, mientras que para asegurar sas écidos lleguen al intestino y que ejerzan
su efecto en él se necesitan concentraciones stggen el alimento. Jorgensenal. (2001)
describieron que se producia una disminucion @sdeecion fecal dSalmonellay se mejoraban
los parametros productivos con concentracioneg,8¢% de acido lactico en la alimentacion. Por
otro lado, Creust al. (2007) demostraron que dietas suplementadas camewcwaciones de acido
férmico al 0,8 % o hien, dietas suplementadas c@nnoezcla de acido lactico y férmico a niveles
del 0,4 % cada uno, reducian la seroprevalenci@atteonellaen lasexplotaciones porcinas en

comparacion con dietas sin acidificantes.

La capacidad antimicrobiana de los acidos residdosnmecanismos diferentes. Por un
lado, producen un descenso del pH en el intestimmw otro, la forma no disociada del acido
atraviesa la membrana del patégeno y al disocimtsacelularmente, altera el gradiente de
protones e inhibe los sistemas enziméticos neosspéra la sintesis de proteina microbiana y
para el transporte de nutrientes (Roth, 2000; Wital.,2003)

Los principales acidos organicos utilizados en sstgido son el férmico, el propiénico,
el butirico, el lactico y el acético. Estos acidescaracterizan por tener un pKa que se situa entre
3y 5, es decir valores proximos al pH del estdmagde la parte proximal del intestino delgado,
por lo que la mayor parte de la molécula del aciggmndo llega al intestino se encuentra en forma
no disociada (Ostling & Lindgren, 1993).

Algunos &cidos se administran en forma de salesodm, potasio o calcio. En relacion
con los &cidos libres tienen la ventaja de ser masejables, generalmente inodoros, menos
volétiles y menos corrosivos. Otro efecto positi® este tipo de administracién es que la
molécula se mantiene practicamente intacta a sugmasel estbmago liberandose posteriormente

buena parte del acido a nivel de duodeno.

40



Revision bibliografica

El principal inconveniente que presenta la utiliagaade acidos organicos es que cuando
se administran a través del agua de bebida se puedecir obturacién y corrosion de la linea de
bebederos. Otra desventaja que se ha sefialadoegt@rgractica es que puede favorecer la

presentacion de Ulceras en los animales.
d) Probidticos

Segun la FAO, por probitticos se entiende aquelimsoorganismos vivos que cuando
son administrados en un numero adecuado confidrérospedador beneficios para su salud
(FAO/WHO, 2001).

Se ha descrito que los probidticos juegan un pagpsl importante en la fisiologia del
aparato digestivo y del sistema inmunitario y queden ser empleados para el control y la
prevencion de enfermedades infecciosas tanto kanetbre como en los animales. La utilizacién
de los probidticos ha cobrado especial importaanigproduccion animal tras la prohibicién de
antibiéticos como promotores del crecimiento impaies la UE (Reglamento (CE) 2821/98).

Entre los microorganismos mas frecuentemente atitis por sus propiedades probidticas
estan las denominadas bacterias acido lacticaseMsms trabajos han demostrado la capacidad
de estas bacterias para inhibir distintos patégeeonse ellosSalmonella Esta capacidad de
inhibicion se basa fundamentalmente en el desplamonde los microorganismos patégenos
mediante exclusién competitiva, gracias a la cteade un ambiente fisiol6gicamente restrictivo
para estos patégenos mediante distintos mecanismos, son el incremento de la concentracion
de acidos grasos volatiles de cadena corta (Pricha&szBaron, 1983), la competicion por los
receptores de la mucosa intestinal (Collins & Gihs®999), la produccidon de sustancias
antimicrobianas como las bacteriocinas (Jatlal., 1995), la competicion por los nutrientes
disponibles y la mejora de la salud intestinal &&tzca la produccion, por parte de la flora lagtica
de vitaminas que favorecen el desarrollo y fundidad del epitelio (Collins & Gibson, 1999).

La utilidad de los probidticos ha sido ampliamedégnostrada en avicultura. Diversos
autores han demostrado que la administracion denmueecla de bacterias procedentes del
intestino de aves adultas sanas conferia protedcinie Salmonellaen pollitos (Nurmi &
Rantala, 1973; Goreet al., 1984; Blankenshigt al., 1993). Los beneficios aportados por esta
practica en avicultura han propiciado que se ireldgntro de los programas de control de la

salmonelosis.

En el ganado porcino, aunque en menor medida, émgg han desarrollado y probado

probiéticos. En algunos estudios, se ha demosiadda incorporacion de mezclas bacterianas
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en la dieta se asocia a una reduccion de la calcidiz porSalmonellay E. coli (Andersonet al.,
1999; Fedorka-Crayet al., 1999; Harveyet al., 2002; Genoveset al., 2000; 2003). Mas
recientemente, se ha descrito que la utilizaciénurde mezcla de cuatro bacterias acido lacticas
(Lactobacillus murinus Lactobacillus salivariussubsp. salivarius Lactobacillus pentosuy
Pediococcus pentosacegusduce la colonizacion y eliminacion en las heteS. Typhimurium
(Caseyet al., 2007). Asimismo, Collazos (2008) demostré quedsmiaistracion de una mezcla
probidtica fermentada constituida pdractobacillus reuteri Lactobacillus delbrueckii
Lactobacillus animalis Lactobacillus murinisy Lactobacillus ruminisa lechones destetados
producia una reduccién de los signos clinicoslaminfeccion pos. Typhimurium y limitaba la

eliminacién deSalmonellaen las heces asi como la invasién de distintesn@ginternos.

La UE ha regulado este tipo de aditivos en el pi¢Reglamento (CE) 1831/2003) con el
objeto de asegurar su inocuidad para los anima&etestino y los consumidores, ya que uno de
sus principales inconvenientes es la posible tra@iém de resistencias antimicrobianas. En
concreto, se ha sefialado a algunos enterococos cespmnsables de la transmision de

resistencias a la vancomicina.

e) Prebidticos

El efecto positivo de los probidticos puede poterse mediante la utilizacion en la dieta
de prebidticos que, basicamente, consisten en ludratos que no son digeridos por los

animales, pero que son metabolizados por la mictalmtestinal (W

alker & Duffy, 1998; Steeret al., 2000). Entre los prebit6ticos mas utilizados se
encuentran los fructooligosacéridos (FOS), oligasdos de la serie de la rafinosa que son
utilizados metabdlicamente de forma selectiva poramplio rango de bacterias intestinales

beneficiosas y no por la flora patégena.

Por otra parte, los prebiéticos pueden adminisreos probidticos de manera que ambos
tengan un efecto sinérgico, ya que el prebiéticedpuser un substrato especifico para la
multiplicacién del probiético (Collins & Gibson, 29; Schrezenmeir & De Vrese, 2001).

En avicultura se ha probado la eficacia de la coatidn de FOS con probidticos en la
reduccién de la colonizacién p&almonella(Bailey et al., 1991) mientras que, en ganado
porcino, Letellieret al. (1999) no observaron ningun efecto sobre la prsete Salmonella
cuando utilizaron una mezcla de FOS con un pramdbmercial en cerdos aunque si pudieron
demostrar la existencia de cambios evidentes #orkaintestinal. Probablemente, el largo ciclo

productivo del cerdo, los importantes cambios liigjitos que ocurren durante el destete y la
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importancia de la infeccion en las fases finaldscébo puedan tener como consecuencia una

menor utilidad de estos métodos en el ganado moesircomparacion con la avicultura.
5.3.3. Medidas de bioseguridad
5.3.3.1. Control de vectores de transmision de Sadifa

Ademas de la introduccion dgalmonellaen las explotaciones porcinas a través de
nuevos animales de reposicién y del alimento coimi@do, existen otras vias que pueden
participar en la introduccion y/o diseminacion ddnmnelosis en las granjas, como son la
presencia roedores, aves, insectos y de animalegsticos como gatos o perros, que pueden

actuar como reservorios y vectoresS&monellaDavieset al.,1997; Murray, 2000).

Algunos estudios han relacionado la presencia #esgen las granjas con una menor
prevalencia deSalmonellalo que se atribuye al papel del gato como predadoroedores y
pajaros que actian como importantes reservorids dacteria (Velingt al.,2002; Nolletet al.,
2004). Por el contrario, otros autores han relagionla presencia de gatos en las explotaciones
con la infeccién poBalmonella Evans & Davies, 1996; Furst al.,2001a; Barbeet al.,2002).

Las moscas también pueden actuar como vectoresnicesaen la diseminacion de
Salmonellaen las granjas. En explotaciones con elevadasaleraias de salmonelosis se ha
aislado la bacteria en muestras de moscas (MoBear&an, 1974; Khaliet al.,1994). Letellier
et al.,(1999).

Los ratones y las ratas pueden estar infectadosSadmonella Se han detectado
concentraciones importantes de esta bacterfaJAO, por pellet de heces de roedores (Henzler &
Opitz, 1992) y muchas veces, se ha identificadani&mo serotipo que en los animales
domésticos (Barbegt al.,2002; Davies & Wray, 1995; Davies & Breslin, 20Qiébanaet al.,
2003).

Asimismo, se ha aisladBalmonellade aves, con prevalencias que van del 0 % al 50 %
(Coulsonet al.,1983; Craveret al.,2000; Barbeet al.,2002). La falta de medidas para controlar
su entrada en las instalaciones se ha asociada senopositividad &almonella(Bahnsoret al.,
2001; Mejiaet al.,2006).

Todos estos animales pueden transmitir la infeceidns cerdos bien actuando como
fuente de contaminacion del pienso y del agua dtédhe a través de sus heces (Haetisal.,
1997) o bien porque sus cadaveres pueden ser cifusupor los propios cerdos. Por lo tanto, la

contratacion de una empresa de control de plagds fon la implementacion de medidas de
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proteccion que impidan su entrada en la granjaresspecto relevante en el control de la

salmonelosis.

En contraposicion, otros estudios que no han padielatificar como un factor de riesgo
o relacionar la presencia de vectores como roedopEgaros con la infeccion p&almonella
(Renwicket al.,1992; Henkeret al.,1992; Beloeikt al.,2004).

5.3.3.2. El hombre como vector de transmisién den@zella

El hombre ha sido descrito también como urteepara la diseminacién dgalmonella
(Berendset al., 1996) y, consecuentemente, la introduccion deatdebia por los visitantes o el

personal de la granja debe de ser prevenido.

Se ha descrito que en las explotaciones dondejdralba numero elevado de personas
diariamente existe un mayor riesgo para la infecqi@r Salmonella(Funk et al., 2001b).
Ademas, diversas practicas de bioseguridad apbcaldpersonal y a los visitantes de las granjas
de porcino han sido relacionadas con una disminudé riesgo de infeccion p&almonellaen
cerdos. La existencia de dispositivos de lavadmaleos para los operarios o el acceso a los aseos
esta asociado a una disminucién de la salmone(Bsisk et al., 2001b; Lo Fo Wongt al.,
2004a). Ademas, otros estudios sefialan la impoatad® que los aseos no estén situados en

contacto directo con los alojamientos de los ce(Hasitekietet al.,2008).

La existencia de vestuarios que permitan el camdimpa y calzado antes de la entrada a
los alojamientos de los cerdos también se ha akmcian un descenso de la seroprevalencia en
explotaciones porcinas en Dinamarca (Lo Fo Weingl.,2004a) aunque no en Holanda (van der
Wolf et al., 2001a). Se han detectado salmonelas en muestreslds de las botas de los
operarios de explotaciones porcinas en porcerjajesvan del 11 % al 20 % (Barketral., 2002;
Rajic et al., 2005). Por tanto, la limpieza y desinfeccion dellatas es otro aspecto importante a
tener en cuenta ya que puede actuar como fomitels eliseminacion de patégenos como
Salmonellaen las granjas (Amasg al., 2000). En un estudio realizado en Bélgica se imiac
también la presencia de alfombras de desinfecciareatrada de los alojamientos de los cerdos

con una disminucion de la seroprevalenci®dknonella(Hautekietet al.,2008).

Por otro lado, Letellieet al., (1999) han sugerido que el personal de los sisteaiea

recogida de cadaveres podria particupar como veetoénico de la enfermedad.
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Por todo ello, la mejora en los aspectos relaciosiatbn las medidas de higiene del
personal de las explotaciones porcinas puede squnoto importante de intervencion en los

programas de control &almonella
5.3.3.3. Agua de bebida

Algunos autores han descrito la importancia debhadgi bebida en la diseminacién de la
bacteria en las explotaciones porcinas (Letedieal., 1999). Este modo de transmision de la
enfermedad es particularmente relevante en lag@qgibnes que utilizan agua de pozos propios
sin potabilizar y especialmente de aguas supddiique pueden contaminarse @aimonella

procedente de la misma o de otras granjas (Mejd,2006).

En cuanto al disefio de los bebederos, Bahesah. (2006) describieron que el uso de
bebederos de chupete estaba asociado a un mesgp rike infeccion poiSalmonellaen
explotaciones porcinas comparado con el uso dedeete de tipo cazoleta probablemente como
consecuencia de que el contacto de la materia fawmalel agua es mayor en este tipo de
bebederos. Ademas, es importante destacar quadtarins del géner8almonellason capaces
de crear biofilms (Jones & Bradshaw, 1996) queckesfieren la capacidad de colonizar las

conducciones de agua de la linea de bebederos.
5.3.3.4. Estatus sanitario de las explotaciones

Diversos investigadores han descrito que el riglegmfeccién poSalmonellaes inferior
en explotaciones porcinas con un elevasiatus sanitarigvan der Wolfet al., 1999; Krankeset
al., 2001). Asimismo, se ha descrito que en explotasiaon procesos diarreicos durante la fase
de cebo, el riesgo de excrecionSmonellaes mayor (Mglleet al.,1998; van der Wolét al.,
2001a; Oliveireet al.,2005, Quessgt al., 2005; Mejiaet al.,2006). Por otro lado, Belosit al.
(2004) observaron que la probabilidad de que lodosede cebo eliminard®almonellaen las
heces era superior en animales seropositivasasonia intracellularisy al sindrome respiratorio

reproductivo porcino (SRRP).

5.3.3.5. Temperatura ambiente

La temperatura ambiente, al igual que la estac&rafo, han sido relacionadas con la
prevalencia deSalmonellaen las explotaciones porcinas. Algunos autores éracontrado
prevalencias superiores en los meses de invierpanyavera (Funket al., 2001a), otros en
invierno y otofio (Christensen & Rudemo, 1998) ysmécientemente, Hautekiet al. (2008)

describieron prevalencias 8almonellasuperiores en los meses de verano.
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La variabilidad de estos resultados hace pensatagpeevalencia d&almonellapueda
estar mas relacionada con la regulacion de la textyga en los alojamientos de los animales que
con la propia estacién del afio. Hautekieal. (2008) encontraron que en explotaciones en las que
la programacion de la temperatura estaba situadsm eango neutrak(26° C) la prevalencia de
Salmonellaera menor que en aquellas en los que la programaeil sistema estaba por encima
de la temperatura critica, como por ejemplo 26%€a erdos de 90 Kg (Christiansen al.,
1982). Por otro lado, también se ha comprobadolagiexplotaciones que no poseen ningln
sistema de regulacion de la temperatura del aira®mnidades de engorde tienen un mayor
riesgo para la infeccién p&almonella(Hautekietet al.,2008). Posiblemente, este hecho se deba
a que en condiciones climaticas adversas como puede una ventilacion insuficiente o
temperaturas inapropiadas dan lugar a un increndmtos niveles de glucocorticoides en los
cerdos (Bianca, 1968). El estrés producido en estasciones puede reactivar la infecciéon en
portadores latentes y/o incrementar la receptividdd infeccion poiSalmonellaen animales
sanos (Berendst al., 1996; Mulderet al.,1995). Ademas, Funét al. (2001a) comprobaron que
las variaciones elevadas de temperatura entreagf tH noche estan asociadas con una mayor
seroprevalencia d8almonellaen las explotaciones porcinas. Por tanto, lalextan de sistemas
de ventilacion y una regulacion adecuada de la eespra del aire de los alojamientos de los

animales puede considerarse un aspecto a teneeetaen el control de la salmonelosis porcina.

5.3.3.6. Contaminacién ambiental

La contaminacion residual en los alojamientos deckydos ha sido identificada como un
importante factor de riesgo para la infeccién almonellaWilliams & Newell, 1968; Baggesen
et al.,1996; Beloeikt al.,2004).

Salmonellapuede sobrevivir durante meses en restos de pplvoateria organica
presentes en los corrales, equipamientos y sistdmaentilacion (Berendst al., 1996; Rajicet
al., 2005), estando esta supervivencia marcada ponadgéactores como el serotipo o las
condiciones climéaticas (Wray, 1994). Por ello, essdma importancia emplear protocolos de
limpieza y desinfeccidn eficaces en las granjaseiBbs estudios han probado que la aplicacion
de un protocolo adecuado de limpieza y desinfece®nna medida importante para prevenir la
infeccion por Salmonelladentro de la granja (Berendg al., 1996; Schmidtet al., 2004;
Hautekietet al.,2008).

De forma frecuente, se detecta la presencia demdamicion ambiental tras los procesos
de limpieza y desinfeccion de los corrales (Gelwege al., 1999; Funket al., 2001a)
fundamentalmente debido a que estas tareas ses@imado de forma inadecuada o a que las

superficies son de materiales de dificil desinfatciGebreyegt al. (1999) encontraron mas de
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un 80 % de corrales contaminados Batmonellatras la limpieza y desinfecciéon y antes de la
entrada de nuevos animales. Ademas, en algunos, calsserotipo aislado fue semejante al
responsable de infecciones posteriores en el ometdt animales. Por otro lado, van der Wéilf

al. (2001a) describieron que el riesgo para la infetcpor Salmonellaera superior en
explotaciones de porcino que utilizaban protocadlies limpieza y desinfeccion entre lotes
comparado con las explotaciones que realizabausxamente tareas de limpieza pero no de
desinfeccidn, sugiriendo que en las explotacionda® que se usaban desinfectantes se limpiaba

de manera menos adecuada.

Aunque el periodo de vaciado sanitario tiene pgetoln principal la disminucién de la
contaminacién ambiental, evitando el establecimiet¢ ciclos de infeccion entre lotes de
animales, dos trabajos han sefialado que en lafagren las que no se realiza un periodo de
vaciado sanitario o de inactividad en los corra@ese lotes de cerdos, el riesgo de la infeccion
por Salmonellaes menor (Corrégé & Dubroca, 2005; Hautekieal., 2008). Se ha propuesto
como posible explicacion para este hecho contiiicel hecho de que durante los dias de
vaciado, al no existir ningiin sistema de calefacteid ventilacion forzada, se mantiene en los
corrales un ambiente muy humedo que puede favotaaeultiplicacion bacteriana (Beloest
al., 2004).

Numerosos estudios han demostrado las ventajas ajgitacion de sistemas de manejo
“todo dentro-todo fuefacombinados con la aplicacion de protocolos dgieza y desinfeccion
eficaces y vaciado sanitario. Este sistema no ppezlenir la entrada de la bacteria en la granja,
pero si puede prevenir la contaminacion cruzadee éotes y disminuir el nivel de portadores en
la granja (Lo Fo Wongt al., 2004a; Beloeikt al., 2004; Farzaret al., 2006; Hautekieet al.,
2008). Por el contrario, otros estudios no han sajmaces de encontrar diferencias significativas
en la prevalencia d8almonellaentre las granjas que utilizan estos sistemasivagntes y las
que no los utilizan (Daviest al.,1997a; Nollett al.,2004; Rajicet al.,2007).

5.3.3.7. Tamafio de la explotacién

El tamafio de explotacion es un factor muy complajgue ademas del niumero de cerdos
existen otras variables como pueden ser el nimeroades, el nimero de salas por nave, el
namero de corrales por sala, la densidad de arsmadé nimero de trabajadores en la granja que
estan asociados al tamafio de la explotacion y pusele igualmente, factores de riesgo para la
infeccion por Salmonella Probablemente, este hecho puede ser la causasdessultados
contradictorios que se han observado con respeetsteafactor. Van der Wokt al. (2001a)
describieron que las granjas de pequefio tamafio rfeoros de 800 cerdos de cebo) tenian

mayores valores de seroprevalencBaimonellaque las granjas de mayor tamafio. Al contrario,
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otros autores han descrito un riesgo de infeccadrSplmonellasuperior en las explotaciones de
mayor tamafio en comparaciéon con las mas pequefas, (I997; Carstensen & Christensen,
1998; Mousinget al., 1997; Farzaret al., 2006) mientras que algunos estudios no han podido
demostrar la existencia de asociacion entre estoparametros (Lo Fo Womg al.,2004a; Rajic

et al., 2007). A pesar de que las explotaciones de mayoafio tienen, habitualmente, medidas
de bioseguridad mas estrictas y mejores practieamahejo que las explotaciones de menor

tamafio, el nimero de fuentes de infeccion suelsugpmrior en las granjas de mayor tamarfio.

Por otro lado, algunos estudios han asociado uy@mmevalencia d&almonellacon
explotaciones o corrales de elevada densidad deales (Funket al., 2001a). Una posible
explicacion es que en densidades menores de asisalémita la transmision d&almonella
debido a la reduccién de los contactos y del esiés a su vez disminuye la tasa de eliminacién

de la bacteria.
5.3.3.8. Suelos y separacion entre corrales

Entre las caracteristicas estructurales de laalawsbnes, algunos estudios han descrito
como un factor de proteccion para la infeccion aimonellalos corrales con suelos de rejilla
total (Davieset al., 1997a; 1997b; Nollett al., 2004). Este tipo de suelo contribuye a una
disminucién del contacto de los animales con laese por tanto de la transmision fecal-oral de
la bacteria entre los cerdos (Funk & Gebreyes, R08#Hh embargo, otros autores no han
encontrado una asociacion clara entre los difesdiges de suelo (cemento, rejilla total o parcial)
y el riesgo de la infeccion p&almonellalLo Fo Wonget al.,2004a; Van der Wolét al.,2001a;
Rajicet al.,2007).

En cuanto al tipo de separacion entre corrales| Btaal. (1996) sugirieron que cuando
existen barreras solidas y suficientemente eleveelaseviene la transmisién 8almonellaentre
los grupos de cerdos. Este tipo de separacioneseral contacto de los animales con las heces
de cerdos de otros grupos al igual que el contaesal. Asi, en diversos estudios se ha
encontrado una relacion significativa entre ladéofén porSalmonellay el tipo de separacién
entre corrales (Rajiet al.,2007).
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5.4. Otras medidas de control: la vacunacion

No cabe duda que las vacunas, particularmente dasnas vivas que inducen tanto
inmunidad humoral como celular (Van Immerseel, 30p8eden ser herramientas de gran interés

para el control de la salmonelosis porcina

Actualmente se pueden distinguir tres tipos de maswivas frente Salmonellavacunas
con atenuaciones no localizadas o caracterizadasings con mutaciones que afectan a genes
relacionados con rutas metabdlicas entre las gstaahn las cepas con mutaciones en los genes
que regulan la biosintesis de amino&cidos aronsa@A, araC y ard) (Lumsdenret al., 1991)
y vacunas con mutaciones que afectan a genesorgdaldis con la virulencia como las que poseen
una mutacién en el gggthoPphoQ que regula la isla de patogenicidad SPI-2 o eryéresspv
(Salmonellavirulence plasmid), situados en un plasmido y cpsifican genes relacionados con

la virulencia (Krameet al.,1992).

La experiencia ha demostrado que la utilizaciévat®inas, especialmente las vivas, en
conjunto con otras medidas relacionadas con laegioslad y las caracteristicas de manejo son
eficaces en el control dgalmonella Algunos autores sefialan que la vacunacion paayéa un
papel importante en el control &almonellaen explotaciones con una elevada seroprevalencia
(Lumsden & Wilkie, 1992; Ortmann, 1999; Springémal.,2001; Haesebrouait al.,2004).

En Alemania, se ha desarrollado una vacuna vivauatia, basada & Typhimurium, de
administracién oral y que se ha mostrado eficaa eaduccion de la colonizacion pdalmonella
de los 6rganos internos tanto en estudios expetatesn(Springeet al.,2001) como en pruebas
de campo (Lindert al., 2001). Por otro lado, se ha sugerido que la vatonaen edades
tempranas, inmediatamente tras el destete, podriaterferir con la deteccion de anticuerpos
anti-Salmonellaal final del periodo de engorde, momento sefalpai@ la monitorizacién
serologica. Ademas, se han ensayado técnicas drédiico serolégico capaces de distinguir

animales vacunados de los naturalmente infectd&feSA, 2005).

La gran desventaja de las vacunas es que incluyeninico serotipo y que,
consecuentemente, van a inducir una limitada priieccruzada con otros serotipos del mismo

serogrupo y aln mas limitada con serotipos de sgasyrupos.

La inclusion de la vacunacion en los programasatieral deSalmonelladependera del
objetivo del programa, control o erradicacién, dielel de prevalencia de la infeccién en las
explotaciones, de los serotipos implicados, denfgdodos de deteccion utilizados y de los

resultados del andlisis coste-beneficio.
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6. PROGRAMAS DE CONTROL DE Salmonella APLICADOS EN
PRODUCCION PORCINA.

Segun la legislacion Europea (Reglamento (CE) 2D8®), todos los paises miembros
deben establecer medidas apropiadas y eficacesi@@atar y controlar agentes zoondéticos como
Salmonellaen todas las fases de la produccién, transformacdistribucion, en particular a nivel
de la produccidn primaria, con objeto de dismisuiprevalencia y el riesgo que suponen para la
salud publica. Este Reglamento establece que |zdd& la encargada de fijar los objetivos de
reduccién de la prevalencia de zoonosis especificaivel de la produccion primaria mientras
gue cada estado miembro se encargara de diseffaolgramas especificos de control, que serdn
aprobados por la Comision, y que tendran como igbjetl tratar de alcanzar los objeticos de

reduccién de prevalencia fijados.

En el ganado porcino de cebo, entre octubre de @edtiembre de 2007 se llevo a cabo
un estudio dirigido a estimar la prevalencigSa¢gmonellaa nivel comunitario. Asimismo, durante
el afio 2008 se realiz6 otro estudio, con el misrb@etivo, en explotaciones con cerdos
reproductores. Los resultados obtenidos por cattagmaestos estudios fueron analizados por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA)Jog resultados del andlisis fueron
publicados. Esta informacidn sera utilizada paregrainuacion, fijar los objetivos de reduccion
de prevalencia. A los seis meses de la fijacioresies objetivos, los Estados miembros deben
presentar sus programas de control a la Comisiérg pu aprobacion, de manera que, éstos

comiencen a aplicarse en los 18 meses siguiefdéefeeha en la que se haya fijado el objetivo.

No obstante, algunos paises de la UE ya tieneaursios Programas de Control de

Salmonellaen produccion porcina que pasamos a presentarme fesumida a continuacion.

6.1. Programas de Control aplicados en paises comja prevalencia deSalmonella

(Suecia, Finlandia y Noruega)

A principios de los afios 50, como consecuenciandbrate deSalmonellaque afect6 a
mas de 9.000 personas y que fue vinculado a urderatiacomenzaron a aplicarse programas de
control deSalmonellaen Suecia, Finlandia y Noruega (Lundbetlal., 1955). El objetivo de los
programas en estos paises es asegurar que todgosdogtos destinados al consumo estén libres

deSalmonella
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Se monitorizan todos los puntos criticos de la wadde producciéon de alimentos,
incluyendo muestreos en explotaciones ganaderase} matadero, con el fin de determinar la
presencia o ausencia dBalmonella Cuando se detecta la presencia de la bacteria,
independientemente del serotipo aislado, se poneanagcha una serie de medidas. Las granjas
afectadas son sometidas a restricciones que inclayprohibicién del movimiento de animales,
con excepcion del transporte a un matadero sami@rambiente y los animales son muestreados
para la deteccion bacteriol6gica S8almonella Los portadores d8almonellason sacrificados y
destruidos y se aplican cuidadosos protocolosrdpidiza y desinfeccion. Las restricciones son
levantadas tras dos muestreos consecutivos negaivtndos los animales de la granja. A su vez,

se realiza una investigacion epidemiolégica paterdenar el posible origen de la infeccion.

Ademas, todo aislamiento dgalmonellaen animales, el hombre, pienso o productos
alimentarios es notificado, independientementenugtivo del muestreo. Todos los aislados son
serotipados y fagotipados y a los que provienenamienales se les realizan pruebas para

determinar la resistencia a antimicrobianos.

6.2. Programas de Control en paises con media yalprevalencia deSalmonella
6.2.1. El programa danés

En 1995, Dinamarca puso en marcha un programanwcle control d&almonellaen el
ganado porcino tras un dramatico incremento delendrde casos de salmonelosis en humanos en
1993 vinculado al consumo de productos del cerdou@ihget al., 1997). El programa esta
basado en el control serolégico de muestras dedagiarne de los cerdos que son sacrificados en

los mataderos.

La base del programa fue descrita por Baggextenl. (1996) y ha ido sufriendo
revisiones a lo largo de los afios. Se recogen nasedé todas las explotaciones porcinas con la
excepcién de aquellas que sacrifican menos de &@bs al afio, ya que su participacion es de
limitada importancia (Albart al., 2002). Las muestras de jugo de carne son tomasésriha
aleatoria entre el total de animales sacrificadtanelo su nimero en dependencia del tamafio de
las explotaciones. Todas las muestras son exansimaddiante un mix-LPS-ELISA que permite
la deteccion de anticuerpos a8timonellaespecificos frente a los principales serogrupas qu
infectan al cerdo. Aunque inicialmente, el punta@dee utilizado en estas técnicas ELISA fue del
40 %, se redujo a un 20 % de DO en el afio 200lafAdbal.,2002).
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Los resultados de este analisis serolégico son emdps para clasificar a las
explotaciones en tres niveles, basandose en ellecale un coeficiente conocido corfiadice
serolégico de Salmonella’resultado del promedio de los resultados obtenigo tres meses
consecutivos. Los resultados del dltimo se valaanuna mayor importancia suponiendo el 60
% del coeficiente, mientras que los otros dos mesponen un 20 % cada uno. En el nivel 1 se
engloban las explotaciones conindice seroldgicanenor de 40, es decir, las granjas negativas o
de baja prevalencia. En el nivel 2 estarian lggotxciones con ufndice seroldgicauperior a
40 e inferior a 70, explotaciones con un nimeraeagle de positivos, y por dltimo en el nivel 3 se
engloban las granjas con tndice seroldgicopor encima de 70 y por tanto con un ndamero
inaceptable de muestras positivas (Alleanal.,2002). Es importante conocer que estos valores de

clasificacién también se han ido modificando aalgb del desarrollo del programa de control.

En las explotaciones de los niveles 2 y 3, losisies veterinarios deben tomar medidas
especificas como son la recogida de muestras @ss leeclos corrales para establecer el serotipo
de Salmonellaimplicado y su distribucion y se deben disefiangdaespecificos de mejora.
Ademas, estas granjas sufren una penalizacion egoaden el matadero sobre el precio de la
canal, de un 4 % para las explotaciones de niyetl8 un 2 % para las de nivel 2. En el caso de
las explotaciones pertenecientes al nivel 3 egatdiio el sacrificio de los animales bajo estscta
medidas de higiene. Asimismo, deben recogerse ragepaira analisis bacteriolégico en las
granjas de seleccién y multiplicacion que sumiaistanimales a las granjas que estan en los
niveles 2 y 3, con el objeto de determinar si hatiebo una posible transmisién &almonella

desde estas explotaciones.

Por otro lado, aparte del control serolégico SEmonellaen los cerdos de cebo, el
programa incluye un control de la presenciaS#monellaen el pienso, en las granjas de

multiplicacién y seleccion asi como muestreos até@ en los mataderos.

Como resultado del programa, el numero de casosattaonelosis en el hombre
atribuidos al cerdo ha sufrido un notable descemhsd,.100 en 1993 a 166 en el afio 2000 (Alban
et al.,2002).

6.2.2. El programa britanico

En el afio 2002, en Gran Bretafia por iniciativaa@tlustria se implantd el programa
denominado “Zoonosis Action Plé@almonellaProgramme”, conocido por la abreviatura ZAP.
El objetivo del programa es identificar granjasgitas de cebo con una elevada prevalencia de la
infeccion.
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Este programa, al igual que el danés, esta basaldotema de muestras de jugo de carne
de los animales sacrificados en los mataderos.LEBA utilizado también es semejante al del
programa danés, un Mix-LPS-ELISA, que detecta aatjmos contra los serogrupos B y C1 de
Salmonella

Una vez que se han recogido al menos 15 muestitassemeses consecutivos, las granjas
se categorizan en tres niveles diferentes: ZAPnleleque se engloban las granjas con baja
seroprevalencia (< 65%) en las que no se requirggim plan de accion; ZAP 2, granjas con una
seroprevalencia moderada (entre un 65 % y un 8®®das que deben tomarse medidas que
permitan que puedan incorporarse de nuevo al ZA&R 17 meses; por Ultimo el ZAP 3, que
engloba a las granjas con elevada seroprevalen@a %) en las que debe desarrollarse un plan

de accioén para la reduccién S8almonellay deben incorporarse al ZAP 1 en 11 meses.

El estatus de ZAP 1 solo puede volver a reasigrsuigeseroprevalencia es inferior al 65
% tras el andlisis de un minimo de 15 muestraanderrtres meses consecutivos. Las granjas que
no puedan volver a este nivel ZAP 1 seran excluitiados programas de calidad (Quality

Assurance) y no podran sacrificar sus animalesgmhbtaderos adscritos a esta red.
6.2.3. El programa irlandés

En 1997, se implanté en Irlanda un programa volimtde control deSalmonellaen
cerdos (Quirkest al.,2001).

Al igual que el programa danés, la estrategia s@ les el andlisis seroldgico de los
animales en matadero y la clasificaciéon de las jasaen tres niveles en funcién de su
seroprevalencia. El muestreo se basa en la recdgidaupos de 24 muestras aleatorias tres veces
al afio en cada explotacion de cerdos de cebo, &&fmme los muestreos por un tiempo no
inferior a tres meses y no superior a cinco.

Para el célculo de la categoria en la que debdictase la granja se tiene en cuenta la
proporcién de muestras positivas en cada uno dmlestreos. La categorizacion inicial de una
granja estard basada en el promedio de los ressltautenidos en sus dos primeros muestreos.
Posteriormente, la categorizacion de la granjaesdizara mediante el calculo de un indice
estimado a partir de los resultados obtenidos ertrks Gltimos muestreos, valorandose cada
muestreo en una proporcion diferente: el mas reziem una proporcion del 50 %, el
inmediatamente anterior en un 30 % y el menos meeien un 20 %. En la categoria 1 se

engloban las explotaciones cuyo indice es infaidO %, en la categoria 2 las granjas con un
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indice entre el 10 % y el 50 % y, por Ultimo, ercédegoria 3 las explotaciones con un indice

superior al 50 %.

En las granjas pertenecientes a las categoriad ydeben tomar medidas para reducir
los niveles de contaminacién pBalmonella Ademas, los animales de las granjas pertenesient
a la categoria 3 deberan ser sacrificados en eldaat de forma aislada al resto de los animales
de otras granjas y sus productos deberan serdgaténicamente antes de destinarse al consumo

humano.
6.2.4. El programa aleman

En el afio 2002, se puso en marcha en Alemania agrgma voluntario de control de
Salmonellaen produccion porcina (Osterkoet al., 2001; Blaha, 2004) impulsado por la

industria alimentaria alemana, el “@almonellavionitoring Programme”.

Al igual que los anteriores, este programa de obmista basado en la monitorizacion
seroldgica de los animales en el matadero, encastea través de la recogida de 60 muestras de
jugo de carne de cada explotacion. El punto deaditizado en el Mix ELISA es de un 40 % de
DO vy la clasificacion de las explotaciones en fanaie su categoria de riesgo es la siguiente:
Categoria | o de bajo riesgo con menos de un 2@ @niinales positivos; Categoria Il o de riesgo
medio, entre un 20 % y un 40 % de animales positiGategoria Il o de alto riesgo con mas del

40 % de muestras positivas.

Entre las medidas asociados al programa de coestdl el sacrificio separado de los
animales procedentes de explotaciones clasificadas categoria Ill, asi como facilitar a los
productores herramientas para la reduccion de ltagonacion porSalmonella en las

explotaciones de las categorias Il y III.

Respecto a esta Ultima medida, es importante sejisacada vez son mas los ganaderos
gue solicitan la ayuda de los servicios veterigsagara que les asesoren sobre como mejorar la
higiene y la bioseguridad de la explotacién conlgéto de volver a englobarse en la categoria |

0, al menos, de evitar la categoria lIl.
6.2.5. El programa holandés

En Febrero de 2005 comenz6 el programa de corgr8htinonellaholandés que se basa
en la categorizacion de las explotaciones de catdagbo en funcién de su seroprevalencia. Para
clasificar las explotaciones se recogen de formatatia muestras de suero, bien en la granja (tres

semanas antes del sacrificio) o en el matadediaealel sacrificio. Se toman un total 36 muestras
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por afio de cada explotacion, 12 por trimestre, gngplea un sistema de clasificacion semejante

al del programa aleman.

Ademas, el programa holandés incluye muestreososiles de la superficie de las

canales, un total de 10 muestras cada dos semamasagla matadero.
6.2.6. Programas de Control en otros paises euroeo

En Austria se han implementado programas regiordesontrol que proporcionan una
buena base para la instauraciéon de un programanahaie control deSalmonella En otros
paises europeos como Bélgica o Francia los prograteacontrol se han limitado a estudios
piloto.

7. METODOS DE DETECCION DE Salmonella spp.

7.1. Métodos bacteriolégicos

A pesar del desarrollo de nuevas herramientasatmdstico d&Salmonellalos métodos
tradicionales de cultivo bacteriolégico continG@ndo los mas utilizados y de referencia para la
deteccion deSalmonellaen animales, alimentos y muestras ambientalesk(F2@03). A
diferencia de otros métodos, permiten el aislarigara, en su caso, poder caracterizar las cepas.
De ahi que este método contintie siendo el piladdmental de los estudios epidemioldgicos de
la infeccién porSalmonella.

En casos clinicos de salmonelosis, la bacteriased aislada a partir de las heces
empleando medios de cultivo especificos, ya quisina en concentraciones elevadas{10'
UFC/g de heces). No obstante, en las infeccionbslisicas, que son las mas frecuentes, la
bacteria se elimina de forma intermitente y en eatraciones mucho menores, lo que hace
necesarios protocolos de aislamiento mas comphgjesincluyan medios de enriquecimiento
selectivo que incrementen la sensibilidad (D"AdisSewell, 1986; Aho, 1992; Daviest al.,
2000b; Funk, 2003). Por todo ello, los métodosdsatigicos tienen el inconveniente de ser mas

caros y consumir mas tiempo.

Se han descrito mas métodos y mas medios de cplirael aislamiento dgalmonella
que para cualquier otra bacteria (Waltman, 2000)h&berse empleado gran variedad de
protocolos lo que dificultaba mucho la comparadi@nlos resultados obtenidos en diferentes

laboratorios. Por este motivo, comenzaron a apaprotocolos estandar para el aislamiento de
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Salmonella entre los que destaca la norma ISO (6579:2002urEprincipio, este protocolo se
disefio para el analisis de muestras procedentabnaentos y piensos, pero posteriormente se le

afiadié un anexo especifico para el andlisis detnasede heces de animales.

La mayoria de los métodos de aislamiento bactgjiimdétienen las siguientes etapas: un
preenriquecimiento no selectivo, un enriquecimiesgtiectivo y posteriormente, la siembra en un
medio sdlido selectivo e indicador.

7.1.1. Preenriquecimiento no selectivo

El preenriquecimiento se ha utilizado clasicamentenuestras en las que puede haber un
namero bajo de bacterias, como en los animalesirdenciones subclinicas, en muestras con
elevada contaminacién como las heces 0 en muestrdas que a consecuencia de diversos
procesos, como la congelacién o descongelaciomdeterias hayan podido resultar dafiadas. El
objeto de este paso es aumentar la viabilidad si&daterias antes de transferirlas a un medio
selectivo donde, de otra manera, no sobreviviGamrg et al.,1969; Aho, 1992).

En un principio se utilizaron para esta etapa nged@no el caldo de lactosa (LB), pero
éste dejo de utilizarse porque la fermentaciénadadtosa causaba una acidificacion perjudicial
paraSalmonella(Hilker, 1975). Por este motivo, los medios queuskzan actualmente como
pueden ser el caldo de pre-enriquecimiento unilétfeB), el medio M9 o el agua de peptona
tamponada (BPW), entre otros, no incluyen en sypcsimion azlcares fermentables y tienen una
gran capacidad tampén (Bailey & Cox, 1992). Respectsu eficacia, Juveat al. (1984)
concluyeron que los medios BPW y M9 son mejores gu&B mientras que Hoorfar &

Mortensen (2000) no pudieron demostrar diferergigsficativas entre el caldo UPB y el BPW.

Algunos autores han sugerido que el preenriquentmien muestras de heces puede ser
contraproducente ya que puede favorecer el crecimie flora competitiva que podria dar lugar
a falsos negativos (Aho, 1992). Jenseral. (2003) demostraron que la adicién de novobiocina
(22 pg/ml) al caldo de preenriquecimiento incrementabdeteccion d&almonellaen muestras
de heces probablemente debido a la supresion deiniento de la flora competidora. En
cualquier caso, el preenriquecimiento es, en laadidad, una practica habitual en los protocolos

de aislamiento d8almonellaa partir de heces de cerdo (Hoorfar & Baggese®8)19

El periodo de incubacién oscila entre 18 y 24 hgraspecialmente en muestras de heces
donde existe una gran cantidad de bacterias cosapasi, no conviene prolongarlo porque podria

disminuir la viabilidad deSalmonella Asimismo, otros trabajos han demostrado que vioge
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de incubacion por debajo de 18 horas reduce latsiéged del diagnostico (D"Aouset al.,
1990). La temperatura recomendada para la incubasidle entre 35°y 37 °C.

7.1.2. Enriguecimiento selectivo

El objetivo de la etapa de enriquecimiento selecés inhibir el crecimiento de la flora
competidora, presente en grandes cantidades efneless, y favorecer el crecimiento de

Salmonellahasta niveles en los que posteriormente puediesertada en medios diferenciales.

Los medios mas utilizados para esta etapa sonaldb detrationato, el Rappaport-
Vassiliadis (RV) y el caldo selenito, aunque edtiend presenta una serie de desventajas como
pueden ser su menor sensibilidad, su corto pededada (til o su elevada toxicidad (Waltman,

2000) que hacen que su uso sea inferior al detlos dos caldos.

El caldo tetrationato en un principio estaba corspueor iodina y tiosulfato sodico.
Posteriormente, se reformulé mediante la adiciésales biliares, verde brillante y novobiocina
dando lugar al caldo Muller-Kauffman-TetrationakdKT) con novobiocina, uno de los medios
recomendados por la norma ISO 6579:2002 para kelndento deSalmonellaen muestras de

pienso y alimentos.

Al igual que el tetrationato, el caldo Rappaporssiiadis (RV) es uno de los medios
recomendados en la norma ISO 6579:2002 para ehd&hto deSalmonellaLa accién de este
caldo se basa en la capacidadSaémonellade sobrevivir y multiplicarse en presencia de gerd
malaquita, con una osmolaridad elevada, un bajaeape nutrientes y un pH relativamente bajo.
En cuanto a su eficacia en comparacion con eltimteio o el selenito existen opiniones
enfrentadas. Por un lado, diversos autores descrbe se obtienen peores resultados con el
caldo RV que con el tetrationato o el caldo seteffikovgaarcet al., 1985; Cherrington & Huis
in"t Veld, 1993) mientras que, por el contrariogBa& Petersen (1991) sefialan que se obtienen

mejores resultados con el caldo RV.

Como alternativa a estos caldos, se han desamatf@dlios selectivos semisélidos como
el Rappaport-Vassiliadis semisélido (MSRV) y el BIBALM®. Diversos estudios destacan la
mayor eficacia de estos medios en comparaciénardldos de enriquecimiento tradicionales
(Dusch & Altwegg, 1995; Daviest al., 2001; Voogtet al., 2001; Champagnet al., 2005). El
mas utilizado es elMSRV que combina las propiedades selectivas deocBMd con las
caracteristicas de motilidad de la mayoria dedostipos deSalmonellaEl inconveniente de este
medio es que no permite detectar serotipos queaarde movilidad como las biovariedades

Gallinarum y Pullorum d&. Gallinarum.
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La temperatura de incubacion de los medios de werimiento debe oscilar entre los
41°C y los 42°C, especialmente para muestras carel@avada cantidad de flora competidora
como son las heces. La incubacion a estas tempasatlevadas es beneficiosa porque inhibe el
crecimiento de la flora competidora y permite ldtiplicacion deSalmonelladebido a la elevada
termoresistencia que poseen las bacterias de éstrog En ningun caso, la temperatura debe
superar los 43 ° C, ya que podria ser letal paranak serotipos d8almonella(Peterzet al.,
1989).

Habitualmente, el tiempo de incubacion de estaaetipenriquecimiento selectivo es de
24 horas. No obstante, algunos autores sefialatagamsibilidad del método se incrementa con
tiempos de incubacion mas prolongados y recomiendasegundo subcultivo a partir del caldo
de enriquecimiento a las 48 horas (D"Acetsal., 1992). La eficacia de esta segunda incubacion
varia en funcion del tipo de caldo de enriquecindgiarilizado. Mientras que para el MKT y el
caldo selenito se ha demostrado que existe unnm&T® se incrmenta la sensibilidad con una
incubacion de 48 horas, con el RV no se han obden@ambios en la sensibilidad en

comparacion con la incubacion de 24 horas (Bageetersen, 1991).

Algunos autores sefialan que incluir en el protodel@aislamiento d8almonellaun paso
de enriquecimiento secundario retardado es beasdigiNietfeldet al., 1998b; O Carrokt al.,
1999; Daviet al., 2000b). Este paso consiste en mantener a tempeanbiente, durante 5-7
dias, el caldo de enriquecimiento en el caso deefjgibcultivo en medio sélido diferencial
resulte negativo tras la incubacion inicial deboatle enriquecimiento de 24 horas. Transcurridos
estos 5-7 dias, se transfiere una alicuota a alo ¢ enriquecimiento fresco que se incuba a 37 °
C durante 24- 48 horas y se subcultiva, nuevamentan medio sélido selectivo. O”Caretlal.
(1999) sugieren que este paso compensa los daBosaga podido sufrir la bacteria durante el

tiempo de almacenamiento de la muestra.
7.1.3. Aislamiento en medios sélidos selectivos ijedenciales

La propiedad selectiva de estos medios esta basadi presencia de sustancias
inhibidoras del crecimiento de otras bacterias adidpras, mientras que su propiedad diferencial
radica en la incorporacion de sustancias que pcap@n a las colonias @&almonellaun aspecto
caracteristico y por tanto, permiten una facil @ifeciacion visual. Los caracteres mas utilizados

para esta diferenciacion visual son la producc®®k y su incapacidad de fermentar la lactosa.

Entre los medios sélidos selectivos y diferencialgs utilizados se encuentran el agar
verde brillante (BGS), el agar Rambach (Ra), el &tggktoen enteric (HE), el agar xilosa-lisina-

desoxichocolate (XLD) y el agar xilosa-lisina-teotji4 (XLT4). En concreto, el agar XLT4 ha
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sido descrito como uno de los medios mas eficageselectivos para la recuperacion de
Salmonellaa partir de muestras de alimentos y heces (Dusgélitvegg, 1995). No obstante, la
eficacia de estos medios sélidos va a dependeranmgedida de la eficacia de los medios de

enriquecimiento selectivos empleados en la etapadiatamente anterior del aislamiento.

Algunos autores sugieren que es conveniente utiiferentes combinaciones de medios
de enriquecimiento y de medios sélidos selectivodifgrenciales con el fin de elevar la
sensibilidad y facilitar el aislamiento de distisitserotipos (Rostagnet al., 2005). En este
sentido, se ha descrito que algunos medios de usmiigiento inhiben el crecimiento de

determinados serotipos &almonellgHoorfar & Mortensen, 2000).

La incubacién de estos medios de cultivo se realitee 35 y 37°C durante 18-24 horas.
Después de la incubacién se seleccionan las celdraaterianas sospechosas, en base a sus
caracteristicas morfolégicas, las cuales varidiureion del medio de cultivo usado. La seleccion
de mas de una colonia por placa podria permitidéatificacion de diferentes aislados en una

misma muestra.
7.1.4. Confirmacion de los aislados

El ultimo paso del aislamiento es confirmar quedalenias seleccionadas pertenecen al
géneroSalmonella Esta confirmacion se realiza generalmente, enguriugar, mediante pruebas

bioquimicas y, posteriormente, mediante identifiblaseroldgica.

Para la confirmacién bioquimica se suelen recogeBd 5 colonias sospechosas del
medio sdlido diferencial que se inoculan en med@apuestos como el TSI (Triple Iron Sugar) o
el LI (lysine Iron) donde dan lugar a reaccionasciristicas. Ademas, pueden utilizarse galerias
de pruebas bioquimicas comerciales como los sistekp® o Micro ID asi como sistemas

automaticos o semiautomaticos como el VITEK

La confirmacién serolégica se realiza mediante élenica de aglutinacion en porta
utilizando sueros especificos monovalentes o gelinas frente a los antigenos somaticos,

capsulares y flagelares 8almonella
7.1.5. Factores que afectan a la sensibilidad deslpruebas bacteriolégica.

La sensibilidad de las pruebas bacteriolégicas @stdicionada por numerosos factores
que hacen dificil el establecimiento de comparasoentre los resultados proporcionados por
diferentes estudios. A continuacion se detallarfdotores mas relevantes que pueden afectar a la

sensibilidad de la prueba.
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* Cantidad de muestrase ha demostrado que la sensibilidad de la praefrenta
significativamente al aumentar la cantidad de mmaesbalizada (Funlet al.,
2000). Asi, con muestras de un 1 gramo la serddilera del 9 %, mientras que
con muestras de 25 gramos la sensibilidad ascendia78 %. De igual forma,
Cannon & Nicholls (2002) describieron que a mayesgde la muestra mayor
sensibilidad de la prueba, especialmente en mgestra bajas concentraciones
deSalmonella

* Muestras individuales o mezclasl:andlisis de muestras individuales de heces de
cerdos tiene una baja sensibilidad, especialmemtengestras procedentes de
animales con infecciones subclinicas, donde laeekin de la bacteria es
intermitente y en bajas concentraciones (WilcoclS&narwrtz, 1992). Por el
contrario, el andlisis de muestras formadas porctaszde heces de animales
individuales aumenta la probabilidad de detecciénSdlmonellay ademas,
reduce el coste del diagndstico (Arnefdal., 2005). Sin embargo, este sistema
no permite una buena estimacion de la prevalendigidual ni de la distribucion
de serotipos dentro de la explotacion (Dametaal., 1999).

e Tipo de muestrasel tipo de muestras mas utilizadas para el aislaimi de
Salmonellaen granja son las heces y en matadero se utiizaontenido de
ciego y del colon y los ganglios linfaticos mesentgs. A partir de las muestras
recogidas en matadero se obtiene una sobreestimdeidalor de prevalencia de
en las granjas, debido a las infecciones que tikrgam durante el transporte y en
los corrales de espera en matadero (Hetrchl., 2003; Beloeilet al., 2004;
Gebreyeset al.,, 2004a). Por el contrario, con frecuencia se sithasia
prevalencia en la granja, cuando se determina tr pler muestras de heces,
debido a la excrecion intermitente 8almonellaen los cerdos con infecciones
subclinicas o a la existencia de portadores noirdidores (Hurcet al., 2003).
Por otro lado, Swanenburgt al. (2001) demostraron, que el origen de la
infeccion estaba en las granjas basandose en datearacion de los aislados
obtenidos a partir de heces en la granja y a padsirganglios linfaticos
mesentéricos en el matadero. Por tanto, el aistamieSalmonellaen ganglios
linfaticos mesentéricos en el matadero reflejaihfecciones de los animales
en la granja, siempre y cuando éstos no hayardsufdontaminaciones cruzadas
durante el transporte al matadero y/o en los csrdé espera.

» Protocolos de diagndstico y medios de cultivo zdtios: en los apartados
anteriores ya se ha puesto en evidencia la impoetate la utilizacion de
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diferentes protocolos de aislamiento y de mediosult/o sobre la sensibilidad
de la prueba.

« Temperatura y tiempo de almacenamiento de las maseantes del andlisidas
condiciones de conservacion de las muestras des Hao®ién pueden influir
sobre la sensibilidad de la las pruebas. O Caetodl. (1999) describieron que
los mejores resultados se obtienen cuando seaaaliprocesado inmediato de
las muestras, alcanzandose un 90 % de sensibibitadmbargo, ésta disminuye
al 85 % cuando las muestras son conservadas aldra@te 6 dias y a un 70 %

cuando se mantienen a -15°C durante 14 dias.

7.2. Métodos inmunoldgicos

Durante los Ultimos afios se han desarrollado un género de métodos de deteccion
directa e indirecta d&almonellaalternativos a los métodos de cultivo tradiciosalEstas
técnicas consumen menos tiempo que los métodoerimhdyicos tradicionales, son menos
laboriosos y mas baratos. De entre las difereresidas disponibles, las mas utilizada es el
ELISA que puede usarse tanto para la detecciomtigemos como de anticuerpos especificos

frente aSalmonella
7.2.1. Métodos inmunolégicos de deteccién de anthgs

Ente las técnicas inmunolégicas utilizadas paraddéeccion directa dé&Salmonella
destacan los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA). témmicas ELISA utilizadas para la
deteccion directa d8almonellase basan en el tapizado de las placas con am@siérente a
diferentes antigenos flagelares y somaticoSaleonellaLa lectura de los resultados se realiza
mediante un espectrofotémetro siendo esta lectaopcional a la cantidad de antigeno presente
en la muestra. Dentro de estas técnicas destaswmas totalmente automatizados como el
VIDAS® (BioMerieux).

Entre sus ventajas cuentan con que son métodol® mmneral automatizados, rapidos,
menos laboriosos que los medios de cultivo tradales y con capacidad de analizar un gran
numero de muestras. Algunos estudios describemparegemuestras de pienso y alimentos estos
sistemas tienen la misma eficacia para la detead@8almonellaque los métodos de cultivo
tradicionales (Curialet al., 1997; Uyttendaelet al.,2003). No obstante, en el caso de muestras
de heces, su sensibilidad es inferior (Fedorka-C2890). En general, cuanto mas limpia sea la

muestra mayor es la eficacia de la técnica.
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Por el contrario, entre sus inconvenientes des&checho de que continua siendo
necesaria una etapa de preenriquecimiento y/o wEmiigpiento selectivo ya que su limite de
deteccién se sittia entre®y010° UFC por ml (Blackburn, 1993) por lo que para ldiza@ion de
la prueba necesitariamos entre 24 y 48 horas. Asldm&ste limite de deteccion, la presencia de
reacciones cruzadas y el hecho de que un resufiaditivo deba confirmarse por cultivo

bacteriol6gico normal son algunas de sus otrasedémas (Maciorowsket al.,2006).
7.2.2. Métodos inmunolégicos de deteccion de antenpos

Por lo general los ELISAs utilizados para la ddtatale anticuerpos afalmonella
estan basados en el uso de antigenos somaticaggenas O y son los conocidos como LPS-
ELISA. La respuesta inmunitaria es especifica jpada antigeno O, lo que permite identificar
animales infectados por los diferentes serotipoSalmonellaincluidos en un mismo serogrupo
gue comparte antigenos somaticos mayores. En ¢onere el caso del ganado porcino se han
identificado anticuerpos especificos frente a lemogrupos B, C1, C2, D1 y E1, existiendo
reacciones cruzadas entre los serogrupos B y Dil@ebque contienen antigenos somaticos
comunes. Este hecho es utilizado en el disefiodELEEAS con el fin de poder detectar a la vez
la infeccion por los serotipos de varios serogrupeSalmonella De esta forma, mediante el
empleo de mezclas de antigenos sométicos de disreerogrupos para el tapizado de las placas
se pueden identificar los serotipos mas comunesuren especie animal o en una region
determinada. Los ELISAs que utilizan mezclas déganbs somaticos de diferentes serogrupos

para el tapizado de las placas se denominan MixEESAs.

En el caso del ganado porcino, el primer Mix-LPS$A para la deteccion de
anticuerpos especificos frenteSalmonellafue puesto a punto por Nielsen al. (1995). Este
ELISA incluye los antigenos somaticos O: 1, 4, 32/de S Typhimurium y los antigenos
somaticos O: 6 y 7 d& Cholerasuis. Tedricamente permite la detecciéantieuerpos contra los
serogrupos B, C1y D1, éste ultimo por reacciézada con el antigeno somatico 12, y se estimé
que permitia la identificacion de las infeccionassadas por el 90-95 % de las cepas de campo

aisladas de cerdos en Dinamarca (Baggetah, 1996).

Basandose en el ELISA danés, otros laboratorioarag&ron ELISAs semejantes (Van
der Heijderet al., 1998; Prowet al.,2000; Czernyet al.,2001; Chowet al., 2004) que también
incluyen los antigenos sométicos 1, 4, 5, 6, 7 y linen capacidad tedrica para identificar las
infecciones por salmonelas de los serogrupos By D1. No obstante, Van der Heijden (2001)
realizaron un estudio en el que se compararon dt2etéstentes en el mercado y encontraron

notables diferencias en la sensibilidad en funaléh test utilizado. Un resultado similar fue
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mostrado por Collazos (2008) al comparar difereMesLPS-ELISAs comerciales y dos Mix-

LPS-ELISA desarrollados en el propio laboratorio.

Un ELISA desarrollado en Holanda emplea los antigesomaticos 6 y 7 de una cepa de
S Livingstone y no dé&. Cholerasuis (Van der Heijdet al., 1998). Van der Wolét al. (1999)
determinaron que este test era capaz de identlisainfecciones causadas por el 89 % de las

cepas de campo ®almonellaisladas en Holanda.

Otra variante del ELISA danés fue la desarrolladaencia por Prouet al. (2000).
Emplea para el tapizado de las placas una mezclantigenos somaticos de los serotipos
Typhimurium, Anatum, Hadar, Infantis y Enteritidin el objeto de identificar las infecciones
causadas por el 100 % de las cepas aisladas em.cBmpeoria, permite la identificacion de los
serogrupos B, C1, C2, D1y E1. Sin embargo, otutsras han sefialado que la inclusion de un
elevado numero de antigenos somaticos lleva consigo disminucion de la sensibilidad y
particularmente de la especificidad de la pruela gparicion de resultados erraticos (Lo Fo
Wong & Hald, 2000; Collazos, 2008).

Por lo general, en la mayoria de los ensayos sgcol se emplean muestras de suero.
Sin embargo, en estudios a gran escala como los geograma de control nacional, la recogida e
identificacion de muestras de suero en todos losades sacrificados es complicada. Para
solventar esto, se recurre al analisis de muegd&gisgo de carne que son mas faciles de recoger.
Este método ha sido aplicado para la monitorizadérnSalmonellaen el ganado porcino
(Mousinget al., 1997). El jugo de carne se obtiene tras un prodesoongelacion y posterior
descongelacion de una porcién de diafragma y/o mhdigsternomastoideo. Aunque los titulos de
anticuerpos del jugo son ligeramente inferioressadel suero, si se utiliza una menor dilucién
existe una elevada concordancia con los resultpdmsorcionados por el suero con el Mix-
ELISA (Nielsenet al.,1998).

Los anticuerpos se detectan durante 3-4 mesektiafeccion porSalmonella(Van der
Gaaget al.,2001). Esto permite que los ELISAs sean de utligara la deteccion de animales
que han estado en contacto con la bacteria y gedepuser eliminadores intermitentes o
portadores latentes que en el momento del muestrestén excretando la bacteria y, por tanto,
animales que no se detectarian por analisis balétgico. Por otro lado, se ha descrito que el
tiempo que transcurre entre la infeccién $aimonellay la aparicion de anticuerpos puede variar
de una a unas pocas semanas en infecciones expiliese(van Winseet al., 2001a; Lo Fo
Wong et al., 2004b; Collazos, 2008) y hasta dos meses en infeex naturales (Kranket al.,
2003). Este hecho implica que en etapas iniciadela dnfeccion animales positivos por analisis

bacterioldgico no sean detectados por serologia.

63



Revision bibliografica

Otros factores que pueden afectar a los resultdeloELISA son el serotipo implicado,
ya que no todos tienen la misma capacidad de indespuesta inmunitaria (van Winsenal.,
2001a; Collazos, 2008) o fallos en la seroconvarsigando no se produce respuesta inmunitaria
independientemente del serotipo implicado. Estehdepodria explicarse en parte por la
resistencia de algunos cerdos a la infeccion (viamBnet al.,2002) y se estima que ocurre en el

1-2 % de los cerdos, aunque es dificil de cuaatifiblielseret al.,1995).

La inmunidad pasiva es otro factor a tener en eyerg que los anticuerpos maternos
pueden permanecer hasta 8 o 10 semanas, lo qugataal que los cerdos de corta edad puedan

ser seropositivos sin estar infectados.

La determinacion de la sensibilidad y especificidiel los Mix-ELISA es bastante
compleja ya que depende del serotipo implicadolodeantigenos utilizados para tapizar las
placas y del punto de corte empleado en la téch@maando como prueba de referencia el cultivo
bacterioldgico, varios estudios experimentales tratado de estimar estos parametrgs
general, existe discrepancia en cuanto a la coanor@ de los resultados obtenidos por
bacteriologia y serologia. Existen estudios quecriEmn una elevada correlacion entre la
serologia y la excreciéon fecal del patégenos (Miekst al., 1995; Christensewt al., 1999;
Sorenseret al., 2004), mientras que otros sefialan la falta dei@séo entre ambas técnicas
(Botteldoornet al.,2003; Caset al.,2004; Collazos, 2008).

Por lo general, los valores de sensibilidad y afipietad estimados en las granjas son
muy superiores a los determinados a nivel indilidye que existe una gran variabilidad en la
respuesta serologica de cada animal (Niettesl., 1995; Mousinget al., 1997). La mayoria de
los autores coinciden en sefialar que las técnidet@ccion de anticuerpos estan particularmente

indicadas para la deteccion de estos anticuerposlectivos animales.

En estudios experimentales, se describe que libsietasl y especificad de la técnica se
aproxima al 100 % (Nielseret al., 1995). Sin embargo, estos valores pueden variar
considerablemente cuando se evallan a nivel deccéidgris, 2003). Entre las posibles causas
de esta discrepancia cabe destacar la poca conc@dentre los antigenos utilizados para el
tapizado de las placas y los serotipos que puedtar @volucrados en la infecciéon en el
momento del muestreo, asi como las menores ddsistantes que habitualmente se dan en

condiciones de campo comparadas con las utilizef@erimentalmente.

Otro factor que afecta de forma fundamental anaibdidad y especificidad de la técnica

es el punto de corte utilizado. Se puede usar ntogle corte mas estricto cuando lo importante

64



Revision bibliografica

sea la sensibilidad de la prueba o, por el cowtratilizar un punto de corte méas elevado cuando

se pretenda dar una mayor importancia a la espielcifi.

Lo Fo Wong & Hald (2000) estimaron que la sengibii a nivel de rebafio era de un
90 % vy la especificidad del 30 % para un punto atéecdel 10 % de DO, mientras que para un
punto de corte del 40 % de DO la sensibilidad da veducida a un 50 % vy la especificidad
aumentaba a un 80 %. Como hemos sefalado anteni@rrestos parametros varian en funcion
del serotipo implicado en la infeccidn. Asi, parapunto de corte del 40 % de DO, cuando los
cerdos de una granja estan infectados &nTyphimurium estos parametros mejoran
considerablemente, de modo que la sensibilidadas®mdel 90 % y la especificidad del 80 %,
mientras que si los cerdos estan infectado cors aootipos, para un mismo punto de corte del
40 % de DO, la sensibilidad esta en torno al 20 & gspecificidad en torno al 95 %. Este
hallazgo probablemente refleja diferencias en [sac@ad de colonizacién e invasion o en la

inmunogenicidad de los diferentes serotipos.

Existen estudios que indican que la infeccion pgureos de los serotipos del serogrupo
C1 no necesariamente inducen anticuerpos detestatddiante Mix-LPS- ELISA. Asi, Collazos
(2008) empleando el punto de corte recomendadolpa@rogramas control fueron incapaces de
detectar seroconversion en los cerdos experimeataéminfectados coB. Rissen. Este hecho
cuestiona la utilidad de estas técnicas para kcdéin de infecciones por serotipos3tgmonella

con poca capacidad de invasion en el ganado porcino

En cuanto a factores que pueden afectar a la detegiby a la especificad de la técnica
también cabe destacar el fenémeno de reaccioneadas, que se relaciona con la presencia de
anticuerpos no especificos frentS&amonella producidos como respuesta a otras enterobacterias

0 a bacterias no viables presentes en el piensaff{(@ial.,2002).

Como conclusion podemos indicar que los estudiosdgcos son especialmente (tiles
para la deteccién de granjas de cerdos con unadelgwevalencia déalmonellaasi como para
la deteccion de cambios y tendencias en estudigstiminales (Nielseet al., 1995; Christensen
et al.,1999; van der Wolét al.,2001b).
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8. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EN Salmonella

El descubrimiento de la penicilina en 1929 por Aleder Fleming abri6 la era de la
terapia antibidtica, siendo uno de los acontecitoeenmés importantes del pasado siglo. La
historia médica y particularmente la historia dedafermedades infecciosas ha estado marcada, a
partir de ese momento, por el continuo desarrollonteoduccién de nuevos y potentes
antimicrobianos. El mal uso y/o abuso que se hizael® de estas drogas, no solo en medicina
humana y veterinaria sino también como promotoeegrdcimiento en producciéon animal, ha
creado una enorme presion de seleccion para eirdiésale resistencias bacterianas (WHO,
2000). La emergencia y diseminacion de resisteraidisnicrobianas en bacterias de caracter

zoonotico comdalmonellaes particularmente alarmante debido a su impacsakd pablica.

Aunque las primeras cepas 8almonellaresistentes a antimicrobianos se detectaron en
torno a 1950, hasta los afios 80 las cepasSalenonellano tifoideas eran consideradas
microorganismos relativamente sensibles. Sin enohaeg la década de 1990 la resistencia a
antimicrobianos ersalmonellase extendié de forma notable (Cormiaral., 1998; Anguloet
al., 2000). La aparicion de bacterias resistentes n@nbbianos constituye, igualmente, un
grave problema para la medicina veterinaria altéimias opciones terapéuticas y/o profilacticas

frente a determinadas infecciones.

8.1. Aspectos generales de la resistencia antimibiana
8.1.1. Mecanismos de resistencia

Se dice que una bacteria es sensible a un antincim cuando éste es capaz de inhibir
su multiplicacion y, consecuentemente, es capamdiolar la infecciéon en un hospedador. Por
el contrario, una bacteria se considera resisgente antimicrobiano cuando la concentracion que
éste alcanza en el sitio de infeccion no es lockufiemente elevada como para inhibir la

multiplicacién o matar a la bacteria (Witte & Klad999).

Desde el punto de vista molecular y bioquimicoterigres mecanismos principales por
medio de los cuales las bacterias sensibles pukigm a ser resistentes a los antimicrobianos.
Uno de ellos es la inactivacion enzimatica o modiion del antimicrobiano. Este mecanismo de
resistencia es de gran importancia en la resistemeintimicrobianog-lactamicos. Hasta ahora,
se han descrito mas de B@actamasas de las cuales las denominadas TEM ysBSias mas
frecuentemente encontradasSaimonellgMedeiros, 1997; Massova & Mobashery, 1998).
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Otros mecanismos de resistencia se basan en land@én de la concentracion
intracelular del antimicrobiano debido a una mepermeabilidad de la membrana externa
(Quintiliani et al.,1999) o a la existencia de mecanismos de eflijgcadien documentados en

el caso de la resistencia a tetraciclinas (Rob£986).

Finalmente, la resistencia antimicrobiana puedeeideba cambios en el sitio diana de
actuacion del antimicrobiano en la célula bacteride forma que el antibiético no la reconozca o
no pueda actuar adecuadamente sobre ella. Un frraple de este mecanismo es la resistencia a
fluoroquinolonas (Wiedemann & Heisig, 1994; Hood€99).

Estos mecanismos de resistencia, a excepcion désrainucion de la concentracion
intracelular del antimicrobiano a consecuencia afalios en la permeabilidad de la membrana,
estan codificados en genes de resistencia, quespiss transmitidos de unas bacterias a otras,
tanto vertical como horizontalmente a través denetgos genéticos mdviles (Hall & Collis,
1998).

8.1.2. Resistencia natural y resistencia adquirida

La resistencia antimicrobiana no es exclusivamantéenémeno derivado de la era de la
antibioterapia. Existe, en las poblaciones bactasauna resistencia antimicrobiana natural o
también denominada intrinseca, tratdndose de wmaepiad innata de ciertos organismos que se
basa en la ausencia del sitio diana de actuacémla presencia de mecanismos de resistencia de
baja expresion (Smith & Lewin, 1993; Paulseh al., 1996). Un ejemplo de este tipo de
resistencia es la resistencia a vancomicinesherichia coliun fenédmeno que se explica por el
hecho de que la vancomicina es demasiado grandegpaar a través de los canales de porinas de
la membrana externa de este género bacteriano.

Sin embargo, la gran mayoria de las resistencieteti@mnas son resistencias adquiridas,
consecuencia de la presion selectiva, combinac#étadcantidad y del tiempo de uso de los
antimicrobianos en un area especifica (Levy, 1997)con una repercusion mucho mas
significativa en la salud publica. Estas resis@mcadquiridas pueden originarse como
consecuencia de mutaciones en el cromosoma bactarigor la adquisicion de nuevo material
genético transferido desde otras poblaciones haoctsr. En laFigura 5 se muestran los

principales mecanismos de resistencia asociadusdda resistencia intrinseca como adquirida.
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RESISTENCIA INTRINSECA | | RESISTENCIA ADQUIRIDA |
| Mutaciones | | Adauisicion de genes |
*  Ausencia de sitio diana e Alteracion del ¢ Inactivacion
e Sitio diana con baja sitio diana enzimatica
afinidad e Alteracion del
e Baja permeabilidad sitio diana
e Mecanismos de eflujo ¢ Mecanismos de
activo eflujo activo

Figura 5. Principales mecanismos de resistencia asados a la resistencia intrinseca y adquirida.
Fuente: EFSA, 2008b

Mientras que los mecanismos de resistencia adqairgtan distribuidos en una gran
variedad de bacterias, los mecanismos de resiataridinsecos parecen ser especificos de género
y especie.

Como hemos indicado, la resistencia adquirida espuopiedad especifica de una cepa
bacteriana, que puede deberse a mutaciones enoelogmma bacteriano, en genes son
fundamentales para la accion del antibiético. Laaecidn es un mecanismo espontaneo que
ocurre durante la replicacién, con baja frecuencigue da lugar, en general, a cambios
estructurales en el cromosoma bacteriano. Estasciones pueden ser rapidas y profundas, pero
en la mayoria de los casos son escalonadas y letta® es el caso de la resistencia a
quinolonas. Por lo general, estan basadas en dlicahe una o varias pares de bases que se
traduce en una pequefia modificacion en la secueeiaminoacidos codificados por el
correspondiente gen. Esta alteracion de la seaudretuentemente no tiene influencia en la
actividad bioldgica pero modifica la sensibilidddagente antimicrobiano (Alekshun & Levy,
2000; Quintilianiet al., 1999). Es importante sefialar que normalmente &ni&nobiano no
influye en la aparicién de estas mutaciones, salvalgunos grupos como las quinolonas. El
principal papel de antimicrobiano es el de selewidos mutantes resistentes, al ser las bacterias
sensibles rapidamente eliminadas en su presencia.

Aunque este tipo de resistencia es importanteiesjo de diseminacion horizontal es

mucho menor que en el caso de la resistencia adguairconsecuencia de la presencia de genes

68



Revision bibliografica

especificos de resistencia procedentes de otrasisrgos, particularmente cuando estos genes de
resistencia estan asociados a elementos genétigaidesn(Alekshun & Levy, 2000; Bennett,
1995).

8.1.3. Transmision de genes de resistencia

Se ha descrito que los genes de resistencia puatiEmeambiarse entre poblaciones
bacterianas e incluso pasar a células de mamif@msrvalin, 1995; Courvalin, 1996; Davies,
1998). La rapida diseminacion de genes de resistemire poblaciones bacterianas se debe,
principalmente, a la transferencia horizontal d®®genes (Trieu-Cout & Courvalin, 1986;
Stellwagen & Craig, 1998).

Los elementos que participan en esta transfereteigenes de resistencia son los
pladsmidos, transposones e integrones. Estos elesisat transmiten verticalmente, durante la
division de la bacteria, pero también pueden tritirsende manera horizontal, de una bacteria a
otras de la misma especie o de diferentes espgcggneros, a través de tres mecanismos
principales, la transduccion, la transformaciénaycbnjugacién (Bennett, 1995; Schwarz &
Noble, 1999; Sefton, 2002).

Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosorgio® se replican y transcriben
independientemente del ADN cromosomico. Estan ptesgpracticamente, en todas las bacterias
de importancia en medicina humana y veterinarigaBwafio varia entre 2 y mas de 100 kilobases
(kb) e incluyen un material genético, que en candis fisioldgicas, es completamente
prescindible para la supervivencia de la bact&iim.embargo, suele tratarse de material genético
importante que codifica, entre otras cosas, parasigtencia a antimicrobianos (Stanisich, 1988)
pudiendo incluir uno o mas genes de resistencideSeminan plasmidos conjugativos a aquellos
que incluyen un conjunto de genes, denomin&@osjue son los responsables de que se produzca
la conjugacién de la bacteria que los hospeda @woadeptora. Ademas, pequefios plasmidos no
conjugativos que incluyen genes de resistenciaguednsferirse a otra bacteria a través de su
integracion en plasmidos conjugativos. Estos pldssconjugativos también pueden actuar de
vectores de transposones e integrones (Bennef).199

A diferencia de los plasmidos, los transposonesposeen sistemas de replicacion
independientes, necesitando estar integrados etoresccomo el ADN cromosémico o los
plasmidos. Los transposones varian en tamafo, &ntré0 kb, y estructura. Los mas pequefios
son conocidos como secuencias de insercion y soterievan un gen para la transposasa, que es
la responsable de los movimientos, permiténdoleindisse de una localizaciébn concreta e

integrarse en otra. Los mas grandes, generalnm@Evan uno o mas genes, muchos de los cuales
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codifican para la resistencia a antimicrobianoseden insertarse en diferentes posiciones del
ADN cromoso6mico o plasmidico y se pueden transtiriun plasmido a otro o de un plasmido al

cromosoma, proporcionando una notable movilidazba&yénes de resistencia que incluyen.

Otro importante vehiculo en la adquisicion de getesesistencia son los integrones,
elementos genéticos moviles que se pueden encentglasmidos, en transposones o integrados
en el cromosoma bacteriano y que acumulan una oaibn de genes, particularmente genes de
resistencia (Bennett, 1999). Entre los genes idokien los integrones se encuentra un iggh,
que codifica una recombinasa sitio-especifica colaocomo integrasa que permite que el
integron se inserte y se escinda del sitio dial#spdo, transposon o cromosoma), y promotores
para la expresion de genes de resistencia, coiiade inserciondttl) para los casetes de genes
de resistencia constituidos por un gen carentea®gior y un sitio especifico de recombinacién
denominado elemento 59 pb o siitC (Recchia & Hall, 1997). Los integrones tambiéngeus
genes que codifican para la resistencia a sulfer{@lall) y a detergentes (QasHk) y un marco
abierto de lectura con funciéon desconocida (OrfByi{ & Schmitz, 1999). En resumen, los
integrones son elementos genéticos especificotiaeresponsables del reconocimiento, captura
y expresion de casetes (Rowe-Magnus & Mazel, 2BQ&; & Schmitz, 2004).

La transferencia de estos integrones ocurre asm@d@@&ecombinacion especifica de sitio y
se ha visto que cruza barreras de especie (Berl®®9). Esta diseminacion de la resistencia
antimicrobiana entre diferentes especies a tra@éstegrones es preocupante, ya que permite que
las resistencias provenientes de gran numero detefiepueda ser transferida a bacterias

patégenas com8almonella

En aislados clinicos multirresistentes Salmonellase han detectado integrones que

incluyen casetes con resistencia a 8 antimicroBidiferentes (Naaat al.,2001).

Hasta este momento, se han descrito cinco claseseggones (Rowe-Magnus & Mazel,
2002). Los mas frecuentes son los integrones de dlaeguidos de los integrones de clase 2 que
estan, respectivamente, asociados a transposonks fdmilia Tr8 y Tn7 (Rowe-Magnus &
Mazel, 2002; Fluit & Schmitz, 2004). Este tipo déegrones se han detectado principalmente en
enterobacterias gram negativas, aunque tambiéraseehcontrado integrones de clase 1 en
algunas bacterias gram positivas (Fluit & Schn#t04; Rowe-Magnus & Mazel, 2002; Correia
et al,, 2003). En la actualidad, los integrones se corsidés principales responsables de la
acumulacion y diseminacioén recientes de genesdigteacia en el genoma bacteriano, habiendo
despertado gran interés por su implicacion en &stencia a nuevos antibiéticos como las
cefalosporinas de amplio espectro, carbapenémigagplonas. También se han relacionado con

la seleccion y dispersion epidémica de clones dermiéhadas especies bacterianas como
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Salmonella entericaEs particularmente importante la capacidad dentegrones para generar
estructuras formadas por la asociacion de divemementos genéticos de resistencia y/o

virulencia.

Como hemos sefalado anteriormente, la transferelecigenes de resistencia se realiza
esencialmente por tres vias: transformacion, tkwdn y conjugacion (Bennett, 1995; Schwarz
& Noble, 1999; Sefton, 2002).

La adquisicion de genes de resistencia por tramsfcion consiste en la captacion de
ADN desnudo por la célula bacteriana. Aunque esttenal genético puede ser incorporado de
forma natural, generalmente el proceso es masesfii cuando la bacteria se vuelve
“competentk bajo condiciones quimicas y fisicas particulg@auret al.,1996; Davison, 1999).
La transformacion es el mecanismo mas frecuentetdeduccion de plasmidos en la célula
hospedadora en condiciones de laboratorio. Sin opén vivo, la transformacion es un

mecanismo de limitada importancia en la transfésete genes (Bennett, 1995).

La transduccion consiste en la transferencia de ARBeno a una célula receptora u
hospedadora a través de bacteriéfagos. La trarsmig genes de resistencia mediante fagos no
es un mecanismo muy comun. Por un lado, la tragsiluesta fuertemente ligada a la cantidad
limitada de ADN que puede ser empaquetada en @ yagdemas, se requieren receptores

especificos para el ensamblaje de los fagos emelzarcélula hospedadora.

La conjugacion es uno de los mecanismos de tramsfier horizontal de material genético
mas reconocidos. Consiste en la transmisién didetan plasmido conjugativo o un transposén
de una bacteria donante a una receptora (Ben®88#,).1Para que la conjugacion se lleve a cabo
de forma efectiva es necesario el contacto enttegaamélulas. En los microorganizmos gram
negativos participa en el proceso upilis conjugativd a través del cual se produce el
intercambio de material genético. En los microoig/ans gram positivos parece jugar un papel
fundamental la produccién de pequefios péptidognigrados feromonas, por parte de la célula
receptora. Estas moléculas inducen la formaciéradieesinas en las células donadoras que
favorecen el contacto entre ambas células. La ganjan es considerada como el mecanismo
mas importante en la propagacion de genes deamsigtentre bacterias de diferentes especies y
géneros que comparten un mismo habitat como spielay las mucosas del aparato digestivo,

del respiratorio y del genital.
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8.2. Uso de antimicrobianos en produccién animal

Mientras que en medicina humana el uso de antimimmos es fundamentalmente
terapéutico, en medicina veterinaria han sido usada tres objetivos claramente diferenciados,

terapéuticos, profilacticos y como promotores detimiento (Schwaret al.,2001).

El uso terapeltico y profilactico incluyen la wilcion de antimicrobianos para el
tratamiento, control y prevencion de infeccionestdéi@anas en los animales siendo las drogas

empleadas con estos fines las mismas o muy simidales empleadas en medicina humana.

El uso terapéutico de los antimicrobianos se efecton el objeto de controlar una
infeccion bacteriana existente. Segun el nimerndwales a tratar o del tipo de produccion, este
tratamiento puede ser individual, como el que sdiz@ en animales de compaifia donde los
antimicrobianos son administrados de forma orabhremteral. Sin embargo, en muchos casos,
cuando es necesario tratar a un grupo numerosaidelas como es el caso de la produccion
porcina y avicola, el tratamiento individual de Byimales es impracticable. En estos casos, se
suele realizar un tratamiento de todo el grupo sy datimicrobianos son administrados en el
pienso o en el agua de bebida. La aplicacién sime#t de antimicrobianos a un grupo de
animales cuando algunos presentan sintomas demenfad se conoce como metafilaxis. El
objetivo de este tipo de tratamientos es evitalidaminacion de la enfermedad a la totalidad del
grupo (Schwarzt al., 2001). Sin embargo, a este respecto, es importaitalar que algunos
trabajos apuntan que el uso de antimicrobianosrsstmEidos en el pienso, es decir, el tratamiento
masivo de los individuos, es un factor de riesgoapa aparicion de cepas resistentes. En
contraposicion, el tratamiento individualizado ngane un riego tan elevado (Dunlep al.,
1998).

Por el contrario, la profilaxis es una medida esislamente preventiva que puede
realizarse tanto en grupos de animales como deafdmdividualizada. La administracion
profilactica de los antimicrobianos se hace imprelle en determinados momentos de la vida
del animal, como pueden ser el destete en produgditina o el final de lactacion en vacuno de
leche y en determinadas circunstancias como lalendecanimales de diferentes procedencias o
el transporte. Coincidiendo con esas circunstandias animales son, generalmente, mas
receptivos a las infecciones y la profilaxis estégidia a evitar estas infecciones (Schweral.,
2001).

La administracion profilactica de antimicrobianas $ido muy criticada por su posible
contribucién en la seleccién de bacterias resisgeptel fomento de la diseminacion de genes de
resistencia (Schwaet al.,2001).
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A este respecto, ain mas controvertido ha sidosel de los antimicrobianos como
promotores de crecimiento en animales de producd®neste caso, los antimicrobianos son
administrados en bajas concentraciones, concemexi subterapéuticas, con el objeto de
acelerar la ganancia de peso y mejorar los indié®stransformaciéon de los alimentos.
Recientemente, en un esfuerzo por frenar el ddlead® resistencias bacterianas, se han tomado
una serie de medidas a nivel de la UE que culmmaom la retirada del mercado de todos los
antimicrobianos usados como promotores del crenbmien produccién animal en enero de 2006
(Reglamento (CE) 1831/2003). No obstante, continitiizandose en los EE.UU. y en otras

partes del mundo.

El uso deB-lactdmicos y tetraciclinas como promotores deioriento esta prohibido en
Europa desde 1975, por el contrario, en EEUU sigu#izandose en la actualidad. En 1996,
también a nivel europeo, se prohibié la avoparcorao promotor de crecimiento y en 1999 otros

seis compuestos: tilosina, espiramicina, virgin@na, bacitracina, carbadox y olaquindox.

La prohibicion de todas estas moléculas como prorest de crecimiento fue
consecuencia de la existencia de reacciones dstemsia cruzadas con antimicrobianos
empleados en medicina humana (glicopéptidos comeafomicina o macrélidos como la
eritromicina etc...). Entre esta prohibicion y laobcion total del uso de antimicrobianos como
promotores, en Europa solo estuvo permitido el dsocuatro moléculas con estos fines:

flavofosfolipol, avilamicina, salinomicina y monéna (Comisién Europea, 2003).

Existen evidencias claras de la relacion de lomptores de crecimiento con la seleccion
de resistencias antimicrobianas. Asi, el uso decl@tetraciclina, sulfonamidas y otros
compuestos en el pienso se ha relacionado correlmento de aislados & Coliresistentes en
cerdos de cebo (Dunlggt al., 1998). Hay numerosos estudios que revelan unnver® en los
niveles de resistencia antimicrobiana tras la thiogion de ciertos compuestos como promotores
del crecimiento. Entre estos se encuentran el omldgu y el carbadox, cuyos niveles de
resistencia en aislados #e coli procedentes de cerdos se incrementaron signifigatinte tras
su empleo como promotores (Lintenhal.,1988; Ohmaet al., 1981; 1983). Otro ejemplo a este
respecto es la aparicion de aislados de enterocesisdentes a vancomicina relacionados con el
uso de la avoparcina en cerdos (Bagel.,1997).

Si bien, existe informacién sobre el tipo de arthobianos utilizados en medicina y
produccion veterinaria, asi como la finalidad paraue son destinados, los datos acerca de la
cantidad de antimicrobianos empleados en animaesnddos al consumo humano son muy

escasos e imprecisos. A nivel Europeo, s6lo unosppaises, particularmente paises nordicos,
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Dinamarca, Noruega, Suecia, y Holanda disponen d®sdexactos (DANMAP, 2003;
NORM/NORMVET 2002; SWEDRES/SVARM, 2003; MARAN, 2002

Sin embargo, si que existen estimaciones acercafd®lades usadas de estas sustancias
para el conjunto de la UE incluida Suiza (Boatman M98). Estos datos fueron recopilados en
un informe de la Federacion Europea para la Safidadal (FEDESA, 1997). En dicho informe
se estima que en el afio 1997 se vendieron en ka &liza 10.493 toneladas de antimicrobianos,
de las cuales el 52 % fue destinado a medicina hama!| 33 % a medicina animal, mientras que
el 15 % restante se utiliz6 como promotores deditiento. Asimismo, se ha estimado que el
90 % de los antimicrobianos para uso animal, iddsilos utilizados como promotores de
crecimiento, producidos en el mundo son adminissatravés del pienso. En lo que respecta a
las especies animales, fueron utilizados principate en ganado porcino (60 %), en aves y
conejos (20 %), en rumiantes (18 %) y s6lo un 1&empled en acuicultura y en pequefios

animales.

8.3. Sistemas de vigilancia de resistencia antimapiana

Existe gran preocupacion acerca de la posibilidadtrdnsferencia de resistencias
antimicrobianas, a través de bacterias entéricas@irzas como es el caso 8almonella desde
los animales de renta hacia la poblacién humaneieRemente, en la UE en un esfuerzo por
frenar el desarrollo de resistencias bacteriargenés de prohibir el empleo de antimicrobianos
como promotores del crecimiento en produccion ahiseshan instaurado una serie de programas
de vigilancia y monitorizacién de resistenciasraiiobianas no sélo en el hombre sino también

en animales de renta.

Algunos paises, entre los que se encuentra Esphfiaonen en la actualidad de
programas nacionales de vigilancia para deterntnsensibilidad a antimicrobianos en bacterias
aisladas de animales (DANMAP, 2009; Moregtoal., 2000; SVARM, 2008; NARMS, 2007).
Ademas, el Committe for Medicinal Products for \fetay use o CVMP de la Agencia Europea
del Medicamento (EMEA) ha puesto en marcha un piiratégico 2006-2010 para controlar el
riesgo de la difusion de resistencias antimicradsapor productos veterinarios. El objetivo de
este plan es el desarrollo e instauracién de medglsge garantizen el uso correcto de

antimicrobianos en veterinaria de manera que $eregl desarrollo de resistencias.
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8.4. Resistencia antimicrobiana enSalmonella Typhimurium y otros serotipos.

Diseminacion de clones multirresistentes

Como ya hemos indicado, la salmonelosis es unasdenfermedades transmitidas por los
alimentos ampliamente distribuida en todo el mugda emergencia y la diseminacién de
resistencias antimicrobianas &almonellaconstituye un problema creciente en salud publica
(McEwen & Fedorka-Cray, 2002; Teale, 2002; Carlsnal., 2003). El tratamiento de la
salmonelosis no requiere, habitualmente, terapiimamobiana debido a la naturaleza
autolimitante de la infeccién. Sin embargo, en gess inmunodeprimidas, ancianos y nifios, asi
como en los casos de salmonelosis sistémica glaverapia antimicrobiana resulta esencial
(Ruiz et al., 2004). Ademas, algunos estudios indican que lmsos&losis causadas por cepas
resistentes pueden ser significativamente mas grgue las causadas por cepas sensibles e
incluso la duracién de la enfermedad puede ser mage et al., 1994; Travers & Barza, 2002;
Varmaet al.,2005).

Hoy en dia, se aislan con frecuencia cepas Sdémonella resistentes a varios
antimicrobianos o cepas multirresistentes siengores de ellas particularmente patégenas. Este
es el caso del clon d8 Typhimurium fagotipo DT 104 (Walkt al., 1994). Este clon se
caracteriza por poseer un perfil especifico destestia que incluye ampicilina (A), cloranfenicol
(C) o florfenicol (F), estreptomicina (S), sulfamedzol (Su) y tetraciclina (T). Diversos estudios
moleculares han evidenciado que este perfil destezgiia estd genéticamente codificado en el
cromosoma de la bacteria, en conexién con variegliones recientemente identificados (Briggs
& Fratamico, 1999).

La primera cepa con estas caracteristicas fuedaistm 1984 en el Reino Unido y
posteriormente se convirtio en endémica en el gamaduno, reservorio desde el que se extendié
a otros animales como cerdos, ovejas y pollos (fHflrest al., 1993; Threlfall, 2000). Desde
entonces, este clon se ha diseminado al hombreoyros animales (Esaket al., 2004),
caracterizandose por causar enfermedad, generalmgrave. El hombre se infecta
frecuentemente a través del consumo de productosgkn animal (Helmst al.,2005). Merece
la pena sefialar que segun los datos aportadomteroiente por los sistemas de vigilancia
instaurados en algunos paises, este fagotipo DTW&®4 Typhimurium comienza a mostrar una

disminucién en su incidencia.

Sin embargo, este perfil de MR caracteristico gmsealeS. Typhimurium DT 104 y de
fagotipos relacionados como DT U302 y DT 104b, s@xclusivo de este serotipo, habiéndose
detectado también en aisladosSl&\gona (Cloeckaertt al., 2000; Boydet al., 2002) asi como
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en los serotipos Derby, Infantis, Anatum, Mbandgké4,5,12:i:- (Vidal, 2005), lo que apunta

hacia una transmisién horizontal de la resistencia.

En general, la aparicion de fenotipos de resister@racteristicos en aislados de
diferentes serotipos d&almonella (Rissen, Derby, Wein, Kapemba o Panama) ha sido
evidenciado por diferentes autores (Gebregesl., 2000; Porrercet al., 2002; Gebreyes &
Thakur, 2005). En contraposicidon, se han descriatropes de resistencia especificos para

determinados serotipos (Carraminatal.,2004; Schroetest al.,2004).

Desde 1994, también ha aumentado la incidenciaigienaentos deS. Typhimurium
DT 104 con resistencia adicional a fluoroquinolopaefalosporinas de tercera generacion, que
son los farmacos de eleccion para el tratamiengabironelosis sistémicas en adultos y en nifios,
respectivamente (Threlfadit al., 1996; Winokuret al., 2000; Feyet al., 2000). Threlfallet al.
(1997b) propusieron que el uso de este tipo de wesips en produccién animal era el principal
responsable de la emergencia de estas resisteBoiddinamarca, el primer caso de transmision
al hombre deS. Typhimurim DT 104 a partir de productos del cexda través de la cadena
alimentaria fue descrito en 1999. La cepa idemtifc en ese brote mostraba el perfil de

resistencia ACSSuT con resistencia adicional adiguinolonas.

Numerosos trabjados han demostrado la emergencieslddos d&almonellaresistentes
a quinolonas y con sensibilidad reducida a fluohogjonas provenientes tanto de animales como
de infecciones en el hombre (Threlfall al., 1997b; Mglbaket al., 2002). Se ha descrito,
igualmente, una menor respuesta clinica a estgaslen los pacientes infectados con aislados de
S Typhimurium DT 104 resistentes al acido nalidixien un brote asociado al consumo de
productos del cerdo (Mglbak al.,1999). El hecho de que esta resistencia apareziegazion a
los fagotipos DT 104, DT 104b y DT U302 es particoiente relevante debido a la enorme
capacidad de diseminacién que han demostrado @ea&aneret al., 1999). En este sentido, el
empleo de la enrofloxacina en medicina animal sea$@ciado a la emergencia de cepas
resistentes al acido nalidixico y con sensibilidedlicida a ciprofloxacina (Threlfat al.,1997a;
Malorny et al., 1999).

En Espafia se autorizé el uso de la enrofloxacingoias, ganado porcino y vacuno en
1986, afio a partir del cual se han detectado fréemente aislados d8almonellacon estas
caracteristicas, especialmente entre los serddpdar y Virchow identificados principalmente en
aves (Cruchagat al., 2001; Useraet al., 2002). Se ha propuesto que este hecho podria ser
consecuencia de las diferencias en el modo deaapit de la enrofloxacina en las distintas
especies animales ya que, mientras que en produpcitina la enrofloxacina se utiliza como

inyectable, en avicultura se emplea incorporadaiesiso, como premezcla, o al agua en forma
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soluble. La posible aparicion en el mercado de #gtede preparados en produccion porcina

podria contribuir a disparar el porcentaje de didaesistentes.

Las cefalosporinas, en especial las de tercerarggar o de amplio espectro, son
antimicrobianos de eleccion en el tratamiento de dalmonelosis invasivas en el hombre,
especialmente en nifios, donde el uso de fluorotprias esta contraindicado debido a sus efectos
adversos (Bryan & Scheld, 1992; Cheruétral., 1986). En este sentido, un aspecto preocupante
es la creciente aparicion de cepas resistentefatoggorina de tercera generacién como la
ceftriaxona y el ceftiofur, tanto en aislados dgem animal como humano (Winoket al., 2000;
Rankinet al.,2002).

Respecto al fagotipo DT 193 & Typhimurium, investigaciones realizadas en ehRei
Unido han demostrado que es un fagotipo heterogémeonuchos clones y lineas de hibridacién
distintas (Baquaret al., 1994). Su fenotipo de resistencia mas comin esSAT$ se ha
relacionado con aislados de origen porcino (Hamptaal., 1995). Se han identificado brotes de
enfermedad en el Reino Unido causados por estdigagDT 193 (Thorntoret al., 1993) v,
particularmente, brotes asociados al consumo dguptaos derivados del cerdo (Maguetal.,
1993).

La variante monofasica de& Typhimuriun, S 4,5,12:i;-, aparecié6 y disemind
rapidamente, adquiriendo relevancia entre losduasladentificados en los casos de salmonelosis
en el hombre en 1997. Esta variante monoféasicadbaasociada a reservorios porcinos (Echeita
et al., 1999; Cruchaget al., 2001) y se ha relacionado con un fenotipo de tergifa concreto
gue incluye el casete tipico 8eTyphimurium (ACSSuT) con resistencia adiciongkeatamicina
y apramicina. Se ha propuesto que estas resissepeodrian ser una caracteristica intrinseca de
esta variante monofasica (Gueetal.,2000; De la Torret al.,2003).

En general, debemos sefialar que no se conoce emecsi la amplia difusion de cepas
de Salmonella multirresistentes es el resultado del uso inadéxude antimicrobianos en
medicina y produccion animal, de la diseminacid@nal de ciertas cepas multirresistentes o de

una combinacion de ambas opciones.

Es cierto que la resistencia a los antimicrobiamés usados en medicina y produccion
animal es muy comun y que el uso veterinario denégrbbianos puede seleccionar organismos
resistentes y facilitar su propagacion. Sin emhaagobién es conocido que muchos de los genes
de resistencia de bacterias gram negativas estalizledos en integrones y que los integrones de
clase 1 estan ampliamente difundidos entre difesesérotipos d8almonella especialmente en
el serotipo Typhimurium (Gueret al.,2000, Randalét al.,2004; Whiteet al.,2003).
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Leverstein-van Halkt al. (2003) demostraron la existencia de una reladigmificativa
entre la multirresistencia y la presencia de imBgs en aislados de la familia
EnterobacteriaceaeAdemas, las cepas multirresistentes en las qudetetaron integrones
tenian una mayor facilidad para adquirir geneseadgstencia adicionales en comparacion con
otras con el mismo patrén de resistencia pero quer@ésentaban integrones. Este hecho sugiere

que la presencia de integrones facilita la adgdiside otros genes de resistencia.

Ademas, el uso de antimicrobianos no explica elq@érse encuentran marcadas
diferencias entre los patrones de resistencia stentdis serotipos que han estado expuestos a la
misma presion selectiva. Van Duijkerehal. (2003) propusieron que quizds este hecho podria
explicarse por caracteristicas particulares dedpss multirresistentes y por presiones selectivas
diferentes del uso de antimicrobianos. Mireidal. (1999) demostraron que el gesopE que
codifica para una proteina que participa en la didra bacteriana de las células del epitelio
intestinal, estd presente en cepas multirresistetieediferentes fagotipos & Typhimurium
asociados a ganado vacuno, sugiriendo una transfarborizontal de este gen entre diferentes

aislados de este serotipo.

Otro argumento en contra de que el uso indiscridiinde antimicrobianos es el Unico
responsable de los incrementos en los niveles sisteacia bacteriana es el hecho de que la
resistencia a ciertos antimicrobianos se haya delsato en ausencia de presion selectiva. Asi, se
ha descrito resistencia a furazolidona en aislatibdos serotipos Enteritidis y Paratyphi B
variedad Java procedentes de humanos y pollosriteriaidad a la introduccion de esta droga
en medicina veterinaria. Van Pelt al. (2003) han sugerido que el alto nivel de resisteac
furazolidona es consecuencia de la diseminaciamtideS Paratyphi B variedad Java. Por otro
lado, Gebreye®t al. (2006) en un estudio comparativo realizado cofadis deSalmonella
procedentes de explotaciones porcinas convenciogale explotaciones porcinas en las que no
se emplean antimicrobianos, demostraron que lsteesia antimicrobiana era mas comun en las
granjas donde se usan rutinariamente antibiotinoogwe se detectaron aislados multirresistentes
de Salmonellaen las explotaciones libres de antimicrobianogjr&ndo que factores de riesgo
distintos a la presion selectiva marcada por eirécriobianos permiten la permanencia de cepas

resistentes.
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8.5. Determinacién de la sensibilidad antimicrobiaa

Existen diferentes pruebas o métodos para la detecion de la sensibilidad de un
determinado microorganismo a los antimicrobianosstaE pruebas clasifican a los
microorganismos en tres categorias: sensiblegymiathos y resistentes. Un resultado sensible
significa que la infeccibn causada por ese orgamipoede ser apropiadamente tratada con las
dosis habituales del antimicrobiano estudiado, trasnque cuando el resultado es resistente, el
organismo no seria inhibido por el antimicrobiarilasadosis habituales o lo que es lo mismo, el
microorganismo dispone de mecanismos de resisteantsa ese determinado antimicrobiano. La
categoria de sensibilidad intermedia incluye mimganismos que son inhibidos por
concentraciones del antimicrobiano que estdn mrganas a las alcanzadas en el plasma, por lo
que pueden responder pobremente a la terapia. &emoria, ademas, implica que ese
antimicrobiano puede ser usado si la infeccion kstdlizada en un lugar del organismo en el
cual se encuentra mas concentrado de forma fige@dpor ejemplo, las quinolonas en el tracto
urinario), o bien en aplicaciones locales. Tamipéede ser utilizado en concentraciones mas
elevadas que las recomendadas de forma habiteahpse que la toxicidad del farmaco lo

permita.

La Tabla 5 muestra las técnicas mas frecuentemente utilizadata realizacion de

estudios de sensibilidad antimicrobiana y sus yan&inconvenientes mas destacables.
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Tabla 5. Métodos més frecuentes para el estudio ¢k sensibilidad antimicrobiana y sus principales

ventajas e inconvenientes
Métodos

Difusion en agar
(Técnica de S, I,R°
Kirby-Bauer)

Dilucién en agar S, IR

Dilucién en caldo
(macrodilucién y S, IR
microdulicion)

E-test S, IR
Métodos

i S, ILR
automatizados

Categorias

CMP(ug/ml)

No

Si

Si

Ventajas Inconvenientes

. ) Limitada a organismos
Sencilla, de bajo coste, o o
. ) de crecimiento rapido
facilmente interpretable. .
Yy no exigente.

Permite analizar

numerosos aislamientos a .
Requerimiento de
la vez, detecta L
o . mucho trabajo técnico
crecimientos heterogéneos,
. _ y lenta.
permiten el estudio de

organismos fastidiosos.

Flexibles, permiten el Dificultad para

estudio de organismos detectar

fastidiosos. contaminaciones.

Réapida, sencilla, lectura
directa de la CMI en

ng/ml, permite estudiar
] . Coste
microorganismos con

requerimientos especiales

(fastidiosos).

) o Alto Coste, no
Manipulacién facil y
S adecuados para el
répida (ideales para )
. estudio de
grandes volimenes de ) )
] B microorganismos con
trabajo), facilita la o
5 o requerimientos
obtencidn de estadisticas. )
especiales.

3CMI: concentracién minima inhibitori&S: sensible, I: intermedio, R: resistente.
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8.5.1. Método de difusion en agar (Técnica de KirbBauer)

También denominado método de difusion de discd pseedimiento mas generalizado
para la determinacion de la sensibilidad antimienad. Para la realizacion de esta técnica, una
suspensioén bacteriana estandarizada del microsrgareén estudio es inoculada en la superficie
de una placa de agar (Mueller-Hinton o Mueller biintsuplementado con sangre para
microorganismos con requerimientos especialesedalrual se colocan discos impregnados con
una concentracion conocida de antimicrobiano. Dierémincubacion el antimicrobiano difunde
radialmente a través del agar creando un gradéntmncentracion alrededor del disco. A partir
de un punto determinado, la concentracion del aoiniano ya es incapaz de inhibir al
microorganismo en estudio. El didmetro del &reaintébicion alrededor del disco permite
clasificar a los aislados como sensibles, interosed resistentes, de acuerdo a las tablas
publicadas por dlacional Committee for Clinical Laboratory Standsu@CCLS). Si la técnica
se realiza de forma correcta las categorias selaociwnan muy bien con las obtenidas por otros

métodos.

La sencillez de esta técnica junto al relativo lmajste de los reactivos y la no necesidad
de equipos especiales para su aplicacién hacesegugna de las mas frecuentemente empleadas.
Sus principales limitaciones son que Unicamenteéntpretable para microorganismos de
crecimiento rapido y no exigente y que no perniiteioer datos exactos de concentracion minima
inhibitoria (CMI).

8.5.2. Método de dilucion

Los métodos de dilucion se utilizan para la deteation de la CMI o minima
concentracion de un antimicrobiano que es capanhdeir la multiplicacién bacteriana, siendo
ésta la mejor medida para evalirawitro la sensibilidad antimicrobiana. Ademas de la Caél,
determinan los valores de inhibicién que englodd&0&%6 y al 90 % de las cepas de una especie,
CMlsg y CMlg,, respectivamente. En los métodos de dilucién,aigsntes antimicrobianos se
analizan en un rango de diluciones de factor das,dgben incluir concentraciones que permitan
discriminar las diferentes categorias de sensibl'ermedio y resistente. Este rango de

concentraciones probado debe incluir también gjoa@sperado para la CMI de las cepas control.

Estos métodos de dilucién pueden realizarse tamtmedios en caldo como en agar,
aunque la microdilucion en caldo es el método ntifigado en los laboratorios clinicos. Varias
compafiias fabrican paneles comerciales que contigllaciones de uno o generalmente

multiples agentes antimicrobianos en un formatmieodilucion en caldo.
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Entre las ventajas que presentan los métodos deidl estan la posibilidad de
suplementar o reemplazar los medios por otros gumitan el crecimiento de microorganismos
exigentes y la posibilidad de proporcionar los ltasies tanto en términos cualitativos (sensible,

intermedio, resistente) como cuantitativos (ug/ml).
8.5.2.1. Método de dilucion en agar

En el método de dilucién en agar se emplean pldeaagar que contienen diferentes
concentraciones del antimicrobiano. Las placasisoouladas con una suspension bacteriana
estandariza y, tras el periodo de incubacion, aengma si existe 0 no crecimiento bacteriano y se
determina la CMI para el antimicrobiano. Los iné@sulpueden ser aplicados rapida y
simultaneamente a las superficies de agar utilizand aparato de replicacion del inéculo. La
mayoria de replicadores disponibles en el mercahsfieren de 32 a 36 indculos a cada placa. El
pH del agar Mueller-Hinton debe estar entre 7,2,4 a temperatura ambiente y no deben
afiadirse cationes suplementarios. El medio puedeaseplementado con un 5% de sangre de
cordero desfibrinada o sangre de caballo lisadel eraso de microorganismos mas exigentes

comoStreptococcus pneumoniae.

Las ventajas de las pruebas de dilucion en agdmyiec la reproducibilidad de los
resultados y el crecimiento satisfactorio de la onfay de organismos poco o moderadamente
exigentes, ademas de facilitar la deteccién de acoinaiciones y permitir el estudio de
asociaciones de antimicrobianos. Sin embargo, sssedtajas incluyen el laborioso trabajo
técnico que requiere preparar las placas de diluen agar, en especial cuando se valoran
diferentes antimicrobianos, y su relativamenteactigmpo de almacenamiento. Por lo general,
las pruebas de dilucion en agar no se realizamatsordtorios clinicos de rutina pero pueden ser
ideales para laboratorios regionales de refereaclaboratorios de investigacion que deben

analizar un gran nimero de cepas.
8.5.2.2. Métodos de dilucion en caldo (macrodilagidmicrodilucion)

a) Macrodilucion en caldo

Consiste en determinar la sensibilidad de una badtente a un antimicrobiano por la
interaccién de ambos en un medio liquido. Paradal@a se emplea un volimen minimo de 1 ml
de cada dilucién de antimicrobiano a la que se @flathl de la suspension bacteriana ajustada.
Tras la agitacion, cada tubo es incubado a 37°@ndeirun tiempo minimo de 16-20 horas, en
funcion del microorganismo a valorar. Es aconsejabalizar un control de pureza del in6culo
subcultivando una alicuota de la suspensién bacgen un medio sélido no selectivo. La lectura

realiza de forma directa considerandose crecimipasitivo si existe turbidez, precipitado o un
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punto de sedimentez 2mm de grosor. La CMI es la concentracion mas loalk agente

antimicrobiano que inhibe completamente el creainaielel microorganismo en los tubos.
b) Microdilucién en caldo

A diferencia de la macrodilucién en esta pruebatiigan volimenes muy pequefios, de
0,2 ml a 0,05 ml. La mayoria de los sistemas empl@avolumen de 0,1 ml por pocillo.

Para la realizacion de esta prueba se empleanspticanicrodilucion de poliestireno,
siendo las mas habituales las de 96 pocillos, i@ se preparan las diferentes diluciones del
antimicrobiano en caldo, generalmente dilucion@s d:las que se agrega el indculo de la cepa

problema. Existen placas comerciales con diferezgasentraciones de antimicrobianos.

Una placa puede contener de 7 a 8 diluciones @atlrdicrobianos diferentes. Un pocillo
se emplea como control positivo incluyendo el caldaultivo junto con el in6culo bacteriano y
otro sirve como control negativo incluyendo Unicateeel caldo de cultivo. Asimismo, debe
realizarse un control de pureza del in6culo sub@uitio una alicuota en un medio sélido no

selectivo.

El caldo Mueller-Hinton, suplementado con los a#® magnesio y calcio, se
recomienda para las pruebas de sensibilidad deoonganismos aerébios o facultativos y de
rapido crecimiento. Su pH, a temperatura ambienikehe estar entre 7,2 y 7,4. Para
microorganismos mas exigentes, coBteptococcus pneumoniag,caldo Mueller-Hinton puede

ser suplementado con sangre de caballo lisad&#. 2-

Tras incubar la placa a 37° C durante 16-20 haesealiza la lectura por observacion
directa. La multiplicacion del microorganismo seifiga por la presencia de turbidez o de un

botén de sedimento en el fondo del pocillo.
8.5.3. E-test

Es uno de los métodos mas recientes que se hanfads en el mercado y consiste en
una combinacién de los métodos anteriores. Se dimtana técnica cuantitativa en placa que
permite obtener una lectura directa de CMI, pagui® se emplean tiras plasticas impregnadas en
concentraciones crecientes de antimicrobiano iddisan una escala graduada sobre la propia

tira.
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Una de sus grandes ventajas es que resulta unlanéi@al para estudiar cualquier tipo
de microorganismo, aerobio o anaerobio, incluyeadoellos mas exigentes o "fastidiosos" o

microorganismos con requerimientos especialesguanaultiplicacion.

La cepa problema se inocula en una placa y solarseldeposita la tira del antibiético o
antibiéticos a ensayar. Tras una incubacion de4lBeZas a 35°C, se observan las placas y se
valora la zona de inhibicién, de forma elipticagdédor de cada tira. La lectura se realiza de
forma directa, anotando el punto de mayor conceidimade antibidtico en el que existe

crecimiento.

8.5.4. Métodos automatizados

Por lo general, estos métodos emplean sistemas ideditucion en caldo sobre
microplacas e interpretan el crecimiento bacterian los diferentes pocillos por medio de un
autoanalizador (mediciones por turbidez o fluoresizg o, en el caso de los sistemas mas

sencillos, por simple lectura Optica del técni¢caaés de un visor invertido de espejo.

Al estar automatizado o semiautomatizado el sista®sultan métodos ideales para
grandes volumenes de trabajo. Una de sus gramdiegdiones es que so6lo ofrecen garantia para

investigar microorganismos de crecimiento rapidmg no tengan requerimientos especiales.
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Objetivos

Los objetivos propuestos en el presente trabajesie doctoral fueron los siguientes:

1. Determinar la prevalencia bacteriolégica de |fedoidon por Salmonella entericaen las

explotaciones porcinas con cerdos de cebo en Espafia

2. Conocer los serotipos y serogrupossdémonella entericanas frecuentes en el ganado porcino

de Espafia.

3. Identificar factores de riesgo para la infeccgior Salmonella enterica&n las explotaciones

porcinas con cerdos de cebo en Espafia.

4. Determinar la frecuencia y distribucion de lasesicia y multirresistencia antimicrobiana asf
como los patrones de resistencia mas frecuentesoeraislados deSalmonella enterica

procedentes de cerdos de cebo en nuestro pais.
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e The present study confirms that swine farms in Spain

Summary

The present study is the first conducted in Spain to estimate the bacteriological
herd prevalence of Salmonella enterica in fattening units and to describe the
Salmonella serovar diversity on these farms using a sample representative of the
entire swine population. For this purpose, 10 faecal samples were collected
from 10 different pens containing pigs close to market weight in a total of 232
fattening units. Total sample size was proportionally distributed according to
the fattener census in each of the regions of the country and all the samples
were examined by culture of 25 g of faecal material. One hundred (43.1%)
farms had at least one Salmonella-positive sample (95% CI: 37-49.1%). Salmo-
nella enterica was detected in 290 (12.5%) pooled faecal floor samples (95%
CIL: 11.2-13.8%). The apparent herd prevalence of salmonellosis was similar
among multi-site, finishing and farrow to finish farms. Overall, 24 different ser-
ovars were identified, with S. Typhimurium, S. Rissen and S. Derby being the
most common both at herd and sample level. Results of phage typing were
available for the 91 isolates of S. Typhimurium. A total number of 10 different
phage types were identified, with DT 193 being the most frequent. Phage types
DT 104, DT 104b and DT U302, which have been associated with several
multi-resistant patterns, accounted for 23% and 29% of the Typhimurium total
isolates or Typhimurium infected farms respectively.

Introduction

are a reservoir of Salmonella and pig and pork products
could be a significant source of Salmonella infections as
has been proposed in other countries.

® A high diversity of serovars was found among Spanish
swine fattening units being Typhimurium the most preva-
lent one followed by Rissen, Derby and 4,5,12:i:-. All
these Salmonella serovars have been related with disease
in humans in Spain.

® A high diversity of phage types among Salmonella
Typhimurium isolates from Spanish swine farms
was detected. It’s important to remark that the most pre-
valent ones were also the most commonly detected
among human isolates of Salmonella Typhimurium in
our country.

Infection with Salmonella enterica is one of the main
causes of human gastroenteritis worldwide and over the
last decade pork and pork products have been identified
as an important source of human outbreaks of salmonel-
losis (Schwartz, 1999; Fedorka-Cray and Wray, 2000). In
1999 salmonellosis in humans was attributable to pork or
pork products in 10-15%, 14-19% and 18-23% of the
cases in Denmark, the Netherlands and Germany, respec-
tively (Hald and Wegener, 1999) while in England and
Wales, in the period 1992-1999, 32% of meat related
food-borne outbreaks were associated with pig meat and
48% of them were caused by Samonella (Smerdon et al.,
2001).
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Clinical porcine salmonellosis is a major cause of eco-
nomic loss in pig production and can be separated into
two syndromes, one associated with enterocolitis and
involving mainly S. Typhimurium and the other usually
associated with septicaemia and caused by S. Cholerasuis
(Fedorka-Cray and Wray, 2000). However, swine salmo-
nellosis has gained recognition as a public-health prob-
lem. Pigs are susceptible to a wide variety of serovars of
Salmonella and although infected pigs usually remain as
healthy carriers, sub-clinically infected pigs may excrete
Salmonella spp. in faeces or keep the bacteria in the diges-
tive tract, the closely associated lymph nodes or the ton-
sils (Fedorka-Cray and Wray, 2000). Salmonella carrier
pigs entering the slaughterhouse have been demonstrated
to be the most important sources of carcasses and prod-
ucts contamination (Bahnson et al., 2006).

In response to the ongoing need to protect the health
of consumers, the European Union (EU) is now requiring
all member states to develop monitoring programmes for
Salmonella in swine. Directive 2003/99/EC on the moni-
toring of zoonosis and zoonotic agents and Regulation
(EC) No. 2160/2003 on the control of Salmonella and
other zoonotic agents provide detailed regulations for
monitoring, and targets for reducing the Salmonella prev-
alence in pig herds. Several countries with medium or
high Salmonella prevalence among swine farms: the UK,
Ireland, Germany, Holland and particularly Denmark have
implemented Salmonella control programmes. The Danish
Salmonella Control Program was the first and started in
January 1995 with the main objective of reducing the
occurrence of Salmonella spp. in pig herds and pork prod-
ucts (Mousing et al., 1997). The key element of the pro-
gramme is a classification scheme of the herds based on a
serological survey using a mix LPS-ELISA containing the
O-antigen factors 1, 4, 5, 6, 7 and 12 (Nielsen et al.,
1995), which are in serogroups B and C1, and which were
previously determined as being the most prevalent ones
among swine farms in Denmark (Baggesen et al., 1996).
On the other hand, Salmonella Control Programs from
Sweden, Norway and Finland, countries with a low preva-
lence of infection, are based in the rejection of Salmonella
contaminated animals, feed and food products.

The development of pig production in Spain has been
spectacular. It has increased by 38% since 1997 to reach
3.3 million Tm in 2006. This is the second highest output
in the EU and pig meat exports have doubled in the last
5 years to reach almost 670.000 Tm in 2005 (data from
the Ministry of Agriculture and Livestock). In spite of the
importance of the Spanish swine industry, there is a lack
of information concerning Salmonella status in Spanish
swine farms. The aim of the present study was to
determine the bacteriological prevalence of sub-clinical
Salmonella infections in Spanish swine farms and to
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determine the most frequently isolated serovars of the
bacteria.

Material and Methods
Study design, sample size and selection of herds

The study ran from March 2003 to February 2004 and
focused on fattening units, farms that delivered slaughter
pigs and included only finishing, farrow to finish (own
production of growers in one site) and multi-site (own
production of growers in more than one site) farms. Fat-
tening units were chosen because swine salmonellosis is
particularly relevant as a public health problem and it
was decided to sample those pens containing pigs about
to be sent for slaughter.

The number of herds to be sampled was calculated using
the wiN EPISCOPE computer package (Frankena et al.,
1990), taking data from the latest available census (Decem-
ber 2002) of swine fattening units in Spain (data from the
Ministry of Agriculture and Livestock http://www.mapa.
es/es/estadistica/pags/anuario/introduction.htm). Although
there was very little documentation on the true prevalence
of Salmonella infection in Spanish swine herds at the time
of the sampling, the limited available data on our country
was used (Vidal et al., 2002; Mejia et al., 2003) and 35%
was taken as the expected bacteriological prevalence of Sal-
monella-positive farms. It was calculated that, with a 95%
CI and an absolute error of <7%, a total number of 179
farms would have to be sampled.

Total sample size was proportionally divided according
to the fattener census in each of the regions of the coun-
try (17) and within each of these regions, sample size was
again proportionally distributed according to the number
of fattening units in each of the provinces included in a
region. The Canary Islands, Balearic Islands, Madrid,
Cantabria and Asturias regions were not sampled as their
production of market pigs was <1% of the total of the
country.

Farms were selected from those affiliated to veterinary
practices or farmer organizations as well as to feed com-
panies that indicated in a previous interview that were
willing to cooperate. The number of farms sampled
within each organization was proportional to their client
base in each province, allowing those with a larger num-
ber of fattening places to participate with more farms.
The annual production of selected companies and organi-
zations represented approximately 70% of swine market
production in Spain.

Within each farm, pens were defined as sub-units of
sampling. Animals within a pen share common character-
istics such as nutrition, housing or exposure to infectious
agents (McDermott et al, 1994) that would probably

Journal compilation © 2007 Blackwell Verlag  Zoonoses Public Health. 54 (2007) 294-300 295



Salmonella enterica Infections

result in a common Salmonella infectious status. It was
decided to collect 10 samples from 10 different pens
within each herd, with a 95% probability of at least one
positive sample in a target herd with a prevalence of 25%
of positive pens. Pens were selected by practitioners from
those containing finishing swine within 4 weeks of ship-
ment using a systematic random sampling procedure.
Within each pen, a pool of approximately 25 g of fresh
faecal material (5 x 5 g) was collected from five different
locations distributed all over the pen into 100 ml sterile
flasks.

All collaborating companies and organizations were
provided with coolers containing pre-labelled flasks for
the collection of faecal samples as well as sampling forms
and instructions for sampling and sample submission.
Faecal samples were collected by practitioners on one visit
to each selected farm. Information on herd size and type
was collected as part of a questionnaire.

Microbiological examination

Each sample was investigated separately using conven-
tional bacteriological analysis with three incubation steps.
Samples were thoroughly mixed using a sterile spatula
and 25 g of faecal material were added to 225 ml of buf-
fered peptone water (Merck, Darmstadt, Germany), gently
mixed and incubated at 37°C for 18-22 h for non-selec-
tive enrichment. Selective enrichment was performed by
inoculating 0.1 ml of the buffered peptone water solution
with 10 ml of Rappaport Vassiliadis broth (Merck,
Darmstadt, Germany), followed by incubation at 41.5°C
for 18-22 h. A delayed 2-day secondary enrichment was
performed in all the samples to increase sensitivity.
Finally, 1 ul of the selective broth was plated onto the
indicative media, xylose-lysine—tergitol-4 agar (Merck,
Darmstadt, Germany) and further incubated overnight at
37°C. Plates were evaluated for typical colonies of Salmo-
nella species after 24 + 3 h incubation. Suspected Salmo-
nella  colonies were screened using indol test and
4-methylumbelliferyl caprilate fluorescence test (Mucap
test; Biolife, Milano, Italia) and confirmed as Salmonella
seeding them in Kligler Iron Agar (Oxoid, Madrid,
Spain), Lysine Iron Agar (Difco, Barcelona, Spain) and
Motility Indole Ornithine Medium (Difco, Barcelona,
Spain). One single Salmonella-confirm isolate from each
positive sample was frozen and forwarded to the National
Reference Laboratory for Salmonella and Shigella (NRLSS)
(Instituto de Salud Carlos III, Madrid, Spain) for typing.

Salmonella serogrouping, serotyping and phage-typing

All isolates were serotyped according to the Kauffmann—
White scheme (Popoff and Le Minor, 1992) using slide
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agglutination with antisera purchased from the Statens
Serum Institut (Copenhagen, Denmark) or from Bio-Rad
Laboratories (Madrid, Spain). Phage typing of S. Ty-
phimurium, S. 4,5,12:i:- and S. 4,12:i:- was performed in
accordance with the methods of the Laboratory of Enteric
Pathogens, Health Protection Agency, Colindale, London,
UK (Anderson et al., 1977).

Data handling and statistical procedure

All data were stored and analysed in Epilnfo® for Win-
dows (CDC, Atlanta, Georgia, USA). All herds with at
least one isolate of Salmonella spp. were defined as
positive and estimates of apparent prevalence of positive
samples and positive herds were calculated. An univari-
ate analysis using the chi-square test at « = 0.05 was
used to detect any association between the prevalence
of positive herds among the different regions (regions
with <8 sampled farms were not included in the analy-
sis) and the type of farm (multi-site, individual finish-
ing or farrow to finish). The correlation between the
prevalence of positive samples or herds and the total
number of fattening units or the density of fatteners
(fatteners >50 kg/km?) in each of the regions was calcu-
lated using the Pearson’s product-moment correlation
for uncategorized variables.

Results

A total of 2320 faecal pen floor specimens and 232 farms
producing market pigs and located in 12 different regions
of Spain were sampled through the study. The estimated
number of slaughtered pigs per year in each farm ranged
from 100 to 187 000 with a median of 3500 (mean
7316.6).

Salmonella spp. were recovered from 290 of 2320 faecal
floor specimens (12.5%; 95% CI: 11.2-13.8%) and 100
out of 232 farms housing fattening pigs had at least one
positive sample (43.1%; 95% CI: 37-49.1%). The number
of positive samples per positive farm ranged from 1 to 10
with a median of 2 (mean 2.9).

The apparent herd prevalence in different regions of
Spain is shown in Table 1. In particular, Castilla y Ledn,
a region located in the north-west part of Spain, showed
a lower prevalence of Salmonella-positive herds. The risk
of a herd being positive for Salmonella enterica in Castilla
y Leén was four times (OR =4.04, 95% CI: 1.54—
11.22%) lower as compared with the rest of the country
(12 =9.1; P =0.002). There was no statistical significant
correlation across the different regions between the preva-
lence of positive herds or positive samples and the total
number of fattening units or the number of fatteners
(>50 kg/kmz) in the area.
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Table 1. Apparent prevalence of Salmonella enterica at herd and
sample level obtained in bacteriological examination of faecal samples
collected in 232 Spanish farms housing fattening pigs, total number
of fattening units and density of fatteners (fatteners >50 kg/km?) in
the main pig producing regions of Spain

Positive Positive Fattening Fatteners
herds (%)  samples (%) units (%) (>50
kg/km?)

Galicia 2 (25) 7 (8.7) 24 7.8
Aragén 21 (46.6) 68(15.1) 20.7 41.9
Cataluna 26 (53) 81 (16.5) 247 73.6
Castilla y Ledn 6(15.8) 18(4.7) 1.7 12
Castilla La Mancha 12 (60) 37 (18.5) 7.5 9.6
Valencia 3(33.3) 9 (10) 5 20.7
Murcia 7 (46.7) 22 (14.6) 7.5 64.2
Extremadura 4 (36.4) 8(7.3) 7.2 16.7
Andalucia 12 (50) 24 (10) 10 1.1
Total 100 (43.1) 290 (12.5)

Most of the participating farms were multi-site opera-
tions (41.9%) while the rest were individual finishing
farms (33.3%) or part of farrow-to-finish operations
(24.8%). The apparent herd prevalence of salmonellosis
was 42%, 42.8% and 36.5%, respectively, among multi-
site, finishing and farrow to finish farms. These differ-
ences did not reach statistical significance (XZ = 4.8;
P = 0.088).

The most frequently isolated serogroups were B and
Cl, detected in 62% and 31% of the positive samples
respectively. Other serogroups identified were E1 (3.4%),
G (1.7%), C2 (1.4%), D1 (0.3%) and K (0.3%). The pre-
dominant serovar was S. Typhimurium, comprising 91 of
the isolates (31.4%), followed by 69 S. Rissen (23.8%)
and 47 S. Derby (16.2%). Altogether, a total of 24 differ-
ent serovars were detected (Table 2).

At herd level, 90% of the positive herds were infected
by Salmonella serogroups B or Cl. S. Typhimurium was
found in 38 farms (38%). Other frequent serovars were S.
Rissen, S. Derby, S. 4,12:i:-, S. 4,5,12:i:- and S. Bredeney
with 25%, 14%, 8%, 7% and 7% of the positive herds
respectively. In 66% of the farms only one Salmonella ser-
ovar was recovered while in 27% and 7% of the farms
two and three different serovars respectively were
detected.

Results of phage typing were available for isolates of
S. Typhimurium, including Typhimurium var. Copenha-
gen (Table 3), the O:5-negative variant of Salmonella ser-
ovar Typhimurium, and also for the 22 isolates of
S. 4,5,12:i:- and S. 4,12:i:-. A total number of nine differ-
ent phage types of S. Typhimurium were identified with
DT 193 being the most frequently identified (31.9%), fol-
lowed by DT 104b (9.9%). Twenty-two isolates (24.2%)
were non-typable and 6 (6.6%) were atypical or reaction
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Table 2. Distribution of Salmonella serovars isolated from 100 Salmo-
nella-positive Spanish farms housing fattening pigs

Salmonella serovar Salmonella  Positive Positive

serogroup  samples (%) herds (%)
Typhimurium B 44 (15.2) 19 (19)
Typhimurium var.Copenhagen B 47 (16.2) 21(21)
Rissen c1 69 (23.8) 25 (25)
Derby B 47 (16.2) 14 (14)
4,512~ B 12 (4.1) 7 (7)
4,12::- B 10 (3.4) 8 (8)
Bredeney B 13 (4.5) 7 (7)
Montevideo c1 12 (4.1) 5(5)
Anatum E1 7 (2.4) 4(4)
Wien B 5(1.7) 3(3)
Kedougou G 3(1.1) 2(2)
Tennessee 1 3(1.1) 1(1)
Ohio 1 2(0.7) 2(2)
Muenchen c2 2(0.7) 2(2)
Meleagridis E1 2(0.7) 1(1)
Worthington G 2(0.7) 1(1)
Agona B 1(0.3) 1(1)
Infantis Cc1 1(0.3) 1(1)
Livingstone C1 1(0.3) 1(1)
London E1 1(0.3) 1(1)
Newport c2 1(0.3) 1(1)
Hadar c2 1(0.3) 1(1)
Goldcoast c2 1(0.3) 1(1)
Enteritidis D 1(0.3) 1(1)
Cerro K 1(0.3) 1(1)

Table 3. Distribution of phage types among 91 Salmonella Typhimu-
rium isolates from Spanish farms housing fattening pigs

Phage types of S. Typhimurium No. isolates (%) No. herds (%)

DT 193 29 (31.9) 10 (25)
DT 104 6 (6.6) 5(12.5)
DT 104b 9(9.9) 3(7.5)
DT Usoz 6 (6.6) 3(7.5)
DT 23 6 (6.6) 1(2.5)
DT 208 4(4.4) 1(2.5)
DT 179 1(1.1) 1(2.5)
DT 194 1(1.1) 1(2.5)
DT 41 1(1.1) 1(2.5)
RDNC 6 (6.6) 5(12.5)
Non-typable 22 (24.2) 15(33.3)
Total 91 40

RDNC, reaction does not conform.

does not conform which indicated that the tested bacte-
rial strain reacted with some of the typing phages but did
not conform to a standard phage type. Two phage types
occurred in seven farms (15.2% of the S. Typhimurium
infected farms) while three phage types occurred in one
herd (2.4%). Phage typing of the 12 S. 4,5,12:i:- isolates
classified seven of them as DT U302 (58.3%) while
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among the 9 S. 4,12:i:- isolates, phage type DT 193 was
the most common (33.3%).

Discussion

Serological detection using mix LPS-ELISAs, which com-
bine different O-antigens, have been proposed as the best
option to establish the Salmonella prevalence in pig herds
(Nielsen et al., 1995; Van der Heijden et al., 1998; Van
der wolf et al., 1999). However, bacteriological surveys are
necessary to establish the prevalence of different Salmo-
nella serogroups, determined by O-antigens, in each par-
ticular area and consequently to determine the sensitivity
of these serological tests for all the Salmonella infections
occurring in the population (EFSA, 2006). On the other
hand, estimates of bacteriological prevalence of Salmonella
infections in pigs can be established at either the farm or
the slaughterhouse with very different results. Williams
and Newell (1967) have already demonstrated that differ-
ent results were obtained at the farm and the slaughter-
house with samples collected from the same pigs. More
recently, Fedorka-Cray et al. (1995) demonstrated that
S. Typhimurium can be isolated from the caecal content
within 4-6 h after oral exposure of pigs to the bacterium
and Hurd et al. (2002) showed a 7-fold-higher S. enterica
isolation rate from pigs necropsied at the slaughterhouse
as compared with those slaughtered on the farm.

The present study is the first large-scale screening for
Salmonella spp. conducted in Spain. Apparent bacteriolog-
ical prevalence of Salmonella infection was estimated using
faecal samples collected on swine farms housing fattening
pigs distributed through the whole country and was found
to be moderately high, both at the sample (12.5%) and the
herd level (43.1%). These data are higher than the 6%
sample and 38% farm prevalence reported by Fedorka-
Cray et al. (1996) on swine farms in the USA, the 23.7%
farm prevalence in the Netherlands described by Van der
wolf et al. (1999) or the 11.4% farm prevalence described
by Christensen et al. (2002) 4 years after the implementa-
tion of the Salmonella Control Program in Denmark. In
contrast, the results of this study are similar or lower to
the 14.3% and 66.7% reported by Rajic et al. (2005) on 90
Alberta finishing farms at the sample and farm level
respectively, 51% of positive farms found in Ireland (Rowe
et al., 2003) or 57.3% of positive swine farms detected
across five states of the USA (Rodriguez et al., 2006).

Comparisons among different studies should be consid-
ered very carefully as prevalence estimates are affected by
the sampling strategy (sample size and type of sampling)
and isolation procedure (Davies et al., 2000; Funk et al.,
2000; Rajic et al., 2005). Funk et al. (2000) demonstrated
an increase in sensitivity associated with increased faecal
sample size whereas Davies et al. (2000) reported differ-
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ences in the sensitivity of bacteriological culture depend-
ing on testing protocols. So, besides other factors, the use
of 10 pen floor samples per farm with a minimum of
25 g each, which were processed individually, and the
microbiological procedure which included pre-enrich-
ment, enrichment and selective steps may account for the
higher prevalence found in this study in comparison with
previous ones. Moreover, each faecal sample was a pooled
sample as it was collected from five different locations
within each pen. According to Arnold et al. (2005), the
sensitivity of microbiological methods increases with the
number of samples in the pool.

This study found that the apparent prevalence of Sal-
monella infected herds was lower in Castilla y Leon, one
of the largest regions in the EU, which represented more
than 10% of the Spanish fattener and nearly 20% of the
Spanish breeding sow census (data from the Ministry of
Agriculture and Livestock http://www.mapa.es). No corre-
lation could be demonstrated between the prevalence of
Salmonella-positive herds or samples and the total num-
ber of fattening units or the density of fatteners in each
of the sampled areas. Nevertheless, it is important to
emphasize that Aragén, Catalonia and Murcia regions,
where more than 50% of the Spanish fattening units are
concentrated, and are the most highly concentrated areas
of pig production in Spain, reached very high values of
Salmonella-positive herds and samples.

A total of 24 different serovars were identified, indicat-
ing a great diversity among swine Salmonella isolates,
probably as a result of multiple infective sources (Baggesen
et al., 1996). A variety of Salmonella serovars in swine
farm samples, higher than those of beef, dairy or poultry
farms, has been reported by Rodriguez et al. (2006). As
previously described in swine farms of other countries
(Baggesen et al., 1996; Van der wolf et al., 1999; Rowe
et al,, 2003; Rajic et al.,, 2005), S. Typhimurium was the
predominant serovar at the herd (40%) and individual
level (31.4%). Among them, its O:5-negative variant, des-
ignated variant Copenhagen, which was primarily reported
to be found in pigeons but it is now also isolated from cat-
tle, swine and other animals (Frech et al., 2003), was the
most frequent at the herd (16.2%) and individual level
(21%). Although the variant Copenhagen has rarely been
related with diseases in humans, during 2003 and 2004 it
was identified in the NRLSS in 8.2% and 9.7% of the
Spanish human isolates respectively (data do not shown).

According to the results reported by Mejia et al. (2003)
on swine farms in Catalonia and Astorga et al. (2007) on
Andalusian swine production units, S. Rissen, detected in
25% of the farms, was the second serovar isolated from
Spanish swine fattening units. This serovar has also
emerged since the year 2000 among Spanish human iso-
lates of Salmonella and ranked 6th in importance in
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2002-2003 (Echeita et al., 2005), being mostly associated
with pork products (De Frutos et al., 2005). Conversely,
S. Derby, a serovar which it has been suggested is able to
establish a persistent infection in pig herds (Baggesen
et al., 1996), was isolated in 16% of the samples and 14%
of the positive farms. Regarding this, a clone of S. Derby
in swine samples, pork-derived products and subsequently
in humans has recently been described in Spain (Valdez-
ate et al., 2005).

The S. 4,5,12:i:-, a serovar that emerged and spread
among human isolates of Salmonella in 1997 and has
been associated with a swine reservoir (Echeita et al.,
1999), ranks 4th in our study. It has been suggested that
this serovar originates from S. Typhimurium DT U302
strains (Echeita et al., 1999, 2001; De la Torre et al.,
2003), and is frequently associated with the multi-resis-
tance profile R-ACSSuT (ampicillin, chloramphenicol,
streptomycin, sulfonamide and tetracycline) as well as
resistance to gentamicin and trimethoprim-sulfamethox-
azole (De la Torre et al., 2003).

Knowledge of prevailing serogroups of Salmonella is
important because it is an important factor influencing
the sensitivity of mix LPS-ELISAs used for serological
detection of Salmonella infected farms. Most of these
techniques are designed to detect antibodies only against
serogroups B, C1 and D1 (Nielsen et al., 1995; Van der
Heijden et al., 1998) and therefore 91% of the infected
farms in this study should be identified using the serolog-
ical approach (Table 2). A similar result has been
described for Denmark (Baggesen et al., 1996), the Neth-
erlands (Van der wolf et al., 1999) or Canada (Letellier
et al., 1999; Rajic et al., 2005).

The present investigation has also demonstrated a high
diversity of phage types among S. Typhimurium isolates
with nine different types regardless of the high number of
non-typable strains. Phage type DT 193 was the most fre-
quently identified, followed by DT 104, DT 104b and DT
U302. Moreover, these phage types were also the most fre-
quent among human isolates of S. Typhimurium in Spain
(Echeita et al., 2005). It is very important to emphasize
that DT 104 that is now acknowledged as an internation-
ally distributed zoonotic pathogen (Helms et al., 2005),
DT U302, closely related to DT 104 and DT 104b phage
types have been associated with several multi-resistant pat-
terns and account for 23% and 29% of the Typhimurium
total isolates or Typhimurium infected farms respectively.
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Summary

This study was the first conducted in Spain to evaluate the occurrence of anti-
microbial resistance and multi-resistance in Salmonella isolates recovered from
finishing pigs from Spanish swine farms distributed over the whole country.
For this purpose, 290 Salmonella isolates recovered from apparently healthy fin-
ishing pigs in a farm-based cross-sectional study and 192 Salmonella isolates
recovered from faecal samples of finishing pigs suffering from diarrhoea were
investigated. Resistance to a panel of 17 antimicrobials was determined using a
broth microdilution technique. Resistance was a common finding and was
detected in 90.3% of the Salmonella isolates from apparently healthy finishing
pigs and 95.3% of the Salmonella isolates from clinically diseased finishing pigs.
Resistance was particularly high among isolates of serogroup B and serovars
Typhimurium and its monophasic variant S. 4,5,12:1:-. Higher frequencies of
resistance were found to tetracycline, sulphamethoxazole, streptomycin, specti-
nomycin, ampicillin, chloramphenicol and trimethoprim-sulphamethoxazole.
Less than 10% of the isolates were resistant to amoxicillin/clavulanic acid,
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neomycin, cephalotin, apramycin and gentamicin. Resistance to ciprofloxacin,
colistin and ceftiofur was rare (under 1%). Multi-resistance, defined as
resistance to four or more drugs, was detected in more than 50% of the iso-
lates. Although multi-resistance was particularly frequent among isolates of
S. Typhimurium, it was also high among other serovars as Bredeney and the
S. Typhimurium monophasic variant. 4,5,12:i:-.

Introduction

The extensive use or misuse of antimicrobial agents, not
only in humans and veterinary medicine, but also as
growth promoters in livestock production, has created
enormous pressure for the selection of antimicrobial-
resistant bacteria (WHO, 2000) and the emergence of
these resistant bacteria has become a major public health
issue. Recently, the European Union (EU) has initiated
several actions including the removal of all antimicrobi-
als used as growth promoters in animal husbandry (Reg-
ulation EC 1831/2003) in an effort to decrease the
development of antimicrobial resistance. Moreover, a
new legislation prescribing antimicrobial resistance sur-
veillance programmes in selected zoonotic and animal
pathogens in all the states of the EU has been adopted
(Directive 2003/99/EC and Commission Decision 2007/
407/EC).

Salmonella enterica is one of the most important food-
borne zoonotic pathogens worldwide and the emergence
and spread of antimicrobial resistance in Salmonella is of
increasing threat to human health (McEwen and Fedorka-
Cray, 2002; Teale, 2002; Carlson et al., 2003). Although
antimicrobial therapy is not usually required due to the
self-limiting nature of the infection, it is essential in
immunocompromised, elderly or very young patients, as
well as in cases of severe or systemic salmonellosis (Ruiz
et al., 2004). Several studies have indicated that patients
with antimicrobial-resistant Salmonella infections are
more likely to be hospitalized and tend to be ill longer
than those with susceptible Salmonella infections (Lee
et al., 1994; Travers and Barza, 2002; Varma et al., 2005).
Particularly relevant is the widespread dissemination of
S. Typhimurium definitive type (DT) 104, a phage-type
characterized by penta-resistance to ampicillin, chloram-
phenicol, streptomycin, sulfonamides and tetracycline
(R-ACSSuT). The five genes for this penta-resistance type,
aadA2, floR, pse-1, sull and tet(G) are clustered within
the genome on the so-called Salmonella genomic island 1
(SGI-1), which also contains horizontally transferable
genetic elements such as phage- and plasmid-related genes
(Boyd et al., 2001). It was first isolated in the early 1980s
in cattle in the UK and nowadays has been reported in

humans, a wide variety of animals including pigs and
food of animal origin from many countries (Threlfall
et al., 1993; Esaki et al., 2004; Helms et al., 2005). More-
over, since 1994, S. Typhimurium DT104 isolates with
additional resistance to fluoroquinolones and third gener-
ation cephalosporins, drugs of choice for the treatment of
invasive salmonellosis in adults and children, respectively,
have been reported (Threlfall et al., 1996; Fey et al., 2000;
Winokur et al., 2000).

Antimicrobial use is frequent in pig production,
accounting for 60% (or 4050 tons) of the total use of
antimicrobial agents in animals in the EU (Schwarz and
Chaslus-Dancla, 2001). A higher antimicrobial resistance
of Salmonella isolates from pigs as compared with those
originated from other animal species has been reported
(Usera et al., 2002). Furthermore, pork is the most fre-
quently consumed meat in Spain and Europe. Conse-
quently, Salmonella contaminated pork and pork
products may be an important reservoir of Salmonella-
resistant strains for humans.

The aims of the present study were to describe and
evaluate the occurrence of antimicrobial resistance in
Salmonella enterica isolates recovered from apparently
healthy and clinically ill finishing pigs from Spanish swine
farms and to determine the most frequent resistance pat-
terns and the relationship of these patterns with serovars
and phage-types.

Materials and Methods

Salmonella isolates

In all, 290 Salmonella isolates from apparently healthy
pigs were available from a farm-based cross-sectional
study representative of the entire fattening swine popula-
tion conducted in Spain from March, 2003 to February,
2004. The aim of this study was to determine the Salmo-
nella prevalence and serovar diversity in Spanish swine
fattening units. Briefly, 10 faecal samples were collected
from 10 different pens containing apparently healthy pigs
close to market weight in a total of 232 fattening units
distributed all over the country. In all, 290 Salmonella
isolates were recovered and 24 serovars were identified,
Typhimurium being the most frequently occurring
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(31.4%) followed by Rissen (24%) and Derby (16%). The
methods used for the selection of farms and samples and
sample collection have been described in detail elsewhere
(Garcia-Feliz et al., 2007).

In addition, 192 Salmonella isolates obtained from fae-
cal samples of finishing pigs suffering from diarrhoea sub-
mitted to the Laboratory of Infectious Diseases in the
Veterinary Faculty at the University of Leon from Janu-
ary, 2003 to February, 2004 for diagnostic examination
were used. From each farm, six to 12 faecal samples were
collected, directly from the rectum of pigs with clinical
signs of diarrhoea. In all, 186 farms distributed all over
the country were investigated. The most common aetio-
logical agents identified were Brachyspira hyodysenteriae
and Lawsonia intracellularis. Moreover, 75 farms (40.3%)
had at least one Salmonella positive sample. In all, 192
Salmonella isolates comprising 20 different serovars were
recovered. As in the study from apparently healthy pigs,
S. Typhimurium was the most frequently identified sero-
var (35.4%) among diarrhoeic pigs, followed by S. Rissen
(23.4%) and S. Derby (12%).

Each sample was investigated separately using the ISO
method (ISO 6579: 1993 General guidance on methods
for the detection of Salmonella). One single Salmonella-
confirm isolate from each positive sample was frozen and
forwarded to the National Reference Laboratory for Sal-
monella and Shigella (Health Institute Carlos III, Madrid)
for typing. All isolates were serotyped in accordance with
the Kauffmann-White scheme (Popoff and Le Minor,
1992) and phage-typing of S. Typhimurium and its
monophasic variants, S. 4,5,12:i:- and S. 4,12:i:-, was
performed with phages provided by the International
Phage-typing Reference Laboratory (Colindale, London,
England) following international phage-typing methods
(Anderson et al., 1977).

Antimicrobial susceptibility testing

Antimicrobial susceptibility testing was performed using
a broth microdilution technique in a semi-automated sys-
tem (Sensititre®; TREK Diagnostic Systems Inc., East
Grinstead, West Sussex, UK) in accordance with the man-
ufacturer’s instructions. Each of the isolates was tested
with a panel of 17 antimicrobials including amoxicillin/
clavulanic acid (AMC), ampicillin (AMP), apramycin
(APR), cephalothin (CEP), ceftiofur (XNL), ciprofloxacin
(CIP), chloramphenicol (CHL), colistin (COL), florpheni-
col (FFN), gentamicin (GEN), nalidixic acid (NAL), neo-
mycin (NEO), spectinomycin (SPE), streptomycin (STR),
sulphamethoxazole (SMX), trimethoprim/sulfamethoxaz-
ole (TMP) and tetracycline (TET). Panels were read 24 h
after inoculation and minimal inhibitory concentration
(MIC), defined as the lowest concentration that inhibited
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visible bacterial growth, was determined. Isolates were
classified as susceptible, intermediate or resistant accord-
ing to classification guides suggested by the National
Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS,
2002, 2005) or according to the manufacturer’s indica-
tions (TREK Diagnostic Systems Inc.) when such a stan-
dard was not available. Escherichia coli CECT 434 (ATCC
25922), Staphylococcus aureus CECT 794 (ATCC 29213)
and Enterococcus faecalis CECT 795 (ATCC 29212) were
used for quality control purposes.

Data handling and analysis

Isolates classified as intermediate were considered as
susceptible (decreased susceptibility) to not overestimate
the rate of resistance.

The lowest concentration that completely inhibited the
growth of 50% and 90% of the isolates, MICs, and
MICy, respectively, were calculated for each of the anti-
microbials. All data were stored and analysed in Epi Info®
for Windows (CDC, Atlanta, GA, USA).

An univariate analysis using the chi-squared test at
o = 0.05 was utilized to detect any association between
the prevalence of antimicrobial resistance among appar-
ently healthy or diseased pigs and the different serovars
or serogroups. Fisher’s two-tailed exact test was used
when the number of isolates in any of the categories was
under 10.

Results

The distribution of antimicrobial resistance in Salmonella
isolates from apparently healthy and clinically ill finishing
pigs from Spain at various concentrations (ug/ml) and
breakpoints that were used is summarized in Tables 1
and 2.

Overall, antimicrobial resistance (defined as resistance
to one or more drugs) was detected in 445 of the 482
Salmonella isolates from Spanish pigs (92.3%). The preva-
lence of antimicrobial resistance was 90.7% among
Salmonella isolates from apparently healthy swine and
94.8% among those from pigs suffering from diarrhoea
although significant differences could not be demon-
strated (3> = 2.19; P = 0.13).

Antimicrobial resistance to ciprofloxacin was uncom-
mon (only one S. Ohio isolate from a pig suffering from
diarrhoea), as also to colistin (only one S. Derby isolate
from an apparently healthy pig) and ceftiofur (four
S. Montevideo isolates from healthy pigs at the same
farm). Less than 10% of the isolates were resistant to
amoxicillin/clavulanic acid, neomycin, cephalotin, apra-
mycin and gentamicin with similar values among isolates
from clinically ill and apparently healthy pigs. Resistance
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Table 1. Distribution of MICs (ug/ml) among 290 Salmonella isolates from apparently healthy finishing pigs in Spain

C. Garcia-Feliz et al.

No. isolates at each MIC (ug/ml)

MiCso MICgp %
Antimicrobial 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 21024 (ug/ml) (ug/ml) Resistance
AMP <48 101 7 > 134° 2 >32 462
APR <242 19 2 > 27° 4 8 9.3
AMC <151 9 69 49° 10%> 22 <211 16/8 4.1
CEP <12 171 74 23 4 > 6° 4 16 35
CHL < 23 170 10°  2° 16°>  69° 8 >64 30
clp <266 9 12 3 > <0.03 <0.03 -
coL <288 1° > 12 <4 <4 0.34
FFN <5 128 106 12 28° 3 g 8 32 13.4
GEN <259 2 3° 10* 147 22 1 2 9
NAL <269 6 2% 13° <8 <8 5.2
NEO <259 20 1° 2> 82 2 4 2.75
SMX <105 8 4 172°> >1024 >1024 59.3
SPE < 9 123 225 113 1247 64 >128 465
STR <3 4569 29 42°> 102° 32 >64 50
TET <35 10 35% 2197 >32  >32 882
T™P <210 > 80° 4 32 277
XNL <63 215 8 > 4 1 1 14

AMP, ampicillin; APR, apramycin; AMC, amoxicillin/clavulanic acid; CEP, cephalothin; CHL, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin; COL, colistin; FFN,
florphenicol; GEN, gentamicin; NAL, nalidixic acid; NEO, neomycin; SMX, sulphamethoxazole, SPE, spectinomycin; STR, streptomycin; TET, tetracy-
cline; TMP, trimethoprim; XNL, ceftiofur.

(<) minimum value of concentration used; (>) maximum value of concentration used.

Values above the range denote MIC values greater than the highest concentration in the range. MICs equal to or lower than the lowest
concentration used are given as the lowest concentration.

“The number of resistant isolates.

The number of isolates with intermediate susceptibility.

respectively), spectinomycin (7.6% and 4.7% respectively),
gentamicin (1.03% and 0.5% respectively), amoxicillin/
clavulanic acid (16.9% and 4.2% respectively) and tetra-
cycline (one isolate from a healthy pig). The number of
isolates with intermediate susceptibility to amoxicillin/
clavulanic acid was significantly higher among isolates
from apparently healthy as compared with those from
diseased animals (y* = 17.04, P < 0.001).

Distribution of resistance by serovar is shown in
Table 3. Overall, isolates belonging to serogroup B exhib-
ited significantly higher frequencies of resistance to amp-
icilin (y* = 67.6, P < 0.001), apramycin (*> = 19.4, P <
0.001), gentamicin (12 =20.2, P < 0.001), chlorampheni-
col (Xz =48.3, P <0.001), spectinomycin (XZ = 18.3,
P < 0.001), streptomycin (xz =71, P<0.001), tetra-
cycline (3* = 27.9, P < 0.001) and florphenicol () = 48,
P < 0.001) than for the rest of the serogroups. Resistance
was particularly high among isolates of S. Typhimurium
and its monofasic variants, S. 4,5,12:i:- and S. 4,12:i:-,
while it was particularly low among isolates of S. Rissen
for the majority of antimicrobials tested. Thus, resistance
was significantly higher among isolates of S. Typhimuri-

to nalidixic acid was significantly higher (;* = 10.39,
P < 0.001) among Salmonella isolates from clinically ill
pigs (14.6%) as compared with those from apparently
healthy pigs (5.2%). Moreover, all nalidixic acid-resistant
isolates showed decreased susceptibility to ciprofloxacin
(MIC < 0.5 ug/ml).

Salmonella isolates from both apparently healthy and
clinically diseased pigs showed higher frequencies of resis-
tance to tetracycline (88.2% and 92.2% respectively), sul-
phamethoxazole (59.3% and 67.2% respectively) and
streptomycin (50% and 45.8% respectively), antimicro-
bials extensively used in swine production medicine for
many years. Resistance was also high to spectinomycin
(46.5% and 54.2% respectively) as well as to chloramphe-
nicol (30% and 26.6% respectively), ampicillin (46.2%
and 53.6% respectively) and trimethoprim-sulphamethox-
azole (27.6% and 29.7% respectively). Resistance to flor-
phenicol was also similar among isolates from healthy
(13.4%) and diarrhoeic pigs (14%). All the florphenicol-
resistant isolates showed resistance to chloramphenicol.

A limited number of isolates with intermediate or
decreased susceptibility was observed among isolates from
apparently healthy and clinically diseased pigs to cephalo- um as compared with those of S. Rissen, S. Derby and
tin (7.9% and 9.9% respectively), chloramphenicol (3.4% S. Anatum to ampicillin (3> =69.7, P < 0.001;
and 3.6% respectively), colistin (one and two isolates )(2 =106.6, P < 0.001; Xz =5.1, P=0.01 respectively),
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Table 2. Distribution of MICs (ug/ml) among 192 Salmonella isolates from clinically ill finishing pigs in Spain

Antimicrobial Resistance of S. enterica Isolates

No. isolates for each minimum inhibitory concentration (ug/ml)

MiCso MICoo %
Antimicrobial  0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128 256 512 21024 (ug/ml) (ug/ml) Resistance
AMP <23 64 2 > 103° >32  >32 536
APR <178 2 > 120 <4 <4 62
AMC <117 31 28 8 4 4 <2/1 8/4 42
CEP <5 108 52 19° 5% 13 2@ 4 16 42
CHL <2 16 116 7° 6%>  45° 8  >64 26.6
cIp <157 1 11 17 > 1 <0.03 025 05
coL <190 2° > <4 <4 -
FFN <3 107 52 3 21* 1®% 5% 4 32 14
GEN <176 2 1 6 5% 20 <1 <1 6.7
NAL <159 5 103 24° <8  >128 146
NEO <177 10 1 > 4 <« 2 26
SMX <60 3 129°> >1024 >1024 67.2
SPE < 16 63 9° 10%> 94° 128 >128 542
STR <5 35 40 24 24°> 647 32 >64 458
TET <15 20%> 1572 >32 >32 922
T™P <135 > 572 <4 >32 297
XNL <78 109 5 > 1 1

AMP, ampicillin; APR, apramycin; AMC, amoxicillin/clavulanic acid; CEP, cephalothin; CHL, chloramphenicol; CIP, ciprofloxacin;

cline; TMP, trimethoprim; XNL, ceftiofur.

(<)minimum value of concentration used; (>) maximum value of concentration used.
Values above the range denote MIC values greater than the highest concentration in the range. MICs equal to or lower than the lowest concen-

tration used are given as the lowest concentration.
#The number of resistant isolates.

COL, colistin; FFN,
florphenicol; GEN, gentamicin; NAL, nalidixic acid; NEO, neomycin; SMX, sulphamethoxazole, SPE, spectinomycin; STR, streptomycin; TET, tetracy-

The number of isolates with intermediate susceptibility.

Table 3. Distribution of

(192) finishing pigs in Spain

resistance
Salmonella isolates from apparently

and multi-resistance

among

healthy (290) and clinically ill

Source

No. of

Resistant

MDR

streptomycin (y* = 62.4, P < 0.001; > = 14.7, P < 0.001;
4> =43.6, P <0.001 respectively), chloramphenicol
(* = 43.5, P<0.001; »* =299, P<0.001; x*=17.8,
P < 0.001 respectively), sulphamethoxazole (;(2 =76.2,

of  isolates isolates®  isolates” P <0.001; »* =303, P<0005; 5 =218, P<0.001
Serovar isolate  tested  n (%) n (%) respectively) and florphenicol (3* = 47.3, P < 0.001;
7* =19.3, P < 0.001; x> = 8.4, P = 0.003 respectively).
Typhimurium (indUdmg,var' Healthy 91 9(97.8) 70 (76.9) Multi-drug resistance (MDR), defined as resistance to
Copenhagen) 4,[5],12::1,2 Il 68 8 (100) 65 (95.6) .
Rissen (6,7,14:%,g:) Healthy 69 9(100) 26 (37.7) four or more drugs, was observed in more than 50% of
I 45 5(100) 15 (33.3) the isolates (Table 3). Although the frequency of MDR
Derby (1,4,[5],12:f,g:[1,2]  Healthy 46 2(91.3) 21 (45.6) among Salmonella isolates from clinically ill pigs was
i 23 3(100) 14 (60.8) slightly higher than among those from healthy pigs for
4,512 Healthy 13 3(100) 11(84.6)  the majority of the serovars, no significant differences
i 3 3 (100) ~ 3(100) were detected. MDR was found more frequently among
B:T?iyzﬂm - mealthy 1; 1; :?(2)0‘3;) 12 g::i isolates of S. Typhimurium, S. 4,5,12:i:- and S. Bredeney
Ana’tL’im’ Y Healthy 7 7000 4(57.1) as compared with S. Rissen (y* = 67.3, P < 0.001; ¥
3,10,115][15,341e.,h:1,6) i 13 O 77) 4(30.8) 13.2, P < 0.001 and XZ = 14.0, P <0.001 respectively)
Others Healthy 51 1608 20(392) and S. Derby (x> =27.9, P <0.001; z° =58, P =0.016
1] 31 4(77.4) 14 (45.2) and > = 5.4, P = 0.019 respectively).
Total Healthy 290 263( 0.7) 162 (55.9) A total of 62 and 52 different antimicrobial resistance
Il 192 182 (94.8) 123 (64)

“lsolates resistant to one or more antimicrobials.

PMDR, multi-drug resistant isolates or isolates with resistance to four

or more antimicrobials.
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clinically ill pigs, comprising 52 and 41 MDR patterns
respectively. Table 4 summarizes the distribution of the
commonest resistance and MDR patterns by serovar.
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The most frequent resistance pattern in both groups of
isolates was to tetracycline alone, found particularly
among isolates of S. Rissen and S. Derby. The most com-
mon MDR pattern included combined resistance to ampi-
cillin, chloramphenicol, streptomycin, sulfamethoxazole
and tetracycline (ACSSuT) with additional resistance to
florphenicol and spectinomycin and was found in 42 iso-
lates almost exclusively of S. Typhimurium. In total, the
ACSSuT profile with additional resistance to any other
antimicrobial was detected in 85 isolates belonging to
serovar Typhimurium (62 isolates), its monophasic vari-
ants S. 4,5,12:i:- (seven isolates), S. 4,12:i:- (one isolate)
and also to other serovars, such as Rissen (10 isolates),
Derby (three isolates), Kapemba (one isolate) and
Panama (one isolate).

S. Typhimurium phage-type DT193 was the most fre-
quently identified among isolates from both healthy and
clinically diseased pigs (29 and 13 isolates respectively),
followed by DT104b (11 and 10 isolates respectively),
DTU302 (five and 11 isolates respectively) and DT104
(four and eight isolates respectively). The commonest
resistant pattern observed among DT193 was AMP-STR-
SMX-TET with 19 isolates from apparently healthy and
five from diseased pigs. All S. Typhimurium DT104 iso-
lates had the resistant pattern ACSSuT. This pattern was
also observed in other phage-types of S. Typhimurium
(DT104b, DTU302, DT193, DT179, RDCN and NT) as
well as in other serovars (Rissen, Derby, Wien, Kapemba
and Panama).

The commonest phage-type among S. 4,5,12:i:- isolates
was DTU302 which represented 75% and 66.7% of the
isolates of this serovar from apparently healthy and clini-
cally diseased pigs respectively. Resistant profile ACSSuT
with additional resistance to trimethoprim/sulpha-
methoxazol or apramycin and gentamicin was found in
50% of S. 4,5,12:1:- isolates from healthy pigs and 100%
of those from diarrhoeic pigs.

Discussion

The results of the present study demonstrate that antimi-
crobial resistance is commonly found in Salmonella iso-
lates from finishing pigs in Spain. Under 8% of the
isolates were susceptible to all antimicrobials tested, indi-
cating that pigs should be taken into consideration as an
important reservoir of Salmonella-resistant  strains.
Although estimates from different studies are not directly
comparable, owing to differences in the sources of isolates
and testing procedures, the results being reported here
were consistent with those previously recorded in various
regions in Spain (Mateu et al., 2002; Agustin et al., 2005;
Astorga et al., 2007), the UK (Threlfall et al., 2003) or the
USA (Gebreyes et al., 2000, 2004b; Farrington et al.,
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2001). However, antimicrobial resistance was substantially
higher than that reported in Canada (Rajic et al., 2004),
Holland (Van der wolf et al., 1999) or Belgium (Nollet
et al., 2006).

Antimicrobial resistance was slightly higher among iso-
lates from pigs suffering from diarrhoea than in those
from apparently healthy pigs, although differences did not
reach statistical significance. A number of authors have
reported that Salmonella isolates from diseased pigs are
more likely to present antimicrobial resistance than those
from healthy animals or from food products (Poppe
et al., 2001; Altekruse et al., 2002). In contrast, Johnson
et al. (2005) found that resistance did not differ signifi-
cantly between isolates from veterinary diagnostic sources
and those from monitoring sources.

The highest frequency observed was for resistance to
tetracycline, followed by sulphamethoxazole, ampicillim
and streptomycin. Similar results have been found in
antimicrobial resistance surveys with Salmonella isolates
of porcine origin from Spain (Mateu et al., 2002; Usera
et al., 2002; Agustin et al., 2005; Mejia et al., 2006; Astor-
ga et al., 2007) and other parts of the world (Gebreyes
et al., 2000, 2004b; Farrington et al., 2001; Threlfall et al.,
2003). Resistance to these antimicrobials is generally
attributed to the frequent use of these compounds in
veterinary medicine and also, previously, as growth
promoters (Van der wolf et al, 1999; Threlfall et al.,
2003; Van Duijkeren et al., 2003).

Resistance was also commonly detected to chloram-
phenicol, an antimicrobial that has been banned in
food-producing animals in EU for many years. As previ-
ously suggested, this fact might be explained by a
genetic link between resistance to chloramphenicol and
resistance to other antimicrobials (Poppe et al, 1998,
2001; Gebreyes et al, 2000, 2004a,b; Carlson et al.,
2003). On these lines, it is of note that all the chloram-
phenicol-resistant Salmonella isolates of the present study
were also resistant to florphenicol, an antimicrobial
nowadays in use in pig production in Spain. The fre-
quent occurrence of chloramphenicol resistance in this
study might be explained by the high proportion of
MDR S. Typhimurium isolates that presented the ACS-
SuT resistance pattern, often associated with phage-type
DT104, and included physically linked and chromosom-
ally located penta-resistance alleles for ampicillin,
chloramphenicol, streptomycin, sulfonamides and tetra-
cycline coded by the genes pse-1, floR, aadA2, sull and
tet(G) respectively. It has been described that the gene
floR can be responsible for resistance to chloramphenicol
and florphenicol (Bolton et al., 1999).

Similarly to the findings of other authors studying pig
samples, resistance to gentamicin and apramycin was
detected in fewer than 10% of the isolates. However, this
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result is significantly lower than 23.5% of gentamicin
resistant Salmonella isolates described by Mateu et al.
(2002) in Catalonia. Moreover, cross-resistance between
the two antimicrobials was evident; all Salmonella isolates
that were resistant to apramycin showed resistance or
intermediate susceptibility to gentamicin, as previously
reported for E. coli (Hedges and Shannon, 1984) and
Salmonella isolates (Threlfall et al., 1986).

More than 95% of the isolates were susceptible to
amoxicilin/clavulanic acid, a combination not currently
used in pigs in Spain. This percentage is higher than that
previously reported in pig samples by a number of
authors in Spain and other countries (Mateu et al., 2002;
Gebreyes et al., 2004b; Agustin et al., 2005; Mejia et al.,
2006). However and in agreement with the results from
Rajic et al. (2004) in Canada, there was a relatively high
percentage of Salmonella isolates from apparently healthy
pigs with intermediate susceptibility and therefore
resistance to this drug may perhaps be observed more
frequently in the future.

As previously described (Mateu et al,, 2002; Mejia
et al., 2006; Astorga et al., 2007) and despite the wide use
of colistin in the treatment and prevention of porcine
diarrhoea in Spain, resistance to this polypeptydic drug
was uncommon, being detected in only one S. Derby
isolate in the present study.

Quinolones are among the first choices of drugs to
treat Gram-negative sepsis in humans and emergence of
quinolone-resistant Salmonella has been described in sev-
eral reports (Threlfall et al., 1997; Molbak et al., 1999;
Mateu et al,, 2002). In our study, only one Salmonella
isolate, belonging to serovar Ohio and recovered from a
clinically ill pig, was resistant to ciprofloxacin when
using the NCCLS guidelines (>4 pg/ml). Nevertheless,
decreased susceptibility to ciprofloxacin (MIC < 0.5 ug/
ml) was observed among all of the isolates resistant to
nalidixic acid (5-15%). On this point, it has previously
been stated that nalidixic acid is a good indicator of
reduced fluoroquinolone susceptibility (Hakanen et al.,
1999; Poppe et al., 2001). The emergence of resistance
to quinolones has been associated with the veterinary
use of these drugs (Threlfall et al., 1997; Malorny et al.,
1999; Usera et al., 2002). Particularly, enrofloxacin is
widely used medically on pigs in Spain and many other
countries, so the higher proportion of resistance to nali-
dixic acid detected among isolates from diseased pigs in
the present study could be a consequence of a higher
exposure to enrofloxacin in these animals, as compared
with healthy pigs.

Resistance to third-generation cephalosporins was
found in four S. Montevideo isolates recovered from
apparently healthy pigs in one farm. To the authors’
knowledge, resistance to this class of antimicrobials has
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not previously been reported in Salmonella isolates of
porcine origin in Spain although a limited number of
ceftiofur intermediate strains were found by Mateu et al.
(2002) and Astorga etal. (2007). Third-generation
cephalosporins are currently front-line therapeutics in
paediatric patients with invasive Salmonella infections and
the emergence of resistance to these antimicrobials has
been reported in humans and also in food-producing
animals (Dunne et al., 2000; Fey et al, 2000; Rankin
et al., 2002; Villa et al., 2002).

It has been suggested that there is a relationship
between serogroup and serovar and antimicrobial resis-
tance in Salmonella (Farrington et al., 2001; Johnson
et al., 2005). In agreement with this, in the present
study resistance to ampicillin, apramycin, gentamicin,
chloramphenicol, spectinomycin, streptomycin and flor-
phenicol was significantly higher among isolates of sero-
group B and serovar Typhimurium and its monophasic
variants. On the other hand, antimicrobial resistance
among S. Rissen, the most frequently occurring serovar
of serogroup Cl in the present study, was significantly
lower for the majority of antimicrobials. These results
confirm that the distribution of Salmonella serogroups
and serovars can influence the overall proportion of
resistance in a survey (Gebreyes et al,, 2004a; Johnson
et al., 2005).

Multi-drug resistance was a common finding and more
than 50% of the total of Salmonella isolates studied were
resistant to four or more antimicrobials. The occurrence of
MDR was particularly high among serovar Typhimurium;
it was detected in 77% and 95.6% of S. Typhimurium
isolates from apparently healthy and diseased pigs
respectively. However, other prevalent serovars such as
Bredeney and Typhimurium monophasic variant 4,5,12:i:-
showed high frequencies of MDR. In total, multi-resistant
isolates were found in 11 different serovars, indicat-
ing that the problem is not exclusively associated with
S. Typhimurium.

As previously described, resistance and multi-resistance
patterns vary among different serovars and phage-types
(Carraminana et al., 2004; Gebreyes et al., 2004b; Schro-
eter et al., 2004; Johnson et al., 2005). In our study, the
ACSSuT-SPE-FFN profile was the commonest among
S. Typhimurium DT104 and related phage-types (104b
and U302) isolates whereas the AMP-SMX-STR-TET pro-
file was mostly identified among S. Typhimurium DT193
isolates. S. Typhimurium DT193 with this resistance pro-
file has often been associated with pigs (Hampton et al.,
1995) while in northern England a large outbreak of
human salmonellosis caused by S. Typhimurium DT193
with this resistant profile was traced to a local pig farm
(Maguire et al., 1993). The ACSSuT-SPE-TMP and
AMP-SMX-SPE-TET-TMP profiles were associated with
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S. Rissen from apparently healthy and clinically ill pigs
respectively, whereas the SMX-SPE-STR-TET profile was
mainly found among S. Derby. Isolates of S. Typhimuri-
um monophasic variant 4,5,12:i:-, a serovar that emerged
and spread among human isolates of Salmonella in 1997
and has been associated with a swine reservoir (Echeita
et al., 1999; Cruchaga et al., 2001), and particularly iso-
lates of phage-type DTU302, commonly have a ACSSuT-
SPE-TMP profile with additional resistance to gentamicin
and apramycin, as reported in the literature (Guerra
et al., 2000; De la Torre et al., 2003). It is important to
remark that although the penta-resistance pattern ACS-
SuT was mostly seen among S. Typhimurium isolates, it
was also identified among other serovars.

The results of the present study allow us to conclude
that antimicrobial resistance and multi-resistance occurs
frequently from both
apparently healthy and clinically ill pigs. Although the
low incidence of resistance to fluoroquinolones and
cephalosporins is a favourable situation with regard to
public health, the detection of a limited number of resis-
tant or intermediate isolates to ceftiofur and ciprofloxacin
emphasizes the importance of monitoring antimicrobial
resistance among Salmonella isolates of porcine origin in
order to detect new and emerging resistance trends.

among  Salmonella  isolates
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Herd-level risk factors for faecal shedding of Salmonella enterica were investigated in a
cross-sectional study on Spanish finishing units. For this purpose, 10 faecal samples were
collected from 10 different pens containing pigs close to market weight in a total of 232
fattening units. The total sample size was proportionally distributed according to the
fattener census in each of the regions and provinces of the country in order to ensure a
Salmonella sample representative of the entire swine population. All samples were individually
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Swine management of each fattening unit were collected by means of a questionnaire. Logistic
regression was used to detect relationships between the detection of faecal shedding of S.
enterica and potential herd-level risk factors. The feeding of pelleted feed was associated
with an increased risk of culture-positive faecal samples (OR = 2.28; 95% CI: 1.22, 4.26).
The odds of a farm being Salmonella positive were associated with its size. Fattening units
that slaughtered more than 3500 pigs per year had a higher risk for Salmonella faecal
shedding (OR=1.78; 95% CI: 0.96, 3.31). Interventions at these two points should be
considered when designing or managing growing pig facilities to reduce Salmonella faecal
shedding by fatteners.
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1. Introduction

According to data from the European Food Safety
Authority (EFSA), Salmonella enterica is the most common
cause of food-borne illness in Europe and more than
160,000 human cases of salmonellosis were reported in the
European Union (EU) during 2006 (EFSA, 2007). Eggs and
poultry currently remain the main sources for human
salmonellosis. Over the last years, however, it has been
recognized that contaminated pork is also a significant
source of human infections (Maguire et al., 1993; Wegener
et al.,, 1994). The number of human cases of salmonellosis
directly attributable to pork or pork products in the EU is
unknown, although it has been estimated that 7-20% of
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these cases can be related to pork in industrialized
countries (Berends et al, 1998; Hald and Wegener,
1999; Steinbach and Kroell, 1999).

It has been demonstrated that Salmonella infected pigs
usually remain as healthy carriers that may excrete
Salmonella spp. in faeces or harbour the bacteria in several
tissues, particularly the digestive tract, large intestine and
ileum, the closely associated lymph nodes or the tonsils
(Wood et al., 1989; Fedorka-Cray and Wray, 2000).
Salmonella carrier pigs entering the slaughterhouse seem
to be the most common source of carcass and meat product
contamination (Berends et al., 1996; Beloeil et al., 2004a).

Due to the fact that Salmonella is identified in all stages
of pork production, European authorities have promoted a
farm to fork approach including actions at every step of the
food chain. Salmonella control programmes on the pre-
harvest level have to be included in the food safety system,
trying to identify highly contaminated farms and using on-
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farm intervention strategies to reduce the within-farm
prevalence of Salmonella infection.

With the aim to identify possible measures to reduce
Salmonella prevalence in slaughter pigs, several studies
have investigated herd-level risk factors for Salmonella
infection. Different feeding practices, including ground-
ness and pH of feed and type of feeding, management
procedures such as continuous or all-in/all-out produc-
tion systems, size of the herd or type of pen partitions
and wall separations, as well as several conditions
related to the level of hygiene and general health status
have been identified as the main factors associated with
high prevalence of Salmonella infection in swine farms
from different countries (Berends et al., 1996; Davies
et al., 1997b; Letellier et al., 1999; Van der Wolf et al.,
1999, 2001b; Kranker et al., 2001; Stege et al., 2001;
Beloeil et al., 2004b; Lo Fo Wong et al., 2004; Nollet
et al., 2004).

Recently, the bacteriological prevalence of Salmonella
infection among Spanish swine finishing farms was
estimated to be moderately high, both at the sample
(12.5%) and herd levels (43.1%) (Garcia-Feliz et al., 2007). In
spite of the importance of Spanish pig production, the
second largest pig producer of the EU, there is a lack of
information concerning the risk factors for Salmonella
infection in Spanish swine farms. To our knowledge, there
is only one study, focusing on swine herds from Catalonia
(Mejia et al., 2006). The objective of the present study was
to investigate herd-level risk factors for faecal shedding of
S. enterica by pigs at the end of the fattening period in
Spanish swine farms.

2. Materials and methods
2.1. Study design and sample collection

A cross-sectional study was carried out in Spain from
March 2003 to February 2004 to determine the herd
prevalence and serovar diversity of Salmonella infections in
Spanish swine fattening units. The methods for herd
selection, sample collection and laboratory testing, the
Salmonella prevalence at the sample and herd levels, and
the serovar and phagetype diversity of the isolates have
been described in detail (Garcia-Feliz et al., 2007).

In brief, a total of 232 farms producing market
pigs were sampled. Sample size was estimated to be
enough to determine the prevalence of Salmonella
infected farms with an absolute error <6.5% and 95%
confidence level. Farms were selected from those
affiliated to veterinary or farmer organisations as well
as to feed companies that represented approximately
70% of the swine market production in Spain. The total
sample size was proportionally distributed according to
the fattener census in each of the regions and provinces
of the country to ensure a representative sample of the
entire Spanish swine population. Within each farm, pens
were defined as subunits of sampling since animals
housed in a same pen share several characteristics
including nutrition or exposure to infectious agents
(McDermott et al., 1994) that would probably result in a
common Salmonella infectious status. Ten pooled faecal

samples (>25 g) were collected from 10 different pens
which guarantee at least one positive sample in a target
farm with a prevalence of 25% of positive pens with 95%
confidence. Pens were randomly selected by practi-
tioners from those containing finishing swine that were
within four weeks of shipment. Pooled faecal samples
were collected from five different locations within each
sampled pen.

2.2. Microbiological examination

Each sample was investigated separately using the ISO
method (ISO 6579: 1993 General guidance on methods for
the detection of Salmonella) and starting with 25 g of faecal
material. One single Salmonella-confirmed isolate from
each positive sample was frozen and forwarded to the
National Reference Laboratory for Salmonella and Shigella
(Health Institute Carlos III, Madrid) for typing. All isolates
were serotyped according to the Kauffmann-White
scheme (Popoff and Le Minor, 1992), and phage typing
of S. Typhimurium, S. 4,5,12:i:- and S. 4,12:i:- was
performed with phages provided by the International
Phage-typing Reference Laboratory (Colindale, London,
England) following international phage-typing methods
(Anderson et al., 1977).

Salmonella were recovered from 290 of 2320 faecal floor
specimens (12.5%; 95% CI: 11.2-13.8) and 100 out of 232
farms housing fattening pigs had at least one positive
sample (43.1%; 95% CI: 37-49.1). The number of positive
samples per positive farm ranged from 1 to 10 with a
median of 2 (mean 2.9). A total of 24 different serovars
were identified. S. Typhimurium was the predominant
serovar and was identified in 38% of the positive farms.
Other frequent serovars were S. Rissen, S. Derby and S.
4,12:i:- with 25%, 14% and 8% of the positive herds,
respectively (Garcia-Feliz et al., 2007).

2.3. Data collection

Each of the participating farms was provided with a
questionnaire that was completed by the practitioner and
submitted together with the faecal samples to the
Laboratory of Infectious Diseases at the University of
Leon. This questionnaire (available upon request) included
74 questions distributed into three major parts: general
items related to the farm, characteristics and management
of the fattening unit and the last concerning hygiene and
biosecurity aspects. Sixty-nine percent of the questions
(51) were closed (e.g. pre-set options), 21.6% were semi-
closed (16) (e.g. information on days or number of animals)
and 9.4% were open-ended (7). All questions were related
to variables derived from a literature review of potential
risk factors for salmonellosis in pigs. Table 1 shows a
summary of the variables that were derived from this
questionnaire.

Before the start of the study, the questionnaire was pre-
tested by five collaborating swine practitioners at five
different farms. For this purpose, the practitioners were
required to fill in the questions on their own. This was
followed by an interview in which the content and
interpretation of questions and responses were discussed.
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Table 1

Summary of variables derived from the questionnaire and assessed as potential risk factors for Salmonella faecal shedding in Spanish fattening units.

Subject Factors

General data on
the farms (n = 3)

Location: region.

Size: number of pigs slaughtered per year.

Type of swine operation (finishing or farrow-to-finish).

Characteristics and
management of the
fattening units (n=21)

Production parameters: average daily gain and mortality.
Housing: number of barns, number of pigs per barn, number of rooms per barn, number of pens per room,
number of pigs per pen, type of pen walls (solid, spindles or combination), type of floor (solid, slatted, partially

slatted, straw or others), ventilation and heating systems.
Feed and feeding systems: type of ration (pelleted or non-pelleted feed), wet or dry feed, ad libitum or
restricted feeding, purchased or home-mixed feed, feeding system (by hand/automatic).

Growth promoters: if and sort.
Acids (no, water, feed).

Drinking practices: type of drinkers (nipple, bowl or bowl/nipple combination drinkers) and number of

drinkers per pen.

Hygiene and biosecurity
procedures (n=17)

Facilities: distance to other swine farms (100 m, 100-500 m, 500-1000 m or >1 km), perimetral fence around
the farm, bird-proved nets in windows, sanitary ford in the entry of the farm.

Procedures: rodent control (no, occasional or continuous), mandatory procedures for practitioners

(boots and coveralls provided, only boots or anything), mandatory procedures for visitors (boots and
coveralls provided, only boots or anything).

Pig flow in finishers: continuous or all-in/all-out, by rooms or barns.

Cleaning and disinfection procedures: methods (by hand, pressure washing or hot water pressure washing),
use of chemicals (never, sometimes, always), manure storage and removal.

Procedures regarding transport vehicles: vehicles entering within the farm.

Water: source.

Animals: source of weaned pigs (1 or >2) and, in case, number of sources.

The number of variables analyzed per subset is indicated in brackets.

2.4. Statistical analysis

In the statistical analysis the farm was taken as the unit
of observation with a farm classified as positive if
Salmonella spp. were isolated from one or more of the
faecal samples. Questionnaire data were entered into a
data-entry program developed in Epilnfo™ for Windows
(CDC, USA) together with the bacteriological results.

In a first step, a descriptive analysis was performed in
order to identify variables with a large number of missing
observations or a low variability that might be of little
value for further investigations. After this validation, a
univariate analysis (Chi-square test or ANOVA/Kruskal-
Wallis test) was conducted using the Salmonella status of
the farm as the outcome variable in Epilnfo™. All variables
with a significance value P < 0.25 were selected for further
analysis in a multivariate logistic model. A test for linearity
was performed for continuous variables that were
associated with Salmonella shedding by graphing odds
against categories of equal size to the continuous variable.
When this graphical test revealed a lack of linearity, the
continuous variable was categorised according to this
result before being entered into the model. Colinearity
between selected variables was assessed by a pair-wise
calculation of Spearman rank correlations. When two
potential risk factors were highly correlated (correlation
coefficient > 0.5), only one was used in the multivariable
analysis (i.e. the one with the smallest P-value in the
univariate analysis). A multivariate logistic model was
constructed using a stepwise backward elimination
procedure in SPSS 15.0 for Windows (SPSS Inc.). Variables
with a P <0.05, calculated using the Wald test, were
maintained in the model. Confounding was assessed every

time a non-significant variable was dropped from the
model by comparing the change in the coefficients for the
variables remaining in the model. Variables that modified
the coefficients for the independent variables by 25% or
more were classified as confounding and retained in the
model (Dohoo et al., 2003). Once the main effects model
was obtained, two-way interactions amongst independent
variables remaining in the model were tested by addition
into the model and retained if they were significant
(P <0.05).

3. Results

A total of 232 farms producing market pigs located in 14
different regions and 43 provinces of Spain were included
in the study. More than 60% of the participating farms were
finishing farms (64.5%) while the rest (35.5%) were farrow-
to-finish farms. All-in/all-out flow was practised in
finishers in 81.5% of the farms, mostly by barns (74% of
the farms) and less commonly by rooms (26% of the farms).
The estimated number of slaughtered pigs per year in each
farm ranged from 100 to 187,000 with a median of 3500.
There was at least one positive sample from 100 (43.1%) of
the 232 participating farms.

Several variables were discarded due to their low
variability. Less than 2% of the sampled fattening units
used wet feed while restricted feeding was limited to 2.6%
of the farms and less than 5% of them used hand
administration of food. Low variability was also detected
in cleaning and disinfecting procedures and rodent control.
The majority of the farms (92%) employed pressure water
washing for cleaning and always use chemicals for
disinfection (89%) and almost 90% of them reported an
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Categorical variables identified as being significantly associated (P < 0.25) in the univariate analysis of risk factors for the Salmonella faecal shedding in a

study of 232 Spanish swine fattening units (2003-2004).

Variable Level Percentage of herds (%) Percentage of positive herds (%) P-value

Type of swine operation Farrow-to-finish 35.4 34.6 0.234
Finishing 64.6 441

Heating system Yes 45.9 51.1 0.015
No 54.1 333

Type of ration Pelleted 57.2 49.2 0.006
Non-pelleted feed 42.8 29.2

Source of drinking water Public drinking water 423 51.1 0.008
Own well 57.7 323

Sanitary ford at the entry of the farm Yes 70.7 375 0.221
No 293 47.6

Source of weaned pigs 80.7 38.0 0.171
>2 19.3 51.2

Region 14 different - - 0.052

Table 3

Continuous variables identified as being significantly associated (P < 0.25) in the univariate analysis of risk factors for the Salmonella faecal shedding in a

study of 232 Spanish swine fattening units (2003-2004).

Variable Mean (SD) P-value
Salmonella positive farms Salmonella negative farms

Number of pigs slaughtered per year 8270.8 (23924.4) 6768.4 (8189.3) 0.025

Number of barns 3.8 (4.4) 3.1(2.6) 0.23

Table 4

Final multivariate model of herd-level risk factors for the Salmonella faecal shedding in 182 Spanish swine fattening units (2003-2004).

Variable Level/range B (SE) OR 95% Cl P-value

Type of ration Non-pelleted feed 0(0) 1 0.009
Pelleted feed 0.826 (0.318) 2.285 1.22-4.26

Number of pigs slaughtered per year <3500 0(0) 1 0.067
>3500 0.578 (0.316) 1.783 0.96-3.31

effective rodent control program. Moreover, recategorisa-
tion was performed in variables such as use of acids (yes/
no), distance to other swine farms (<1000 m/>1000 m),
type of pen walls (solid/not solid) and type of floor (total
slatted versus others). Farms that reported more than one
type of floor were classified as others while farms with
spindles or combination of spindles and solid pen walls
were classified as not solid.

The Chi-square univariate analysis revealed nine
variables with P <0.25 (Tables 2 and 3) which were
further analyzed. Linearity testing showed that the Odds
Ratios were not linearly distributed for the number of pigs
slaughtered per year and this variable was categorised as
<3500 or >3500 using the median as cut point. Moreover,
the variables number of pigs slaughter per year (<3500 or
>3500) and number of barns were correlated as seen from
the Spearman correlation coefficient (r = 0.528). Therefore,
the variable number of barns was not offered to the model.
Conversely, there was no evidence of colinearity amongst
any of the categorical variables identified as potential risk
factors. Complete survey data for the potential risk factors

included in the model were available for 182 (78.4%) of the
232 sampled fattening units. The final multivariate model
revealed two risk factors for Salmonella faecal shedding in
Spanish fattening units (Table 4). The Hosmer and
Lemeshow goodness-of-fit test indicated that the model
fitted the data adequately (Hosmer and Lemeshow Chi-
square = 0.17 with 2 d.f., P=0.918). Risk factors associated
with higher odds of faecal shedding of Salmonella were the
use of pelleted feed and a higher number of pigs
slaughtered per year (>3500). Final checks on the model
showed no significant interactions between variables or
confounding.

4. Discussion

With 15% of the total European Union output, Spain
ranked second in terms of EU pork production in 2007
(source: Eurostat). In the last decade, Spanish pig produc-
tion has undergone great changes. Although it has
increased by 40% since 1997, the number of pig farms
has drastically decreased and nowadays the Spanish swine
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production is increasingly concentrated in large swine
production units controlled by big companies (Suarez and
de Aragon, 2001).

Recently, the EFSA has published a survey on Salmonella
levels detected in slaughtered pigs across the EU in 2006-
2007 (EFSA, 2008). Salmonella was estimated on average to
be present in one in ten pigs slaughtered for human
consumption (10.3%). However, the observed prevalence of
slaughter pigs with Salmonella in lymph nodes varied
significantly between different countries and reached the
maximum in Spain (29%).

To our knowledge, the present cross-sectional study is
the first large-scale screening conducted in Spain to
elucidate factors associated with Salmonella spp. infection
using a sample representative of the entire swine
population. This has allowed us to identify several risk
factors related to the feed and herd size of the fattening
units.

In general, two main approaches are usually used to
study the epidemiology of Salmonella infection in pig
farms: serological detection using Mix-LPS ELISAs and
bacteriological surveys. Moreover, the bacteriological
prevalence of Salmonella infection can be established at
either the farm or the slaughterhouse. Serology does not
provide information on the shedding status of a given
animal (Kranker et al., 2003; Korsak et al., 2006).
Furthermore, estimates of bacteriological prevalence of
Salmonella infection at the slaughterhouse are increased by
new infections occurring during transport and lairage
(Hurd et al., 2002). We therefore decided to determine the
bacteriological prevalence of Salmonella infection using
faecal samples collected on the farm. Although faecal
culture is highly specific, estimates of sensitivity are low to
moderate (Funk et al., 2005). Moreover, this sensitivity is
modified by several factors such us amount of faecal
material (Funk et al., 2000) or the use of individual versus
pooled samples (Arnold et al., 2005). In the present study,
10 pooled faecal samples per farm collected from five
different locations within each pen and in 10 different pens
as well as 25 g faecal samples were used to assess the
microbiological status of each finishing farm in order to
increase sensitivity.

The type of ration contributed significantly to the final
model in the present study. Accordingly to previous
studies in other countries (Jorgensen et al., 1999; Kjeldsen
and Dahl, 1999; Lo Fo Wong et al., 2004; Rajic et al., 2007),
the odds of a farm being Salmonella positive were less than
half on farms that fed meal feed compared with those that
fed pelleted feed. The pelleting and heat-treatment of feed
has long been recommended as an effective method for
decontaminating pig feed (Edel et al, 1970). It has,
however, been hypothesized that compared to pelleted
feed, non-pelleted feed results in a microbiological
ecosystem in the gastrointestinal tract that provides poor
growing conditions for Salmonella (Jergensen et al., 1999;
Kjeldsen and Dahl, 1999).

Many studies have reported a decreased risk for
Salmonella infection when wet feed was provided (Van
der Wolf et al., 1999, 2001b; Beloeil et al., 2004b; Lo Fo
Wong et al., 2004; Farzan et al., 2006). Wet feeding often
includes a fermentation step that increases the growth of

lactic-acid producing bacteria and yeasts (Prohaszka et al.,
1990). It has been proposed that the protective effect of
liquid feed containing fermented by-products is a result of
the combined effects of large amounts of organic acids and
large numbers of lactic-acid producing bacteria (Van der
Wolf et al., 2001b; Lo Fo Wong et al., 2002).

As a consequence of the lack of variation for this
potential risk factor in the study population, we were not
able to analyze this relationship. The number of missing
data for this particular variable was very low (11 out 232
farms), but only three fattening units reported the use of
wet feeding. In general, liquid feeding is only affordable for
large farms due to the investment needed for storage
capacity, mixers, pumps, pipelines and computers. The
estimated number of slaughtered pigs per year in our study
was a mean of 7317 and higher than 3500 in 50% of the
participating farms. In spite of the relatively high number
of large fattening units, however, our results indicate that
the use of automated liquid feeding systems in Spanish
swine fattening units is uncommon.

A protective effect of adding organic acids has been
demonstrated in swine farms by several studies, both in
feed (Van Winsen et al., 2000) and water (Van der Wolf
et al., 2001a). Recently, Creus et al. (2007) reported that
diets containing formic acid (0.8%) or a combination of
lactic and formic acids (0.4% each) were able to reduce
Salmonella seroprevalence compared to an unacidified diet.
In the present study, the addition of organic acids was a
common intervention that was used in 40.6% of the farms
during the fattening period. Faecal shedding of Salmonella
was detected in 48.7% of the farms that used organic acids
and in 37.8% of the farms that did not. These differences
were not statistically significant in the univariate analysis.
As previously suggested, the study of the effect of the
administration of organic acids in feed or water seems to
be difficult to achieve in cross-sectional studies, since this
intervention is used both as a preventive and therapeutic
measure (Lo Fo Wong et al., 2004).

In the present study we found an association between
the size of the farm, estimated as the number of pigs
slaughtered per year, and the detection of Salmonella
shedders. The risk of a finishing batch to shed Salmonella
increased when the number of slaughtered pigs per year
was >3500. Herd size is a very complex factor and many
related variables, apart from the number of finishing pigs,
should be considered simultaneously: the number of
barns, rooms per barn and pens per room, the number of
pigs per barn and pigs per pen or pig densities in the barn,
room and pen levels. Previous studies have reported very
inconsistent results, most likely as a consequence of these
factors. Van der Wolf et al. (2001b) found that small-to-
moderate sized herds (<800 finishers) had higher
Salmonella seroprevalence than large herds in the Nether-
lands. Conversely, in agreement with our results, several
studies have detected an increasing risk of Salmonella
seropositivity in large farms from Denmark and France
compared to small ones (Dahl, 1997; Mousing et al., 1997;
Carstensen and Christensen, 1998; Farzan et al., 2006;
Beloeil et al., 2007), while many others have failed to
demonstrate this association (Lo Fo Wong et al., 2004;
Rajic et al., 2007).
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Although large farms usually implement proper biose-
curity measures and good management practices more
often than smaller ones, the sources for Salmonella
infection may be increased in large farms. Other factors,
such as pig density at the pen level, pig-to-pig contact or
degree of stress might also explain at least part of the
differences encountered in Salmonella faecal shedding by
finishers from large and small herds.

Rajic et al. (2007) reported that multisite operations or
individual grow-to-finish farms had a greater risk for
swine salmonellosis than farrow-to-finish farms in
Canada. A similar result was described by Davies et al.
(1997b) in North Carolina. In the present study, the
prevalence of Salmonella faecal shedding was 44% among
finishing farms and 35% among farrow-to-finish farms.
Although the type of swine operation was used to the
model, this variable was not retained in the final equation.
We therefore cannot associate higher odds of swine
salmonellosis to finishing farms.

In spite of the relatively high number of sampled farms,
the present study failed to identify associations between
several characteristics of the fattening unit at either the
univariate or multivariate analysis levels, such as the type
of floor, type of wall separations or type of drinkers. It has
been suggested that closed pen separations that do not
allow the direct contact between pigs from different pens
can prevent Salmonella transmission (Dahl et al., 1996).
Conversely, several studies have shown that fully slatted
flooring have a protective effect compared to other types of
flooring, such us partial slatted floors (Nollet et al., 2004) or
flush-gutter flooring (Davies et al., 1997a; Davies, 1998)
that allow a higher contact of the pig with faecal material.
Bahnson et al. (2006) reported that the odds for Salmonella
carriage were lower in farms using nipple drinkers, which
prevent more water pooling and contamination with faecal
material compared to those that employ bowl or bowl/
nipple combination drinkers. In accordance with our
results, many other studies have failed to detect these
associations (Van der Wolf et al., 2001b; Lo Fo Wong et al.,
2004; Rajic et al., 2007).

It is generally accepted that hygiene and biosecurity
measures, such as strict cleaning and disinfection proto-
cols, hygiene facilities, strict all-in/all-out policy or
eradication of rodents, are relevant tools in the control
of swine salmonellosis (Berends et al., 1996; Lo Fo Wong
etal., 2002; Funk and Gebreyes, 2004). We were not able to
analyze variables of interest like cleaning and disinfections
procedures or rodent control due to the lack of variation in
the study population. Moreover, in agreement with the
results from other studies (Davies et al., 1997b; Nollet
et al., 2004; Raji¢ et al, 2007), we were not able to
demonstrate any benefit from all-in/all-out flow in
finishers over continuous production.

Three variables concerning hygiene and biosecurity
were selected to be included in the multivariate analysis,
although none of them was finally retained in our model:
source of drinking water, sanitary ford at the entry of the
farm and source of weaned pigs. Lo Fo Wong et al. (2004)
found that recruiting pigs from more than three supplier
herds was a risk factor for Salmonella seropositivity in a
study that included 359 finishing herds from Germany,

Denmark, Greece, The Netherlands and Sweden. In our
study, Salmonella faecal shedding was detected in more
than 50% of the farms that reported more than one source
of weaned pigs and in 38% of integrated finishing units
using a single source. The lack of association between the
number of supplier herds and Salmonella infection might
be a consequence of the relatively low variation of this
factor in our study, since less than 20% of the farms
reported more than one source. This resulted in a
diminished statistical power to detect relationships.

5. Conclusion

Our study confirms that pelleted feed is associated with
an increased risk of Salmonella detection in faecal samples
from finishing pigs and therefore should be considered as a
possible intervention point for the control of swine
salmonellosis in Spanish finishing units. Conversely, faecal
Salmonella shedding was more commonly detected in large
units when compared to small ones.
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Discusion general

Esta tesis doctoral se presenta bajo la modalidatbthpendio de publicaciones. En ella
se incluyen tres trabajos publicados, en los quprilmera firmante es la autora de la tesis,
participando también los directores de la mismao#Atinuacion se presenta una discusion general

de los resultados obtenidos en los trabajos pradest

En una primera etapa, el objetivo fue determinarptavalencia bacterioldgica de
Salmonellaasi como la distribucion de los serotipos predamtieés en las explotaciones porcinas

con cerdos de cebo de Espafia.

Para ello, se disefié un estudio transversal queatied entre marzo de 2003 y febrero de
2004 y que incluy6 tanto a granjas de cebo, cograajas de ciclo cerrado en un Unico punto y a
granjas de produccion en multiples punt®s llevd a cabo un muestreo estratificado por @C.A
y por provincias, en funcién del censo de exploiaes con cerdos de celi@s Comunidades de
Canarias, Islas Baleares, Madrid, Cantabria y Aeguro se incluyeron en el muestreo puesto que

su produccion de cerdos de cebo era menor al 1%tdéHel pais

El muestreo se hizo siguiendo la metodologia iatEomalmente aceptada para la
determinacion de la prevalencia bacteriolégicaa®#lp, en cada explotacion de cebo se tomaron
10 muestras de heces procedentes de 10 corrajgdosl@l azar entre los que contenian cerdos de
cebo con pesos proximos al sacrificio. Estas mag$treron tomadas directamente del suelo y en

5 puntos diferentes para cada corral.

En total se recogieron y se procesaron individuatm@ara la deteccién d&almonella
2.320 muestras de heces procedentes de 232 exphas@orcinas distribuidas por la geografia
espafiola. Es importante sefialar que este trabajel forimero de esta indole realizado en Espafia

con una muestra muy representativa del conjuntted&orio nacional.

Aunque en nuestro estudio decidimos emplear téeniba bacteriologia para el
diagnostico, hay que sefialar que, en la actualldagtan mayoria de los programas de control de
salmonelosis porcina que se han puesto en marcipaisaes de la UE coinciden en utilizar la
serologia como herramienta principal de diagndstias técnicas serolégicas habitualmente
empleadas son Mix-LPS-ELISAs que combinan difeemigigenos somaticos para el tapizado
de las placas (Nielseet al., 1995; Van der Heijdemwt al., 1998; Van der Wolft al., 1999)
permitiendo la deteccion de la mayoria de las oiferes causadas por bacterias de género
Salmonelleen el ganado porcino. Empleando los resultad@sties técnicas, las explotaciones se
clasifican en tres categorias: granjas libres @ pofectadas, granjas moderadamente infectadas y
granjas altamente infectadas y, seguidamente, maidfu de esta clasificacion se ejecutan

diferentes protocolos de actuaciéon. La deteccidold@gica de la infeccién permite superar
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algunos de los problemas asociados a la deteccitectal de Salmonella por cultivo
bacteriolégico como son la intermitencia de la #lawién o los bajos niveles o incluso la
ausencia de eliminacion fecal en los cerdos poregdddemas, el tiempo necesario para alcanzar
el diagndstico es mucho menor y estas técnicasbgeras son econémicamente viables cuando

se llevan a cabo campafias de control a gran escala.

En cualquier caso, el uso de técnicas de bactgfloonvencional es absolutamente
imprescindible como punto de partida para el dis#gitos programas de control 8almonella
Mediante estas técnicas se puede determinar lalpreva basal en las explotaciones. Otro dato
fundamental se obtiene mediante el aislamientopificicion de las cepas. Esta tipificacion
permite conocer los serogrupos S@monellamés frecuentes en una determinada &rea o regién.
La sensibilidad tedrica de las pruebas serolégizas el diagnéstico de salmonelosis que se
utilicen posteriormente en los programas de cordeglende principalmente de los serogrupos
implicados en la infeccibn en la poblacién de csrdestudiada. Por consiguiente es
imprescindible conocer qué serogrupos estan pesemt esa poblacion para, en primer lugar,
estimar la sensibilidad tedrica de las pruebaddé&gioms comerciales y para, en su caso, disefiar
pruebas especificas que permitan detectar lascinfezs causadas por serotiposSimonella

clasificados en aquellos serogrupos no detectablelss pruebas comerciales.

Por otra parte, la prevalencia bacterioldgica dénfaccion porSalmonellaen cerdos
puede determinarse tanto en la granja como en dhde® obteniéndose resultados

considerablemente diferentes

En nuestro estudio, dado que nuestro objetivo jpah@ra determinar la proporciéon de
explotaciones infectadas pSalmonelladecidimos tomar las muestras en las granjas. édifes
trabajos han demostrado que el empleo de muegtcagidas en el matadero se asocia a una
sobreestimacion de los valores de prevalenciatdeirdeccion, consecuencia, principalmente, de
la contaminacion cruzada entre lotes de animalesegentes de diferentes explotaciones que
comparten espacios durante el transporte y, pkatioente, en los corrales de espera del
matadero. En este sentido, se ha demostrado laidagaleSalmonellgpara aislarse en el ciego a
las 4-6 horas tras la exposicion oral a la bac(&éaorka-Craet al., 1995) y Hurdet al. (2002)
demostraron que los aislamientosSmonellase multiplicaban hasta 7 veces tras el sacrificio
en el matadero en comparacion con los animalesegemtes de la misma explotacion, que

fueron sacrificados en la granja.

La prevalencia aparente de la infeccién Baimonellafue del 12,5 % (IC 95 %: 11,2-
13,8 %) a nivel de muestras mientras que en el%3j& las explotaciones (IC 95 %: 37-49,1 %),

se aisléSalmonellaen al menos una de las muestras de heces recogidpge permite afirmar

128



Discusion general

gue esta infeccion esta muy difundida en las gsapjrcinas en el conjunto del paisstos
valores fueron superiores a los encontrados es patses europeos como Holanda o Dinamarca
(Van der Wolfet al.,1999; Christenseet al.,2002). Nuestros datos estan en concordancia con el
estudio posterior de prevalencia basal de la satosis en cerdos de cebo que se realiz6 en toda
la UE y en el que Espafia resulto ser el pais earope mayor porcentaje de muestras positivas a
Salmonella(EFSA, 2008). Sin embargo, hay que sefalar queldtss obtenidos en el presente
estudio fueron semejantes o ligeramente inferiaréss descritos en algin otro pais de la UE
como Irlanda asi como otros paises como CanaddJWJERoweet al.,2003; Rajicet al., 2005;
Rodriguezet al.,2006).

Estos resultados globales son algo superiores addssritos por otros autores en
diferentes regiones de nuestro pais, como el 2&%explotaciones positivas &almonella
descrito en Cataluiia (Mejé& al.,2006) o el 33 % descrito en Andalucia (Astcegal.,2007).

Es importante tener en cuenta que es enormementplejo establecer comparaciones
entre las estimaciones de prevalencia bacteriadode la salmonelosis obtenidas en diferentes
trabajos Por un lado, existe una gran variabilidad entseféamas de produccion de cada pais vy,
por otro, las estimaciones de prevalencia estactaafas en gran medida por las estrategias de
muestreo, desde el disefio del estudio hasta elfitarda la muestra, y los protocolos de
aislamiento utilizados (Furét al.,2000; Hurdet al.,2001; Rajicet al.,2005).

En cuanto a la sensibilidad del cultivo microbiddig diversos estudios han demostrado
un incremento de la sensibilidad directamente aslocal aumento del volumen de la muestra de
heces (Funlet al., 2000) y al nimero de muestras incluidas o reptaedas en las mezclas de
heces, en caso de emplearse (Arnetdal., 2005). En este sentido, la mayor prevalencia
observada en nuestro estudio en comparaciéon cas ttbajos podria explicarse, al menos
parcialmente, por el empleo de 10 muestras de hiecegidas directamente del suelo y tomadas
en cinco puntos diferentes de cada corral muestrdadque asegura una sensibilidad muy
superior a la de los estudios realizados sobre tnasede cerdos individualeAdemas, para cada
una de las muestras de heces se procesé individngdmn volumen elevado, 25 g, hecho que

también se asocia a una mayor sensibilidad.

En lo que respecta a la comparacion entre lasedifes CC.AA. estudiadas, se encontrd
gue la prevalencia aparente de granjas infectadaSaimonellaen Castilla y Leon, C.A. que
engloba a méas del 10 % del censo de cerdos dededlpais, fue significativamente inferior a la
del resto de CC.AAEI riesgo de que en una granja se detectara absnama muestra de heces
positiva aSalmonellafue 4 veces inferior en esta CC.AA. en comparacidm el resto del pais

(OR= 4,04; IC 95 %: 1,54-11,22). Sin embargo, npsdo demostrar ninguna correlaciéon entre
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la prevalencia de explotaciones y muestras positvas datos de censo o de densidad de cerdos
de cebo en las diferentes CC.AA. muestrealasobstante, es importante remarcar que Aragon,
Catalufia y Murcia, regiones en las que se concemigadel 50 % del censo de cerdos de cebo y
que presentan las mayores densidades de prodymesiéima en Espafia, registraron valores de
prevalencia muy altos tanto de explotaciones coenmuestras positivasSalmonella

El 41,9% de las explotaciones muestreadas fuenglotaxiones de cebo integradas en un
sistema de produccioén en multiples puntos miemfuasel 24,8% fueron cebos de ciclos cerrados
en un anico punto y el 33,3% granjas de cebo. keagbencia aparente de la infeccion fue muy
similar en las granjas de produccion en mdltiplestps y en los cebaderos (42 y 42,8%,
respectivamente) y ligeramente inferior en las jgsade ciclo cerrado un Unico punto (36,5%)

aunque las diferencias no alcanzaron la significaestadistica.

A pesar de que solo se recogid una colonia de@atiao sospechoso, se identificaron un
total de 24 serotipos dBalmonelladiferentes, lo que apunta hacia la existencia d#iptes
fuentes de infeccién en las granjas porcinas, talngo ha sido propuesto previamente (Baggesen
et al., 1996). En este sentido, Rodrigusizal. (2006) demostraron la existencia de una mayor
variabilidad en lo que respecta a los serotiposSakenonellaen las muestras procedentes de
explotaciones porcinas en comparacion con las mlateren otras producciones como las de

ganado vacuno, ovino o la avicultura.

S. Typhimurium fue el serotipo predominante tantdanexplotaciones (40 %) como en
las muestras (31,4 %), al igual que en las exglmas porcinas de otros paises (Baggese.,
1996; van der Woltt al., 1999; Roweet al.,2003; Rajicet al., 2005). El segundo serotipo mas
frecuentemente aislado fi& Rissen, que se identificé en el 25 % de las eapiohes positivas
Estos resultados, ademas, concuerdan con los dbsepor otros autores en diferentes regiones
de Espafia (Mejiat al.,2003; Astorgaet al.,2007). Resulta importante destacar que este geroti
ha mostrado un notable incremento desde el afio @M@ los aislados dgalmonellade origen
humano en Espafia (Echedtaal.,2005b), llegando a ocupar el sexto puesto en itapcia en los
afios 2002-2003 (Echeita al., 2005b) y vinculandose principalmente al cerdo gvaelos (De
Frutoset al., 2005). Por otro ladd. Derby, un serotipo que se ha demostrado que ez cip
establecer infecciones persistentes en explotaxigrecinas (Baggesent al., 1996), fue
identificado en el 16 % de las muestras y el 14e%ad explotaciones positivak este respecto,
un clon delS Derby ha sido recientemente identificado en Espafi muestras de cerdo,
productos derivados del cerdo y en humanos (Valdetal.,2005).

130



Discusion general

El serotipo que ocupé el cuarto lugar en frecuedeiaislamiento en nuestro estudio fue
S.4,5,12:i:- , un serotipo que emergio y se disenginibe los aislados humanos a partir de 1997 y
que se ha vinculado al consumo de productos deroggrcino (Echeitat al., 1999). Se ha
descrito que este serotipo es una variante mowafési cepaS. Typhimurium DT U302 (Echeita
et al., 1999; 2001; De la Torret al., 2003) y que esta frecuentemente asociado al pisfil
multirresistencia a antimicrobianos R-ACSSuT (aifipi&, cloranfenicol, estreptomicina,
sulfaminadas y tetraciclina) asi como a resistsneidicionales a gentamicina y trimetoprim-

sulfametoxazol (De la Tormet al.,2003).

Tal y como se ha expuesto anteriormente, el conenim de los serogrupos mas
prevalentes d8almonellaes enormemente importante puesto que determsenkibilidad de los
Mix-LPS-ELISAs comerciales que pueden ser empleadnsla deteccion seroldgica de
explotaciones infectadas p&almonella La mayoria de estas técnicas estan disefiadadgpara
deteccion de las infecciones causadas por serafipSalmonellade los serogrupos B, C1y D1
(Nielsenet al., 1995; van der Heijdert al., 1998) que son los mas comunes en Espafia y en
Europa. Los resultados obtenidos en el presentelieshos permiten sefialar que el empleo de
estas técnicas seroldgicas teéricamente permaidateccion del 91 % de las granjas con cerdos
de cebo infectadas p&almonellade nuestro pais. Este valor es semejante al tiesariestudios
previos llevados a cabo en paises como Dinamaraggéeret al., 1996), Holanda (van der
Wolf et al.,1999) o Canada (Letelliet al., 1999; Rajicet al.,2005) y avalaria la utilidad de la
gran mayoria de los Mix-LPS-ELISA comerciales endeanjas porcinas de cebo espafiolas

Todos los aislados del serotipo Typhimurium asi @dos deS. 4,5,12:i:- yS. 4,12:i:-
fueron fagotipificados, identificandose hasta 9ofamps diferentes asi como una elevada
proporcién de aislados no tipificables (24,2 %)fdgotipo DT 193 fue el mas frecuente seguido
del DT 104, DT 104b y DT U302. Es importante destague estos fagotipos han sido también
los més frecuentemente identificados entre loaddsl deS. Typhimurium de origen humano en
Espafia (Echeitat al., 2005b). Ademas, el 23 % de los aisladosSd&yphimurium fueron
identificados como pertenecientes a los fagotipdsl®4, DT U302 o DT 104b. Estos fagotipos,
que se detectaron en casi el 30 % de las grariggadas poS. Typhimurium han sido asociados
a patrones de multirresistencia a antimicrobiabesl4 Torreet al.,2003; Gebreyest al.,2004b;

Johnsoret al.,2005) y tienen por ello una gran relevancia eandspliblica.

Teniendo en cuenta que un punto fundamental pgradata en marcha de un programa
de control deSalmonellaes la identificacion de posibles factores asocaada entrada y la
diseminacion de I&Salmonellaen las explotaciones, simultaneamente al estuelcriptivo de

prevalencia, se llevo a cabo un estudio analitmoa fin de identificar factores de riesgo para
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esta infeccion en las granjas con cerdos de cebaeltro pais

Para ello se disefi6 una encuesta en la que seyénofu un total de 74 preguntas,
divididas en tres apartados: caracteristicas gksete la explotacion, caracteristicas y manejo de
las unidades de cebo y aspectos relativos a lertggy medidas de bioseguridad. Los
cuestionarios fueron cumplimentados por los vedeidis de las explotaciones y fueron remitidos
junto con las muestras de hedekanalisis se llevé a cabo tomando la explotac@mo unidad y
considerando una granja como positiva cuando s#ifidé Salmonellaen al menos una de las
muestras de heceEn una primera etapa, se llevé a cabo un andlisexiado que permitid
seleccionar un total de 7 variables cualitative® yariables cuantitativas para ser incluidas, en
una segunda etapa, en el andlisis por regresidstitt)y Al modelo final contribuyeron de modo

significativo dos variables, el tipo de piensoizgitio y el tamafio de las explotacianes

De acuerdo con lo descrito en otros trabajos (dsegeet al., 1999; Kjeldsen & Dabhl,
1999; Lo Fo Wonget al., 2004a; Rajicet al., 2007), en nuestro estudio el riesgo de que una
explotacion fuera positiva®almonellafue 2,3 veces superior en las explotaciones dlieab@an
pienso granulado en comparacion con las explotasigie empleaban harinds pesar que la
granulacion y su tratamiento térmico han sido descrcomo un método eficaz para la
descontaminacion del pienso (E@tlal., 1970), también se ha observado que la alimentacion
base de piensos granulados favorece determinaddgciomes en el ecosistema gastrointestinal

que facilitan la multiplicacion d8almonellaJorgenseet al.,1999; Kjeldsen & Dahl, 1999).

Ademas, en el presente estudio se encontré asitianire el tamafio de la explotacion,
estimado en base al niumero de cerdos de ceboiczdwg al afio, y la presencia de animales
eliminadores deSalmonella Las explotaciones en las que el niumero de ansnserificados
anualmente alcanzaba o superaba los 3.500 cendi@s t&,8 veces mas riesgo de presentar al
menos un animal eliminador. El tamafio de la explotaes una variable enormemente compleja
en la que, aparte del nimero de cerdos sacrificablasio, intervienen otras muchas variables
como son el nimero de naves, el nUmero de copalesave, el nimero de cerdos por nave o por
corral o la densidad de cerdos en la nave o eblcor este respecto, estudios anteriores han
descrito resultados inconsistentessi, van der Wolfet al. (2001b) describieron que las
explotaciones con un tamafio relativamente pequefR®00( cerdos) tenian una mayor
seroprevalencia d8almonellague las explotaciones grand®®r el contrario, y de acuerdo con
nuestros resultados, otros estudios han descrécefjtiesgo de seropositividadSalmonellaes
superior en las explotaciones de gran tamafio erpa@tion con las pequefias (Dahl, 1997;
Mousinget al., 1997; Carstensen & Christensen, 1998; Fagetaal., 2006; Beloeilet al., 2007).
Otros autores no han logrado encontrar ningunaiason (Lo Fo Wonget al., 2004a; Rajicet

132



Discusion general

al., 2007). Por lo general, las explotaciones de magorafio tienen implementados mejores
programas de bioseguridad que las de menor tan®&fioembargo, el nimero de fuentes de
infeccion suele incrementarse en relacion direttaraafio. Otros factores como la densidad de
cerdos por corral, el grado de estrés o de conewtie cerdos puede explicar, en parte, las
diferencias encontradas entre la prevalencia denaes eliminadores dé&almonella en

explotaciones porcinas grandes y pequefias

La relacion entre la dieta liquida y la infeccidor almonellano pudo ser investigada
debido a la falta de variabilidad observada pat@ \eriable en nuestro estudio. Diversos estudios
han descrito que este tipo de dieta, particularenkenalimentacion liquida fermentada, disminuye
el riesgo para la infeccion p&@almonellaen las explotaciones porcinas (van der \\adlfal.,
1999, 2001b; Beloeikt al., 2004; Lo Fo Wonget al., 2004a; Farzaret al., 2006) como
consecuencia de la combinacion de elevadas concamtes de acidos organicos y de bacterias
acido lacticas que crean un ambiente gastroingdstiasfavorable para la multiplicacion de
Salmonella(van der Wolfet al., 2001c; Lo Fo Wonget al.,2002). En general, la utilizacion de
alimentacion liquida es rentable en explotacionas @n tamafio razonablemente grande. La
inversion inicial es elevada y se recupera maslafpente en estas explotaciones por la mejora de
los pardmetros productivos. Este tipo de alimebtacés especialmente rentable en las
explotaciones situadas en zonas geogréficas cpordislidad de subproductos de la industria

alimentaria, principlamente de la industria lactea.

El tamafio medio de las explotaciones incluidasussino estudio fue elevado. El nimero
de cerdos sacrificados por afio alcanz6 un valoiarael7.317 y fue superior a 3.500 en el 50 %
de las explotaciones participant&mn embargo, los resultados de nuestra encuafitainque los
sistemas de alimentacion liquida estaban entorsmasamente implantados en las explotaciones
porcinas de nuestro pais. Aunque la alimentaciuida ain no es habitual, si es cada vez mas
comun y muchas de las explotaciones nuevas cuentaeste tipo de alimentacion. En nuestro

estudio, tan solo tres explotaciones de las 23Ridas empleaban este tipo de alimentacion.

Por el contrario, la adicion de acidos organicoskpienso o el agua resulté ser una
practica muy comun durante la fase de cebo erxfastaciones porcinas de nuestro pais, siendo
utilizada por el 40 % de las granjas incluidas legresente estudio. La adicién de acidos ha sido
descrita como un factor de proteccion para la sadasis porcina (van Winsest al., 2000; van
der Wolfet al.,2001a). En nuestro pais, Craisl. (2007) demostraron que dietas que contenian
acido formico (0,8 %) o una combinacién de aciddid¢d y féormico (0,4 % cada uno) eran
capaces de disminuir la seroprevalencia de ladidacen comparacion con dietas sin acidificar.

Sin embargo, en el presente estudio, la infeccadrBplmonellafue detectada con mas frecuencia
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en las explotaciones que utilizaban acidos org&n@oenque las diferencias no alcanzaron
significacion estadistica en el andlisis bivarial@ste respecto, coincidimos con Lo Fo Weng

al. (2004a) en sefialar que el estudio del efecto déidme como la administracién de acidos

organicos en la dieta es muy dificil de demostraestudios transversales, ya que este tipo de

actuaciones se llevan a cabo habitualmente tarfioriohe preventiva como terapéutica.

Algunos estudios han identificado como factor éego para la infeccion p&almonella
determinadas caracteristicas estructurales denidades de engorde como el tipo de separacion
entre corrales, el tipo de suelo o el tipo de belwxi Se ha descrito que la utilizacion de
separaciones soélidas que dificultan el contactectr entre cerdos de diferentes corrales puede
prevenir la transmision dgalmonella(Dahl et al., 1996). Asimismo, los suelos de rejilla se han
identificado como un factor de proteccion al dismtirel contacto de los cerdos con las heces
(Davieset al.,1997a; Davies, 1998; Nollet al.,2004). En cuanto a los bebederos, Bahreton
al. (2006) describieron que el riesgo de infecciénmeemor en granjas que utilizaban bebederos
de chupete, probablemente por prevenir mejor laacainacion del agua con materia fecal en
comparacion con los bebederos de cazoleta. Sinrgmigaen coincidencia con otros estudios, en
el presente trabajo no se consiguid identificagmia asociacion entre estas variables y la
eliminacién deSalmonella(van der Wolfet al., 2001a; Lo Fo Wongt al., 2004a; Rajicet al.,
2007).

Una de las principales herramientas para el cod&dd salmonelosis en las explotaciones
porcinas es la instauracién de programas de bidsleguy medidas higiénicas como pueden ser
los sistemas de manejo “todo dentro-todo fueratitilzacion de estrictos protocolos de limpieza
y desinfeccion, la presencia de aseos y vestupdos la higiene y el cambio de ropa tanto del
personal como de las visitas o programas eficaeeswtrol de roedores (Berergtsal.,1996; Lo
Fo Wonget al.,2002; Funk & Gebreyes, 2004). En el presente eshalse pudieron analizar las
variables relativas a los protocolos de limpiezdeginfeccion y a los programas de control de

roedores debido a la poca variabilidad que mostraro

Al igual que en otros trabajos (Daviesal., 1997b; Nolletet al.,2004; Rajicet al.,2007)
no se logré demostrar ningun beneficio de los miatede manejo “todo dentro-todo fuera” frente
a sistemas de manejo continuos para la prevenadla dnfeccion porSalmonella Ademés,
aunque tres variables relativas a higiene y biosdgd fueron incluidas en el andlisis
multivariado, el origen del agua de bebida (abasieato publico/pozo propio), la existencia de
vado sanitario o equivalente a la entrada de ldotagon y el nimero de origenes de los
lechones, ninguna de ellas fue retenida en el rodahll.
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Finalmente y dado que la literatura sefiala de fommig particular al ganado porcino
como posible reservorio de aislados resistenteslirmsistentes d€almonellacompletamos el
presente trabajo realizando un tercer estudio tobjetivo de describir y evaluar la resistencia y

multirresistencia antimicrobiana en aisladosSdémonellgprocedentes de cerdos de cebo.

Para ello, se utilizaron los 290 aisladosS#monellaobtenidos en el estudio anterior,
procedentes de cerdos de cebo aparentemente aahosmo 192 aislados obtenidos a partir de
muestras de heces de cerdos de cebo con cuadrics<ldle diarrea remitidas para su andlisis al
Laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la fatule Veterinaria de Ledn entre enero de
2003 y febrero de 2004. Para todos estos aislaldsterminé el perfil de resistencia empleando
la técnica de microdilucion en caldo frente a 1%ingiorobianos: amoxicilina-clavulanico,
ampicilina, apramicina, cefalotin, ceftiofur, cifimxacina, cloranfenicol, colistina, florfenicol,
gentamicina, acido nalidixico, neomicina, espedtioina, estreptomicina, sulfametoxazol,

trimetoprim-sulfametoxazol y tetraciclina.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto |sadke frecuencia de resistencias
antimicrobianas entre los aislados S monellaprocedentes de cerdos de cebo en Espafia. Asi,
en nuestro estudio, a pesar de que todos los @sstial sensibilidad intermedia fueron incluidos
en la categoria de sensibles con el fin de evitarsobreestimacion de las resistencias, tan solo el
8 % del total de aislados @&almonellaanalizados fueron sensibles a todos los antimi@nols
Estos datos concuerdan con los obtenidos en attadies realizados en diferentes regiones de
Espafia (Matewet al., 2002; Agustinet al., 2005; Astorgaet al., 2007), en el Reino Unido
(Threfall et al., 2003) o en EE.UU. (Gebreyes al.,2000; 2004b; Farringtoat al., 2001). Sin
embargo, la proporcion de resistencia fue notahiéenguperior a la descrita por otros autores en
Canada (Rajiet al.,2004), Holanda (van der Wadt al.,1999) o Bélgica (Nollett al.,2006).

Aunque no se alcanzaron diferencias estadisticamsignificativas, la resistencia
antimicrobiana fue ligeramente superior en losadiss procedentes de cerdos con diarrea
(94,8 %) que en los procedentes de cerdos aparentersanos (90,7 %). Algunos autores han
descrito que los aislados dealmonella procedentes de animales enfermos tienen mayor
probabilidad de presentar resistencia antimicrabigue aquellos procedentes de animales sanos
(Poppeset al.,2001; Altekruseet al.,2002). Por el contrario, Johnsenal. (2005) no encontraron
diferencias significativas entre los niveles ddsteacia antimicrobiana de aislados procedentes

de casos clinicos y los procedentes de estudivgilkncia.

La tetraciclina fue el antimicrobiano al que cop@sdieron los porcentajes mas elevados
de resistencia, seguido por el sulfametoxazoljmpicilina y la estreptomicina. Estos resultados

son similares a los descritos en otros estudioscepas deSalmonellade origen porcino en

135



Discusion general

Espafia (Mateet al.,2002; Userat al.,2002; Agustiret al.,2005; Mejiaet al.,2006; Astorgaet

al., 2007) y en otras partes del mundo (Gebrestesl., 2000; 2004b; Farringtost al., 2001;
Threfall et al., 2003). La resistencia a estos antimicrobianos gstéeralmente vinculada a su
frecuencia de uso en medicina veterinaria y commumptores de crecimiento antes de su
prohibicién (van der Wolét al.,1999; van Duijkereet al.,2003; Threfalkt al.,2003).

También fue relativamente frecuente la resisteatialoranfenicol, a pesar de ser un
antimicrobiano cuya utilizacion en produccion arlii@eva prohibida afios en la UE. Se ha
propuesto que la persistencia de esta resistehclaranfenicol puede ser debida a la existencia
una relacion genética que la une a la resistenci@os compuestos (Popee al., 1998; 2001;
Carlsonet al.,2003; Gebreyest al.,2000; 2004c). Asi, la elevada proporcion de cegsistentes
al cloranfenicol encontradas en nuestro estudia@ser explicada por la existencia de un alto
nimero de aislados d& Typhimurium con el patron de pentaresistencia ACIS@&mpicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, sulfamidas y tetrtica), patrén generalmente asociado al fagotipo
DT 104, aunque también se ha descrito en otrogifegode este mismo serotipo (Gebregeal.,
2000). En estas cepas, el mecanismo de multieesist estd asociado a la presencia de
integrones que alojan casetes que codifican rasistea mdltiples antimicrobianos y que se
transmiten en su totalidad, por lo que la resiséer& ciertos antimicrobianos continda
detectdndose aunque lleven afios sin utilizarse.mAde todas las cepas resistentes al
cloranfenicol presentaron a su vez resistencidodehicol, un antimicrobiano que se usa en la
actualidad en produccién porcina en Espafia. Algungsres han descrito un mecanismo de
resistencia cruzada asociado a la presencia deflgRmue codifica la resistencia para ambos

antimicrobianos (Boltoet al.,1999).

La resistencia a la apramicina y a la gentamicena@etecté en menos del 10 % de los
aislados desalmonella resultados muy similares a los encontrados ars @studios realizados
sobre aislados procedentes de cerdo. Ademas, sermia de resistencia cruzada entre ambos
antimicrobianos fue evidente: todos los aislados ptesentaron resistencia a la apramicina
presentaron a su vez resistencia o sensibilidailnietdia a la gentamicina. Este hecho ha sido
descrito anteriormente en aisladosElecoli (Hedges & Shannoat al., 1984) y deSalmonella
(Threlfall et al.,1986).

Mas del 95 % de los aislados fueron sensiblescar@inaciéon amoxicilina/clavulanico,
aunque esta combinacién que no suele usarse emcpiod porcina en Espafia. Sin embargo, y de
acuerdo con lo descrito por Ragt al. (2004), existi6 un porcentaje relativamente eleved
aislados con sensibilidad intermedia a este antiibiano y, por lo tanto, cabe la posibilidad de

que la resistencia a amoxicilina/clavulanico pusetamés frecuente en un futuro.
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Por otra parte, a pesar de que la colistina esdentws farmacos mas frecuentemente
utilizados en Espafia tanto en el tratamiento camla erofilaxis de enfermedades entéricas en el
ganado porcino y de acuerdo con lo descrito pasautores en nuestro pais (Mageal., 2002;
Mejia et al., 2006; Astorgeet al.,2007), la resistencia a este polipéptido fue mugogfrecuente

en nuestro estudio, detectandose tan solo en paadeS. Derby.

Las quinolonas son, junto con el trimetoprim y ta&falosporinas, antimicrobianos de
eleccion para el tratamiento de salmonelosis imaasen el hombre (Leet al., 1994). Las
cefalosporinas de tercera generacion se empletioyb@mente en el tratamiento de salmonelosis
invasivas en los nifios, donde el uso de fluorodaimas estéa contraindicado debido a sus efectos
adversos (Bryan & Schekt al., 1992; Cherubiret al., 1986). A este respecto, es preocupante la
emergencia de aislados 8almonellaresistentes a estos antimicrobianos tanto en d&sntamo
en el hombre (Threlfakt al., 1997a; Molbaclet al.,1999; Feyet al., 2000; Dunneet al., 2000;
Mateuet al.,2002; Rankiret al.,2002; Villaet al.,2002). En nuestro estudio, tan solo un aislado
de Salmonelladel serotipo Ohio y obtenido del grupo de cerdos diarrea fue resistente a
ciprofloxacina. No obstante, la resistencia al aaidlidixico fue méas frecuente ya que estuvo
presente en el 5 % de los aislados de cerdos aparemte sanos y en el 15 % de los procedentes
de cerdos con diarrea. Todos los aislados conteasia al 4cido nalidixico presentaron a su vez
sensibilidad reducida a la ciprofloxacina en caleaicia con las observaciones que han apuntado
a la utilidad del acido nalidixico como un buenidador de la reduccién de sensibilidad a
fluoroquinolonas (Hakaneet al., 1999; Poppet al.,2001). Ademas, se identificaron 4 aislados
de S. Montevideo procedentes de una misma explotacigrdelano existian manifestaciones
clinicas de diarrea resistentes a ceftiofur, sieésta la primera descripcion de la que tenemos
conocimiento de resistencia a cefalosporinas @er@mgeneracion en aislados de origen porcino
en Espafia. En este sentido, Mawual. (2002) y Astorgaet al. (2007) habian descrito
previamente la existencia de aislados porcinossemsibilidad intermedia a ceftiofur en nuestro

pais

La multirresistencia, definida como la resistengi@uatro o mas antimicrobianos, fue
muy frecuente, manifestdndose en mas del 50 %sdaistados dSalmonellay particularmente
en los aislados d8. Typhimurium presentandose en el 77 % y el 95,6e%0d aislados de este
serotipo procedentes de cerdos aparentemente gadgermos, respectivamente. Sin embargo,
no fue un problema exclusivo & Typhimurium ya que se detectd en un total de @ecetipos
diferentes Asi, se detectaron elevados porcentajes de nesitencia en aislados de serotipos

como Bredeney asi como en la variante monofasi& Bgphimurium 4,5,12:i:-.
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En concordancia con observaciones previas, losipegrde resistencia y multirresistencia
variaron en funcién de los diferentes serotipoagofipos deSalmonella(Carramifianeet al.,
2004; Schoeteet al., 2004; Gebreyest al., 2004b; Johnsost al., 2005). En nuestro estudio, el
patron de resistencia mas comun entre los aisldddS. Typhimurium DT 104 y fagotipos
relacionados (DT 104b y DT U302) fue R-ACSSuT-SHHENF(ampicilina, cloranfenicol,
estreptomicina, sulfamidas y tetraciclina con tesisia adicional a espectinomicina y
florfenicol), mientras que entre los aisladosSiEyphimurium DT 193 fue R-AMP-SMX-STR-
TET (ampicilina, sulfametoxazol, estreptomicinaejraciclina). El fagotipo DT 193 con este
patron de resistencia ha sido asociado con aritlathal ganado porcino (Maguiet al., 1993;
Hampton et al., 1995). Los patrones R-ACSSuT-SPE-TMP (ampicilirdgoranfenicol,
estreptomicina, sulfamidas y tetraciclina con tegisa adicional a espectinomicina y
trimetoprim) y R-AMP-SMX-SPE-TET-TMP (ampicilina, udametoxazol, espectinomicina,
tetraciclina y trimetoprim) estuvieron asociadosislados deS. Rissen procedentes de cerdos
aparentemente sanos y enfermos, respectivamemetras que el patron R-SMX-SPE-STR-TET
(sulfametoxazol, espectinomicina, estreptomicin@tyaciclina) fue identificado principalmente
en aislados d8.Derby. Entre los aislados de la variante mono&gesS. Typhimurium 4,5,12:i:-

, en particular de su fagotipo U302, el patron firdsuentemente identificado fue R-ACSSuT-
SPE-TMP (ampicilina, cloranfenicol, estreptomicisalfamidas, tetraciclina, espectinomicina y
trimetoprim) con resistencia adicional a la gentanai y a la apramicina, de acuerdo a lo descrito
en otros estudios (Guereaal.,2000; De la Torret al.,2003).

Los resultados de este estudio nos indican queedsstencia y la multirresistencia
antimicrobiana son muy frecuentes entre los aisladpanoles d8almonellade origen porcino.
La deteccién de aislados con resistencia o seidsiblilreducida a cefalosporinas de tercera
generacion y quinolonas apoya la necesidad delestaprogramas de vigilancia de resistencia

antimicrobiana en estos aislados.
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Conclusiones

1. La prevalencia de la infeccién palmonella enterican cerdos de cebo en Espafia es elevada,
detectandose al menos una muestra positiva en,&l%3le las explotaciones (IC 95 %: 37-
49,1 %). Este resultado pone de manifiesto queskgdotaciones porcinas son un importante
reservorio de esta bacteria y que la carne de geadms productos de origen porcino deben ser
tomados en cuenta como potencial fuente de infeadlos casos de salmonelosis en el hombre

en Espafia, tal y como se ha descrito en otrosgpaisepeos.

2. Las técnicas ELISA habitualmente empleadas ehaghdstico seroldgico de la salmonelosis
porcina detectan anticuerpos contra los serogrdsl y D1, que en nuestro estudio se han
identificado en el 91 % de las explotaciones pagimfectadas. Por tanto, si se emplearan estas
técnicas para el diagnéstico serologico en Espaf@2ade las explotaciones infectadas no serian

detectadas.

3. El serotipo méas prevalente fugalmonellaTyphimurium seguido deSalmonellaRissen,
SalmonellaDerby y Salmonella4,[5],12:i:-, todos ellos serotipos relativamefrezuentes en los
casos de salmonelosis en el hombre en Espafa.tRoparte, la gran variedad de serotipos
detectados, hasta 24 diferentes, podria ser indicde la existencia de multiples fuentes de

infeccion en las explotaciones porcinas de nugstis.

4. El presente trabajo demuestra la existencia deamplia diversidad de fagotipos entre los
aislados desalmonellaTyphimurium obtenidos. Entre los mas prevalengestatan el fagotipo
DT104, el DT104b y el DTU302, frecuentemente astmsaa perfiles de multirresistencia y a

infecciones en el hombre en Espafia.

5. En Espafia, al igual que en otros paises, el uguetso granulado en cerdos de cebo esta
asociado a un incremento del riesgo de la deteatd@®almonella enterican las heces (OR=
2,28; IC 95 %: 1,22-4,26) siendo éste, por tanmopasible punto de intervencion para el control
de la salmonelosis en las unidades de engorde. #gjeel riesgo de eliminacién fecal de
Salmonella entericdue superior en las explotaciones de tamafio gré@Re=1,78; IC 95 %:
0,96-3,31) por lo que también este aspecto deberitomado en cuenta para el establecimiento

de medidas més intensas de control en las expoezide mayor tamarfio.

6. La resistencia y la multirresistencia a antimicanlois es muy comun entre laslados de
Salmonella entericgprocedentes de cerdos de cebo tanto aparentessme como de cerdos
con procesos diarreicos. Por consiguiente, el gapadcino debe ser tenido en consideracion

como potencial reservorio de cepasSédmonellaresistentes y multirresistentes en Espafia.
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7. Aunque la resistencia a las quinolonas y a lasl@gborinas, antimicrobianos de eleccion en el
tratamiento de la salmonelosis en el hombre, fus dfoecuente, hemos detectado un cierto
namero de aislados @almonella entericaon resistencia o sensibilidad intermedia al okftiy

a la ciprofloxacina. Este hecho pone de manifigstmportancia de la vigilancia de la resistencia
antimicrobiana en los aislados 8almonella entericprocedentes del ganado porcino con el fin

de limitar la posible diseminacién de estas resisés a través de la cadena alimentaria.

8. La multirresistencia, definida como la resistanei cuatro o méas antimicrobianos, fue
particularmente relevante entre los aislados detipe Typhimurium, entre los cuales fue muy
frecuente el patrén de resistencia R-ACSSuT. Estedp incluye resistencia a ampicilina,
cloranfenicol, estreptomicina, sulfametoxazol yrdeiclina y se presenta solo o asociado a
resistencia a otros antimicrobianos. Sin embargomultirresistencia no fue un fenémeno
exclusivo de este serotipo y éste y otros patroieesultirresistencia se detectaron también en

otros serotipos.
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1. RESUMEN GENERAL

El uso de técnicas de bacteriologia convencionahpsescindible como punto de partida
para el disefio de los programas de controSdknonellapuesto que permiten determinar la
prevalencia basal en las explotaciones asi comoceonos serogrupos dBalmonellamés
frecuentes en una especie y en una determinadao&egion. Este conocimiento es necesario
para disefiar técnicas de diagnéstico serolégicpgtreitan detectar, al menos tedricamente, los
anticuerpos especificos frente a los principalesgsapos deSalmonellaPor ello, nuestro primer
objetivo fue determinar la prevalencia bacteriatégde Salmonellaasi como los principales
serotipos implicados en la infeccién en las exglot@es porcinas con cerdos de cebo de Espafia.
Para ello se disefié un estudio transversal queadigd entre marzo de 2003 y febrero de 2004,
siendo el primero de esta indole realizado en Espaipleando una muestra representativa del
conjunto del territorio nacional. Se llevé a cabo muestreo estratificado por Comunidades
Auténomas y por provincias, en funcion del censeeteos de cebo, incluyendo tanto granjas de
cebo, como granjas de ciclo cerrado en un Unicdopyrgranjas de produccion en mdltiples
puntos. En cada explotacion se tomaron 10 muedtaseces, directamente del suelo y en 5
puntos diferentes en cada corral, en 10 corratggidels al azar entre los que contenian cerdos de
cebo con pesos proximos al peso de sacrificio.ofal, tse recogieron 2.320 muestras de heces
procedentes de 232 explotaciones porcinas distidisupor la geografia espafiola. Todas ellas
fueron procesadas de forma individual, partiendadesolumen de 25 g, para la deteccion e
identificacion deSalmonella entericy todos los aislados obtenidos fueron serotipag@n su

caso, fagotipados.

Se aisléSalmonellaen al menos una de las muestras recogidas en,kl%3e las
explotaciones (IC 95 %: 37-49,1 %) y en el 12,5195 %: 11,2-13,8 %) de las muestras de
heces. La caracterizacion serolégica permitié ifleat un total de 24 serotipos diferentes de
Salmonella siendoS. Typhimurium,S Derby yS. Rissen los mas frecuentes. Ademas, todos los
aislados del serotipo Typhimurium asi como losSdé,5,12:i:- yS. 4,12:i:- fueron fagotipados,
identificandose hasta 9 fagotipos diferentes asfiocana elevada proporcidon de aislados no
tipables (24,2 %). El fagotipo DT 193 fue el méscfrente aunque los fagotipos DT 104, DT
104b y DT U302, frecuentemente asociados a patrdaesultirresistencia a antimicrobianos,
fueron igualmente muy frecuentes y se identificaeon casi el 30 % de las explotaciones

infectadas po8. Typhimurium.

Teniendo en cuenta que otro punto fundamentalglatisefio de programas de control de
Salmonellaes la identificacion de posibles factores asodaalda entrada y la diseminacion de
esta bacteria en las explotaciones porcinas, simedimente al estudio descriptivo de prevalencia,

se llevé a cabo un estudio analitico con el findémtificar factores de riesgo para esta infeccion
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en las granjas con cerdos de cebo de nuestro§midisefié un cuestionario en el que se recogio
informacion acerca de un total de 74 variablesuaplas en tres categorias: caracteristicas
generales de la explotacion, caracteristicas y joateelas unidades de cebo y aspectos relativos
a la higiene y medidas de bioseguridad. Estos ionesios fueron cumplimentados por los

veterinarios de las explotaciones y fueron remdtigimto con las muestras de heces para el

diagnéstico de salmonelosis

El andlisis se llevé a cabo tomando la explotac@mo unidad y considerando una granja
como positiva cuando se identifi@almonellaen al menos una de las 10 muestras de hEces
una primera etapa, se llevé a cabo un analisigibtl@ que permitié seleccionar un total de 7
variables cualitativas y 2 variables cuantitatigae fueron incluidas, en una segunda etapa, en un
andlisis multivariado por regresion logistica. Abdelo final contribuyeron de modo significativo
dos variables, el tipo de pienso utilizado y elaédmde las explotacionds| riesgo de deteccion
de Salmonellaen las heces fue superior en las explotacioneupteaban pienso granulado en
comparacion con las que empleaban piensos en H@Rma 2,28; IC 95 %: 1,22-4,26). Ademas,
este riesgo estuvo asociado al tamafio de la grasialas explotaciones que sacrificaban mas de
3.500 cerdos al afio mostraron un riesgo superide &s explotaciones mas pequefias (OR=1,78;
IC 95 %: 0,96-3,31). Estos factores de riesgo daberincluirse como posibles puntos de

intervencion para el control de la salmonelositasrunidades de engorde en nuestro pais.

Finalmente y dado que la literatura sefiala de fommg particular al ganado porcino
como posible reservorio de aislados resistentesltirmsistentes d€almonellanos planteamos
completar el presente trabajo realizando un texstrdio con el objetivo de describir y evaluar la
resistencia y multirresistencia antimicrobiana istedos deSalmonellagprocedentes de cerdos de
cebo. Para ello, se utilizaron todos los aisladbterados en el estudio de prevalencia,
procedentes de cerdos de cebo aparentemente aahosmo 192 aislados obtenidos a partir de
muestras de heces de cerdos de cebo remitidasypanadlisis al Laboratorio de Enfermedades
Infecciosas de la Facultad de Veterinaria de LetdtneeEnero de 2003 y Febrero de 2004 y
procedentes de animales con un cuadro clinicoateedi. Para todos estos aislados se determiné
el perfil de resistencia empleando la técnica deradilucion en caldo frente a 17
antimicrobianos: amoxicilina-clavulanico, ampicdin apramicina, cefalotin, ceftiofur,
ciprofloxacina, cloranfenicol, colistina, florfemi; gentamicina, acido nalidixico, neomicina,

espectinomicina, estreptomicina, sulfametoxazohettoprim-sulfametoxazol y tetraciclina.

El 90,7 % de los aislados obtenidos en cerdos spmb94,8 % de los procedentes de
cerdos con diarrea mostraron resistencia a al menosde los antimicrobianos valorados. Las

frecuencias mas elevadas de resistencia corregvondia tetraciclina, sulfametoxazol,
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estreptomicina, espectinomicina, ampicilina, cléeaitol y trimetoprim-sulfametoxazol. Por el

contrario, menos del 10 % de los aislados fuersistentes a amoxicilina-clavulanico, neomicina,
cefalotina, apramicina y gentamicina, mientras fueesistencia a ciprofloxacina, colistina y
ceftiofur fue inferior al 1 %. Ademas, la resistienantimicrobiana fue particularmente elevada
entre los aislados del serogrupo B y los serotipo$yphimurium y su variante monofasica

4,512:i:-.

La multirresistencia, definida como la resistergi@uatro o mas antimicrobianos, fue
detectada en mas del 50 % de los aislados incleid@d presente estudio y particularmente entre
los aislados d& Typhimurium asi como entre los aislados de aewstipos com&. Bredeney y

la variante monofasica & Typhimurium,S. 4,5,12:i:-.
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2. ABSTRACT

The use of conventional bacteriological technigigesan essential starting point for
designingSalmonellacontrol programmes, since these are used to degimase prevalence rates
on farms and to identify the most frequ&alimonellaserogroups in a species within a specific
area or region. Such information is necessaryderto design serological diagnostic techniques
for detecting, at least theoretically, the specifintibodies against the maiSalmonella
serogroups. Consequently, our first objective veaddtermine the bacteriological prevalence of
Salmonellaand the most important serotypes involved in itiéecon pig fattening farms in
Spain. To this end we designed a cross-sectidndl svhich was conducted between March
2003 and February 2004. This is the first timetady of this kind using a nationally
representative sample has been carried out in Sfratified sampling was carried out at
regional and provincial level based on the cendufatening pigs, and included multi-site,
individual finishing as well as farrow to finishgpfarms. Within each farm, 10 faecal samples
were taken directly from the flour from 10 pensdamly selected among those containing
fattening pigs close to market weight and at Sedéht points in each pen. In total, 2,320 samples
were collected from 232 pig farms located through8pain. All samples were processed
individually, using a base volume of 25 g, in orttedetect and identifgalmonella entericaAll
isolates obtained were serotyped and, where agptepphagotyped.

Salmonellawas isolated in at least one of the samples celiefrom 43.1% of farms (Cl
95%: 37-49.1%) and in 12.5% of faecal samples @26911.2-13.8%). A total of 24 different
Salmonellaserotypes were identified through serological abtarisation,S Typhimurium, S
Derby andS Rissen being the most frequent. In addition, isbdlates of the serotype
Typhimurium and those 08. 4,5,12:i:- andS. 4,12:i:- were phagotyped. Up to 9 different
phagotypes were identified, together with a highpprtion of isolates which was not possible to
typify (24.2%). The most frequent phagotype wasl8d; although DT 104, DT 104b and DT
U302 phagotypes, frequently associated with antwbial multiresistance patterns, were also

very frequent, and were identified in almost 30%aois infected witts. Typhimurium.

Bearing in mind that another fundamental aspeche design ofSalmonellacontrol
programmes is the identification of possible fagtassociated with the entry and spread of these
bacteria on pig farms, an analytical study was ootetl simultaneously with the descriptive
study in order to identify infection risk factorsrfpig fattening farms in Spain. A questionnaire
was designed to collect information on a total df variables grouped into three categories:
general characteristics of the farm, charactessind management of the fattening units and

aspects concerning hygiene and biosafety meastitesse questionnaires were completed by the
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farm veterinary practitioners, and were submittegdjether with the faecal samples for

microbiological diagnosis.

The analysis was conducted by considering the &srtine unit of observation with a
farm classified as positive 8almonella sppwere isolated from one or more of the faecal
samples. In the first stage, a bivariate analysis garried out in order to select a total of 7
qualitative variables and 2 quantitative varialsitasch were included, in the second stage, in a
multivariate analysis by logistic regression. Twvesiables made a significant contribution to the
final model: the type of feed used and farm sikbe risk of detectingalmonellan faeces was
higher in farms using pelleted feed compared witisé using meal feed (OR= 2.28; IC 95 %:
1.22-4.26). Furthermore, this risk was associati¢ll farm size. Thus, farms which slaughtered
more than 3,500 pigs annually presented a highkitiian smaller farms (OR=1.78; IC 95 %:
0.96-3.31). These risk factors should be inclualegossible points of intervention for controlling

salmonellosis in fattening units in Spain.

Lastly, given that the literature has indicatedrenin particular as a possible reservoir of
resistant and multiresistaBalmonellaisolates, we proposed to complete the preseny sttt a
third research to describe and assess antimicrods#tance and multiresistance SHlmonella
isolates from fattening pigs. To this end, we uakthe isolates obtained in the prevalence study
from apparently healthy pigs, and 192 isolatesiobthfrom faecal samples taken from fattening
pigs suffering from diarrhoea and sent for analysithe Laboratory for Infectious Diseases at the
Faculty of Veterinary Science at the University Lafon between January 2003 and February
2004,. The broth microdilution technique was useddtermine the resistance profile of all these
isolates against 17 antimicrobials: amoxicillinial&anic acid, ampicillin, apramycin, cephalothin,
ceftiofur, ciprofloxacin, chloramphenicol, colistirflophenicol, gentamicin, nalidixic acid,
neomycin, spectinomycin, streptomycin, sulfametizol® trimethoprin-sulfamethoxazole and

tetracycline.

90.7% of the isolates obtained from healthy pige] 84.8% of those from pigs with
diarrhoea presented resistance to at least orfeeddritimicrobials tested. The highest resistance
frequencies corresponded to tetracycline, sulfametiole, streptomycin, spectinomycin,
ampicillin, chloramphenicol and trimethoprin-sulfathoxazole. In contrast, less than 10% of
isolates were resistant to amoxicillin/clavulanicida neomycin, cephalothin, apramycin and
gentamicin, whilst resistance to ciprofloxacin, istth and ceftiofur was less than 1%.
Furthermore, antimicrobial resistance was espgchafh among isolates from serogroup B, the
S.Typhimurium serotype and the monophasic vargadt5,12:i:-.
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Multiresistance, defined as resistance to four orenantimicrobials, was detected in over
50% of the isolates included in the present st particularly among the isolates &f
Typhimurium and among isolates from other serotypesh asS Bredeney and the monophasic
variant ofS Typhimurium,S. 4,5,12:i:-.
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