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RESUMEN

Un total de 141 granjas porcinas de Catalufia se analizaron con €l fin de averiguar la
prevalencia de portadores de Salmonella spp, caracterizar las cepas aisladas y
determinar que factores pueden influir en la aparicion y mantenimiento de este
microorganismo en las granjas. Para ello se realiz6 una encuesta epidemioldgicay se
recogieron muestras individuales de heces de reproductoras y de los corrales de los
animales de engorde. Las muestras se sembraron en caldo Rapapport-Vassiliadis y se
realizaron subcultivos a las 24 y 48 horas en agar XLT4. De las colonias identificadas
como Salmonella spp. se realizé e serotipado, fagotipado y €l estudio de sensibilidad
frente a 18 antimicrobianos. Por otra parte, se evaluaron serol 6gicamente 141 unidades
de engorde en la comarca de Osona y se realizd6 una comparacion de dos ELISAs
disponible comercialmente para el diagnostico de la salmonelosis porcina. Las muestras
de sangre recogidas se evaluaron mediante ELISA (Svanova Biotech, Uppsala, Suecia).
Para la prueba de comparacion se seleccionaron 361 (reproductoras y engordes) sueros
porcinos de estatus bacterioldgico conocido y se analizaron mediante el ELISA Svanova
y otro ELISA comercial (Salmotype, Labor Diagnostik, Leipzig, Alemania). Los
resultados de ambas pruebas se compararon mediante €l valor kappa. Los resultados
bacteriologicos permitieron clasificar 39 granjas (28,06%) con una 0 mas muestras
positivas a Salmonella, identificAndose 17 serotipos diferentes en € total de
explotaciones. De ellos, e mas frecuente fue Salmonella Anatum en las reproductoras y
Salmonella Typhimurium en los engordes. El 68,8% de las cepas aisladas fue resistente
a las tetraciclinas, un 67,7% a la sulfamida 'y un 53,1% a la combinacion sulfamida +
trimetoprim. El 62,50% de las cepas presentd resistencia a tres 0 mas antimicrobianos
simultaneamente. Todas las cepas analizadas fueron sensibles a la ceftriaxona y a la
colistina. En e andlisis serolégico se determind una seroprevalencia del 77,3% de
granjas positivas. Los factores epidemiol 6gicos que se relacionaron con la presencia de
portadores de Salmonella en |as granjas de reproductoras (p<0,05) fueron tener censo de
hembras adultas superior a 250 cabezas, |a presencia de drenajes de purines abiertosy la
ausencia de métodos de control de roedores. En las granjas de engorde la presencia de
otras especies de animales de abasto y el nimero de plazas de engorde (>1600) fueron
factores de riesgo significativos. Con respecto a la serologia, dos factores se asociaron
significativamente con lainfeccion: la falta de medidas para evitar |a entrada de pgjaros
y @ uso de aguas de bebida provenientes de pozos artesanos. En la comparacion de
pruebas serolégicas se vid una pobre concordancia (kappa= 0,191) entre ambos
ELISAs. De estos resultados se concluye que un porcentaje considerable de granjas
porcinas de Catalufia presentan animales con excrecion activa de Salmonella,
presentdndose una gran variedades de serotipos con unos perfiles de multirresistencia a
los antimicrobianos muy amplios. El estudio epidemioldgico realizado muestra que, en
los cerdos, la infeccidn por Salmonella esta estrechamente relacionada con factores de
bioseguridad elemental es.
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ABSTRACT

A total of 141 pig farms of Catalonia were analysed to determine the prevalence of
carriers of Salmonella spp. and the factors can influence the entrance and maintenance
of this microorganism in the farms. To achieve these goals, an epidemiological survey
was carried out. Sampling was done by collection of faecal samples of sows and pooled
faecal samplesin finishing pens. Faeces were inoculated in Rapapport-Vassiliadis broth
and subcultures were performed onto XLT4 agar at 24 and 48 hours of incubation.
Bacterial colonies suspected to be Salmonella were further confirmed by serotyping and
phagetyping and were aso tested for its susceptibility against a panel of 18
antimicrobial agents. On the other hand, 141 fattening units of Osona county were
examined serologically by means of an ELISA. Three hundred and sixty-one of these
serum samples were further used to compare two ELISAs commercially available for
the diagnosis of swine salmonellosis by using the kappa value. The bacteriological
analysis yielded 39 farms (28%) with one or more positives samples to Salmonella. The
isolated strains belonged to 17 different serotypes. The most frequent was Salmonella
Anatum in the sows and Salmonella Typhimurium in the fattening pigs. Antimicrobial
susceptibility tests showed that the highest level of resistance was against tetracicline
(68.8%), sulphonamides (67.7%) and their combination with trimethoprim (53.1%).
Sixty-two percent of the strains showed resistance to three or more antimicrobial agents.
None of the strains was resistant to colistin or ceftriaxone. With regards to the
serological analysis, we found a seroprevalence of 77.3% of positives farms. The
epidemiologica factors that were related to the presence of carriers of Salmonella in
sows (p<0,05) were to have census of adult females >250 heads, the presence of open
drainages of sewage and the absence of rodent control programmes. In fattening pigs,
risk factors were: the number of present pigs (> 1600) and presence of other species of
livestock in the farm were significant factors of risk. In the serological study, two factors
were significantly associated with the infection status. the lack of measures to avoid the
entrance of birds and the use of water obtained from wells. Comparison of serological
tests, showed a poor agreement (kappa = 0.191) between both ELISA. Of these results
we can conclude that a considerable percentage of farms pig of Catalonia have animals
with active excretion of Salmonella and that there is a great diversity of serotypes al of
which can have multidrug resistance profiles. The epidemiological study showed that, in
the pigs, infection by Salmonella is closely related to elementary factors of biosafety.
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1. INTRODUCCION

La salmonelosis es una de la causas més importantes de gastroenteritis en las personas
(Miller et al., 1995), con brotes a menudos asociados con productos de origen aviar o
bovino. Sin embargo, varios autores estiman que la carne de cerdo contaminada o
productos cérnicos derivados del cerdo son una importante fuente de Salmonella para
los consumidores de estos productos st no se manipulan con los cuidados necesarios
(Davies, 1999; Ragjic et al. 2001). En Dinamarca, Holanda y Alemania, entre un 10% y
23% del total de casos de salmonelosis en las personas se pueden atribuir a consumo de

carne de cerdo y de sus subproductos (Steinbach et al., 1999).

La fuente mas frecuente de contaminacion de la carne porcinay sus subproductos son
los cerdos infectados subclinicamente en las granjas, que podrian infectar a sus
comparieros de corrales y a otros cerdos durante el transporte o en los corrales de espera
en los mataderos (Kim et al. 1999; Hurd, et al. 2001). La Union Europea, las
autoridades nacionales y de la industria del cerdo estan cada vez maés interesadas en
conocer la prevalencia de Salmonella en la poblacion porcina. En Dinamarcay Suecia,
la salmonelosis en las personas ha decrecido significativamente después de la puesta en
marcha de un programa naciona de control de la infeccion en las explotaciones
porcinas (Mousing et al. 1997; Wierup et al. 1997).

Para poder desarrollar programas eficientes y econdémicamente realizables, es necesario
determinar los factores de riesgo asociados a la infeccion en las granjas porcina. Con
respecto a esto, Hamilton et al. (2000) encontraron que, en los cerdos de engorde, el uso
de alimento granulado es un factor de riesgo para la prevalencia de Salmonella. Funk et
al. (2001) encontraron una asociacion entre malas précticas de higiene y de
bioseguridad en |as granjas con una elevada prevalencia de Salmonella.

Uno de los principales motivos de alarma para las autoridades sanitarias ha sido €l
aumento de los casos de gastroenteritis y septicemia ligados a cepas de Salmonella
resistentes a los antimicrobianos. La Organizacion Mundia de la Salud (WHO 2000) ha
reconocido que, sl no se toman las medidas pertinentes, el siglo XXI serala era de los
“sliper microbios’, en la que las bacterias resistentes no podrén ser tratadas con los

agentes antimicrobianos comunmente utilizados para su control. Por lo tanto, la
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monitorizacion de la sensibilidad antimicrobiana de todos los aislamientos de
Salmonella ayudara a la seleccién de un antimicrobiano para €l tratamiento de la
salmonelosis clinica en € cerdo y, por otro lado, para disminuira € riesgo de
transferencia de resistenciaa hombre (Threlfall et al. 1998; Van den Bogaard, 2000).
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1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1. Caracteristicas del género Salmonella.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y su hébitat
fundamental es el tracto intestinal de personasy animales. Los miembros de este género

se destacan por su capacidad parainfectar a un amplio rango de hospedadores.

Morfologica y bioquimicamente, este género es un grupo homogéneo de bacilos
gramnegativos, anaerobios facultativos, moviles, no formadores de esporas y con
flagelos peritricos. Se multiplica a temperaturas que van desde los 7°C a los 45°C y
puede sobrevivir durante meses en substratos organicos. La inactivacion se produce a
pH por debagjo de 5 y a temperaturas superiores a 60°C. Los desinfectantes comunes

como fenoles, cloradosy iodados son eficaces frente a Salmonella.

Las pruebas bioquimicas que se utilizan para identificar presuntivamente a los aislados
de Salmonella son la catalasa (positiva) y la oxidasa (negativa); la fermentacion de la
glucosa y otros carbohidratos, con la produccion usualmente de gas, la produccion de
sulfhidrico, la actividad lisindecarboxilasa, la capacidad de crecimiento en agar citrato
de Simmons, la no produccion de indol y la incapacidad de hidrélisis de la urea. Los
caracteres bioguimicos generales se muestran en latabla 1.

Algunas caracteristicas de Salmonella se utilizan para el enriquecimiento o aislamiento
selectivo o bien como indicadores para diferenciar las colonias sospechosas sobre agar.
Entre estas caracteristicas, destaca la resistencia a algunos colorantes como €l verde

brillante o verde malaquitay laresistencia a tetrationato o al selenito.

El género se encuentraincluido en e “Approved List of Bacterial Names’ conteniendo
cinco especies: Salmonella arizonae, Salmonella choleraesuis, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhi y Salmonella typhimurium (Euzeby 1997). Sin embargo, estudios de
hibridacion DNA-DNA (Crosa et al., 1973), han demostrado gue las cinco especies
citadas son en realidad una Unica especie. En 1989, Reeves et al. proponen que €l
género Salmonella esté formado por dos especies: S. enterica y S bongori y seis

subespecies. S. enterica subesp. enterica, S. enterica subesp. salamae, S. enterica
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subesp. arizonae, S. enterica subesp. diarizonae, S. enterica subesp. houtenae, S.
enterica subesp. indica. Esta Ultima clasificacion no esta ain validada oficialmente,
pero es aceptada y utilizada por los especialistas; aunque € tema no esta exento de
polémica (Y abuuchi et al., 2000).

Con € fin de agilizar la transcripcion de los serotipos, Le Minor et al. (1987) proponen
que € serotipo se referiria escribiendo en letra no cursiva e inicia con letra mayudscula,
asi tenemos que, Salmonella enterica subesp. enterica serotipo Typhimurium se
convierte en Salmonella serotipo Typhimurium o simplemente Salmonella
Typhimurium. Los seroptipos pertenecientes a las otras subespecies son designados por

su formula antigénica (Popoff et al., 2003).

Tabla 1. Caracteres bioquimicos del género Salmonella

Prueba Resultado Prueba Resultado
Adonitol - Glucosa +
Dulcitol +/- Indol -
Sorbitol + H.S +
Arabinosa + Gelatinasa -
Xylosa + V oges-Proskauer -
Rhamnosa + Rojo metilo +
Maltosa + Urea -
Sdlicina - Citrato +
Inositol +/- Lisindecarboxilasa +
Lactosa - Ornitindecarboxilasa +
Sacarosa - Phenilalanindeaminasa -
Manitol +

! Algunas cepas reaccionan positivamente alas 48 h
* el 90% o més de reacciones positivas
el 90% o més de reacciones negativas

* reacciones variables



1.1.2. Serotipos.

El conocimiento de la epidemiologia de la salmonelosis constituye la principal
herramienta para el control sanitario de esta enfermedad. El marcador epidemiol égico
de eleccion de este género es el serotipo. La serotipificacion es una técnica estable,
sencilla y que por su amplia utilizacion permite e seguimiento de los principaes
serotipos. Con ciertas limitaciones, pueden adscribirse distintos patrones de
distribucion, virulencia y resistencia a serotipos concretos de Salmonella, lo que
constituye un elemento importante en lainvestigacion epidemiol 6gica.

La serotipificacion permite identificar y caracterizar a los aislados del género
Salmonella por la deteccidn de diversos antigenos. La definicion del serotipo se realiza
mediante la descripcion de sus antigenos de pared y flagelares (Popoff et al., 2001). Los
de la pared bacteriana se denominan antigenos somaticos (O) y dan lugar a serogrupo.
Los antigenos de la capsula (K, Vi) y los antigenos flagelares (H) acaban de definir el
serotipo. Respecto a los antigenos flagelares, éstos pueden presentarse en dos fases, |10
que define cepas bifésicas, monofésicas o afésicas s € aidado es inmovil. La
combinacion de estos tres antigenos da a lugar a la identificacion de mas de 2500
serotipos diferentes (Popoff et al., 2003). A pesar del alto poder de discriminacion de
este marcador, en la practica sélo se aislan habitual mente unos pocos serotipos.

1.1.3. Fagotipos.

La fagotipificacion evalla la sensibilidad de los aisamientos frente a un grupo
seleccionado de bacteridfagos. Esta técnica permite determinar la existencia y
estabilidad de biotipos, o clones epidemioldgicos, en la poblacion bacteriana y su
estabilidad en la poblacién a través de los afios. Estos clones surgen como resultado de
los constantes cambios (mutaciones, transferencia genética) que ocurren en la poblacion
microbiana y que dan origen a la diversidad que se observa (Davis et al., 2002). En €
género Salmonella se han desarrollado esquemas de fagotipificacion para serotipos
especificos, como por gjemplo, para los serotipos Typhimurium (Anderson et al., 1977)
y Enteritidis (Ward et al., 1987).



En los Ultimos afios, se han desarrollado otros métodos de diferenciacion (entre las
cepas de Salmonella) basados en e examen genético y que pueden poseer un poder
mayor de discriminacion, tales como la electroforesis de campo pulsado, €l ribotipado,
la ERIC-PCR, los perfiles plasmidicos, etc. Dos de las mayores ventgjas de estos
métodos son que no dependen de la expresion de las propiedades fenotipicas y que

todas |las cepas de Salmonella pueden ser tipificadas por la misma metodol ogia.

1.2. Salmonelosis porcina.

La salmonelosis porcina es una infeccion que presenta doble importancia: sanitaria 'y
econémica. Desde €l punto de vista sanitario, la presentacion de un brote de
salmonelosis en cualquiera de sus formas puede representar un impacto considerable en
el porcentgje de bgjas, especiamente en las formas septicémicas. Por otra parte, €l
impacto econdmico puede ser importante, dado que los animales supervivientes
presentan retraso del crecimiento y los gastos de medicacion para controlar €l problema

pueden ser elevados.

1.2.1. Manifestaciones clinicas.

La salmonelosis porcina es una enfermedad que afecta mas frecuentemente a cerdos en
fase de transicion y engorde, aunque de forma mas o menos esporadica. También puede
observarse en animales adultos. Esta enfermedad se puede manifestar clinicamente de

dos formas, septicémicay entérica.

L a forma septicémica ocurre principalmente en cerdos menores de 5 meses de edad y
cursa con una elevada letalidad. Las manifestaciones de la enfermedad pueden variar,
pero de forma consistente se aprecia fiebre elevada, cianosis de orgjas y respiracion
dificultosa. Dada la naturaleza sistémica de la infeccion, la manifestacion predominante
son las hemorragias diseminadas. Los animales que sobreviven a esta forma clinica
guedan como portadores y pueden eliminar fecalmente la bacteria durante al menos 12
meses. Habitualmente, esta forma esta causada por Salmonella Choleraesuis. Sin
embargo, Fedorka-Cray et al., (1994) describen que Salmonella Typhimurium puede
desarrollar un cuadro septicémico en cerdos. La importancia de la salmonelosis por

Salmonella Choleraesuis varia mucho en diferentes zonas geogréficas, siendo muy poco
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frecuente en Europa, a contrario de lo que sucede en los Estados Unidos, donde
Salmonella Choleraesuis es €l primer serotipo en frecuenciaen el cerdo. Por gjemplo, en
Espafia su aislamiento es escaso aunque se ha descrito en un brote en jabalies (Pérez et
al., 1999) y algunos casos en cerdos convencionales (Darwich et al. 1999, 2000; Mateu
et al. 2002). Las razones para esta diferencia de presentacién geografica se desconocen,

pero pueden estar rel acionadas con practicas de manegjo (Fedorka-Cray et al., 2000).

La forma entérica (enterocolitis) es mas frecuente en cerdos de 6-8 semanas de edad.
En adultos es més rara pero pueden existir muchos animales infectados de forma
subclinica. Su curso puede ser agudo o crénico, aunque normal mente se trata de cuadros
agudos. Los principales signos de la enfermedad son la fiebre elevada y la diarrea
profusa. Si no se desarrolla una septicemia y e anima puede rehidratarse
adecuadamente, el proceso suele ser autolimitante. La mayor parte de las baas se
producen por una deshidratacion intensa o por € desarrollo de una septicemia. Los
cuadros entéricos estan causados principamente por Salmonella Typhimurium
Presumiblemente, esto es debido a la alta capacidad infectiva de este serotipo (Fedorka
Cray et al., 1994), junto a unas pobres medidas de higiene que pueden existir en las
granjas, |o que permite la exposicion de los animales a altas dosis del microorganismo.
Los brotes pueden ser especiadmente importantes s se producen en animales sin
inmunidad especifica previa. Sin embargo, otros serotipos (denominados por algunos
autores como exoéticos) pueden causar este cuadro entérico en € cerdo (Mateu et al.,
2002), pero no son capaces de volverse estables en los rebarios porcinos (Baggesen et
al., 1996). En ocasiones, cuando estos cuadros entéricos cursan de forma cronica,
producen pocas manifestaciones y se sospecha de ellos por hallazgos en la necropsia
tales como tiflocolitis difteroide o la presencia de constriccion rectal.

1.2.2. Tratamiento.

Tanto en la forma septicémica como entérica, los objetivos del tratamiento son
minimizar la gravedad de la enfermedad y prevenir la diseminacion de la infeccion. La
eleccidn del antimicrobiano a utilizar debe estar basada en la realizacion de pruebas de
sensibilidad de los aislamientos obtenidos en cada brote. Sin embargo, y dada la
gravedad de la infeccion, a menudo la medicacién debe iniciarse antes de que los

resultados de las pruebas laboratoriales estén disponibles. En estos casos, la seleccion
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debe estar basada en experiencias previas y en los resultados provenientes de la
vigilancia epidemiolégica. Normalmente, los aminoglucésidos y las cefalosporinas
como €l ceftiofur, suelen tener actividad frente a la mayoria de aislamientos (Schwartz,
1999). Uno de los farmacos utilizados frecuentemente en Espafia en la prevencion y
tratamiento de la salmonelosis es la colistina. Este polipéptido tiene una serie de
ventgjas que explican su uso. En primer lugar, la frecuencia de resistencias es baja
(Catchpole et al. 1997; Mateu et al. 2002). Por otra parte, € hecho de que se administre
por via ora y no se absorba en el tracto intestinal permite una dosificacion fécil y da
lugar a que puedan utilizarse dosis elevadas sin € peligro de reacciones adversas

generadas por € producto.

En la actualidad, una dificultad en € tratamiento de la salmonelosis porcina es la
aparicion de cepas con multiple resistencia a los antimicrobianos. Las resistencias méas
comunes son frente a las tetraciclinas, las sulfamidas y la ampicilina (Seyfarth et al.
1997; Gebreyes et al. 2000; Oliveira et al. 2002b). El hecho de que estos compuestos
hayan sido utilizados ampliamente en la produccion porcina durante los Ultimos 40 afios
hace sospechar que puede ser éste €l origen de las resistencias observadas (Gebreyes et
al., 2000). Asmismo, se han descrito aislamientos con resistencia al trimetoprim,
aminoglucosidos, ceftiofur y quinolonas (Fey, et al. 2000; Walker et al. 2000; Chiu et
al. 2002). En Espana, se ha descrito la presencia de cepas de Salmonella aisladas de
personas y animales con fenotipos resistentes a multiples compuestos antimicrobianos.
Algunos de estos aislados presentan una resistencia ampliada a la ciprofloxacina (Mateu
et al. 1999; Darwich et al. 2000; Cruchaga et al. 2001).

1.3. Epidemiologia de la salmonelosis por cina.

1.3.1. Prevalencia de Salmonella en los rebarios porcinos.

Los estudios de prevalencia de Salmonella en cerdos pueden realizarse sobre animales
presentes en la granja o en el matadero. Generalmente, se selecciona el matadero debido
a la comodidad y a la disponibilidad de un gran nimero de muestras (heces, nédulos
linféticos, etc.) Sin embargo, se ha demostrado que durante el transporte y en las &reas
de espera de los mataderos, pueden producirse infecciones a partir de animales de otras

granjas o de restos contaminados en las salas de espera. Asimismo, se ha observado que
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el tiempo necesario para que una infeccion inicial de Salmonella en tonsila pueda
alcanzar €l colon y recto es de dos horas (Morrow et al., 2002). Por |o tanto, muestras
fecales recogidas en los mataderos podrian dar falsas estimaciones de la prevalencia
dada la posibilidad de infeccion en e mismo corral de espera a partir de heces de
animales alojados anteriormente en & (Kim et al. 1999; Hurd et al. 2001; 2002). Por €l
contrario, los estudios a partir de heces en granja pueden subestimar aquellos animales

gue siendo portadores, en el momento del muestreo no excretan la bacteria.

De los datos obtenidos a partir de la bibliografia, se puede observar una gran variacion
en la prevalencia bacteriologica de Salmonella en los rebafios porcinos de diferentes
paises. Asi, Rowe et al. (2001) describen un 5,9% de prevalencia en Irlanda.
Christensen et al. (2002) describen un 11,4% de los rebafios de engorde en Dinamarca.
Van der Wolf et al. (1999) describen una prevaencia del 23% de rebarios holandeses.
Mientras que Ragjic et al. (2001) mencionan una prevalencia de 51,7% en Canada. Esta
amplia variacion en la prevalencia puede ser debida a diferentes factores, tanto
geogréaficos como de la forma del muestreo y del método aplicado, asi como también a
la técnica de cultivo. Este hecho dificulta el establecimiento de comparaciones entre los
estudios.

En cuanto a la prevalencia individua de Salmonella en los rebafios de cerdos, se
observa un comportamiento similar cuando se estudia € porcentge de portadores
subclinicos. Grafanakis et al. (2001) describen un 1,4% de portadores en Grecia. Stege
et al. (2000) encontraron un 2,1% en Dinamarca'y Davies (1998) describen un 12% en
los Estados Unidos. Sin embargo; en Holanda Van der Wolf et al. (1999) describieron
un 9,8% en rebafios de engorde y, en Canada, Rajic et al. (2001) describieron un
14,31% de prevalencia individual. Estas diferencias en la prevalencia individual pueden
ser debidas a | os factores anteriormente mencionados asi como a lafata de sensibilidad
de los métodos bacterioldgicos (Baggesen et al., 1993), al carécter intermitente de la
eliminacion de Salmonella en cerdos infectados subclinicamente y al volumen de heces
analizado (Davies et al., 2000b).

En la actualidad, una nueva forma de determinar la prevalencia de Salmonella en los
rebafios porcinos estd basada en la deteccion por ELISA de anticuerpos especificos
contra Salmonella (Mousing et al., 1997). Se han realizado estudios serolégicos en
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diferentes partes del mundo y los valores de prevaencia obtenidos han sido variados.
Asi, Van der Wolf et al. (2001) describen en Holanda una seroprevalencia en los
rebaiios de engordes en 1996 y 1999 del 23,7% y 24,5% respectivamente. Mousing et
al. (1997) mencionan un prevaencia del 47% en Dinamarca. Rajic et al. (2001)
encontraron una prevalencia del 83,15% en Canada. Sin embargo, Grafanakis et al.
(2001) encontraron una prevalencia del 3,4% en Grecia y Ludewing et al. (2001)

describen un 8,9% en Sajonia.

Las posibles causas de la variedad de los resultados descritos pueden ser diversas. En
primer lugar, podrian existir diferencias en el tipo de muestras analizadas y esto podria
influir en las diferencias. Al respecto, Mousing et al. (1997) y Nielsen et al. (1998)
describen que el uso de jugo de carne muestra una sensibilidad relativamente bgja (81%
- 89%) comparada con €l suero. Sin embargo, mencionan que la mayor ventgja de la
utilizacion del jugo de carne es lafacilidad de recoleccion e identificacion. Otro factor a
tener en cuenta es € punto de corte utilizado para designar a los positivos en la prueba.
Mousing et al. (1997) describen una prevalencia del 47% con un punto de corte
correspondiente a una densidad éptica (D.O.) equivalente al 40% del control positivo.
Sin embargo, € 90% de los rebafios pasaron a ser positivos a utilizar una D.O. del
11%. Por lo tanto, la sensibilidad disminuye significativamente cuando €l punto de corte

aumenta.

Por otra parte, hay que tener en cuenta la heterogeneidad de |os diferentes serotipos que
podrian estar infectando |os rebafios, ya que algunas cepas tienen una mayor capacidad
invasivay de diseminacion (Van Winsen et al., 2001), lo que podria producir respuestas
humorales de diferente intensidad. Ademas, hay que recordar que los actuales ELISAs
se elaboran a partir de LPS, por lo que son especificos de serogrupo. Finalmente, otro
factor a considerar es la edad de los cerdos a muestreo, debido que cerdos seropositivos

podrian negativizarse a final del engorde (Van der Wolf et al., 2001).



1.3.2. Factores de riesgo.

Cualquier programa de control de la salmonelosis en porcino precisa conocer cuales son
los factores que afectan a la introduccion y diseminacion de la infeccion en una
explotacion. Por 1o que se conoce, estos factores pueden estar relacionados con la

alimentacion, el mangjo, la sanidad y medidas de bioseguridad

1.3.2.1. Sistemas de alimentacion.

La alimentacion juega un papel importante en la exposicion de los cerdos a Salmonella
en las granjas, pero también tiene un impacto sobre la fisiologia individual del animal.
Hamilton et al. (2000) encontraron en su andlisis de factores de riesgo que el uso de
alimento granulado en los cerdos de engorde es un factor de riesgo para incrementar la
prevalencia de Salmonella. El fundamento de esta relacion alin no se conoce totalmente
aunque se piensa que radica en una modificacion de la flora del sistema digestivo que
puede beneficiar el desarrollo de bacterias gramnegativas como Salmonella (Van
Winsen et al., 2002). Por otra parte, Bush et al. (1999) describieron que la utilizacién de
la alimentacion en forma de harina tiene un efecto protector sobre la infeccion.
Jorgensen et al. (2001) no encontraron diferencias significativas entre la forma de
presentacion del alimento (harina/granulado) pero si comprobaron un efecto de
reduccion del nimero de muestras positivas a Salmonella en e grupo a cua se le
agrego un 2,8% de acido lactico en el aimento. Asimismo, se ha observado que € uso
de un sistema de alimentacion himeda gjerce un efecto protector frente a la infeccién
por Salmonella (Dalh et al. 1997; Hojberg et al. 2003; Canibe et al. 2003) y por otro
lado, mejoralatasa de crecimiento y conversion de los cerdos en €l engorde (Kimet al.,
2001). Sin embargo, otros estudios obtienen resultados discrepantes al respecto
(Hamilton et al., 2000).

Se han ofrecido varias explicaciones sobre la eficacia en el control de la salmonelosis de
la utilizacion de alimento himedo o la inclusion de écidos organicos en laracion diaria
de los cerdos. Los acidos organicos, principalmente acido lactico y écido acético,
disminuyen el pH del alimento hasta valores préximos a 4, alos que las enterobacterias
no pueden multiplicarse. Ademas, los acidos orgénicos tienen un efecto antibacteriano

“per se” (Rusell et al., 1986). La porcion no disociada de los acidos organicos puede
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potencialmente penetrar en la bacteria y causar una disminucion del pH del medio

intracelular que produzca la muerte del microorganismo.

En el caso del alimento hiumedo, esta practica lo que favorece es una fermentacion
natural que conduce a un aumento de la concentracion de &cidos organicos (Dalh et al.
1997; Canibe et al. 2003). Por este motivo, los sistemas de alimentacion gue favorecen
la proliferacion de bacterias productoras de &cido lactico contribuyen a establecer una
exclusion competitiva en e tracto intestinal que disminuiria la probabilidad de una

colonizacion por Salmonella.

1.3.2.2. Caracteristicas de las granjas y sistemas de manegjo.

Un grupo de factores que parece tener una gran influencia sobre la presencia de
Salmonella en las explotaciones son sus caracteristicas de produccion y maneo. Por
giemplo, Mousing et al. (1997) y Carstensen et al. (1998) describen un aumento de la
seroprevalencia relacionado con €l tamafio de la explotacion. De hecho, este hallazgo se
relaciond con €l nimero de origenes y las malas practicas de limpieza y desinfeccién
realizadas en las explotaciones grandes. Por e contrario, Van der Wolf et al., (2001)
describen una mayor seroprevalencia en los rebafios pequefios. Esta discrepancia puede
ser debida a que el tamafio de la granja actle como una variable de confusién que reflge
la existencia de factores que actlan tanto individuamente (tipo de corral, separacion
entre corrales, densidad, etc.), como a nivel general de la granja (mangjo de los
desechos, alimentacién liquida/ alimentacion solida, proceso de desinfeccion, etc.) o en

ambos (sistematodo dentro - todo fuera).

En cuanto a sistema de produccion, Lo Fo Wong et al. (1999) describen el beneficio
del sistema todo dentro-todo fuera en el control de la infeccion por Salmonella. Este
sistema ayuda a prevenir la contaminacion entre lotes y actia en forma de barrera
impidiendo la formacion de un ciclo endémico de la infeccidn o repetidas infecciones
desde el ambiente. Asimismo, Beloell et al. (1999) describen que periodos de vacio
(vaciado y limpieza) entre lotes de animales menores de un dia, incrementan el riesgo

de contaminacion de los cerdos.
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1.3.2.3. Sanidad y medidas de bioseguridad.

El riesgo de excrecion de Salmonella se incrementa cuando ocurren brotes de diarreas
en la fase de engorde. Por lo tanto, la presencia de otros patdgenos digestivos
(adenomatosis intestinal, disenteria porcina) que causen disturbios entéricos, aumentan
el riesgo de excrecion de Salmonella (Beloeil, et al. 1999; Von Altrock et al. 2000).
Asimismo, Fablet et al. (2003) mencionan que la presencia del virus del PRRS,
circovirus porcino, influenza y Lawsonia intracellularis, puede asociarse con la
excrecion de Salmonella. Por otro lado, 1a utilizacién de tratamientos con antibi6ticos al
final de la fase de engorde también se asocio con €l riesgo de excrecion de Salmonella
(Fablet et al., 2003). Un resultado similar fue encontrado por Van der Wolf et al.
(2001), donde la utilizacion de la tilosina como promotor del crecimiento en la fase de
engorde se asocié con una alta seroprevalencia. Las razones esgrimidas para explicar
este hallazgo, se basaron en que la tilosina (bacteriostético activo contra grampositivos)
tenia un efecto dafiino sobre la flora enddgena, provocando una disminucién de la
colonizacion. En la actualidad, se ha prohibido la utilizacion de la tilosina junto a otros
promotores del crecimiento en la alimentacion de los cerdos de engordes.

Con respecto a las medidas de bioseguridad, la ausencia de control de los roedores y
pajaros se han descritos como factores de riesgo muy importantes. Letellier et al. (1999)
reconocen que |os roedores pueden actuar como reservorios de Salmonella. Barber et al.
(2002), detectaron en granjas de cerdos infectados entre un 2% y 10% de roedores
excretores de Salmonella. La falta de medidas para controlar 1a entrada de pajaros se ha
asociado significativamente con la seropositividad (Bahnson et al., 2001). Se sabe que
los p§jaros pueden transportar pasivamente Salmonella, y sus heces pueden contaminar
el alimento. Ademés los pgjaros muertos pueden ser consumidos por los cerdos. Barber
et al. (2002) describen que arededor de un 8% de las heces de los pgjaros de una granja
infectada son positivas. Por lo cua los pgjaros y los roedores pueden contribuir de

formaindirecta a mantener fuentes de infeccién en lagranja.

Otro aspecto importante es el mangjo de los reemplazos, Davies et al. (2000a)
mencionan que los altos indices de reposicion y las fuentes externas de reposicion
pueden contribuir a mantenimiento de la infeccion por Salmonella en agunas

explotaciones. En esta situacion se pueden plantear dos escenarios. En primer lugar, que
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debido al estrés del transporte y la introduccidn en un nuevo rebafio, se inicie una fase
de excrecion en los reemplazos, 1o cua forma una fuente de contaminacion para las
cerdas del rebafio. En segundo lugar, que los reemplazos con una inmunidad especifica
menor que las cerdas existentes, presentan una mayor susceptibilidad a la infeccién y
pueden infectarse al entrar en contacto con las cerdas propias de las granjas. Los riesgos
gue acarrean este problema pueden solucionarse utilizando adecuados sistemas de

cuarentenay adaptacién para las cerdas de reemplazo.

Una fuente adecuada de agua limpia y fresca es importante en la produccién animal. La
contaminacion del agua puede ocurrir tanto en su origen, como en la granja propiamente
dicha. Letelier, et al. (1999) y Oliveira et al. (2002a) describen el papel del agua en la
diseminacion de la infeccidon por Salmonella en las granjas porcinas. Por lo tanto, se
aconsgja tomar una serie de medidas como la cloracion del agua, realizar pruebas de
potabilidad y la proteccion de los depésitos del agua para prevenir la contaminacion por

pajaros, roedoresy polvo.

1.3.3 El cerdo como reservorio de salmonelosis para las personas.

Las intoxicaciones alimentarias constituyen un importante problema de salud publica
mundial. Se estima que ocurren hasta 81 millones de casos anuales (Davies, 1999).
Entre las principales fuentes de contagio para las personas tenemos los productos de
origen animal, especialmente los aviares, aunque en los Ultimos afios se ha observado
una creciente implicacion de productos carnicos de origen bovino y porcino. Dentro de
esta problematica, las toxiinfecciones alimentarias producidas por €l género Salmonella
se encuentran entre las patologias més frecuentes mundialmente. En Espafia, en € afio
2001, se registraron 7.930 aislamientos de Salmonella y durante el afio 2002, ocurrieron
un total de 13.826 casos de intoxicacion aimentaria. (SIM, 2002)* En Catalufia, en el
ano 2001 se denunciaron 6.805 brotes de toxiinfeccion alimentaria, de los cuales, en el
45% de los casos el agente etiolégico fue Salmonella (Departament de Sanitat i
Seguretat Social, 2002).

! Sistema de Informacion Microbiol dgica (SIM) Afio 2002. htp://193.146.50.130/ve/sim2002.htm.
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Aungue en menor medida gque las aves, los cerdos son un reservorio de Salmonella para
las personas, tal como |lo demuestran los datos sobre aislamientos de este
microorganismo en carne de cerdo y productos derivados. En los Estados Unidos, la
frecuencia de aislamientos en canales de cerdo es muy variable (0% - 48%) (Schwarzt,
1999). En Esparia, se ha descrito que entre el 3% - 12,6% de las carnes de cerdo dan
lugar a aislamiento de Salmonella (Darwich et al., 1999; Usera et al., 2001).
Asimismo, en Dinamarca, se ha estimado que entre 10% y 15% de las salmonelosis en
las personas estan causadas por la ingestién de carne de cerdo (Hald et al., 1999).
Ademés, en un estudio llevado a cabo entre 1996 y 1997 se encontraron anticuerpos

contra Salmonella en un 28% de canales porcinas (Christensen et al., 1999).

La tasa de contaminacion por Salmonella de los productos carnicos de porcino depende
de la existencia de un programa de control de Salmonella y del tipo de seguimiento
analitico que se readlice. Diversos sondeos indican valores de aproximadamente 11% de
contaminacion en paises como Estados Unidos, Alemania, Italia y Holanda, valores
muy superiores a 1% encontrado en Dinamarca 6 0,02% en Suecia (Comision Europea,
2000; Hurd, et al. 2001; Korsak et al. 2003).

La transmision de Salmonella de los cerdos a las personas se suele originar por la
contaminacion de la carne de cerdo por cuaquier serotipo de Salmonella. En un alto
porcentaje, esta contaminacion ocurre en la sala de matanza, donde el procesamiento de
las canales constituye el principal factor de riesgo para que Salmonella entre en la
cadena alimentaria. El estrés del transporte, la supresion de alimento antes de la
matanza, el contacto entre cerdos sanos e infectados y todos |os sucesos pre-sacrificio
incrementan la eliminacion de Salmonella por parte de animales asintomaticos (Kim et
al., 1999).

1.4. M étodos de diagnadstico.

1.4.1. Métodos bacteriol 6gicos.

Tradicionamente, el cultivo bacteriolégico y la posterior identificacion por pruebas

bioquimicas han sido los métodos usados para € diagnostico de la sailmonelosis. Sin

embargo, estos métodos son laboriosos y consumen mucho tiempo. En e caso del
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cerdo, la mayoria de los protocolos se han desarrollado para los casos clinicos de
salmonelosis (Nielsen et al., 1997). Sin embargo, la deteccion de Salmonella en los
rebafios infectados subclinicamente (que son mucho mas frecuentes que |os rebafios con
signos clinicos) no es tan simple puesto que la excrecion se produce a niveles muy
bajos, y esto hace que e aislamiento de Salmonella sea més dificil. Por lo tanto, es
necesario disponer de un método que tenga una ata sensibilidad para detectar tanto a

|os animal es infectados como a los excretores asintométi cos.

En general, los métodos bacterioldgicos incluyen tres aspectos que vamos a revisar a
continuacién: un pre-enriquecimiento no selectivo, seguido por un enriquecimiento

selectivo y la siembra en un medio sélido selectivo e indicativo.

1.4.1.1. Pre-enriquecimiento.

El aidamiento de Salmonella a partir de muestras como e aimento, muestras
ambientales o de animales tratados, que contienen un nimero bajo de salmonelas o
bacterias poco viables, puede ser dificil. En estos casos se sugiere e pre-

enriquecimiento (Aho 1992).

Histéricamente, se han desarrollado varios medios de pre-enriquecimiento. El caldo
lactosa (CL) fue uno de los primeros en utilizarse ampliamente. Sin embargo, su uso ha
disminuido porque la fermentacion de la lactosa que se produce durante la incubacion
resulta en una acidificacion del medio que puede inhibir o matar a las salmonelas
presentes (Hilker, 1975). Se han formulado otros medios de pre-enriquecimiento sin un
azUcar fermentable y con una gran capacidad tampdn, como por gemplo, agua de
peptona tamponada (APT), el caldo universal (UB), e medio M9y otros. La eficacia de
estos medios varia dependiendo de su capacidad tampon. Juven et al. (1984) describen
gue los medios APT y M9 son mejores que el medio CL. Sin embargo, Hoofar et al.
(1998) sefialan que para muestras de cerdos y pollos el medio UB presenta una mayor

capacidad tampon en comparacion con el APT.

El uso del pre-enriquecimiento en material fuertemente contaminado como las heces no
estd muy claro, y durante afios no se utilizd porque se pensaba que favorecia el

crecimiento de la microflora acompanante a Salmonella y aumentaba el nimero de
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falsos positivos (Aho, 1992). Sin embargo, hoy en dia se ha convertido en una practica
comun para el aislamiento de Salmonella (Harvey et al. 1980; Davies et al. 2000b).

1.4.1.2. Enriguecimiento selectivo.

El enriquecimiento en un medio selectivo es una fase critica porque suprime la
microflora competitiva y permite la proliferacion de Salmonella a niveles que puedan
ser detectados después en un medio sélido. Son muchos los caldos de enriquecimiento
utilizados para recobrar selectivamente Salmonella, aunque los tres medios de
enriquecimiento més utilizados son € caldo de Rappaport-Vassiliadis (RV), € cado
tetrationato y €l caldo selenito (Wakman, 2000).

Se han redizado pocos estudios comparando las distintas metodologias de
enriquecimiento para el aislamiento de Salmonella a partir de heces de cerdos
infectados naturalmente y los resultados de los estudios existentes son contradictorios.
Bager et al. (1991) describen gque el enriquecimiento en caldo RV fue marcadamente
superior a tetrationato y al selenito. Asimismo, Michael et al. (1999) concluyen que €l
RV vy € tetrationato fueron superiores a selenito para enriquecimiento selectivo de
Salmonella. Sin embargo, Nollet et al. (2001) indican que €l tetrationato tuvo una
menor sensibilidad en comparacion con RV y selenito. Sin embargo; una gran
desventgja del caldo selenito es su toxicidad (Waltman, 2000). Por otro lado, algunos
medios de enriquecimiento selectivo inhiben el crecimiento de algunos serotipos. Asi,
Salmonella Derby puede no detectarse en los protocol os que utilizan RV (Hoorfar et al.,
2000) y Salmonella Choleraesuis puede inhibirse cuando se utiliza los caldos
tetrationato o selenito (Smith 1952; Chung et al. 1970).

Se han desarrollado medios semi-solidos selectivos como una aternativa a los caldos de
enriquecimiento. Goossens et al. (1984) elaboraron un medio de enriquecimiento semi-
solido, basado en las caracteristicas del caldo de enriquecimiento RV, a que
denominaron medio semi-solido Rappaport-Vassiliadis modificado (MSRV). Este
medio semi-solido combinaria las propiedades selectivas del RV y la caracteristica de
movilidad de la mayoria de serotipos de Salmonella. Varios estudios han descrito las
ventgjas de estos medios semi-solidos en el aislamiento de salmonelas procedentes de

muestras de cerdo y con una eficiencia significativamente superior a los caldos de
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enriquecimiento (Hoofar et al. 2000; Voogt et al. 2001; Davies et al. 2001; Nollet et al.
2001).

1.4.1.3. Medios salectivos solidos.

Se han desarrollado varios medios de agar selectivo para €l aislamiento de Salmonella
basados en €l principio de selectividad y diferenciacion. La selectividad involucra la
incorporacién de una sustancia inhibidora al medio que impida especificamente €l
crecimiento de otras enterobacterias. La caracteristica de diferenciacion de un medio de
agar implica la adicion de sustancias que permitan distinguir visualmente las colonias
de Salmonella de las de otras bacterias. Los caracteres més utilizados son la produccién

de &cido sulfhidrico (SH2+) o laincapacidad de fermentar la lactosa.

Recientemente, Dusch et al. (1995) compararon seis medios para e aislamiento de
Salmonella: agar Hektoenteric (HE), agar Rambach (Ra), medio identificacion de
Salmonella SM-ID (SM), agar xilosa-lisina-tergitol 4 (XLT4), agar verde brillante
novobiocina-glicerol-lactosa (NBGL) y medio Rappaport-Vassiliadis semi-solido
modificado (MSRV). En este estudio, el MSRV fue el medio que mostré la mayor
sensibilidad y especificidad, pero debido a su naturaleza semisolida fue el medio con
mas dificultad para usar en €l laboratorio. El agar XL T4 mostré una mayor sensibilidad
que el agar HE y una especificidad cercana a 100%. Los otros medios mostraron una
eficacia menor (Dusch et al., 1995). Asimismo, Michael et al. (1999) describen que €l
agar XL T4 presenté una mayor sensibilidad y especificidad, en comparacion con el agar
verde brillante y agar Ra. Por otro lado, mencionan que la eficacia del medio solido vaa
depender en gran medida de |la eficacia del medio de enriquecimiento.

Los medios de agar solido deben ser juzgados no solo por su capacidad para permitir €l
crecimiento de Salmonella, sino también por su capacidad para diferenciar colonias de
Salmonella de otras bacterias. Lafalta de capacidad de discriminacién puede dar lugar a
falsos positivos, 1o que incrementa el tiempo de andlisis de las muestras. Pignato et al.
(1995) y Mallinson et al. (2000) coinciden en describir a Citrobacter freundii como €l

principal microorganismo en dar falso positivo en XL T4 y agar Ra respectivamente.
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1.4.2. Métodos inmunoenzimaticos aplicados a diagnostico bacteriol dgico.

La utilizacién de ELISA de captura para detectar el microorganismo en los alimentos y
piensos esta ganando un amplio uso en las industrias. Mientras los métodos de cultivo
pueden tardar entre 3-7 dias para identificar el microorganismo, con e método de
ELISA se puede detectar |a bacteria en un periodo de tiempo maés corto, usuamente 1
dia. Sin embargo; la fiabilidad de algunas de estas pruebas es cuestionable. En general,
al utilizar muestras limpias mejora la eficiencia de la prueba. Con las heces o muestras
contaminadas con heces, la eficacia de la prueba es menor en relaciéon con el alimento
(Fedorka-Cray et al., 2000). Varios autores coinciden en describir que la principal
desventaja de este método es la de requerir un minimo de 10°-10° UFC/ml para detectar
el microorganismo (Lambiri, et al. 1990; Van Poucke et al. 1990). Por lo tanto, para
alcanzar este nimero debe utilizarse una fase de pre-enriqueci miento.

1.4.2.1. Métodos serol 6gicos.

Otro método para la monitorizacion de Salmonella en cerdos es la deteccion de
anticuerpos en suero o jugo de carne mediante ELISA (Nielsen et al. 1995; Van der
Heijden et al. 1998; Wiuff et al. 2000a). Habitualmente, los ELISAs para Salmonella
estan basados en el uso como antigeno de lipopolisacéridos (LPS) de la bacteria. Puede
utilizarse el LPS de un solo serogrupo o mezclar e de varios (mix-ELISA). En este
altimo caso, la combinacion mas frecuente es la de los serogrupos B, C1y D1. Segun se
cree, entre el 90% y & 95% de las infecciones por Salmonella en cerdos son producidas
por alguno de estos serogrupos (Van der Wolf et al., 1999). A algunos ELISAS se les
agregan antigenos de L PS-Salmonella pertenecientes a los serogrupos C2, E1 y G2 para

cubrir un espectro mayor de serotipos.

El principio de latécnica (figura 1) se basa en tapizar la placa de ELISA con € LPS de
Salmonella. Seguidamente se coloca la muestra de suero o jugo de carne de cerdo, y S
los anticuerpos estan presentes en la muestra, se uniran a antigeno. Tras el periodo de
incubacion y lavado posterior, se agrega un segundo anticuerpo (anti-lgG de cerdo)
conjugado con peroxidasa. La reaccion antigeno-anticuerpo se revela por la adicion de
un sustrato. La intensidad del color desarrollado en los pocillos es proporciona a la

concentracion de anticuerpos en la muestra.
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L os anticuerpos contra Salmonella pueden estar presentes hasta un periodo aproximado
de unos tres meses después de iniciarse lainfeccion (Gray et al., 1996) y son una prueba
de que el anima ha estado en contacto con la bacteria. Las principales ventajas del
ELISA son su facilidad de estandarizacion y su mayor sensibilidad en relacion a los
meétodos bacteriol 6gicos. Asimismo, no hay problemas de contaminacion cruzada desde
los camiones, corrales de espera 0 en el proceso de matanza si € muestreo se realiza en
matadero, y la relacién coste-eficacia es mucho mejor que la de los métodos

bacteriol 6gicos.

1 ol A P
m___ 1l _m

ELISA Indirecto

Figura 1. Principio de un ELISA indirecto. 1. Pocillo tapizado con LPS de Salmonella.
2. Anticuerpo presente en las muestras (suero o carne). 3. Anticuerpo anti-lg de cerdo
marcado (conjugado). 4. Sustrato pararevelar el conjugado y desarrollar color.

Las desventgjas de esta metodologia derivan de su propio fundamento. No se puede
discriminar excretores de individuos que se han recuperado y no se pueden detectar

infecciones muy recientes.

En estudios experimentales, la sensibilidad y especificidad de los ELISASs son cercanas
a 100%. Sin embargo, diferentes estudios (Nielsen et al. 1998; Lo Fo Wong et al. 2000;
Enoe et al. 2001) han evaluado estos pardmetros en condiciones de infeccion natural,
encontrandose valores que oscilan entre 18% - 90% para la sensibilidad y entre 30% -
100% para la especificidad. Las posibles causas de esta discrepancia pueden ser

variadas. Hay que tener en cuenta los antigenos utilizados para tapizar las placas y los
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serotipos que estén presentes en |os rebafios (Lo Fo Wong et al. 2000). Por otra parte,
influye el punto de corte utilizado para clasificar los positivos, puesto que la capacidad
de detectar animal es seropositivos se reduce significativamente cuando el punto de corte
se incrementa (Mousing et al., 1997). Otro aspecto no menos importante es €l tipo de
muestra analizada. Nielsen et al. (1998) describen una sensibilidad relativamente menor
al utilizar jugo de carne en la evaluacion serolégica. Van der Heijden (2001) evalud
diferentes ELISASs utilizados comercialmente y observé que la mayoria de los ELISAs
presentaron una especificidad satisfactoria pero se encontraron grandes diferencias en
cuanto ala sensibilidad de las pruebas.

La deteccion de anticuerpos contra € antigeno-O de Salmonella se usa con resultados
satisfactorios en la monitorizacion de rebafios de cerdos. Sin embargo, un aspecto a
tener en cuenta son las reacciones cruzadas que se producen con los ELISAs. Wiuff et
al. (2002) describen la presencia de reacciones cruzadas con Citrobacter freundii y
Yersinia enterocolitica O3. Asimismo, Van der Heljden et al. (2001) mencionan que la
mayoria de los ELISAs disponibles comercialmente reaccionaron frente a una muestra
positiva a Yersinia enterocolitica O3. Esta reaccién podria deberse a que los ELISAs
para Salmonella estan basados en el LPS de la bacteriay esta estructura es muy similar
entre las diferentes enterobacterias. Esta circunstancia debe tenerse en cuenta en el
momento de interpretar los resultados ya que un nimero considerable de sueros podrian
dar lugar a reacciones inespecificas. Por otra parte, a medida que se avance en €l control
de Salmonella en los rebafios y la prevalencia sea baja, se requerira de una prueba con
mayor especificidad, y esto probablemente nunca se logre con una prueba basada en
LPS.

Otro aspecto a tener en cuenta en las reacciones cruzadas es la deteccion de
inmunoglobulinas M (IgM) especificas o inespecificas (Wiuff et al., 2002),
especia mente para aquellos ELISAs que tienen una el evada avidez.

1.4.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que permite producir en €l
laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN especifico. Como su nombre

indica, se basa en laactividad del enzima ADN-polimerasa que es capaz de fabricar una

19



cadena de ADN complementaria a otra ya existente. Sus Unicos regquerimientos son que
existan nucledtidos (adenina, timina, citosinay guanina) en el medio, que son la materia
base para fabricar el ADN, y una pequefia cadena de ADN que pueda unirse a la
mol écula que queremos copiar para que sirva como iniciadora.

La extraordinaria capacidad de la PCR de replicar exponenciamente una secuencia
determinada de ADN, |a ha convertido en una poderosa herramienta de diagnéstico para
la deteccion de patdgenos en heces y muestras de ambiente cuando el aislamiento es
dificil. La PCR se ha utilizado paraidentificar la presencia de salmoneras en alimentos
y muestras clinicas (Feder et al. 2001; Oliveira et al. 2003), pero en general, tiene una
baja sensibilidad por su incapacidad de detectar Salmonella en concentraciones menores
de 10° UFC/gr de muestras (Chiu, et al., 1996). Por otro lado, se describe |a obtencién
de falsos positivos ya que existe un 90% de homol ogia entre el genoma de Salmonella'y
Escherichia coli (Salyers, et al., 1994). Algunos autores han mejorado la deteccion de la
PCR por combinacién de ésta con la incorporacion de un procedimiento de un pre-
enriquecimiento o un enriquecimiento selectivo (PCR-RV) (Feder et al. 2001; Oliveira
et al. 2003).

1.5. Resistencia a los agentes antimicr obianos en Salmonella.

Otro aspecto que hay tener en consideracion en la salmonelosis es la resistencia a los
antimicrobianos, cuya emergencia constituye un grave problema sanitario de ambito
mundial. El abuso de los antibiéticos es uno de los factores para e surgimiento de
bacterias resistentes a estos compuestos. En los Ultimos afios se ha observado un
incremento en los niveles de resistencia de la flora comensal del intestino humano, que
se ha relacionado con € uso de antibidticos en animales de abasto (Van de Bogaard et
al., 2000).

Uno de los principales motivos de alarma para las autoridades sanitarias ha sido €l
aumento de los casos de gastroenteritis y septicemia ligados a cepas de Salmonella
resistentes a los antimicrobianos. Ante esta situacion, la Unién Europea (UE) y otros
paises han tomado una serie de medidas encaminadas a control, prevenciéon e
investigacion de los mecanismos de difusion y desarrollo de resistencias (Diario Oficial

de las Comunidades Europeas, 1999).
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En el caso de Salmonella y dado su caracter de zoonosis, tiene gran interés conocer 10s
niveles de resistencia a los antimicrobianos. En Francia, Martel et al. (2000) analizaron
la resistencia a los antibiéticos de 6600 cepas de Salmonella procedentes de diferentes
origenes. El 75,4% de los aislamientos fue resistente a menos frente a uno de los
antimicrobianos probados y un 20% mostrO una sensibilidad intermedia. Las
resistencias mas frecuentes fueron ala ampicilina (A), cloranfenicol (C), estreptomicina
(S), sulfonamida (Su) y tetraciclina (T). Las cepas de origen animal (aviar y cerdos)
fueron las maés resistentes. En Espafia, Cruchaga, et al. (2001) estudiaron 1710 cepas de
Salmonella aisladas de personas, animales y aimentos. El 75% de las cepas mostré
resistencia a menos frente a uno de los antimicrobianos probados y e 41% fueron
multirresistentes. Las resistencias mas comunes se observaron alaA, C, S, Su, T,y a
acido nalidixico. Asimismo, Usera et al. (2002) analizaron 474 cepas de Salmonella de
origen animal y e 81,5% mostraron resistencia a menos frente a unos de los
antimicrobianos. En ambos estudios, las cepas de origen porcino fueron
considerablemente més resistentes. En Estados Unidos, Gebreyes, et al. (2000)
analizaron 1257 aislamientos de origen porcino, € 49,7% de las cepas fueron
multirresistentes siendo las resistencias més frecuentemente observadas frente ala T y
A.

Entre los serotipos aislados con mayor frecuencia descritos como multirresistentes,
destaca Salmonella Typhimurium, particularmente las cepas pertenecientes al fagotipo
DT104. Desde su aparicion en 1984 en el Reino Unido, este fagotipo se ha diseminado
y se ha descrito en diferentes partes del mundo (Molbak et al. 1999; Gebreyes et al.
2000; Mogelmose et al. 2000; DEFRA, 2000, 2001) caracterizandose por presentar un
patron de pentarresistencia caracteristico denominado R-ACSSuT (ampiciling,
cloranfenicol, estreptomicina, sulfamida, tetraciclina) que, en algunas cepas, se ha visto
ampliado a trimetoprim, quinolonas y cefalosporinas (Wiuff et al. 2000b; Walker et al.
2000; Mateu et al. 2002). La existencia de estos clones multirresistentes de Salmonella
reduce la probabilidad de éxito de los tratamientos antimicrobianos en la terapéutica
hospitalaria habitual.

Gebreyes et al. (2000; 2001) mencionan que el problema de la multirresistencia a los
antimicrobianos no es un problema exclusivo del Salmonella Typhimurium, puesto que

estos patrones de multirresistencia pueden observarse en otros serotipos comunes en los
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rebafios porcinos. Asimismo, describen que esta multirresistencia esta frecuentemente
asociada con la presencia de integrones gque alojan “genes cassettes’ que codifican
resistencia a los antibiéticos (Sandvang et al. 1998; Gebreyes et al. 2000). Estos
elementos se transmiten en su totalidad y pueden integrarse en el cromosoma bacteriano
como ocurre en e caso de Salmonella Typhimurium DT2104 (cassette ACSSuT) (Daly
et al., 2000), o pueden albergarse en un plasmido como ocurre en € serotipo 4,5,12:i:-.
(Guerraet al., 2001; 2002).

1.5.1. Determinacion de laresistencia alos antimicrobianos.

La determinacion de la sensibilidad antimicrobiana de un aislado o cepa bacteriana es
una de las principales funciones de los laboratorios de microbiologia clinica. Para los
clinicos, los resultados de sensibilidad son muchas veces tan importantes como la
identificacion del patdégeno en si mismo. Esto es particularmente cierto por el aumento
de las resistencias a los antimicrobianos y en especial en agquellos casos donde las
opciones para el tratamiento estan limitadas. Los objetivos principales de una prueba de
sensibilidad son predecir el resultado terapéutico de un agente antimicrobiano y guiar a
los clinicos en la seleccion del compuesto mas apropiado para un problema particular.
Asimismo, permiten seleccionar antibidticos aternativos que puedan usarse S se

presentan reacciones adversas al agente antimicrobiano inicialmente utilizado.

La mayoria de las pruebas de sensibilidad antimicrobiana clasifican a los
microorganismos en tres categorias. sensibles, intermedios o resistentes. Un resultado
sensible implica que hay una gran posibilidad de que el paciente respondaal tratamiento
con el antibidtico probado. El resultado resistente nos indica todo 1o contrario. Por otro
lado, la categoria de intermedio representa una zona tampén en la cual la interpretacion
dependera de numerosos factores tales como lalocalizacion de lainfeccion, la dosis que

pueda suministrarse, etc.

Existen varios métodos para determinar la sensibilidad de un determinado
microorganismo a los antibidticos. Basicamente, estas pruebas pueden llevarse a cabo
en medios de crecimiento liquidos o solidos y se puede seleccionar entre sistemas
manuales, semiautométicos o autométicos. Entre los métodos automaticos més
difundidos existen el VITEK System, el WalkAway System, el miniAPI y Sensititre.
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Estos métodos utilizan la turbidimetria, la fotometria o la fluorometria para determinar
el crecimiento bacteriano. Asimismo, estos equipos cuentan con un sistema informatico
gque les permite andlizar el crecimiento bacteriano y originar un informe con los
resultados de sensibilidad expresados en forma cualitativa (sensible, intermedio o

resistente) o cuantitativa (ng/ml).

1.5.1.1. Método de difusion de disco en gel de agar: Técnica de Kirby-Bauer.

El método de difusion de disco es la prueba de sensibilidad mas difundiday aplicada en
los laboratorios de microbiologia clinica. Para redizar esta prueba, se dispone
comercialmente de discos de papel impregnado con una cantidad concreta de un
antimicrobiano, que se aplican sobre la superficie de un medio de agar nutritivo
(Mueller-Hinton, Mueller-Hinton sangre) previamente inoculado con €
microorganismo a probar. El antibidtico contenido en el disco difunde a través del agar,
creando un gradiente de concentracion del antimicrobiano alrededor del disco (figura 2).
En el &rea donde la concentracion del antibidtico impide e crecimiento bacteriano se
forma una zona de inhibicion arededor de cada disco. Las cepas se clasifican como
sensibles, intermedias o resistentes en funcion de los halos de inhibicién obtenidos y su

comparacion con |os rangos aceptados.

Figura 2. Caso hipotético de la técnica de difusion de disco en agar Mueller-Hinton. D:
halo de inhibicidn, 1: sensible, 2: resistente, 3: intermedio.
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Entre las ventgjas de este método puede destacarse que es técnicamente sencillo y
reproducible, |os reactivos son relativamente poco costosos y no se requiere de equipos
especiales para su aplicacion. Las categorias de los resultados son facilmente
comprensibles por e clinico y la flexibilidad en cuanto a la seleccion de agentes
antimicrobianos usados para la prueba permiten su adaptacién a diversas circunstancias.
La principal limitacion del método de difusién de disco es que Unicamente es

interpretabl e para microorganismos de crecimiento rgpido y no exigente.

1.5.1.2. Pruebas de sensibilidad por métodos de dilucion.

Los métodos de dilucion pueden llevarse a cabo en medios solidos o liquidos, y se
utilizan para determinar las concentraciones minimas inhibitorias (CMI). Esta es la
mejor medida para evaluar in vitro la actividad antimicrobiana de un antibitico. Asi, es
comun referir la CMI y los valores de inhibicién que agrupan bajo ellos a 50% vy al
90% de cepas de una especie (CMlsp y CMIg). Estos valores permiten una evaluacion
de la probabilidad de tratar eficazmente con un agente concreto unainfeccion producida
por un microorganismo dado. En estas pruebas, |os agentes antimicrobianos se analizan
en un rango de diluciones de factor dos, que depende del antibiético a usar, €
microorganismo a ser probado y € sitio donde se halla la infeccion. Asimismo, la serie
debe incluir concentraciones que permitan determinar la interpretacion de las diferentes
categorias (sensible, intermedio, resistente) y también e rango esperado para la

concentracion minima inhibitoria (CMI) de la cepa control.

Estos métodos ofrecen una considerable flexibilidad puesto que los medios usados
pueden ser suplementados o reemplazados con otro medio especial que permiten el
crecimiento de los microorganismos fastidiosos. La flexibilidad de las pruebas de
dilucion es también evidente en e momento de describir los resultados ya que éstos
pueden expresarse cuantitativamente (ug/ml), cualitativamente (sensible, resistente,

intermedio) o de ambos modos.
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1.5.1.2.1. Método de dilucion en agar.

Este método consiste en la mezcla del antibidtico con el agar en una serie de diluciones
en base 2. Mediante este método se pueden evaluar numerosos aislamientos
simultaneamente y se pueden detectar contaminaciones bacterianas 0 crecimientos
heterogéneos. Las principales desventagjas de este método son la cantidad de horas que
consume en su realizacion y lo laborioso de la preparacion de las placas, especialmente

cuando se analizan diferentes antibi6ticos.

1.5.1.2.2. Método de dilucion por caldo (macrodilucion).

Consiste en determinar la sensibilidad de una bacteria frente a un antibiético por la
interaccion de ambos en un medio liquido (caldo). El volumen de caldo utilizado en
cada concentracion de antibiético es> 1.0 ml (usualmente 2.0 ml) contenido en tubos de
13 x 100 mm. El microorganismo a probar se inocula dentro de una serie de caldos que
contienen la concentracion del antibidtico a probar y seguidamente se incuban a 37°C
durante 16-20 horas. La lectura de la CMI se realiza por observacion directa de los
tubos; la presencia de turbidez, precipitado o un punto de sedimento con un didmetro >

2 mm se considera un crecimiento positivo.

1.5.1.2.3. Método de dilucion por caldo (microdilucién).

Este método es muy similar al de macrodilucion, pero se diferencia en que utiliza
volimenes muy pequefios (0,2 - 0,05 ml). Se emplean placas de microdilucién (figura
3) estériles en las que se dispensan el caldo y los antibidticos, o bien se utiliza placas

preparadas disponibles comercia mente.

En lineas generales, los pocillos de la placa de microdilucién representan la serie de
tubos utilizados en la macrodiluciéon y en ellos se procede a redlizar las respectivas
diluciones del antibidtico en caldo, alas que se agrega € indculo de la cepa problema.
Tras incubar la placa a 37°C durante 16 - 20 horas se redliza la lectura. Una alicuota del
inéculo debe cultivarse para controlar su pureza y su correcta densidad. La lectura se
realiza por observacion directa de laplacay el crecimiento se verifica por presencia de

turbidez o un botén de sedimento en el fondo del pocillo.
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Diluciones del antibidtico

Cepa control
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Figura 3. Caso hipotético del método de microdilucion en placa Placa de
microdilucion con diferentes resultados de sensibilidad de cepas problema frente a un
antimicrobiano. Fila A una cepa control. Fila B-G cepas problema. Fila H pocillos de
controles, H1-H3 (control de medio), H4-H6 (control del antimicrobiano) y H7-H12

(control de crecimiento de cepas problema).
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2. OBJETIVOS

1. Determinar la prevalencia de la infeccion por Salmonella en el ganado porcino
de Cataluiia y conocer los factores de riesgo asociados a esta infeccion en las

granjas porcinas.

2. Conocer los serotipos asociados a la infeccion por Salmonella en las granjas
porcinas de Catalufia.

3. Determinar los perfiles de resistencia a los agentes antimicrobianos de las cepas
de Salmonella aisladas.

4. Comparacion de pruebas comerciales de ELISA para e diagnéstico serologico

de la salmonelosis porcina.
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3. MATERIALESY METODOS

En el presente estudio se planted la realizacion de una encuesta epidemiolgica para
determinar la prevalenciay seroprevalencia de lainfeccion por Salmonella en granjas de

produccion de porcino de Catal ufia.

3.1 Marco dela encuesta.

De acuerdo a censo porcino publicado por €l Centro de Estadistica Agraria de Cataluiia
1998, el numero total de granjas en Catalufia es de 12.513. Para determinar el tamarfio de
la muestra se partié de las siguientes premisas. las granjas constituyeron la unidad
muestral, se estimd una prevalencia de infecciéon del 20%, una precisiéon de 7,5% y un
nivel de confianza de un 95%. De este modo se determind un tamario de la muestra de

a menos 108 granjas.

Dadas las desigualdades en €l reparto dentro del territorio a estudiar, solo se tuvieron en
cuenta aquellas comarcas en las que su censo porcino superaba € 1,5% (figura 4) del
tota de granjas de Catalufia. La seleccion de las granjas se hizo de acuerdo a la
posibilidad de muestreo ofrecida por las empresas propietarias o los veterinarios al

cargo de las granjas.

3.2. Muestreo bacteriol 6gico.

Se partié de la premisa de que si una granja estaba infectada, al menos un 15% de los
animales presentes estarian infectados. Bajo esta hipotesis y con un 95% de confianza,
se calculé que deberian examinarse 19 muestras de heces por unidad de produccion
estudiada. A efectos préacticos, en €l contexto de esta tesis; se entiende por unidad de
engorde un cebo de cerdos, bien sea en una granja de ciclo completo o en un cebadero
aislado. Del mismo modo, una unidad de reproductoras puede estar en un ciclo
completo o en una fase 1. En las reproductoras, las muestras de heces (25 gramos) se
recogieron individualmente. En las unidades de engorde, la toma de muestras se realizo

recogiendo un total de 25 gramos de heces de cinco puntos (5 x 5 grs.) diferentes del
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corral. Las diferentes muestras de heces se colocaron en recipientes estérilesa4°Cy se

transportaron el mismo dia al |aboratorio para su procesamiento.

Figura 4. Comarcas de Catal ufia que superan el 1,5% del censo porcino total

A
Al Empnrd\.;‘z__r_
= \ Ripollas J;-n“‘..b 590 04 .
ergueds #i -
Pallars Jussa I__!. = > Pla T
Solzonés fj 4,28%% “Ezta
=1 & Ozona j/ & Baix
246700 Citonés Emporda
20,72 0= 248%
g i
33,2604
Sehra .
-"FH-"
Fme

[0 >1,5% del censo porcino total

30



Tabla 2. Comarcas catal anas previstas en el muestreo y nUmero de granjas por comarca.

Total de . NuUmero de granjas a
Comarcas Porcentgje
explotaciones estudiar

Alt Emporda 621 5,99 6
Bages 1090 10,52 11
Baix Camp 139 1,35 2
Baix Emporda 337 3,26 3
Bergueda 443 4,28 4
Garrigues 283 2,74 3
Gironés 256 2,48 2
Montsia 151 1,47 1
Noguera 1017 9,82 10
Osona 2148 20,72 25
Plad Urgell 517 4,99

Plade L’ Estany 335 3,23

Segarra 416 4,01

Segria 1334 12,87 17
Solsonés 277 2,67

Urgell 555 5,35

Vallés Orienta 441 4,25

Tota 10.360 100 108

3.2.1 Encuesta epidemiol égica.

En la visita redlizada a cada granja se entrevisto a veterinario responsable o a

propietario de la granja para rellenar una encuesta en la que se incluian datos sobre €l

estado general delagranjay su funcionamiento; principalmente, referentes al tamafio de

la cabana (total de cerdas y plazas de engorde), caracteristicas de las construcciones e

instalaciones, aspectos relacionados con la bioseguridad, tasa de reposicion,

tratamientos antimicrobianos rutinarios que se aplicaban y la presencia de otras

actividades ganaderas en €l recinto (Anexo n° 1).
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Pararellenar las encuestas de las granjas de la comarca de Osona que se muestrearon en
el matadero (apartado 3.4.1) se realiz6 entrevistando por teléfono a los propietarios o a
través de las cooperativas que gestionan dichas granjas (Anexo n° 2).

3.3. Metodologia de laboratorio.

3.3.1. Procesamiento de las muestras de heces.

3.3.1.1. Cultivo microbiol égico.

Las muestras se analizaron el mismo dia de su recoleccion. Inicialmente, con la ayuda
de una espatula de madera se procedié a homogeneizar la muestra y se tomé una
pequeiia parte (aproximadamente 1gr) con un hisopo de algodén para, seguidamente,
sembrar en caldo Rappaport-Vassiliadis (RV) y se procedié a incubar a 42°C.
Posteriormente, se realizaron subcultivos a las 24 y 48 horas en placa de agar Xilosina
Lisina-Tergitol-4 (XLT4) que se incubaron a 37°C durante 24 h. A continuacién, las
colonias sospechosas observadas en XL T4 (colonias de color rojo, 0 amarillo con un
ennegrecimiento en la parte central de la colonia) se sembraron en una placa de agar
MacConkey, incubandose a 37°C durante 24 h. Las cepas lactosa negativo se
procedieron a examinar mediante pruebas bioguimicas (tabla 3). En los casos en que la
cepa no se correspondiera exactamente a perfil bioguimico esperado se procedia a
realizar una bateria de pruebas més completas (API20E, Biomérieux). Una vez
identificadas presumiblemente como Salmonella se enviaron a Centro Naciona de
Referencia de Salmonelosis (Algete, Madrid) para su serotipificacion segin el esquema
de Kauffman-White-Le-Minor y fagotipificacion de los aislados del serotipo
Typhimurium mediante el “ Sistema Colindale’. Todas las cepas se conservaron a - 80°C
en criobolas (AEB 400100; Laboratories AES-CRY O-Billes) para posteriores estudios.

32



Tabla 3. Perfil bioguimico compatible con Salmonella

TSI2 SIM Urea Citrato Fenilaanina
K/AG/SH>+6 K/A/SH,+  SHo+/Indol -/Motilidad + - + -

%: acalino, A: &cido, G: produccién de gas, SH2: produccién de sulfuro de hidrégeno
(ennegrecimiento).

3.3.1.2. Pruebas de sensibilidad antimicrobiana.

Todas las cepas de Salmonella aisladas se analizaron mediante la técnica de Kirby-
Bauer, para determinar sus patrones de sensibilidad frente a un panel de 18 agentes

antimicrobianos comunmente utilizados en medicina humanay/o veterinaria (tabla 4).

3.3.1.2.1. Método de difusion de disco.

3.3.1.2.1.1. Preparacion del inéculo:

El indculo se obtuvo a partir de un cultivo fresco en agar sangre de la cepa a examinar.
Con €l asa de siembra estéril se procedio atocar levemente una coloniay a continuacion
se resuspendio en solucion salina fisiolégica, gustandose visualmente a una turbidez
equivalente a 0,5 en la escala de McFarland. Seguidamente, se introdujo un hisopo de
algodon estéril en la suspension bacteriana ajustada, se eliminé e exceso de liquido
presionando contra las paredes del tubo y se sembré toda la superficie de la placa de
agar Mueller-Hinton un minimo de tres veces en angulos opuestos de 60°
aproximadamente. A continuacién, con la ayuda de una pinza estéril, se colocaron los
discos de antibidticos, a razon de seis por placa, gjerciendo una ligera presiéon sobre
ellos para asegurar un buen contacto con el agar. Posteriormente las placas se incubaron
a 37°C durante 18-24 horas.

3.3.1.2.1.2. Lecturay validacién de resultados:
Se procedié a medir el halo de inhibicion con una regla graduada en milimetros. Los
resultados de los halos de inhibicion se interpretaron como sensibles, intermedios o

resistentes segun las normas de la NCCLS, 1999 (tabla 4). En todas las determinaciones
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se utilizd como cepa control Escherichia coli ATCC 25922. Los resultados de las cepas
problema se validaban Unicamente si los halos de inhibicion de la cepa control para
cada antibiético se hallaban dentro de los limites aceptados por el documento M31-A de
la NCCLS 1999. Cuando algun compuesto no figuraba en los estandares se utilizaron

los valores sugeridos por el fabricante de |os discos.

Tabla 4. Antimicrobianos utilizados y halos de inhibicion considerados para la
clasificacion, segin las normas de la NCCLS (National Committee for Clinical
Laboratory Standards. 1999).

Antibidticos Concentracion Sensible Intermedio Resistente
(10) (mm) (mm) (mm)
Ampicilina 10 >17 14-16 <13
Sg/?]’f;i'éga + &cido 30 >18 14-17 <13
Ceftiofur 30 >21 18-20 <17
Ceftriaxona 30 >17 14-16 <13
Acido nalidixico 30 >21 17-20 <16
Flumequine 30 >19 14-18 <13
Enrofloxacina 5 >21 17-20 <16
Ciprofloxacina 5 >21 17-20 <16
Estreptomicina 10 >15 13-14 <12
Gentamicina 10 >15 13-14 <12
Apramicina 15 >15 13-14 <12
Neomicina 30 >17 15-16 <14
Sulfamida 200 >17 13-16 <12
Sulfamida + trimetoprim 1,25+23,75 >16 11-15 <10
Cloranfenicol 30 >18 13-17 <12
Tetraciclina 30 >19 15-18 <14
Colistina 50 >15 N.A.* <14
Nitrofurantoina 300 >17 14-16 <13
* No aplicable

3.4. Muestreo seroldgico.

3.4.1. Comarca de Osona.

Para tener una vision mas amplia de la enfermedad se planted la realizacion de un
muestreo seroldgico. Se selecciond la comarca de Osona por ser una zona de alta
densidad ganadera y tener una poblacion mas homogénea que otras comarcas. De
acuerdo al censo publicado por €l Centro de Estadistica Agraria de Catalufia (1998), €l
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numero total de granjas de engorde en la comarca de Osona es de 2.148. Se partio de las
siguientes premisas. las granjas constituyeron la unidad muestreal, la prevalencia
esperada de infeccidn era del 20%, la precision de 7,5% y €l nivel de confianza de un
95%. De este modo se determind un tamafio de la muestra de 104 granjas totales,
aunque finalmente se analizaron 141 granjas, ya que se tuvo la oportunidad de aumentar

el muestreo.

En cuanto al nimero de muestras de sangre a tomar en cada granja se calculé en base a
los siguientes criterios; detectar, con un 95% de confianza, a menos un individuo
positivo en cualquier granja en la que la prevalencia de portadores fuese mayor o igual
al 25%. En cada granja se procedio atomar 11 muestras de sangre por medio de visitas
a los mataderos (durante el proceso de sangrado) y otras en las mismas granjas (se
realizd un muestreo de forma aleatoria de la comarca).

Con €l objeto de tener una amplia gama de muestras a la hora de comparar |os distintos
ELISAS, también se recogieron muestras de sangre de 42 unidades de maternidad. La
toma de las muestras de sangre a cada una de las cerdas se realiz6 por puncién de la
vena yugular o por sangrado de la cola. Las muestras de sangre se centrifugaron para la
obtencion del suero y seguidamente se almacenaron en tubos individual es de seroteca a
—20°C hasta su andlisis.

Cada granja muestreada se identifico por su marca de registro oficial en el matadero.
Los propietarios 0 veterinarios responsables se entrevistaron telefonicamente para

obtener los datos de la encuesta que figura en el anexo 2.

3.4.2. Procesamiento de |os sueros.

Para €l estudio de la seroprevalencia de Salmonella, las muestras de suero fueron
analizadas mediante ELISA para detectar anticuerpos especificos frente a los antigenos
01,45, 6,7y 12 de la cadena de polisacarido (PS) de Salmonella. Con este fin se
empled un ELISA indirecto disponible comercialmente al que denominaremos ELISA
A (Salmonella Covaent Mix-ELISA® SVANOVA Biotech AB, Uppsala, Sweden). Por
otra parte, se selecciond6 un nimero de 361 sueros y se analizaron conjuntamente
mediante otro ELISA comercial al que denominaremos ELISA B (SALMOTYPE®
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LABOR DIAGNOSTIK, Leipzig), que detectaba anticuerpos frente a los mismos

antigenos que la prueba A, y posteriormente se compararon |os resultados obtenidos.

34.21. ELISA A.

La técnica se realizo acorde a las instrucciones del fabricante. Todos los reactivos se
atemperaron antes de su uso. Se procedio arealizar una dilucion 1/400 de los controles
positivos, negativos y sueros problema. Esto se realizd en dos fases; en una placa de
pre-dilucién se colocaron 5 ul de los controles y sueros problema y se diluyeron con
195 ul de la solucién tampon (1/40). A continuacién, en la placa de ELISA tapizada con
el antigeno, se procedié a colocar 90 ul de solucién tampdén en cada pocillo y
seguidamente, se agregdé 10 ul de los sueros y controles prediluidos, en los pocillos
previamente designados para cada una de las muestras (1/400). Tras una incubacién de
1 hora a temperatura ambiente, se procedi6 alavar la placa con PBS-Tween un minimo
de tres veces. Posteriormente, se procedié a la colocacion de 100 pl/pocillo del
anticuerpo de conejo conjugado con peroxidasa anti-1g de cerdo (diluido 1/8000). Tras
una incubacion de 1 hora a temperatura ambiente y tres lavados posteriores, se afadio

100 pl/pocillo del sustrato TMB incubandose durante 10 minutos.

Finalmente, la reaccion se detuvo agregando 50 ul de solucion de parada (H,SOy) v se
realizd la lectura de las absorbancias (densidad Optica) en un lector de ELISA
(Labsystems Multiskan RC) a 450nm de longitud de onda. Con las lecturas obtenidas se
calcularon los porcentagjes de positividad (P.P) de las muestras y de los controles

positivo y negativo con la siguiente formula

D.O. del suero problema

P.P = x100

D.O. del control positivo

La prueba se valida si laD.O. del control positivo es mayor de 0,8 y menor de 2,0. Por
otro lado, €l porcentaje de positividad del control negativo deberia ser menor del 25%.
Los sueros problema se clasifican como positivos si su porcentgje de positividad es
superior al 40% del control positivo.
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En base a los resultados serologicos, las granjas se clasificaron en tres niveles de
acuerdo al esgquema danés (Mousing et al., 1997): Nivel 1, prevalencia bgja (< 10% de
las muestras positivas), nivel 2, prevalencia moderada (> 10% hasta < 50% de las
muestras positivas), nivel 3, rebafios con una alta prevalencia (> 50% de las muestras

positivas).
3.4.2.2. ELISA B.

Todos los reactivos se atemperaron antes de su uso. La técnica se realizé acorde a las
instrucciones del fabricante. Los sueros de comprobacion, cuatro controles positivos
(C1-C4) y uno negativo (C5) con un porcentaje de D.O. conocido, estaban liofilizados y
se reconstituyeron con agua destilada. Los sueros problema se diluyeron en dos pasos
hasta 1/400. Inicialmente, en una placa de pre-dilucion se colocaron 5 pl de los suerosy
se diluyeron con 195 ul de la solucién tampdn (1/40). A continuacién en la placa de
ELISA tapizada con €l antigeno, se afiadieron por duplicado los sueros de control (100
ul/pocillo) directamente en los pocillos previamente designados. Para los sueros
problema, en cada pocillo de la placa se agregaron 90 ul de solucion tampén y
seguidamente 10 ul de los sueros prediluidos. La dilucion final de los sueros problema
fue de 1/400. Luego de unaincubacion de 1 hora a temperatura ambiente, se procedio al
lavado de las placas con PBS-Tween un minimo de tres veces. Tras e lavado, se
procedid a colocar 100 ul/pocillo del anticuerpo conjugado con peroxidasa liofilizado
de congjo anti-lgG de cerdo (diluido 1:250). Tras una incubacién de 1 hora a
temperatura ambiente, se afiadieron 100 pl/pocillo de la solucién de sustrato de TMB y

se incub6 durante 10 minutos.

Finalmente, la reaccion se detuvo agregando 100 ul de solucion de parada (H2SOy) y se
realizo lalectura de las absorbancias en un lector de ELISA (Labsystems Multiskan RC)
a 450nm. Para que los resultados fuesen vélidos, € cociente del suero control positivo
Cly € suero de control negativo C5 deberia ser mayor de 4,0. Seguidamente, con los
resultados de |os sueros de control se construy6 unarecta de regresion y se determing el
coeficiente de correlacion (r?) entre la D.O. y la concentracién de anticuerpos. La
prueba se validaba si r* era mayor a 0,95. Los sueros con D.O. superior o igual a 40%

del control positivo fueron clasificados como positivos.
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3.5. Andlisis epidemiol égico.

Para elaborar |a base de datos se utiliz6 € paguete de programas Epi-Info, version 6
(Dean et al, 1994). Con la ayuda de la utilidad ANALYSIS, se calcularon las
frecuencias de las diferentes variables. Los intervalos de confianza de las proporciones

calculadas se determinaron utilizando el pagquete estadistico Epicalc 2000.

3.5.1. Andlisis de los factores de riesgo.

Los datos obtenidos del cuestionario se guardaron y analizaron por medio del paquete
estadistico Epi-info 6. En un primer paso se cred una variable “ausencia/presencia’ de
infeccion y se hizo un andlisis bivariable con todas las variables. Los factores con un
nivel de significacién p< 0,25 pasaron a formar parte de una regresion logistica multiple
realizada mediante el paquete estadistico Epi-info 2002 (Dean et al., 2002), para obtener
un modelo explicativo de los potenciales factores de riesgo. Como modelo final se
selecciond aquel que presentd una significaciéon estadistica con una p< 0,05 en la
prueba de maxima verosimilitud y obtuvo un mayor porcentgje de explicacion de la
positividad. En €l caso de las variables referentes al nUmero de animales, se tomé como

punto de corte €l centil 50%.

3.6. Comparacién de pruebas diagndsticas (ELISA A 'y B).

3.6.1. Concordancia.

La concordancia entre los resultados obtenidos de los diferentes ELISAS se calculd
mediante el valor kappa através del paquete estadistico Win-Episcope.

3.6.2. Andlisis ROC (Receiver Operating Characteristic).
Dada la escasa concordancia de resultados entre los dos ELISAS, se procedié a
reevaluar los sueros utilizando un criterio de interpretacion distinto. En primer lugar

para cada suero se determiné una densidad éptica corregida o ratio S/P de acuerdo a la

siguiente formula:

38



D.O. problema— D.O. control negativo
SIP -

D.O. control positivo—D.O. control negativo

Esta ratio S/P permitia normalizar la distribucién de los resultados en cada ELISA. A
continuacién, cada valor de ratio S/P se apared con su clasificacion original (positivo o
negativo) que se obtuvo siguiendo las instrucciones del fabricante. Para cada serie de
datos (ELISA A o B) se redizd un andlisis ROC utilizando €l programa StatsDirect.
Este andlisis ROC calculaba € valor S/P que podia utilizarse como punto de corte
Optimo en cada caso. Los sueros se reclasificaron como positivos 0 negativos de
acuerdo al punto de corte ROC y se compararon los resultados de ambas pruebas (A y

B) nuevamente con €l valor kappa.
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4. RESULTADOS

4.1. Cultivo microbiolégico.

4.1.1. Método bacteriol 6gico.

Sobre agar XLT4 (24 y 48 h) se recuperaron un total de 3885 colonias sospechosas de
ser salmonelas (CSS). De éllas, 2800 se descartaron por ser |actosa positiva tras siembra
en agar MacConkey. De las restantes 1085, 96 (8,8%) aislamientos eran efectivamente
Salmonella y otros cincuenta y tres aislamientos mas (4,9%) se clasificaron mediante
API20E como de discriminacion incierta entre Salmonella arizonae o Escherichia coli
SH,+, pero a ser serotipificadas resultaron no ser Salmonella. Los restantes 936
aislamientos lactosa negativos se descartaron tras las pruebas bioquimicas. De los 96
aislamientos de Salmonella, 54 se obtuvieron tras las 24 h de incubacion en Rappaport-
Vassiliadis (30 en las reproductoras y 24 en los engordes) y 42 alas 48 h (20 en las
reproductoras y 22 en los engordes). En latabla 5 se da una informacion maés detallada

sobre estos hallazgos.

Tabla 5. Evaluacion del crecimiento obtenido sobre agar XL T4

Periodo de | AGY MacConkey Salmonella  Arizonae  Otros®
incubacion| XLT4 | Lactosa +  Lactosa — E. coli SHo+

(CSS)
24h 2050 1481 569 54 38 ar7
48 h 1835 1319 516 42 15 459
Total (%) | 3885 | 2800 (72%) 1085 (28%) | 96 (8,8%) 53(4,9%) 936 (86,3%)

aCoal onias sospechosas Salmonella, b Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia
fergusoni, Proteus spp. Escherichia coli (lactosa -)

4.1.2. Muestreo previsto y realizado.

Dentro del marco de la encuesta de este estudio estaba previsto € muestreo de las
comarcas Alt Emporda, Gironés, Montsiay Solsonés. El muestreo de estas comarcas no
se realiz6 debido a una serie de medidas de prevencion y control que fueron instauradas
en varias comarcas catalanas, a causa de los brotes de Peste Porcina Clasica que
ocurrieron durante los afios 2001-2002 en Catalufia. Se incluyeron tres comarcas, Alt

Camp, Conca d'Barbera y Ribera d’ Ebre que no superan € 1,5% del censo porcino de
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Cataluiia, pero cuyo sistema de produccion se considerd representativo de la cabafia
porcina catalana. Asimismo, se incluyd una comarca de la zona limitrofe con Aragon
denominada la Franja, con una alta densidad porcina y un gran intercambio comercial
histérico con Catalufia. Como se ha expuesto anteriormente, fue imposible seguir a
detalle la planificacion del muestreo en cada una de las comarcas previamente
seleccionadas debido a las crisis sanitarias del sector. En la tabla 6 se da una

informacidn mas detallada del muestreo realizado.

Tabla 6. Muestreo previsto y muestreo realizado, y nimero de granjas positivas.

Comarcas Muestreo previsto  Muestreo redlizado  Granjas positivas
Alt Emporda 6 0 0
Alt Camp 0 2 0
Bages 11 2 2
Baix Camp 2 1 1
Baix Emporda 3 3 1
Bergueda 4 3 0
Concad Barbera 0 2 0
Franja 0 16 3
Garrigues 3 0
Gironés 2 0 0
Noguera 10 0
Montsia 1 0 0
Osona 25 29 11
Plad Urgell 4

Plade L’ Estany 4

Riberad Ebre 3

Segarra 4 1 1
Segria 17 54 15
Urgell 8

Solsones 0

Vallés Oriental 4 3

Total 108 139 39
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4.1.3. Prevalenciaglobal.

Del andlisis bacterioldgico de las 139 granjas (46 granjas de ciclo completo con
unidades de reproductoras y engorde, 28 unidades de reproductoras Unicamente y 65
unidades de engorde exclusivamente) pertenecientes a varias comarcas de la
Comunidad Autonoma de Catalufia y areas limitrofes de influencia, 39 fueron positivas,
obteniéndose un 28,06% (1.C. 95%: 20,93% - 36,42%) de prevaencia de infeccién
(tabla 6).

4.1.4. Prevdlenciaindividual.

El total de muestras procesadas fue de 3667, de las cuales se obtuvieron 96 aislamientos
de Salmonella, equivalentes a 2,62% (1.C. 95%: 2,14% - 3,20%) de prevaencia
individual (tabla 7). Se obtuvieron diferencias significativas entre el porcentge de
muestras positivas en reproductoras y engordes. Asi, e 3,38% (I.C. 95%: 2,54% -
4,46%) de las heces de las reproductoras fueron positivas, mientras que solo del 2,10%
(1.C. 95%: 1,56% - 2,82%) de las muestras de heces de animales de engordes se aidlo
Salmonella.

Tabla 7. Total de muestras analizadas por categoriay la prevalencia encontrada

Categoria NUmero de muestra Muestras positivas Prevalencia
Reproductora 1480 50 3,38%*
Engorde 2187 46 2,10%*
Total 3667 96 2,62%

*Odds ratio (OR): 1,63 (I.C. 95%: 1,06 - 2,49), p=0,018

4.1.5. Prevalencia por unidades de reproductoras y engorde.

4.1.5.1. Reproductoras.

Se analizaron un total de 74 unidades de reproductoras de las que 18 fueron positivas
(24,32%, 1.C. 95%: 15,42% - 35,93%). Dentro de las granjas positivas se analizaron un
total de 360 muestras de las cuales 50 (13,8%) fueron positivas. La prevalencia en

reproductoras segun el tipo de produccion y el nimero de cerdas se detallaen latabla 8.
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Tabla 8. Prevalencia en reproductoras por tipos de produccion y estratos.

Tipo de Produccién

NUmero de unidades

Positivas Prevalencia Vaor p

Ciclo completo 46 11 23,91% n.s
Fase 1 28 7 25% n.s
Total 74 18 24,32%

Estratos

Pequefio (0 - 99) 2 0% n.s
Mediano (100 - 250) 20 4 20% n.s
Grande (> 250) 50 14 28% n.s
Sin datos 2

Total 74 18 24,32%

! No significativo

4.1.5.2. Engordes

De las 113 unidades de engorde examinadas 23 fueron positivas (20,35%, 1.C. 95%:
13,59% - 29,18%). Dentro de las unidades positivas, se analizaron 460 muestras, de las

cuales 46 (10%) fueron positivas. SO0lo se observaron diferencias significativas de

prevalencia en relacion con el nimero de plazas de cebo. Asi, los cebos mayores de

1600 animal es mostraban una prevalencia mayor que los cebos mas pequefios (tabla 9).

Tabla 9. Prevalencia encontrada entre los diferentes tipos de produccion y por estratos

en las unidades de engordes.

Tipo de Produccién

NUmero de unidades

Positivas Prevalencia Vaor p

Ciclo completo 46 12 26,08% n.s
Cebadero 65 11 16,92% n.s
Sin datos 2

Total 113 23 20,35%

Estratos

Pequefio (1 - 399) 15 0 0%

Mediano (400 - 1599) 62 12 19,35%

Grande (> 1600) 29 8 27,58% 0,0359
Sin datos 7 3

Total 113 23 20,35%

'No significativo

44



4.1.6. Analisis epidemiologico.

4.1.6.1. Unidades de reproductoras.

En dos de las unidades no pudo completarse la encuesta por o que, finalmente solo se
analizaron los datos de 72 de ellas. Inicialmente, se incluyeron ocho factores en €l
analisis logistico (p<0,25), de los que tres se asociaron significativamente a la infeccién
(p<0,05): drenagje de los purines en conducciones a cielo abierto, ausencia de sistemas
de desratizacion y nimero de reproductoras (>250). EI modelo de regresion logistica se

presenta en latabla 10.

Tabla 10. Modelo de regresion logistica para €l estudio de las reproductoras

Factor OR?(1.C. 95%") Valor p
Drengje (abierto/cerrado) 34,48 (1,22 - 100) 0,037
NUmero de cerdas (>250) 9,26 (1,15 - 74,62) 0,030
Control de roedores (si/no) 0,05 (0,003 - 0,87) 0,039
Maxima verosimilitud = 33,78% 0,003

2 Odds Ratio, ° Intervalo de confianza 95%.

4.1.6.2. Unidades de engorde (andlisis bacteriol gico).

De las 113 unidades de engorde analizadas, sdlo se completaron los datos de 109
encuestas. En una primera fase, se seleccioné un total de 14 factores (p<0,25) para €l
posterior andlisis por regresion logistica. En el modelo logistico multivariante final, se
determinaron dos factores asociados a estado de infeccion: la presencia de otras
especies de abasto en lagranjay el nUmero de plazas de engorde (>1600). La existencia
de brotes previos de salmonelosis no resultd estadisticamente significativa, aunque €
valor py €l intervalo de confianzaindican, como minimo, una tendencia a la asociacion.
Dentro de las diferentes especies de abasto presentes en las granjas, las aves eran las
principales fuente de infeccion (OR 3,71 (1.C. 95%: 1,11- 12,39), p=0,032). El modelo

de regresion logistica se presentaen latabla 11.
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Tabla 11. Modelo de regresion logistica para €l estudio de los engordes

Factor OR?(I.C: 95%") Vaor p
Otras especies de abasto en la granja (si/no) 5,826 (1,55 - 21,83) 0,008
Pazas de engorde (>1600) 4,760 (1,21 - 20) 0,020
Brote sailmonelosis 4,032 (0,90 - 18,05) 0,068
Maxima verosimilitud = 81,67% 0,0047

20dds Ratio, ° Intervalo de confianza

4.1.6.3. Unidades de engorde (serologia)

A través de entrevistas telefonicas se obtuvo los datos de 102 encuestas. Ocho factores
se incluyeron en e andlisis logistico (p<0,25), de los cuales dos se asociaron
significativamente a la infeccién (p<0,05): evitar la entrada de pgjaros 'y €l origen del
agua (pozo/red). Asimismo, en aquellas granjas donde se utiliza agua de pozo, la
ausencia de cloracion del agua (OR 8,88 (1.C. 95%: 1,58 - 49,83), p=0,008) resultd
estadisticamente significativa. El modelo de regresion logistica se presenta en la tabla
12.

Tabla 12. Modelo de regresion logistica en unidades de engordes (serologia).

Factor OR?(1.C: 95%"°) Valor p
Evitar entrada de pgjaros (si/no) 0,30 (0,09 - 0,95) 0,04
Origen agua (pozo/red) 3,64 (1,19 - 11,06) 0,02
Maximaverosimilitud = 82,63% 0,01

30dds Ratio, ° Intervalo de confianza 95%

4.2. Serotipos aislados.

Se obtuvieron noventa y seis cepas de Salmonella de las 139 granjas andizadas. Sin
embargo, cuando de una granja se obtenian distintos aislados del mismo serotipo, solo
se consideraron cepas distintas los aislamientos con diferentes fenotipos y
caracteristicas de sensibilidad antimicrobiana. Con esta restriccion, nosotros
consideramos tener 59 cepas pertenecientes a 17 serotipos diferentes (tabla 13). En las
reproductoras se detectaron 11 serotipos y en los cebos 14. El serotipo més comin en

reproductoras fue Anatum, seguido por Rissen, Tilburg y Goldcoast. Sin embargo, en
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los cebos el serotipo Typhimurium fue el mas frecuente, seguido por Rissen, Derby y la
variante monofasica 4,5,12:i:-. Sblo tres granjas de las 46 en las que se estudiaron
simultaneamente unidades de reproductoras y engorde, presentaron infeccion en ambos
grupos de produccién. En un rebafio coincidio €l serotipo en ambas categorias
(Bovismorbificans) y en los otros dos casos los serotipos eran diferentes
(Bovismorbificans-Typhimurium e Infantis-Derby). En 32 rebafios se aiddé un solo
serotipo, en seis rebarios dos serotipos diferentes y en un rebafio tres diferentes serotipos
(tablas 14-16). De la fagotipificacion del serotipo Typhimurium, en la actualidad solo se
tienen los resultados de dos cepas; una no tipificable (NT) y otra de fago no reconocido
(PNR). Con respecto a la variante monofasica 4,5,12:i:-, una cepa corresponde a fago
U302y otra no tipificable.

Tabla 13. Distribucién de los serotipos por fase de produccion y granjas

Serotipo N°degranjas NC°deaslamientos Reproductoras  Engordes

Anatum 10 7 3
Rissen
Typhimurium
Derby
Tilburg
4,512::-

Goldcoast

4
1
1
4

A P b O b

N

Bovismorbificans
Diarizonae
Kapemba

Ohio

Virchow

=

Infantis
Bredeney
Grumpensis
Senftenberg
Kedougou

P R RPN R P NMNNMNNODMDOO AN ®©
1
I

=z
SP PP R P R NNMN®EREAEN®NNO
Q

Total

[6)]
O

27 32

a. No aplicable, mas de un serotipo por granja
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Tabla 14. Granjas con un unico serotipo (nN=32)

Serotipo (nimero de granjas)  Cddigo de granja (nUmero de aislamientos)

Anatum (7) 1(2),L(2),Y (2),Z(1),AA (17)KK (1),LL (D)
Rissen (7) F(2),0(2),P(1),U(@®),V(1),CC(1),C(@10
Typhimurium (5) H(1),K (1), M (1), EE (1), HH (1)
Bovismorbificans (4) G(2),S(1),T(1),00 QD

Derby (2) E (1), GG (1)

Diarizonae (2) D (2),X (1

4,5,12:i:- (2) JJ (1), MM (2)

Infantis (1) FF (1)

Bredeney (1) B (2

Kedougou (1) Q1)

Ohio (1) R (1)

Senftenberg (1) DO (2

Tabla 15. Rebafios con dos serotipos

Identificacion del rebafio  N° de aislamientos  Serotipo (nimero de aislamientos)

A 3 Virchow (2), Anatum (1)

J 2 4,5,12:i:- (1), Anatum (1)

N 9 Goldcoast (8), Typhimurium (1)
w 3 Grumpensis (2), 4,5,12:i:- (1)
BB 2 Tilburg (1), Kapemba (1)

I 5 Tilburg (4), Kapemba (1)

Tabla 16. Rebarios con tres serotipos

Identificacion del rebafio N° de aislamientos Serotipo (nimero de aislamientos)

NN 6 Derby (4), Typhimurium (1), Ohio (1)

48



4.2.1. Serogrupos detectados

L os serogrupos mas frecuentes en las unidades de produccién estudiadas fueron el E1,
Cly € B, detectados en 33 de las 41 unidades positivas (80,48%). En siete rebarios se

contabilizaron 2 serogrupos distintos simultaneamente (tabla 17).

Tabla 17. Serogrupos de Salmonella aisladas desde 41 unidades de produccién de
cerdos en Cataluiia

Un Unico serogrupo M Ultiples serogrupos

B Cl C2 D El E4 Otros B+Cl C1+E1E4+D B+C2 B+E1B+G2 Total
Aidados 19 23 13 2 26 7 6 NA” NA NA NA NA NA 9

Unidades 20 9 4 - 7 1 3 1 1 2 1 1 1 41°
a Otros Salmonella 61:k: 1,5 (3), Kedougou (1), Grumpensis (2).
b. No aplicable.

c. Total de unidades positivas (engordes, reproductoras)
d Total de aislamientos

4.3. Perfiles de antibiosensibilidad.

En los andlisis de sensibilidad realizados por € método de Kirby-Bauer a los 96
aislamientos de Salmonella, se observd que las resistencias mas frecuentes fueron:
tetraciclina 68,8% (66/96), sulfamidas 67,7% (65/96) y a la combinacion sulfamida +
trimetoprim 53,1% (51/96). Se detectd una sensibilidad superior a 95% para la
gentamicina, ceftiofur, flumequine, enrofloxacinay ciprofloxacina, y del 100% frente a
la ceftriaxona y colistina. Sélo 12 aislamientos (12,50%) (Ohio, Kapemba, Goldcoast
(2) y Rissen (8)) fueron sensibles a todos los antimicrobianos utilizados. Sesenta
(62,50%) de los aislamientos presentaron resistencia a tres 0 mas antimicrobianos
simultaneamente. Asimismo, varios aislados de una misma granjay pertenecientes a un
mismo serotipo presentaron distintos perfiles de sensibilidad. La tabla 18 muestra los
porcentajes de sensibilidad de las salmonel as aisladas a |os compuestos antimicrobianos

utilizados.
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Tabla 18. Resultados de sensibilidad a los agentes antimicrobianos de los aislados de

Salmonella obtenidos.

Antibioticos Resistente  Intermedio Sensible

Ampicilina 41,7 0 58,3
Amoxicilina+ Acido clavulanico 17,7 11,5 70,8
Ceftiofur 0 31 96,9
Ceftriaxona 0 0 100
Acido Nalidixico 8,3 7.3 84,4
Enrofloxacina 0 3,1 96,9
Flumequine 0 4,2 95,8
Ciprofloxacina 0 1 99

Gentamicina 4,2 0 95,8
Estreptomicina 33,7 11,2 55,1
Neomicina 31 52 91,7
Apramicina 3,1 2,1 94,8
Sulfamida 67,7 10,4 21,9
Sulfamida + Trimetoprim 53,1 0 46,9
Cloranfenicol 17,7 2,1 80,2
Tetraciclina 68,8 18,8 12,4
Colistina 0 0 100
Nitrofurantoina 25,0 13,5 61,5

4.3.1 Patrones de multirresistencia.

De las 96 cepas obtenidas, se observaron 24 patrones de multirresistencia. Los méas
frecuentes fueron ASUTTm (11 cepas) y ATTmNalAmc (12 cepas). Los patrones méas
amplios correspondieron a una cepa del serotipo Infantis, resistente a nueve agentes
antimicrobianos simultdneamente (R-ACSSUT TmNalGenNit) y dos aislamientos de la
variante monofasica 4,5,12:i:-, obtenidos de granjas distintas y resistentes
simultaneamente a diez agentes antimicrobianos, con patrones de resistencia
ACSSUTTmNalGenAprNit y ACSSUT TmGenAprAmcNit, respectivamente. En latabla

19 se presentan |os distintos patrones de multirresistencia encontrados.

4.3.2. Frecuencia de resistencia entre | os serotipos.

De las 59 cepas obtenidas, se examind la frecuencia de resistencias entre los serotipos
para determinar Si ésta se agrupaba en alguno de €ellos. Las resistencias a la sulfamida
(17 serotipos), estreptomicina (17 serotipos), tetraciclina (16 serotipos) y a la
combinacién sulfonamidas + trimetoprim (14 serotipos), fueron las méas ampliamente
distribuidas. Sin embargo, para los otros antimicrobianos, sblo dos o tres de los
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serotipos agrupaban la mayoria de las resistencias encontradas. Por gemplo, 15
aislamientos fueron resistentes a cloranfenicol y de ellos, 9 pertenecen a serotipo
Typhimurium y a la variante monofésica 4,5,12:i:-. Asimismo, 24 aislamientos
presentaron resistencia ala ampicilina, de ellos, 15 pertenecian a los serotipos Anatum,
Typhimurium y a la variante monofasica 4,5,12:i:-. En la tabla 20 se presentan estos
resultados en detalle.

Tabla 19. Patrones de multirresistencia de los 96 aislamientos de Salmonella

NuUmero de
Patrones de multirresistencia Serotipos
aislamientos
SSuT 3 Derby (1), Diarizonae (2)
SSuNit 1 Goldcoast
SuTmNit 1 Tilburg
ATAmMC 1 Derby
SSuTTm 7 Bovismorbificans (3), Kapemba,
Bredeney, Grumpensis (2)
ASUTTm 11 Anatum
CSuTTmNit 2 Tilburg
STTmNit 1 Tilburg
CSSuTTm 2 Senftenberg
ASUTTmNal 1 Anatum
ATTmNaAmc 12 Anatum
ASUTTmNIit 1 Anatum
ACSUTTm 3 4,5,12:i:- (2), Diarizonae
ACSUTTm 1 Typhimurium
ACSSuT 1 Typhimurium
ACSSUTNit 1 Typhimurium
ACSSUTAmcNit 3 Typhimurium
CSSUTTmNeoNit 2 Virchow
ACSSUTTmNeo 1 Ohio
ASSUT TmGenApr 1 Anatum
ACSSUTTmNaAmc 1 Rissen
ACSSUTTmNal GenNit 1 Infantis
ACSSUTTmGenAprAmcNit 1 45,12:i:-
ACSSUTTmNalGenAprNit 1 4,5,12:0:-
Total 60
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Tabla 20. Frecuencia de resistencia entre los 59 diferentes serotipos considerados

Numero de NUmero de cepas resistentes
Tm Na Gen Apr Neo Amc Nit

Serotipos

3
B

Anatum
Rissen
Typhimurium
Derby
Tilburg
45,12::-
Goldcoast
Bovismorbificans
Diarizonae
Kapemba
Ohio
Virchow
Infantis
Bredeney
Grumpensis
Senftenberg
Kedougou

1

O N e

PR L P UIN O
N

1
1 1
1 1
1 1
LR D P WER N
FTWNOIN D

[ "= N R SN T SO
I i

1
R

1

PRPPRPNRPRPNMNNNOADMOON®ES
PRPRRPRPRPRPERPRPENRPNMNNNBRANRWM
I—‘I—‘I—‘NI—‘HI—‘HNI\)I—‘-&OOI—‘U‘IU‘I@&'J
RPRREPNRPRE NN AN OGO
PR RPNRPRPPRPRPEPNT AR RPNO

1

1

1

1

1

1

Total 599 24 1525 41 4331 8 4 3 2 8 19

4.5. Estudio serologico

Al final de este estudio se examinaron 141 unidades de engorde (104 prevista en €l
estudio y 39 unidades de engorde més, que se tuvo la oportunidad de muestrear), 109 de
ellas fueron positivas, obteniéndose una prevalencia del 77,3% (1.C. 95%: 69,34% -
83,75%). La clasificacion de las 109 unidades de engorde positivas de acuerdo al
esguema danés, resulto en un 15,6% (9,61% - 24,08%) de granjas en € nivel 1; 49,54%
(39,89% -59,23%) en €l nivel 2y 34,86% (26,15% - 44,65%) de |los cebos situados en €l
nivel 3. Con respecto a los tipos de produccién, se encontré una seroprevalencia del
85% en los cebos que se hallaban en granjas de ciclo completo y del 70,49% en los
cebos aislados (diferencias no significativas) (tabla 21). La seroprevalencia en relacion
con el nimero de plazas, fue del 84,21%, 75,44% y 73,08% en los estratos pequefios,
medianos y grandes respectivamente (tabla 21). No hubo diferencias significativas al
respecto.
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Tabla 21. Prevalencia seroldgica en las unidades de engorde segun los tipos de

produccion y estratos

Tipo de Produccion ~ Numero de unidades Positivas Prevalencia 1.C.95%
Ciclo completo 40 34 85% 69,48 - 93,75%
Cebadero 61 43 70,49% 57,26 - 81,13%
Sin datos 40 32

Total 141 109 77,3% 69,34 - 83,75%
Estratos

Pequefio (1 —399) 19 16 84,21% 84,21 - 95,83%
Mediano (400 — 1599) 57 43 75,44% 61,96 - 85,47%
Grande (> 1600) 26 19 73,08% 73,08 - 87,65%
Sin datos 39 31

Total 141 109 77,3%

4.5.1. Comparacion de pruebas diagnosticas (ELISASA y B).

Al redlizar la comparacion de las densidades Opticas crudas obtenidas en ambos ELISAs
mediante un analisis de regresion, se obtuvo una correlacion r=0,55 ( 1.C. 95%: 0,47 -
0,61). El valor kappa para la comparacion de los resultados obtenidos (positivo-
negativo) aplicando la interpretacion de las densidades Opticas segun el criterio de los
respectivos fabricantes fue de 0,191 (1.C. 95%: 0,089 - 0,294), indicativo de una muy

pobre concordancia (tabla 22).

Tabla 22. Comparacion de los resultados delosELISASA y B

ELISA B
Total
+ -
+ 118 62 180
ELISA A
- 84 97 181
Total 202 159 361
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4.5.2. Analisis ROC.

Cuando se utilizaron las ratios S/P, el andlisis ROC calculé un punto de corte S/IP >
0,3389 para €l ELISA A, con un area bajo la curva (ABC) de 0,9999 (figura 4). Este
punto de corte concordaba con el 100% de |os resultados negativos obtenidos usando las
indicaciones del fabricante y en un 99,44% con los resultados positivos. En €l ELISA B,
un punto de corte S/P > 1,3776 concordaba con el 99,37% de los resultados negativos
usando las directrices del fabricante y en un 99,45% con los resultados positivos. El
ABC en d andlisis fue de 0,9997. Cuando se compararon los resultados de ambos
ELISAs usando las ratios S/P, no mejoro significativamente €l valor kappa 0,241 (0,139
- 0,344).

ELISA A ELISAB
1,00+ 1,00
| 03389 * 1,3776
0,751 0,754
Sensibilidad 0,50- Sensibilidad 0,50
025 ]
ABC 0,9999 0.257 ABC 0,9997
00— 0,00
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
1-Especificidad 1-Especificidad

Figura4. CurvaROC delosELISAsA y B

La transformacién de los resultados de densidad ptica en ratios S/P permitié observar
la distribucion de resultados en ambos ELISAs (figura 5). Asi, los valores S/P del
ELISA A seguian una distribucién casi norma mientras que los valores S/P del ELISA
B se gjustaban menos a una distribucion normal. En este Ultimo caso podia observarse

una acumulacion importante de sueros en las ratios S/P cercana a punto de corte.
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Figura 5. Distribucién de las ratios S/P de los ELISAs A y B. Las barras indican €l

nimero de muestras en cada ratio S/P y la curva indica la distribucion norma que

idealmente se obtendria a partir de la media 'y la desviacion estandar de las ratios S/P

calculadas. Skewness=1 indica plena normalidad.

Para determinar la posible causa de estas discrepancias, se seleccionaron a azar 10

sueros que fueran positivos en ELISA B (Salmotype) y se inactivaron por calor (56 °C,

30 minutos), tras lo que se volvieron aanalizar en el ELISA B. Todos dieron resultados

negativos después de este tratamiento. En contraste, |0s sueros positivos en Svanova no

se vieron afectados por €l tratamiento.
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5. DISCUSION

5.1. M étodo bacterioldgico.

Tradicionamente, e cultivo de muestras fecales ha sido el método utilizado para
detectar portadores de Salmonella. Sin embargo, los métodos bacteriol6gicos
desarrollados paratal fin tienen carencias de sensibilidad y especificidad, son laboriosos
y consumen mucho tiempo. En estos métodos se recomienda un pre-enriquecimiento
seguido de un enriquecimiento selectivo para pasar finalmente a un cultivo en un medio
solido selectivo. El uso de un pre-enriquecimiento supone un aumento de la sensibilidad
dado que favorece la viabilidad de aguellas saimonelas que, por diversos motivos,
estuviesen dafiadas o0 sujetas a condiciones de estrés (Michael et al., 1999). En nuestro
estudio se obvid e pre-enriquecimiento y se opté por la siembra de las muestras de
heces directamente en un medio de enriquecimiento selectivo. Las razones de esta
modificacion se fundamentan en dos criterios. En primer lugar, en estudios previos (no
mostrados en esta tesis) vimos que € uso de un pre-enriquecimiento, aunque mejoraba
lasensibilidad en relacion a nimero total de individuos detectados, no tenia un impacto
significativo en cuanto a numero de granjas positivas, puesto gque en una granja
infectada, la proporcion de excretores es relativamente alta. Por otra parte, existian
también razones de economia de tiempo y medios. Al organizar e muestreo
semanalmente, el uso de pre-enriquecimiento alargaba e procesado de cada muestra
hasta su identificacion final durante a menos 7 dias, con lo que, las muestras de

diferentes granjas se hubieran solapado haciendo imposible su anadlisis rutinario.

Para el cultivo en medio sdlido, utilizamos el agar XL T4. Este medio ha demostrado su
utilidad para recobrar Salmonella a partir de muestras de alimentos y heces, asi como
para reducir la competicion de otras enterobacterias (Michael et al. 1999; Mallinson et
al. 2000). Sin embargo, la eficacia para recobrar Salmonella sobre el medio de agar vaa
depender de la eficacia de lafase de enriquecimiento selectivo. En nuestro estudio, en €l
agar XLT4 se obtuvo una elevada proporcion de colonias morfol6gicamente
sospechosas de ser Salmonella (CSS) que posteriormente no pudieron confirmarse (sélo
96 aislamientos confirmados de méas de 3800 colonias examinadas). Las posibles
razones para este alto porcentaje de falsos positivos pueden derivar del hecho de que €l

medio Rappaport-Vassiliadis permite el crecimiento de otras enterobacterias con

56



caracteristicas similares a Salmonella. El agar XLT4 tiene un sistema indicador basado
en la lisina-decarboxilasa y la produccion de acido sulfidrico, que demuestra ser de una
baja especificidad. El principal porcentaje de falsos positivos se debi6 a cepas SH,+ de
Escherichia coli, tanto lactosa positivas como negativas, seguido, con una menor
frecuencia, por Citrobacter freundii, Enterobacter cloacae, Escherichia fergusoni y
Proteus spp. Estos resultados nos indican que en las muestras de heces de cerdos se
pueden encontrar una gran variedad microorganismos capaces de confundirse con
Salmonella en agar XL T4. De hecho, Ziemer et al. (2001) ya describen que las muestras
de cerdos dan lugar a una mayor cantidad de CSS que las de otras especies. En
cualquier caso, los datos bibliograficos sugieren que tanto el medio de RV como e agar
XLT4 estan entre los més selectivos (Nollet et al. 2001; Ziemer et al. 2001) por lo que,
en nuestra opinion es necesario realizar nuevas investigaciones que conduzcan a una

mejora de |os protocol os de aislamiento para las muestras porcinas.

Por otra parte, en e marco de este estudio, se prob6 el medio semisdlido Rappaport-
Vassiliadis como alternativa al agar XLT4 (datos no mostrados en esta tesis). Sin
embargo, las cepas de Escherichia coli SH,+ poseian capacidad movil, con 1o que esta

alternativa no era aceptable.

5.2. Prevalencia en rebarios.

Una de las decisiones clave a la hora de disefiar un estudio epidemiolégico sobre la
prevalencia de Salmonella en cerdos, es la eleccion del momento del muestreo.
Usuamente se selecciona el muestreo en e matadero por comodidad y facilidad de
obtener diferentes tipos de muestras. Sin embargo, se ha demostrado que durante el
transporte, y en las areas de espera de los mataderos, una infeccion inicial por
Salmonella, por gemplo en tonsilas, puede alcanzar € colon y recto en dos horas
(Morrow et al., 2002). Es por ello que, las muestras fecales recogidas en |os mataderos,
podrian dar falsas estimaciones de la prevalencia en rebafio, dada la posibilidad de
infeccion en el mismo corral de espera a partir de heces de animales alojados
anteriormente en él (Kim et al. 1999; Hurd et al. 2001; 2002).
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Los datos disponibles de otros paises muestran prevalencias muy variables pero que
raramente bajan del 15 % (Baggesen et al. 1999; Rowe et al. 2001; Rgjic et al. 2001).
En nuestro estudio, encontramos un 28,06 % de rebafios positivos. Esto sugiere que,
aunque la proporcién de rebafios infectados en Catalufia es alta, no es superior a la de
otros paises con niveles econdmicos y sociales parecidos. Sin embargo, debe
considerarse que un solo muestreo puede no ser suficiente para tener una imagen
fidedigna del estatus de la infeccion por Salmonella en un rebafio concreto. Esto es

debido a que ladindmica de lainfeccion estd sujetaavariaciones alo largo del tiempo.

5.3. Prevalenciaindividual.

La prevalencia de Salmonella en los rebarios de cerdos puede diferir considerablemente
con distintas condiciones de produccién y en distintos paises. Asi, por gemplo, en
varios estudios se describen prevalencias individuales de excretores arededor del 1% —
2% (Stege et al. 2000; Grafanakis et al. 2001), pero en otros paises industrializados de
Europa 0 América se llega a niveles del 10% o superiores (Van der Wolf et al.1999;
Rajic et al., 2001). En nuestro estudio, la prevaencia individua de portadores fue de

2,62%, un valor que se sitliaen €l rango inferior de lo descrito en labibliografia.

Las diferencias de prevalencia individual pueden ser debidas a variaciones en la forma
del muestreo y también al método de cultivo, e incluso a factores de produccion o
geogréficos, 1o que dificulta el establecimiento de comparaciones entre estudios. En
nuestro caso, debe tenerse en cuenta que la prevalencia real de la infeccion por
Salmonella podria ser més alta de lo que hemos hallado, ya que, segiin mencionamos
anteriormente, los métodos bacteriol6gicos sufren de una cierta falta de sensibilidad
(Baggesen et al., 1993). Ademas e caracter intermitente de la eliminacion de
Salmonella en los cerdos infectados subclinicamente y e volumen de heces analizado
son factores adicionales que pueden afectar la sensibilidad (Davies et al., 2000b).

Otro punto que merece discusion es el hecho de que se encontrase un mayor nimero de
muestras positivas entre las reproductoras (3,38%) que en los engordes (2,10%). Estos
hallazgos, no concuerdan con lo descrito por otros investigadores, que describen una
proporcion significativamente menor en las cerdas (Christensen et al. 1999; Letellier et
al. 1999 Funk et al. 2001). Segun estos autores, los niveles de infeccion bajos en las
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reproductoras se relacionan con las diferentes préacticas de higiene, el aojamiento, una
mayor disponibilidad de agua (mayor contenido de agua en las heces) y € tipo de
alimentacién (consumo de mayor cantidad de alimento y presencia de fibra). En nuestro
estudio, en el muestreo de los engordes, las muestras analizadas eran mezcla de heces
de distintos animales con |o que no seria descartable que existiese un efecto de dilucién

gue explicase lamenor proporcion de muestras positivas en |os engordes.

Dentro de las unidades de reproductoras positivas, un 13,4% de las hembras eran
excretoras. Este hecho refuerza la implicacion del riesgo de la transmision de la
infeccion a los lechones (Funk et al., 2001). En los engordes encontramos un 10% de
prevalencia. Carlson et al. (1999) describen prevalencias entre 0,8% y 22% en rebafios
positivos. Por lo tanto, este resultado nos indica la existencia de un nimero considerable
de animales con excrecidon activa de Salmonella. Sin embargo, esta excrecion es
probablemente infrecuente, ya que sdlo un 2,10% de las muestras fueron positivas, 0
por el contrario, este resultado se deba a efecto de dilucion a causa del muestreo
realizado en esta categoria. En conjunto estos resultados, nos indican la presencia de un
alto nimero de animales con excrecion activa en las granjas infectadas. Este hecho debe
tenerse en cuenta s en el futuro se desea poner en marcha un programa de control de

Salmonella en las granjas de Catal ufia.

5.4. Factores deriesgo.

5.4.1. Reproductoras.

Para poder desarrollar programas eficientes y establecer procedimientos de control
econdémi camente realizables, es necesaria la determinacion de |os factores de riesgo para

las granjas.

Diversos estudios han mostrado el importante papel de las cerdas en la epidemiologia de
la salmonelosis por su capacidad para mantener lainfeccion en lagranjay transmitirlaa
sus lechones (Letelier et al. 1999; Kranker et al. 2001). En nuestro estudio se determiné
una asociacion entre la infeccion de las reproductoras y €l nimero de cerdas presentes
en la granja. Este hecho ha sido descrito por Hamilton et al. (2000) quienes sugieren
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que este factor puede atribuirse al mayor nimero de cerdas de reposicion necesarias en

las granjas grandes y a proporciones elevadas de cerdas jovenes.

Por otro lado, se determind que € control de los roedores y € tipo de drengje de los
purines también eran factores de riesgo. Se sabe que los roedores pueden actuar como
reservorios de Salmonella (Letellier et al., 1999). Barber et al. (2002), detectaron entre
un 2% y 10% de roedores excretores de Salmonella en granjas de cerdos infectadas, por
lo que su papel como posibles reservorios no seria desdefiable. Por otra parte, los
drenagjes abiertos de los purines son una fuente de contaminacion para los pajaros,
roedores, artropodos y también pueden contaminar las botas, con lo cual contribuirian

de formaindirecta en mantener fuentes de infeccion en lagranja.

5.4.2. Engordes.

En nuestro estudio, los resultados del andlisis de las encuestas epidemiolégicas en los
engordes muestran que la presencia en explotaciones porcinas de otras especies de
ganado es un riesgo importante. Este factor ha sido descrito previamente (Funk et al.,
2001). En nuestro caso, las aves fueron los animales mas relacionados con el hecho de
tener cerdos positivos en el engorde. Diversos estudios atribuyen a las aves € principal
papel como reservorio de Salmonella (Mulder et al., 1999; Capita et al. 2003) y por lo
tanto, no resulta extrafa esta relacion. La practica mixta de explotaciones deberia

evitarse si se desean establecer planes de control de salmonelosis porcina.

Por otra parte, era mas probable gque las unidades de engorde grandes fueron méas
propensas a tener animales positivos que las unidades pequefias. Este resultado
concuerda con lo descrito por Quessy et al. (1999) y Funk et al. (2001). Una posible
explicacion es que estas unidades usual mente reciben animales de diferentes origenes,
por lo cual incrementan asi la posibilidad de introducir cerdos infectados. En nuestro
estudio, no se pudo relacionar el nimero de origenes con el estado de positividad, dado
gue, en muchos casos esta informacién no se pudo obtener, particularmente en aquellas
granjas que funcionaban exclusivamente como cebaderos. Sin embargo, e sentido
comun sugiere que, dada la extension de la infeccién deberia considerarse la reduccién
del nimero de origenes para disminuir €l riesgo de diseminacion de Salmonella en los

cebos de cerdos.
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El tercer factor que parecia que podia tener relacion con la excrecion de Salmonella en
los engordes era €l hecho de haber sufrido brotes clinicos previos. Logicamente, si la
granja se infectdé con anterioridad, es muy probable que quedaran portadores y la

infeccion se perpetuase en la granja (Barber et al., 2002).

Con respecto a la serologia en las unidades de engorde, la falta de medidas para
controlar la entrada de pgaros fue uno de los factores que se asocio significativamente
con la seropositividad. Se sabe que los paaros pueden transportar pasivamente
Salmonella, sus heces pueden contaminar €l aimento y los pgjaros muertos pueden ser
consumidos por los cerdos. Asi, Bahnson et al. (2001) describen esta misma relacion y
Barber et al. (2002) determinan que alrededor de un 8% de las heces de los pajaros de
una granja infectada son positivos. Es por o tanto recomendable que se instalen redes

en las ventanas de las granjas 'y se revise periddicamente su buen estado.

En nuestro estudio, también se ha determinado unarelacion entre el origen del aguay su
cloracion, con la positividad de la granja. Asi, las granjas que utilizaban agua de pozo,
era mas probable gque estuvieran infectadas. La razon para ello radicaria en la propia
contaminacion del agua a partir de filtraciones o vertidos de otras explotaciones
(Letellier et al., 1999). En € caso particular de la comarca de Osona o de las de Lérida,
debe tenerse en cuenta que sus densidades de granjas son de las mayores de Europa
(150 — 250 cerdos / Km?). En esta zona, los acuiferos presentan elevados niveles de
nitrogeno, indicador claro de contaminacién procedente de purines que han sido usados
como abono o de vertidos ilegales. No cabe duda que el uso de aguas sin potabilizar

tiene que ser un importante factor de riesgo.

Hay pocos trabajos publicados acerca del efecto del tamafio del rebafio sobre la
seroprevalencia en cebos. Mousing et al. (1997) y Van der Wolf et al. (2001) describen
gue la seroprevalencia en las unidades de engorde esta relacionada con el tamafio del
rebafio. Sin embargo, Carstensen et al. (1998) concluyen que e tamafio del rebafio
tiene un efecto significativo sobre la seroprevalencia de Salmonella, aunque desde el
punto de vista biolégico es de poca importancia. Esto es debido a la existencia de
factores que actlan tanto individualmente (tipo de corral, separacion entre corrales,
densidad, etc), como a nivel general de la granja (manejo de los desechos, alimentacion

liquida / alimentacion sdlida, proceso de desinfeccion, etc.) o en ambos (sistema todo
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dentro / todo fuera). En nuestro estudio serologico no se observé ninguna diferencia
relacionada con el tamafio del cebo. Nuestra opinion coincide con la de Carstensen et al.
(1998) en relacion que e tamafio de la granja podria ser un factor de riesgo para la

Salmonella pero también puede actuar como una variable confusora.

Es interesante destacar que factores como por gemplo la limpieza 'y desinfeccion, las
précticas de mangjo todo dentro/todo fuera, e origen del pienso u otros, que
tradicionalmente se han asociado a la salmonelas, no fueron significativos en nuestro
estudio. Una posible explicacion podria ser que su intensidad fuese relativamente baja
para la capacidad de este estudio. Con nuestro disefio, solo se detectarian factores con
un riesgo relativo superior a 3,5. Por otro lado, 1os factores anteriormente mencionados
tendrian més relacion con la diseminacion de Salmonella en la granja una vez ésta se
hubiese infectado que con la posible entrada de la infeccion en la granja. El andlisis de
regresion logistica se hizo tomando como efecto el hecho de que la granja tuviese o0 no

portadores pero no podia considerar |a proporcion de positivos por granja.

5.5. Serotipos.

Somos conscientes de que un solo muestreo no es suficiente para tener una vision global
acerca de si cada granja tiene un patron de Salmonella especifico. Sin embargo, los
resultados de la serotipificacion muestran la existencia de una amplia variedad de
serotipos (17 serotipos) circulantes en las granjas de cerdos de Catalufia. En las
unidades de engorde, Salmonella Typhimurium fue € serotipo predominante.
Habitualmente, Salmonella Typhimurium se describe como el serotipo predominante en
los rebarios porcinos (Baggesen et al. 1996; Proux et al. 2000; Gibson et al. 2001). Sin
embargo, en las reproductoras Samonella Anatum fue el més frecuente, seguido por
Salmonella Rissen. La amplia variedad de serotipos encontrados y la baja frecuencia de
aislamiento del mismo serotipo en reproductoras y cebo, nos permite sugerir o bien la
existencia de diferentes fuentes de entrada (entre las que no puede descartarse el
alimento, los roedores u otros animales) y ciclos de mantenimiento diversos para cada
fase de produccion, o bien, la distinta persistencia de diferentes serotipos en animales de
fases de produccién distintas. De todas formas, |os datos bibliograficos indican que los

serotipos exoticos aparentemente no son capaces de establecerse de forma endémica en
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los rebafios porcinos (Baggesen et al., 1996), a contrario de lo que sucederia con

Salmonella Cholerasuis, Salmonella Typhimurium o Salmonella Derby entre otros.

Debe resefiarse que, en paralelo a este trabajo, en los Ultimos 3 afios hemos estudiado
345 brotes de diarrea en transicion y engorde, de los cuales en 17 (4,9%) se aidlo
Salmonella. De dllos, en 13 (3,76%) € serotipo aislado fue Salmonella Typhimurium.
Si consideramos que en nuestro estudio de portadores el 6,19% de las unidades de
engorde son positivas a Salmonella Typhimurium, es tentador pensar que la capacidad

de este serotipo para establ ecerse endémicamente en una granja es alta.

5.6. Perfiles de antibiosensibilidad.

Los antibiogramas dieron como resultado un alto porcentgje de resistencias entre las
cepas de Salmonella analizadas. Las resistencias mas comunes fueron a la tetraciclina,
las sulfamidas y la ampicilina. Estos compuestos han sido usados durante décadas en la
produccion porcina tanto como agentes terapéuticos o como profilacticos y su
resistencia estd ampliamente difundida (Bahnson et al. 1999; Breuil et al. 2000;
Farrington et al. 2001). La aparicion de estas cepas resistentes podria afectar la
produccion ganadera, ya que va a limitar las opciones de tratamiento provocando un
incremento de los fracasos terapéuticos. Por tanto, |os tratamientos frente a Salmonella
con ampiciling, tetraciclina, sulfamida y sus combinaciones son hoy en dia

probablemente poco efectivos

La combinacién amoxicilinay écido clavulanico se utiliza cominmente en la terapia de
salmonelosis invasivas en las personas (Poirel et al., 1999). En trabajos previos se han
descrito aislamientos de Salmonella Typhimurium con una sensibilidad disminuida a
este compuesto (Espinasse et al.1997; Gebreyes et al. 2000). En nuestro estudio se
detect6 un porcentgje ato (41,7%) de cepas de Salmonella resistentes, la mayoria de
ellos agrupadas en los serotipos Anatum y Typhimurium. Este antimicrobiano no se
utiliza en la produccion porcina en Espafia, y las razones que explicarian el origen de
esta resistencia no estan claras. Sin embargo, una sobreproduccion de betal actamasas
originadas frente a betalactamicos mas simples, podria influir en su resistencia
(Bradford et al. 1999; Fey et al. 2000).
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L a ceftriaxona es otro de los antimicrobianos de primera eleccion para el tratamiento de
salmonelosis invasivas, especialmente en nifios, para los que las quinolonas producen
efectos adversos. Aunque es un fendmeno raro, se ha descrito € aislamiento de
salmonellas resistentes a la ceftriaxona en personas y animales (Dunne et al. 2000; Fey
et al. 2000). Por su parte, Gray et al. (2001) describen entre 1997 y 1999 el aislamiento
de 50 cepas de Salmonella resistentes a cefal osporinas de tercera generacion. En nuestro
estudio no se observo resistencia frente a la ceftriaxona y sélo dos cepas tuvieron un
resultado de sensibilidad intermedia a ceftiofur. Este tipo de cepas ha sido descrita
recientemente en Espafia (Mateu et al., 2002) aungue parece que se mantiene a niveles

muy bajos.

Con respecto a los aminoglucosidos, la estreptomicina fue el compuesto con el mayor
numero (25/59) de cepas resistentes. Estos datos concuerdan con observaciones previas
de otros autores (Headrick et al. 2001; Oliveira et al. 2002b). Este hecho puede
relacionarse con la elevada proporcién de cepas multirresistentes de patron R-ACSSuT.

Con respecto a la gentamicina, neomicina 'y apramicing, la prevalencia de resistencias
fue menor de 5%. Estos resultados son similares a los descritos por Breuil et al. (2000)
y Gebreyes et al. (2000) que sefialan una frecuencia de resistencias que no superan el
10%. En nuestro estudio, se encontraron tres cepas con resistencia simultanea a la
gentamicina y la apramicina. Threlfall et al. (1986) sugieren gque la resistencia a la
gentamicina podria deberse a la utilizacién de la apramicina en la medicina veterinaria.
Sin embargo, no deben descartarse otros origenes, puesto que de las tres cepas que
presentan esta simultaneidad de resistencia, dos pertenecen a la variante monofasica
(4,5,12:i:-) de Salmonella Typhimurium. Diversos estudios indican que la resistencia a
los aminoglucésidos (gentamicina, apramicina) es una caracteristica de estos
aislamientos independientemente de la especie de origen. (Guerra et al. 2002; De la
Torre et al. 2003).

Por su amplio espectro y potencia antimicrobiana las quinolonas son los fa&rmacos de
primera eleccion para € tratamiento de infecciones producidas por bacterias
gramnegativas. Una causa de gran preocupacion es la aparicion de cepas de Salmonella
con una sensibilidad disminuida a las quinolonas. Breuil et al. (2000) describen una
prevalencia de resistencia a éacido nalidixico entre 1% y 72% en cepas de origen

veterinario y Malorny et al. (1999) describen un 7,5% de resistencia en cepas aisladas
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de cerdos. En nuestro estudio se determiné que un 8,3% de los aislamientos fueron
resistentes al &cido nalidixico y esas mismas cepas presentaron sensibilidad intermediaa
las fluoroguinolonas. Este resultado sugiere un comportamiento similar a lo observado
en otros estudios.

La aparicién de cepas de Salmonella resistentes alas fluoroquinol onas se ha relacionado
con la introduccién de estos antimicrobianos en la medicina veterinaria (Threlfall et al.
1998; Molbak et al. 1999). Seglin datos obtenidos de nuestras encuestas (no mostrados
en el apartado de resultados) la enrofloxacina figura entre los antimicrobianos més
utilizados para la prevencion o tratamiento colectivo de problemas digestivos. Tomando
en cuenta que la resistencia a las quinolonas suele producirse escalonadamente por
acumulacion de mutaciones en los genes diana, es |6gico pensar que una parte de las
cepas de perfil intermedio detectadas por nosotros podria, en un futuro, convertirse en
cepas plenamente resistentes. Dada la amplia utilizacion de las quinolonas,
particularmente la enrofloxacina, es necesario hacer hincapié en la importancia del uso

racional de estos compuestos.

También se detectd un nimero considerable de cepas resistentes a cloranfenicol y ala
nitrofurantoina. En la actualidad, |a resistencia a estos compuestos se sigue describiendo
con unos porcentgjes muy altos (Breuil et al. 2000; Martel et al. 2000; Rheault et al.
2001), a pesar de que se han dejado de utilizar hace décadas en la produccién animal. La
persistencia de la resistencia a cloranfenicol y a otros compuestos no utilizados en la
actualidad en la produccién porcina, podria resultar de la existencia de una unién
genética entre la resistencia a estos compuestos y la resistencia a otros antimicrobianos.
Se sabe que en diferentes microorganismos entéricos, la multirresistencia puede estar
asociada con la presencia de integrones que alojan “ cassettes’ que codifican resistencia
a multiples antimicrobianos (Sandvang et al. 1998; Gebreyes et al. 2000; 2001). Este es
el caso del “cassette” ACSSUT de las cepas del fagotipo DT104 de Salmonella
Typhimurium (Daly et al., 2000). Estos integrones se suelen transmitir en su totalidad,
por lo que la resistencia a ciertos antimicrobianos se continla detectando a pesar de

haberse dejado de utilizar.

65



En los ultimos afios, en Esparia es bastante comin €l uso rutinario de la colistina como
tratamiento preventivo de diarreas en los cerdos, sobre la base de su eficacia y facil
administracion. En nuestro estudio todas las cepas de Salmonella fueron sensibles a la
colisting, lo que concuerda con los resultados obtenidos por Van der Wolf et al. (1999)
en Holanda. Asimismo, Mateu et al. (2002) en Catalufia, describen que cepas de
Salmonella aisladas de brotes clinicos fueron sensibles a la colistina. Sin embargo, Kim
et al. (2001) describen un 14,2% de cepas resistentes a este compuesto, siendo éste un
valor muy alejado de nuestras observaciones. Segin nuestros datos y los obtenidos a
través del estudio de brotes clinicos, y en lo que respecta exclusivamente a Salmonella,
la colistina puede continuar considerandose como antimicrobiano de primera eleccion

en cerdos.

5.7. Patrones deresistencia.

En nuestro andlisis se comprobo que sdélo un 12,50% de |as cepas eran sensibles a todos
los antimicrobianos probados, mientras que e 62,50% eran resistentes a 3 0 mas
antimicrobianos. Estos valores de resistencia son inferiores a los descritos por
Farrington et al., (2001) quienes describieron un 90% de aislamientos multirresistentes
en EE.UU. Sin embargo, nuestros resultados son superiores a los descritos por otros
autores. Asi, en Bélgica, Jacob et al. (2001) determinaron que un 57,6% de los
aislamientos fueron totalmente sensibles y un 44% de los aislamientos fueron
multirresistentes. Van der Wolf et al. (1999) en Holanda encontraron que un 58,3% de
cepas analizadas fueron sensibles y € 10,4% fueron multirresistentes. Estos resultados
claramente demuestran que la multirresistencia estd ampliamente presente en las cepas
de Salmonella en Cataluiia, lo que sugiere la necesidad de establecer sistemas de
monitorizacion. Por otro lado, |a existencia de estas cepas multirresistentes va a limitar

las opciones de tratamiento provocando un incremento de fracasos terapéuticos.

Habitualmente, estos perfiles multirresistentes se asocian a Salmonella Typhimurium
(Threlfal et al. 1994; Gebreyes et al. 2000) y, particularmente, al fagotipo DT104 que
presenta un “cassette” de multirresistencia ACSSuT. En nuestro estudio, seis de los
siete aislamientos de Salmonella Typhimurium fueron multirresistentes con diferentes
perfiles. Sin embargo, el patron de resistencia ACSSUT se observé en otros serotipos,

tal como ya describieran Gebreyes et al. (2000). De hecho, en los 17 serotipos
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encontrados se observaron cepas multirresistentes. Las principales diferencias se
hallaron en la amplitud de esta multirresistencia. Asi, el perfil mas amplio (resistente a
10 antimicrobianos) se observé en la variante monofasica de Salmonella Typhimurium,
seguida por una cepa del serotipo Infantis (resistente a nueve compuestos) y una cepa

del serotipo Rissen (resistente a ocho compuestos).

¢Cud es el papel gue juega € uso de antibidticos en el desarrollo y aparicion de esta
resistencia? Con nuestros resultados no esté claro si esta resistencia se ha desarrollado
debido a précticas de manegjo de las granjas, 0 Si 10s microorganismos entran en las
granjas con esta resistencia preformada, pero la presencia de esta diversidad de
serotipos con patrones de multirresistencia indica que este problema no es exclusivo de
Salmonella Typhimurium y que por tanto, cualquier aislado del cerdo tiene probabilidad
de ser multirresistente. Sin duda, este hecho representa un ato riesgo y deben

establ ecerse urgentemente sistemas de vigilanciay control de esta situacion.

5.8. Serologia.

5.8.1 Seroprevalencia.

En los ultimos afios, el método de monitorizacion de Salmonella que mayor aceptacion
tiene es el ELISA, bien sea aplicado en muestras de sangre o en jugo de carne (Nielsen
et al. 1995; Van der Heljden et al. 1998; Wiuff et al. 2000a). L as principales ventgjas de
esta técnica son su facilidad de estandarizacion entre distintos laboratorios, su mayor
sensibilidad y su relacion coste-eficacia, mucho meor que en los métodos
bacteriol6gicos. La principal desventaja es que no se pueden detectar infecciones muy
recientes (1 6 2 semanas antes del muestreo) y que no permite determinar e momento
de lainfeccidon. Ademas los anticuerpos contra Salmonella pueden detectarse hasta tres
meses desde € inicio de la infeccidn, con lo que es posible obtener un resultado
negativo en cerdos que se infectaron con anterioridad a este periodo. Otro problema es
que las pruebas de ELISA actualmente disponibles solo detectan anticuerpos contra los

serogrupos B, C1y D1.
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Datos obtenidos de otros estudios y en paises con un amplio programa de control y
vigilancia de Salmonella en porcino, describen una seroprevalencia (utilizando suero y
un punto de corte DO> 40%) entre el 24% y el 47% (Mousing et al. 1997; Proux et al.
2000; Van der Wolf et al. 2001; Grafanakis et al. 2001). En nuestro estudio, la
seroprevalencia en los engordes fue del 77,3%. Este resultado es un claro indicador de
la amplia presencia de la infeccion en las granjas de Catalufia. Las posibles causas
involucradas en este hecho son dificiles de explicar. A pesar de que la cabafia porcina
espanola ha experimentado un incremento significativo en los dltimos 30 afios y una
mejora evidente en cuanto a genética, nutricion, mangjo e instalaciones, hay que
considerar que aln existe una gran proporcion de explotaciones con sistemas de manejo
y produccion poco eficaces desde el punto de vista sanitario, como son los de aplicar un
flujo continuo de animales entre fases de produccién, |a relativamente baja implantacion
de adecuados sistema de cuarentena y la poca consideracion de las medidas de
bioseguridad en las granjas.

En nuestro estudio los resultados bacterioldgicos y seroldgicos fueron distintos. Este
resultado concuerda con lo obtenido por Van Winsen et al. (2001). Pero contrasta con
Christensen et al. (1999) quienes hallaron una asociacion entre la seroprevalenciay la
evaluacion bacteriologica. En nuestra opinion, y dada la naturaleza misma de ambos
sistema de diagnostico que valoran procesos diferentes, resulta I6gica la discrepancia

encontrada.

5.8.2. Seroprevalencia en € rebafio.

La distribucion de la seroprevalencia en los rebafios segin el esquema danés dio como
resultado una proporcion considerable de explotaciones en los niveles 11 y 11, muy
superior alos descritos en Dinamarcay Holanda a comienzo de su programa nacional
de control de Salmonella (Mousing et al. 1997; Van der Wolf et al. 2001). En vistas de
estos resultados, en los actuales momentos seria inviable la aplicacion de un programa
de control y vigilancia de Salmonella similar al danés. Por ello, sugerimos la aplicacion
de un conjunto de medidas practicas derivadas de los factores de riesgo conocidos, que
fuesen de féacil aplicacion y econdémicamente factibles, con el objetivo a medio plazo de
disminuir la seroprevalencia. Posteriormente deberian comenzarse a delinear pautas

para el establecimiento de un programa de control de Salmonella agran escala. Entre las
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medidas que vemos posibles figuran algunas de bioseguridad elementales, como €l
control de pgjaros y roedores, la cloracion del agua, €l cierre de drengjes de purines 'y

medidas de manejo como la disminucion del nimero de origenes por engorde.

5.8.3. Relacion entre los resultados seroldgicos y los serogrupos detectados en el

analisis microbiol 6gico.

En nuestro estudio solo, e 63,4% de los aislamientos de Salmonella serotipificados
pertenecieron a los serogrupos B, C1 y D1, en comparaciéon al 89% de Holanda (Van
der Wolf et al., 1999) y & 94,5% de Dinamarca (Baggesen et al.,1996). Esta diferencia
puede ser importante porque los ELISAs actualmente utilizados sOlo detectan
anticuerpos contra estos serogrupos. En nuestro estudio, en 21 de los rebafios
bacteriol 6gicamente positivos se aislaron salmonelas pertenecientes a otros serogrupos
no detectados por € ELISA. Por lo tanto, los resultados serol 6gicos deben interpretarse
con mucho cuidado si se desea aplicar un programa de monitorizacién serol gica contra
Salmonella. En funcién de los serotipos existentes, la serologia reflgjaria en mayor o
menor medida la realidad. Es por ello que cuaquier programa de monitorizacion

serol 6gica debe acompafiarse de una monitorizacion bacteriol bgica.

5.8.5 Comparacion de pruebas diagnosticas.

Desde que Nielsen et al. describieron en 1995 un ELISA para la deteccion de
anticuerpos contra Salmonella enterica en cerdos, varios laboratorios de diferentes
paises han desarrollado sus propias pruebas con este mismo fin (Van der Heijden et al.
1998; Gabert et al. 1999; Blaha et al. 1999 y Proux et al. 2000). Hoy en dia, el ELISA
se ha convertido en el método internacional de monitorizacion de cerdos portadores de
Salmonella. La mayoria de los ELISAs son de tipo indirecto y utilizan LPS como
antigeno, por lo que se sugiere que sus resultados deberian en gran medida ser
comparables (Van der Heijden 2001). En nuestro estudio se determiné una pobre
concordancia entre los resultados obtenidos por los dos ELISAs estudiados (kappa
0,191), lo que claramente indica que ambas pruebas no son intercambiables. Ademas, la
normalizacion de los resultados utilizando las ratios S/P no tuvo efecto para mejorar la
concordancia entre las pruebas, 10 que sugiere que no se trata de un problema de

interpretacion, sino originado en la naturaleza misma de cada ELISA. En consecuencia,
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y a pesar de que los respectivos fabricantes indican que la sensibilidad y especificidad
de sus pruebas son cercanas al 100%, no puede recomendarse la adopcion de ninguno
de los dos como método estandar hasta que se aclaren las causas de esta discrepancia.
SegUn nuestros resultados, es muy probable que el ELISA B detecte en mayor medida
IgM. La naturaleza de estas IgM, especificas de Salmonella o no, resulta desconocida
para nosotros, pero plantea la necesidad de determinar méas estandares comunes, puesto
gue a la hora de clasificar una granja, los resultados que se pueden obtener con una u
otra prueba puede ser opuestos. Van der Heijden (2001) describid una gran diferencia
en la sensibilidad de diferentes ELISAs disponibles comerciamente o utilizados en
laboratorios no oficiales. En ese mismo estudio, la prueba ELISA B utilizada con un
punto de corte de DO> 40% (similar a nuestras condiciones) fue la prueba que mostro la

peor sensibilidad. En nuestras manos, quizés la prueba B sufra de falta de especificidad.
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6. CONCLUSIONES

1. La combinacion de caldo Rappaport-Vassiliadis y agar XLT4 como medios
selectivos para € aislamiento de Salmonella a partir de heces de cerdo, permite el
crecimiento de una gran variedad de enterobacterias que pueden confundirse
morfol 6gicamente con Salmonella. Es necesario el desarrollo de nuevas metodologias

de aislamiento adaptadas especificamente a este tipo de muestras.

2. Se demuestra que un porcentaje considerable de granjas porcinas de Catal uiia (28%)
presenta animales con excrecion activa de Salmonella. Este hecho puede tener

implicaciones importantes parala Salud Publicay la Seguridad Alimentaria.

3. El estudio epidemioldgico realizado muestra que la infeccion por Salmonella esta
estrechamente relacionada con factores de bioseguridad elementales. La aplicacion de
medidas simples como la desratizacién, la cloracion del agua, € control de pgaros,
etc., deberia tener un impacto positivo sobre la reduccion de esta infeccion en las
granjas porcinas de Catal ufia.

4. Se demuestra que la proporcién de cepas de Salmonella de origen porcino con
caracteristicas de multirresistencia a los agentes antimicrobianos es elevada (62,5%).
Esta multirresistencia puede afectar a cualquier serotipo. Desde este punto de vista, la
infeccion de las personas por cepas de Salmonella de origen porcino conlleva el riesgo

potencial de presentar dificultades en el tratamiento antimicrobiano.

5. Los atos porcentgjes de sensibilidad frente a la colistina que presentan las cepas de
Salmonella aisladas, nos permiten sugerir que ésta puede ser una buena opcion para €l

tratamiento de salmonel osis entérica en cerdos.

6. Los resultados de los andlisis serolégicos indican que la mayor parte de las granjas
analizadas tienen unos porcentajes de positividad elevados (65% de granjas con mas del
30% de animales positivos). Esta observacion lleva a concluir que la aplicaciéon de
programas de control y vigilancia siguiendo e esquema de los paises nérdicos y de
CentroEuropa (“esguema danés’) es, en estos momentos, inviable en Espaia
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7. Una elevada proporcién de las granjas examinadas (36%) presentan serotipos de
Salmonella que no serian detectables seroldgicamente con las pruebas comerciaes
actualmente disponibles. Por tanto, cualquier programa de control serolégico en Espafia
deberia acompafiarse de una monitorizacion bacteriolégica para que sus resultados

puedan ser correctamente interpretados.
8. La comparacion de los ELISAs estudiados indica que existe una pobre concordancia

entre sus resultados. Si se establecen programas de control serolégico deberian
armonizarse | as distintas pruebas o bien deberia utilizarse una Unica prueba diagnéstica.
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8. ANEXO 1.

ENQUESTA: SALMONEL.LOSI EN EXPLOTACIONS PORCINES (Truges)

Data derealitzacio del'enquesta:

DADES GENERALSDE LA GRANJA

No

Nom de I'explotaci6:
Poblaci6:

Veterinari:

Enquesta nl’Jm.D:D

(aomplir pelsresponsables de I’ enquesta)

Responsable de la granja:
Comarca

S Quin?

Nombre de per sones que treballen ala granja
Tenen algun altre tipus de bestiar dins I’ explotaci6?

Teléfon:

GRANDARIA DE LA GRANJA

= NUm. detruges:
= NUm. de placesd'engreix:
= NUm. de places detransicio:

INSTAL.LACIONS

Gestacio M ater nitat Transicio Engreix

Terradela | Sat/Ciment Slat/Ciment Slat/Ciment Slat/Ciment
nau Ciment Ciment Ciment Ciment

Palla Palla Palla Palla

Altres, Quin? Altres, Quin? Altres, Quin? Altres, Quin?
Tipusde Forcada Forcada Forcada Forcada
ventilacid Natural Natural Natural Natural

Mixta Mixta Mixta Mixta
Densitat Animals/Corral | Animals/Corral |Animals/Corral |Animals/Corral
d’animals

m2/ Corral m2/ Corral m2/ Corral m2/ Corral
Particions Murs Murs Murs Murs
entre Barrots Barrots Barrots Barrots
corrals Altres. Quina? Altres. Quina? Altres. Quina? Altres. Quina?
Disposen de
pati? S No Si No Si No
Disposen de
bany de Si No Si No Si No Si No
peus?
| Transicié Engreix
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Abeurador éstipus | Xumet Xumet

Cassoleta Cassoleta

Altre. Quin? Altre. Quin?
Abeurador dins Si No Si No
menjador a
El pinso esdispensa| Automatica Automatica

deforma:

Manual. Com?

Manual. Com?

LaMenjadoradels | Metall Metall
animals ésde: Fusta Fusta
Plastic Plastic
Altre. Altre.
Quin? Quin?
Pel que fa alstreballadors:
» Disposen de vestidors ?
S tenen: Dutxa Rentamans Robaderecanvi Botesnetes
Altres, Que?
No

. Quan de temps fa que treballa amb porcs?
. Hapatit vosté o algun familiar directe algun problema d’ hepatitis o ha sofert ictericia

durant el darrer any?

. Passa revisions mediques periodiques?

PRODUCCIO

» Quinaéslamitjana de desmamats per truja/any?

»= Quin és e percentatge habitual de mortalitat en:

M ater nitat Transicio Engreix
Quin és el % dereposicio anual de lasevagranja?
Quin és el seu cost anual de medicacid, per animal d’ engreix?

Sistema de producci6:
Complet Fase 2 NUm. d’ origens
Flux continu 0
Origen delesllavores

Tot dins, tot fora

Fase 3 NUm. d'origens

Propi
Extern Quin/s?
Edat de compra
Quarantena Existeix sala especificade quarantena? Si No
Quant de temps dura?
Adaptaci6 Com esfa?
= Salade parts: Esfabuit sanitari deles sales de parts? Si No

ALIMENTACIO

El pinso utilitzat és:
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d'origen comercial
d'elaboracié propia, o preparat especialment per a nosaltres (empresa)
mixta-comercial i altres- (especificar)

Lesfarines que el composen contenen:
Carn Peix
D'on prové |'aigua de beguda?

Fan cloracid del'aigua? Si: Quin sistemade cloracio utilitzen?

No
Cadaquanlafan ?
Cada quan verifiquen la potabilitat de |’ aigua?
Com fan la verificaci6?

NETEJA

MATERNITAT | TRANSICIO |ENGREIX | QUARANTENA

Freguencia
denetga

Freguencia
de
desinfeccio

= Quin sistema utilitzen per netejar?
Aiguaapressio calenta
Aiguaapressio freda
Raspall
Altres (especificar)

= Quin tipus de desinfectant fan servir ( pot utilitzar-ne e nom comercial)?

» Fossade purins: Fossa Unica Fosses multiples
El drenatge dels purins ésacel obert?  Si No

ALTRESANIMALS

= Tenen mesures per evitar I'entradad'ocellsalanau? S Quines?

No
» Redlitzen plansde desratitzacio? Si Quins?

En casderaticida, quins ha utilitzat?

No
= Altresanimalsalagranja
gO0Ss0S
gats
altres (especificar)

DADES SANITARIES
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Contra quines mal alties vacunen habitual ment?

Mares. ADV PRRS Parvo MalRoig E.coli Clostridium

Altres Quines?

Garrins:. ADV  PRRS Micoplasma

Altres Quines?
Diagnostica les causes de mort dels seus animals?

S Com: Necropsa Altres (especificar)

No
Han patit anteriorment algun brot de salmonel.losi?
Si  Quan detempsfa?
Com es va diagnosticar?
Quin tractament van usar per controlar-ho?

| per quinaviaesvaaplicar? Pinso Aigua Injectable
No

TRACTAMENTSDE RUTINA

Quins promotors de creixement conté |'aliment?
Utilitzen pinso medicat de forma rutinaria?

S A quinesedats? Durant quant de temps?

No
Si fa servir pinso medicat, quins son els medicaments habituals que afegeixen al
pinso: (Faci una descripcio dels tractament rutinaris (temps, dosificacié, etc.) que fa
servir pot utilitzar-ne el nom comercial)?

Dedlletament:

Engreix:

Altres fases:

Quan alagranja hi ha un problema respiratori quina medicacié utilitza?:

Individua ment:

En grup:
Pinso Aigua Injectable Altres Quines?

Quan alagranjahi haun problema digestiu quina medicacié utilitza?:
Individua ment:
En grup:
Pinso Aigua Injectable AltresQuines?
Quin és el seu tractament d’ elecci6 per problemes d’ artritis?
Com I'aplica?
Pinso Aigua Injectable Altres
Quin medicament sol usar per problemes de meningitis?
Com I’ aplica?
Pinso Aigua Injectable Altres
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PROTOCOL DE TREBALL

Faci unabreu descripcio dela sevarutinadetreball diaria:

9. ANEXO 2.
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ENQUESTA: SALMONEL.LOSI EN EXPLOTACIONS PORCINES (Engreix)

Data derealitzacio del'enquesta: Enquesta nim. D:D

(a omplir pelsresponsables de I’ enquesta)
DADES GENERALSDE LA GRANJA

Nom de |'explotacio: Responsable de la granja:
Pobl aci6: Comarca:
Veterinari: Teléfon:

Nombre de per sones que treballen ala granja
Tenen algun altre tipus de bestiar dins I’ explotaci6?
No S Quin?

GRANDARIA DE LA GRANJA

=  NUm. de places d'engreix:

INSTAL.LACIONS

Engreix

Slat/Ciment

Ciment

Palla

Altres, Quin?------------------

Terradelanau

Forcada

Tipusde ventilacio Natural
Mixta

Animals/Corral
Densitat d’animals m2/ Corral

Murs
Particionsentrecorrals Barrots
Altres. Quing?-------------------

Disposen de pati?

S No
_ . S No
Abeurador dins menjadora
Automatica

El pinso es dispensa de forma: Manual. Com?

Metall
Fusta
Plastic
Altre.
Quin?

La Menjadora delsanimals ésde:

Pel que fa alstreballadors:
» Disposen de vestidors ?



Si tenen: Dutxa Rentamans Robaderecanvi Botes netes
Altres, Que?

No

PRODUCCIO

»  Quin és e percentatge habitual de mortalitat en: Engreix
» Sisterade produccié:

Complet Fase 2 NUm. d’ origens Fase 3NUm. d' origens

Flux continu 6  Tot dins, tot fora

ALIMENTACIO

» El pinso utilitzat és:
d'origen comercial
d'elaboraci6 propia, o preparat especialment per a nosaltres (empresa)
mixta -comercial i altres- (especificar)

Lesfarines que e composen contenen:
Carn Peix
D'on proveé |'aigua de beguda?

Fan cloracié del'aigua? Si: Quin sistemade cloracio utilitzen?

No
Cada quan verifiquen la potabilitat de I’ aigua?

NETEJA

ENGREIX

Freguencia de neteja

Freguiencia de desinfeccid

= Quin sistema utilitzen per netegjar?
Aiguaapressio calenta
Aiguaapressio freda
Raspall
Altres (especificar)

Quin tipus de desinfectant fan servir ( pot utilitzar-ne el nom comercial)?

» Fossade purins. Fossa Unica Fosses multiples
El drenatge dels purinsésacel obert? S No

ALTRESANIMALS

»  Tenen mesures per evitar I'entradad'ocellsalanau? S Quines?
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No
Redlitzen plans de desratitzacio? Si Quins?
En casderaticida, quins ha utilitzat?

No

Altresanimalsalagranja
gOoSs0S
gats
altres (especificar)

Han patit anteriorment algun brot de salmonel.losi?
S Quan detempsfa?

Com es va diagnosticar?

Quin tractament van usar per controlar-ho?

| per quinaviaesvaaplicar? Pinso Aigua Injectable
No

TRACTAMENTSDE RUTINA

Quins promotors de creixement conté I'aliment?
Utilitzen pinso medicat de formarutinaria?

S A quinesedats? Durant quant de temps?

No
Si fa servir pinso medicat, quins son els medicaments habituals que afegeixen a
pinso: (Faci una descripci6 dels tractament rutinaris (temps, dosificacio, etc.) que fa
servir pot utilitzar-ne el nom comercial)?

Dedlletament:

Engreix:

Altres fases;

Quan alagranjahi haun problema respiratori quina medicacio utilitza?:

Individual ment:
En grup:

Pinso Aigua Injectable AltresQuines?

Quan alagranja hi ha un problema digestiu quina medicacio utilitza?:
Individua ment:
En grup:
Pinso Aigua Injectable AltresQuines?
Quin és el seu tractament d’ eleccid per problemes d’ artritis?
Com I’ aplica?
Pinso Aigua Injectable Altres

Quin medicament sol usar per problemes de meningitis?
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Com I’ aplica?
Pinso Aigua Injectable Altres

PROTOCOL DE TREBALL

Faci unabreu descripcio dela sevarutinadetreball diaria:
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