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Resumen

La salmonelosis no tifoidea es la segunda zoonosis transmitida por alimentos mas
importante en la Unién Europea (UE). El ganado porcino es, tras la avicultura, la segunda
fuente de infeccion mas importante, existiendo una relacion directa entre el consumo de
carne de cerdo contaminada por Salmonella y la infeccién en humanos. Teniendo en cuenta
gue Espaiia es a la vez el pais con mayor prevalencia de salmonelosis porcina y el segundo
productor de carne de cerdo de la UE, el control de la infeccidn por Salmonella a lo largo de la
cadena de produccién porcina debe ser una obligacidn para un pais que exporta mas de la

mitad (51%) de la carne de cerdo que produce (MAPAMA, 2018b).

El estudio de la epidemiologia de la salmonelosis porcina en la explotacidon es
fundamental para conocer los factores de riesgo y poder aplicar las medidas preventivas
correspondientes para su control efectivo. La contaminacion por Salmonella de las canales de
cerdo en el matadero, procedente mayoritariamente de la excreciéon de la bacteria por los
animales que llegan para sacrificio, es uno de los principales factores de riesgo en la
contaminacién de la carne y la consiguiente infeccién de las personas. Asi, con el primer
articulo de esta Tesis Doctoral (Publicacidn I: Influence of on-farm pig Salmonella status on
Salmonella shedding at slaughter) se trata de esclarecer la posible relacion entre el estatus
seroldgico frente a Salmonella de los cerdos en la fase final del ciclo de produccién (cebo) y la
excrecion de Salmonella de los animales una vez llegan al matadero. Para ello se obtuvieron
muestras seroldgicas de 202 cerdos a lo largo del periodo de cebo junto con muestras de
nddulos linfaticos mesentéricos (NLM) y de heces en el sacrificio. Ello nos permitié estudiar la
dinamica natural de la infeccién por Salmonella en el cerdo durante la fase de cebo y hasta
llegar al matadero. Se observd que los cerdos que excretaban Salmonella en el matadero
habian seroconvertido antes durante la fase de cebo, mostrando unos valores seroldgicos al
llegar al matadero significativamente mas elevados que los cerdos que no excretaron
Salmonella, estableciendo una relacidn positiva entre el estatus seroldgico frente a la
infeccion en la granja y la excrecion en el matadero. Sin embargo, una proporcién importante
(26,1%) de cerdos seronegativos durante el cebo y sin deteccion de la bacteria en NLM
acabaron excretando Salmonella en el matadero, lo que podria estar relacionado con la
exposiciéon de los cerdos a ambientes muy contaminados por Salmonella (el camién de
transporte y los establos del matadero). Por otra parte, el riesgo de excrecién de Salmonella

en el matadero fue significativamente superior en aquellos cerdos en los que se aisld la
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bacteria en NLM (P<0,01), por lo que la presencia de Salmonella a nivel de NLM se consideraria

como un factor de riesgo para su excrecidn en el matadero.

Entender la posible relacidn entre el estatus serolégico de los cerdos durante el cebo
y la excrecién de Salmonella en el matadero abriria la puerta a nuevas estrategias de control
de la infeccién dentro de los denominados Programas Nacionales de Control de la
Salmonelosis Porcina. Desde 1995 se han puesto en marcha en diferentes paises europeos
planes nacionales con el objetivo de disminuir la prevalencia de infeccion de Salmonella en las
explotaciones porcinas, pero a excepcion de los paises escandinavos, los resultados obtenidos
no parecen haber sido satisfactorios en la mayoria de los paises donde se han llevado a cabo.
Esta problematica se aborda en la Publicacion Il (Looking for new approaches for the use of
serology in the context of control programmes against pig salmonellosis) donde, basandonos
en los resultados del primer articulo y en un estudio mds detallado de la relacién entre
serologia frente a Salmonella en la explotacién y la excrecién en matadero, se plantea un
nuevo enfoque para estos programas. Este enfoque se centra en evitar en lo posible la
contaminaciéon del matadero tras predecir el riesgo de excrecidon de Salmonella que presentan
los animales que llegan al mismo. Ello permitiria aplicar con suficiente antelacién (tanto los
dias previos en la granja como durante su estancia en los establos del matadero) posibles
medidas que redujeran la excrecion y por lo tanto la consiguiente contaminacién del
matadero. Para este trabajo se analizaron muestras de suero de 6 lotes de cerdos cebados
entre 2010y 2016. Los sueros se recogieron a los 30, 60 y 90 dias del periodo de cebo y antes
del sacrificio. En el matadero también se recolectaron muestras de heces de los mismos
animales. Se encontrd una relacion significativa positiva entre los valores serolégicos a los 60,
90 dias y antes del sacrificio y la excrecién de Salmonella en matadero. Los cerdos con valores
seroldgicos mas elevados en esos momentos del muestreo tuvieron mayor riesgo de excretar
la bacteria al llegar al matadero. Un cerdo muestreado a los 90 dias del periodo de cebo con
un porcentaje de densidad dptica (%DO) igual a 10 presentd una probabilidad del 43% de
excretar la bacteria. Esta probabilidad se incrementaba hasta el 65% para un cerdo con un
%D0=40. Por lo tanto, la serologia en la explotacién podria ayudar a predecir la probabilidad
de excrecion de Salmonella en el matadero, convirtiéndose en una herramienta de diagndstico

eficaz.
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Tras quedar patente la importancia del estatus sanitario frente a Salmonella de los
cerdos durante el periodo de cebo, parecia evidente la necesidad de evaluar posibles
estrategias de control de la infeccidn durante esta etapa. Aunque tradicionalmente el control
de las infecciones entéricas se ha llevado a cabo mediante el uso de antibidticos (bien como
terapéuticos, metafildcticos o como promotores del crecimiento), el aumento de las
resistencias a los antimicrobianos impide su uso generalizado en estas fases finales de

produccién, siendo necesaria la busqueda de alternativas.

A la gran variedad de aditivos con efecto antimicrobiano in vitro autorizados por la UE,
se une la diversidad de protocolos de actuacion y dosificacidon existentes, por lo que en
ocasiones puede resultar complicada la eleccién de una pauta de administracion idénea. De
entre todos ellos, los dcidos organicos (AO) han sido uno de los mas estudiados debido a su
patente efecto antimicrobiano in vitro. Por este motivo, en las dos publicaciones siguientes se
evalua la eficacia in vivo de la administracion al pienso de cebo de un AO, el butirato sddico,
que ya ha demostrado con anterioridad su eficacia in vitro frente a Salmonella. Para este
estudio se realizaron varios ensayos de campo en un cebadero comercial de pequefio tamaio
(=100 animales distribuidos en 8 cuadras). La mitad de los animales recibieron pienso
adicionado con butirato sddico (grupo tratamiento —GT-) durante toda la fase de cebo
(aproximadamente 3,5 meses) y la otra mitad consumieron el mismo pienso sin el aditivo
(grupo control —GC-). Se obtuvieron muestras de heces y suero de los cerdos de los dos grupos
de forma periddica y durante todo el periodo de tratamiento. Tras el sacrificio se recogieron

también muestras de heces y de NLM en el matadero.

En el primer ensayo (Publicacion lll: Effect of the addition of protected sodium
butyrate to the feed on Salmonella spp. infection dynamics in fattening pigs), se realizaron
dos réplicas y se evalud la eficacia del butirato sddico protegido a base de una grasa vegetal
(GUSTOR BP70®, Norel S.A., Madrid, Spain) y administrado a una concentracién de 3 kg/t de
pienso. Cuando los resultados de las dos réplicas se analizaron en conjunto, se observd en el
GC un aumento significativo del riesgo de excrecién a los 90 dias de cebo y una vez en el
matadero. También se detecté una tendencia descendente significativa de los valores

seroldgicos en el GT y, por lo tanto, de la seroprevalencia en fechas previas al sacrificio.

El segundo ensayo, de una sola réplica, se presenta en la Publicacién IV (Use of a new

form of protected sodium butyrate to control Salmonella infection in fattening pigs), donde
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se evaluo la eficacia del mismo butirato sddico pero encapsulado de forma diferente, con una
formula de acidos grasos destilados de coco (DICOSAN +®, Norel S.A., Madrid, Spain). Se
administré a la misma concentracidn que en el ensayo anterior (3 kg/t) durante los 3,5 meses
de duracién del periodo de cebo. Los resultados este ensayo mostraron una reduccion
significativa en el numero de cerdos infectados (61% vs. 4%; P<0,01) y en los valores
serolégicos en el momento del sacrificio en el GT comparado con el GC (%D0=55,9% vs.

%D0=19,4%; P<0,01).

La realizacidn de estos dos ensayos ha permitido obtener interesantes resultados
sobre la eficacia del uso de butirato sédico de cara a poder utilizarlo como alternativa a los
antimicrobianos para el control de la infeccidn y excrecién por Salmonella en los cerdos de

cebo.

La ultima parte de este trabajo de Tesis Doctoral se dedica a estudiar una de las
grandes lagunas existentes en la epidemiologia de la salmonelosis porcina: la infeccién en los
lechones lactantes. La informacion acerca de la epidemiologia de la infeccidn por Salmonella
en condiciones de campo durante esta etapa del ciclo productivo es escasa, principalmente
debido a la complejidad y coste de los ensayos a realizar, al ser necesario el sacrificio de un
gran nimero de animales jévenes para disponer de datos precisos de prevalencia de infeccién.
Por esta razon, los estudios realizados hasta el momento se han llevado a cabo
mayoritariamente mediante técnicas poco sensibles para la deteccion de Salmonella
(muestreos fecales mediante uso de hisopos rectales), posiblemente infra estimando los

resultados de prevalencia reales.

En la Publicacion V (Weaned piglets: another factor to be considered for the control
of Salmonella infection in breeding pig farms) se aborda este estudio aprovechando la
disponibilidad de lechones de 4 semanas de vida sacrificados en un matadero comercial. De
esta manera se disponia de diferentes tipos de muestras (contenido intestinal, NLM y musculo
diafragmatico) que permitieron un estudio mds exhaustivo de cada animal analizado. Se
observé que la prevalencia de infeccién y excrecion en lechones fue elevada (=36%), muy
superior a lo publicado en estudios previos, sugiriendo que los lechones desempenaban un
papel activo en el mantenimiento de Salmonella en las explotaciones. También se observaron
valores seroldgicos significativamente mas altos en lechones no infectados que en lechones

infectados (valores medios de %DO de 17,3 vs. 12,0; respectivamente; P=0,002), lo que
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indicaba un posible efecto protector del calostro frente a la infeccidn. El 75% de las cepas de
lechones analizadas estaban genéticamente relacionadas con cepas aisladas de cerdas de la
misma explotacion, sugiriendo una activa circulacién de cepas de Salmonella entre cerdas y
lechones. Se concluyé que la mejora de la calidad del calostro y de su ingesta por parte de los
lechones, junto con la reduccion de la excrecidn en las cerdas, ayudaria a controlar la infeccion

por Salmonella en las granjas de produccion.
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Summary

Non-typhoidal salmonellosis is the second most important zoonosis in the European
Union. Pork is, after poultry, the second most important source of infection, with a direct
relationship between the consumption of Salmonella-contaminated pork and human
salmonellosis. Bearing in mind that Spain presents the highest prevalence of Salmonella
infection in pigs and is the second pork producer in the EU, exporting more than half (51%) of
its meat production (MAPAMA, 2018b), the control of this infection all along the pig

production chain is of utmost interest.

The study of the epidemiology of Salmonella in pigs is needed to know the risk factors
and to apply effective preventative measures to control the infection. Salmonella pig carcass
contamination at the slaughterhouse, mainly coming from Salmonella-shedding pigs arriving
to the slaughterhouse, is one of the main risk factors for Salmonella pork contamination and
subsequent human infections. Therefore, the first publication of this PhD Thesis (Publication
I: Influence of on-farm pig Salmonella status on Salmonella shedding at slaughter) tries to
clarify the relationship between the Salmonella serological status in fattening pigs and
Salmonella shedding in pigs once they have arrived to the slaughterhouse. For this purpose,
202 pigs that had been serologically monitored monthly during the fattening period, and from
which mesenteric lymph nodes (MLN) and faecal samples were collected at slaughter for
Salmonella isolation, were included in this study. This allowed studying the natural dynamic
of Salmonella infection in pigs during the fattening period and the slaughter. It was observed
that pigs shedding Salmonella at slaughter seroconverted much earlier during the fattening
period and showed much higher ELISA values at slaughter than non-shedders pigs,
establishing a positive relationship between on-farm serological status and Salmonella
shedding at slaughter. However, a significant proportion (26.1%) of seronegative pigs during
the fattening period and without Salmonella isolation at MLN ended up shedding Salmonella
at slaughter, which could be related to the exposure of the pigs to heavily Salmonella-
contaminated environments (i.e. the transport truck and lairage). On the other hand, the risk
of shedding Salmonella at slaughterhouse was significantly higher in those pigs in which the
bacteria were isolated in MLN (P<0.01), so the presence of Salmonella at the MLN level would

be considered as a risk factor for its shedding at slaughterhouse.

Understanding the likely relationship between the Salmonella serological status in pigs

during the fattening period and the Salmonella shedding at slaughter would open the door to
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new control strategies on Salmonella infection within the so-called National Swine
Salmonellosis Control Programmes. Since 1995, these National Programmes have been
initiated in different European countries with the aim of reducing the prevalence of
Salmonella infection in pig farms. However, with the exception of the Scandinavian countries,
the results obtained do not seem to have been satisfactory in most of the countries where

they were established.

This topic is investigated in the Publication Il (Looking for new approaches for the use
of serology in the context of control programmes against pig salmonellosis). Based on the
first Research Article and on a more comprehensive study into the relationship between on-
farm Salmonella serology and Salmonella shedding at slaughterhouse, a new approach for the
National Programmes is proposed. This approach focuses on avoiding as much as possible the
Salmonella contamination of the slaughterhouse after predicting the risk of Salmonella
shedding presented by the pigs. This would allow applying for prompt interventions (both, the
previous days at the farm and during the lairage) to reduce the Salmonella shedding and,
therefore, the subsequent Salmonella contamination. Serum samples from six batches of
fattening pigs were analyzed between 2010 and 2016. Sera were collected at 30, 60 and 90
days on fattening and before slaughter. At slaughterhouse, fecal samples from the same pigs
were also collected. A significant positive relationship was found between ELISA values at 60,
90 days and before slaughter and the Salmonella shedding at the slaughter. Pigs with higher
ELISA values at those sampling times had a higher risk of shedding the bacteria upon arrival at
the slaughterhouse. The probability of shedding Salmonella for a pig sampled on day 90 that
showed an optical density percentage (OD%) value of 10 was 43%. This probability increased
up to 65% for a pig with an OD% value of 40. Therefore, it seemed that on-farm serology could
help to predict the probability of Salmonella shedding at slaughter and could be an effective

diagnostic tool.

After the importance of Salmonella status in pigs during the fattening period was
clarified, a search for control strategies during this production phase was needed. Although
the control of enteric infections has been traditionally done through the use of antibiotics
(either as therapeutic, metaphylactic or as growth promoters), the increase of antimicrobial
resistance prevents their widespread use in this final stage of pig production, being necessary

looking for alternatives.
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In addition to the great variety of EU-authorized feed additives with in vitro
antimicrobial effect, there is also a large diversity of existing protocols and dosage that could
be applied, which can sometimes complicate the choice of the product to use. Among all of
them, organic acids (OA) have been one of the most studied due to their evident antimicrobial
effect in vitro. Thus, the following two publications assess the in vivo efficacy of the
administration of an organic acid, sodium butyrate, to the feed of fattening pigs. This OA has
already demonstrated its in vitro efficacy against Salmonella. Two studies were carried out on
a small (=100 pigs/8 pens) fattening unit. Feed with sodium butyrate was administered to
animals from 4 randomly selected pens (treatment group -TG-) during the fattening period
(=3.5 months) and the remaining 4 pens were fed with the same basal diet without sodium
butyrate (control group —-CG-). Serum and fecal samples from both groups were collected

monthly on the fattening period. Fecal samples and MLN were collected at slaughterhouse.

In the first study (Publication lll: Effect of the addition of protected sodium butyrate
to the feed on Salmonella spp. infection dynamics in fattening pigs) two replicates were
performed and the efficacy of a sodium butyrate protected with vegetable fats (GUSTOR
BP70®, Norel S.A., Madrid, Spain) administered at a concentration of 3 kg/T of feed was
assessed. When results from both replicates were analyzed together, a significant increase in
the risk of shedding Salmonella was observed in the CG at 90 days of fattening and once at
slaughter. An overall significant decreasing trend in ELISA values in the TG was observed

during the fattening period and when pigs arrived to slaughter.

The second study, with one replicate, is presented in Publication IV (Use of a new form
of protected sodium butyrate to control Salmonella infection in fattening pigs). The efficacy
of the same sodium butyrate but encapsulated with a sodium salt of coconut fatty acid
distillate (DICOSAN +®, Norel S.A., Madrid, Spain) was assessed. The same dosage (3 kg/T) as
before was administrated during the fattening period (3.5 months). A significant reduction in
the number of infected pigs (61% vs. 4%; P<0.01) and in the median ELISA values at slaughter
was observed in pigs from TG compared to pigs from CG (OD%=55.9% vs. OD%=19.4%;
P<0.01).

Therefore, performing these two studies allowed obtaining promising results on the
efficacy of the use of sodium butyrate as an alternative to antimicrobials for the control of the

Salmonella infection and shedding in fattening pigs.
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The last part of this PhD Thesis is devoted to study one of the major gaps in the
epidemiology of pig salmonellosis: the infection in suckling piglets. Data on the epidemiology
of Salmonella infection at this stage of the pig production under field conditions is scarce,
mainly due to the complexity and the cost of the trials to be carried out, as it would be
necessary to slaughter a large number of young animals in order to have precise data on the
prevalence of infection. For this reason, previous studies have been mainly carried out using
low-sensitive techniques for the detection of Salmonella (fecal samplings mainly through

rectal swabs) possibly under estimating the real prevalence of infection.

In Publication V (Weaned piglets: another factor to be considered for the control of
Salmonella infection in breeding pig farms) we took advantage of the availability of 4-weeks-
old piglets slaughtered in a commercial slaughterhouse to assess the prevalence of Salmonella
infection. Thus, intestinal content, MLN and diaphragmatic muscle samples were collected to
perform a more comprehensive study of each slaughtered piglet. The overall prevalence of
Salmonella infection and shedding was similar and high (=36%), higher than that published in
previous studies, and suggesting that piglets played an active role in the maintenance of on-
farm Salmonella. Significant higher ELISA values were found in non-infected piglets compared
to infected ones (median OD% of 17.3 and 12.0, respectively; P=0.002) suggesting some
protective effect of sow’s colostrum. Pulsed field gel electrophoresis analyses showed that
75% of the piglet isolates were genetically related to isolates from sows from the same farm,
suggesting an active circulation of Salmonella strains between sows and piglets. It was
concluded that improving both colostrum quality and its intake by piglets, along with reducing

sow Salmonella shedding, may help to control Salmonella infection in breeding farms.
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1. Género Salmonella

1.1. Caracteristicas generales

El primer aislamiento conocido de la bacteria Salmonella se remonta al afio 1886,
cuando el veterinario estadounidense Daniel Elmer Salmon, junto con su asistente, el
epidemidlogo y patdlogo estadounidense Theobald Smith, la aislaron en cerdos creyendo que
era la causa de la peste porcina (Schultz, 2008). Sin embargo, la denominacion del género
Salmonella se debe al bacteridlogo francés Joseph Marcel Ligniéres, quien sugirié en 1900 la
creacién de este género en honor a sus descubridores. Desde entonces, debido a la
complejidad de su nomenclatura, la clasificacion de este género ha estado en constante

evolucion.

Las bacterias del género Salmonella pertenecen al Orden Enterobacteriales, Familia
Enterobacteriaceae (Strockbine et al., 2015). Las bacterias de este género se caracterizan por
ser Gram negativas, con forma bacilar, anaerobias facultativas que no producen esporos ni
capsulas (a excepcion de S. Typhi, S. Parathypi y S. Dublin) (Rycroft, 2013), y con motilidad
debido a la presencia de flagelos peritricos (excepto S. Gallinarum y otras variantes inmoviles

por ausencia de flagelos asociadas con la infeccidn en aves) (Shivaprasad et al., 2013).

Son bacterias capaces de crecer en medios de cultivo en el laboratorio en un rango de
temperatura entre 7 °Cy 47 °C, siendo los 35 °C-37 °C su temperatura dptima de crecimiento
(Wales et al., 2013). Por debajo de 7 °C no se multiplican, pero pueden sobrevivir durante
largos periodos de tiempo, incluso en alimentos congelados. Temperaturas superiores a 55 °C
inactivan la bacteria (Giaccone et al., 2012), por lo que los procesos de pasteurizacion impiden
la posible contaminacién de los alimentos con Salmonella. Estos microorganismos son
resistentes a la desecacion, pero requieren de una actividad de agua superior a 0,940 para su
multiplicacion. Pueden sobrevivir durante largos periodos de tiempo en el polvo y sobre
materia organica, pero son sensibles a los desinfectantes utilizados habitualmente en la
limpieza y desinfeccion (fenoles, iodados y clorados) de las explotaciones ganaderas,

resultando de utilidad para la inactivacién de la bacteria.

1.2. Taxonomia y nomenclatura
El género Salmonella esta formado por dos especies, Salmonella enterica y Salmonella
bongori (V) clasificadas a su vez en varias subespecies (Figura 1). Salmonella enterica se

subdivide en seis subespecies: S. enterica subsp. enterica (1), S. enterica subsp. salamae (ll), S.
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enterica subsp. arizonae (ll1a), S. enterica subsp. diarizonae (llIb), S. enterica subsp. houtenae

(IV) y S. enterica subsp. indica (VI).

Figura 1. Esquema actual de la clasificaciéon del género Salmonella* (Issenhuth-Jeanjean et al.,

2014).
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*Las cifras indican el nimero de serotipos.

Aunque Salmonella se caracteriza por su gran supervivencia en el medio ambiente, su
habitat natural es el tracto digestivo de la mayoria de animales vertebrados y humanos
(Stevens et al., 2013). Entre todas las subespecies cabe destacar S. enterica subsp. enterica,
ya que agrupa la mayoria de serotipos de Salmonella patdgenos para el ser humano y animales
domeésticos (Figura 1). Entre ellos se encuentran Salmonella Typhiy Salmonella Paratyphi A, B
y C, adaptados al ser humano y causantes de las fiebres tifoideas y paratifoideas,
respectivamente. Dentro de la subespecie enterica también se incluyen numerosos serotipos
no tifoideos que pueden infectar a un amplio rango de animales (incluido el ser humano) y
causantes de gastroenteritis principalmente (S. Typhimurium y S. Enteritidis, etc.), y serotipos
especificos de ciertos hospedadores, como S. Gallinarum (aves), S. Abortusovis (ovino), S.

Choleraesuis (porcino) y S. Dublin (vacuno) (Stevens et al., 2013).
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2. Metodologia

El diagndstico de la infeccién de un animal puede llevarse a cabo bien mediante
técnicas de diagndstico directo (por aislamiento e identificacidon del agente causal) o mediante
técnicas de diagnostico indirecto (a través de la deteccidn de la respuesta inmune frente a la

infeccion del animal enfermo).

El cultivo microbiolégico es la técnica de referencia para la deteccién de Salmonella en
el cerdo, al considerarse una prueba 100% especifica por tener una etapa de confirmacion de
colonias sospechosas. Sin embargo, la sensibilidad de la técnica es inferior al 100% (Wilkins et

al., 2010; EFSA, 2011) al verse afectada por diversos factores:

I) Diferentes protocolos de diagndstico: existe una gran variedad de medios de cultivo

para la deteccion de Salmonella (Waltman, 2000). En general, y con el fin de aumentar la
sensibilidad de la bacteriologia, se suelen utilizar una combinacién de varios de ellos. Se ha
observado que los diferentes protocolos de cultivo utilizados pueden hacer variar la
sensibilidad de la técnica (Rostagno et al., 2005; Love et al., 2008), complicando la

comparacion de resultados.

II) Tipo de muestra: para el analisis microbioldgico de Salmonella en porcino, suelen

usarse dos tipos de muestras principalmente: muestras de contenido fecal del intestino
(heces) para analizar la excrecién de la bacteria, y nédulos linfaticos para el estudio de la
infeccion. Ademas, se utilizan muestras ambientales en las granjas y de superficie de las
canales para conocer la contaminacion por Salmonella. La flora competitiva junto con otras
sustancias inhibitorias presente en las heces y en las muestras ambientales puede interferir
en las etapas del cultivo microbiolégico, por ello se considera que la bacteriologia a partir de

nodulos linfaticos presenta mayor sensibilidad (EFSA, 2006).

I1l) Tamarfio de la muestra analizada: la cantidad de muestra utilizada también afecta a

la sensibilidad de la bacteriologia (Hurd et al., 1999; Funk et al., 2000; Sangvatanakul, 2007).
Se ha descrito que la sensibilidad seria minima (9%) cuando se utilizan hisopos rectales,
incrementandose hasta 78% si se utilizan 25 gr de heces (Funk et al., 2000). Por lo tanto, una
escasa cantidad de muestra a analizar podria impedir la detecciéon de Salmonella. En los
protocolos internacionales se recomienda el uso de 25 gr de muestra por ser una cantidad

suficientemente grande y todavia manejable en el laboratorio (Anénimo, 2007).
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IV) Muestras individuales o mezclas (pool) de muestras: cuando se analizan heces, el

uso de pooles o mezcla de heces parece mejorar la sensibilidad de la microbiologia (Arnold et
al., 2015; Martelli et al., 2017), ademas de facilitar la recogida de muestras. Sin embargo, el

uso de pooles solo tiene sentido cuando la unidad de andlisis es la cuadra, nave o explotacion.

Ademas, existen otros factores asociados con la dinamica de infeccidn en los animales
gue también pueden afectar a la sensibilidad de los resultados del cultivo microbioldgico de
Salmonella. Por ejemplo, la excrecién intermitente de la bacteria en heces (Nielsen et al.,
1995; Scherer et al., 2008; Pires et al., 2013), la cantidad de Salmonella excretada (Eriksson et
al., 2007), o incluso la capacidad invasiva de nddulos linfaticos de ciertos serotipos de
Salmonella (Cardona et al., 2005; Methner et al., 2011). Incluso se ha observado que el
serotipo puede afectar a la sensibilidad de la bacteriologia en funcién del medio de cultivo

utilizado (Rostagno et al., 2005).

Para evitar los problemas asociados con la gran variedad de protocolos de cultivo
existentes y permitir la comparacion de resultados, la UE decidié estandarizar un método de
referencia para todos los Estados Miembros. De esta manera, ya en el aifio 2001 la
Organizacion Internacional de Normalizacién publicé la Norma Europea EN ISO 6785:2001
para la deteccidn de Salmonella spp. en leche y productos lacteos y un afio mas tarde la Norma
Europea EN ISO 6579:2002 que especificaba el 1°" método horizontal para la deteccion de
Salmonella aplicable al resto de productos destinados a consumo humano, alimentos para
animales y muestras ambientales en el area de la produccion y manejo de alimentos.
Posteriormente, la norma se actualizé mediante la EN ISO 6579:2002/Amd1:2007 Anexo D
para la deteccidon de Salmonella spp. en muestras fecales de animales y muestras ambientales
derivadas de la produccion primaria. La norma se dividid en 3 partes: la deteccién de la
bacteria (Parte 1), la enumeracién bacteriana (Parte 2) y la serotipificacion del aislado (Parte
3), y se convirtid en el método de referencia en los estudios de salmonelosis porcina
(Anénimo, 2007). Finalmente, la coexistencia de las tres Partes de la Norma SO
6579:2002/Amd1:2007 provocd la decisidon de iniciar un proceso de revision técnica y

unificacion de la Norma.

Como resultado, en el afio 2017 se aprobd la nueva Norma Europea EN ISO 6579-
1:2017 como nuevo método horizontal de referencia para la deteccidon, enumeracion vy

serotipado de Salmonella spp. (Anénimo, 2017). Los principales cambios introducidos fueron,
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entre otros, ampliacién del rango de incubacién de los medios no selectivos (34 °C — 38 °C),
posibilidad de eleccién entre caldo o agar semisdlido Rappaport Vassiliadis para el
enriquecimiento selectivo y la posibilidad de confirmacion bioquimica directa de una sola

colonia sospechosa bien aislada y diferenciada (Mooijman et al., 2019).

Una vez aislada la bacteria, ésta se tipifica mediante métodos fenotipicos (basados en
el analisis de las caracteristicas bioquimicas y/o fisioldgicas expresadas por la bacteria) y
genotipicos (basados en el analisis de ADN cromosdmico o extracromosdmico de la bacteria),
permitiendo asi la caracterizacién y el estudio epidemioldgico de las cepas causantes de la

enfermedad.

En relacién a la caracterizacién fenotipica, existen varias técnicas como las pruebas
bioquimicas, que permiten la confirmacién de los aislados sospechosos de Salmonella. La
serotipificacion es la técnica mds empleada y permite la clasificacion del género Salmonella
por debajo del nivel de subespecie en determinados serotipos, mediante el uso de antisueros
frente a los antigenos somaticos de superficie (O), flagelares (H) y, en algunos casos,
capsulares (Vi) de Salmonella. Otra técnica es el fagotipado, que mediante el uso de
bacteriéfagos altamente especificos a determinados serotipos permite tipificar cepas de un
mismo serotipo en funcién del patrén de lisis obtenido cuando se infecta la bacteria mediante
una bateria de bacteridfagos. La presencia de resistencias a los antimicrobianos permite
también la caracterizacién de las cepas en funcién de los diferentes patrones de resistencia
antimicrobiana. Esto se puede realizar mediante el uso de técnicas cuantitativas que
determinan la Concentracién Minima Inhibitoria (CMI) o cualitativas, como el método de

difusion en disco (Método de Kirby-Bauer).

Diferentes técnicas de biologia molecular, mas rapidas que las técnicas tradicionales
basadas en medios de cultivos, permiten complementar la caracterizacion de las cepas gracias
al analisis del ADN. Algunos ejemplos son: (I) Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) que
permite amplificar regiones del genoma de Salmonella y la variante cuantitativa o real-time
(gPCR) que optimiza la técnica mediante la aplicacion de fluorescencia, (ll) Electroforesis en
Gel de Campo Pulsado (PFGE) que combina la electroforesis con la macrorrestriccion del ADN,
(111) Andlisis de Variabilidad de secuencias Multi-Locus o MLVA (por su siglas en inglés, Multiple
Locus Variable-number Tandem Repeat Analysis) para el andlisis de secuencias repetidas de

nucledtidos o VNTR (por sus siglas en inglés, Variable Number of Tandem Repeat) y (IV)
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Secuenciacion Gendmica Masiva o WGS (por sus siglas en inglés, Whole Genome Sequence)
que permite la secuenciacién completa del genoma de la bacteria, una de las técnicas mas

actuales de caracterizacién completa de la cepa.

A la hora de diagnosticar la infeccién en grandes poblaciones de animales el andlisis
bacteriolégico puede resultar lento, caro y poco practico, y por ello se aplican métodos de
diagnéstico indirecto, con un menor coste econdmico y mas rapido de llevar a cabo. Las
pruebas seroldgicas basadas en la reaccién antigeno-anticuerpo constituyen una valiosa
herramienta para el diagndstico indirecto de una infeccion y entre ellas el ELISA (por sus siglas
en inglés, Enzime-Linked ImmunoSorbent Assay) es una de las mas empleadas para el

diagndstico de Salmonella en porcino (Nielsen et al., 1998).

Sin embargo, existen varios factores que pueden afectar a la interpretacién de los
resultados de esta técnica y que deben ser considerados. Por un lado, los resultados no son
comparables entre las diferentes matrices, es decir la composicion del suero sanguineo y la
cantidad de anticuerpos alli no es el misma que las del jugo muscular, por lo que los resultados
en %DO de un suero no se pueden comparar con los obtenidos del jugo muscular con el mismo
ELISA (Hiller et al., 2011; Vico et al., 2011a). El curso de la infeccidon en el momento de la toma
de muestras también puede afectar a los resultados, ya que los anticuerpos no aparecen hasta
los 10-14 dias post-infeccidn (Nielsen et al., 1995; van Winsen et al., 2001; Lo Fo Wong et al.,
2004) o incluso con un retraso de 4 semanas (Nair et al., 2018). Por lo tanto, un Unico muestreo
puntual puede ofrecer un resultado sesgado de la situacion real de la infeccion en la
explotacidn, haciéndose necesario la realizacidn de varios muestreos seriados. También hay
gue tener en cuenta que la serologia indica una exposicién previa del animal a la bacteria,
pero la deteccién de inmunoglobulinas (IgG) no diferencia entre infecciones actuales o
pasadas, por lo que su interpretaciéon a nivel individual resulta complicada. Su principal
finalidad es, por consiguiente, determinar el grado de exposiciéon a Salmonella spp. de un
rebafio (Nielsen et al., 1995). Finalmente, existe una falta de correlacion entre la excrecién de
Salmonella en heces y la aparicion de anticuerpos en suero (Funk et al., 2005; Farzan et al.,
2007; Mainar-Jaime et al., 2008; Rostagno et al., 2009) lo que supone otra dificultad a la hora

de interpretar los resultados.

En el siguiente apartado se detallan las técnicas empleadas en los trabajos llevados a

cabo en esta Tesis Doctoral.
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2.1. Técnicas de diagndstico de Salmonella utilizadas

2.1.1. Cultivo microbiolégico
Para realizar los analisis bacteriolégicos se utilizé la norma de referencia EN ISO
6579:2002/Amd1:2007 Anexo D (ISO 6579), que consta de 4 etapas explicadas a continuacion

(Figura 2):

12) Pre-enriguecimiento no selectivo: es recomendable cuando la Salmonella pueda estar

presente en bajas cantidades (como, por ejemplo, muestras fecales o muestras ambientales
del interior de las explotaciones) o pueda venir acompafiada de otras Enterobacterias que
puedan interferir en el diagndstico (por ejemplo, E. coli). El pre-enriquecimiento de la muestra
a analizar en un medio no selectivo permite ademds recuperar las bacterias que han podido
guedar dafiadas por las condiciones ambientales o por la accion del pH y las condiciones del
aparato digestivo de los animales. Entre la variedad de medios que existen, la ISO 6579 utiliza
de forma general el agua de peptona tamponada (BPW, por sus siglas en inglés Buffered
Peptone Water), que mantiene el pH del medio al no contener azucares fermentables, por lo
que su elevada capacidad tampdn es un punto a favor respecto a medios usados con
anterioridad, como el caldo de lactosa (LB), que provocaban una acidificacién perjudicial para
Salmonella. No es conveniente prolongar el tiempo de incubacidén en esta etapa, ya que se
favorece la proliferacidon de otras bacterias competidoras que pueden afectar al diagnéstico,
ni tampoco acortarla, ya que puede reducir la sensibilidad de la muestra (Waltman, 2000). La
ISO esta validada para andlisis de 25 gr de muestra (por ejemplo, contenido fecal). En el caso
de analizar nédulos linfaticos mesentéricos o muestras ambientales, no siempre es facil
obtener 25 gr de muestra. En estas ocasiones, la ISO 6579 permite realizar el analisis de menos

cantidad de muestra siempre que se utilice en una dilucién 1:10 con BPW.

22) Enriguecimiento selectivo: esta etapa tiene como objetivo facilitar la multiplicacién de

Salmonella hasta concentraciones que permitan su aislamiento, mientras que se inhiben
selectivamente otras bacterias presentes en la muestra. La I1ISO 6579 utiliza el medio
semisoélido de Rappaport-Vassiliadis modificado (MSRV, por sus siglas en inglés Modified Semi-
solid Rappaport-Vassiliadis) que evita la toxicidad de medios usados con anterioridad, como
el caldo de selenito (Waltman, 2000). Este medio tiene como origen el caldo Rappaport-
Vassiliadis, al que le ha sido afiadido agar semisdlido para favorecer el crecimiento y la

migracion de las cepas mdviles de Salmonella, mayoritarias en el ganado porcino. Con el
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objetivo de inhibir posible flora competitiva, este medio contiene ademas verde malaquita y
novobiocina. La temperatura de incubacién superior a 37 °C facilita la inhibicion del

crecimiento de otras bacterias, pero no impide el de Salmonella.

32) Aislamiento _en medios selectivos: esta etapa tiene como objetivo principal el

aislamiento especifico de Salmonella frente a otras posibles bacterias presentes en la muestra.
Como objetivo secundario, permite la inhibicién de flora competitiva mediante la
incorporacion de sustancias inhibitorias al medio de cultivo. Durante esta etapa, la ISO 6579
utiliza como primer medio el agar de xilosa lisina desoxicolato (XLD), que permite inhibir gran
numero de bacterias Gram positivas gracias al desoxicolato sédico, mientras presenta un
azucar (xilosa) facilmente fermentable por casi todos los microorganismos entéricos, excepto
Shigella. Ademas, en este medio Salmonella presenta un crecimiento tipico caracterizado por
colonias rojas con centro negro, debido a la produccion de acido sulfhidrico, lo que permite

una diferenciacidn rapida de la bacteria.

De acuerdo con la ISO 6579, se debe usar un segundo medio de libre elecciéon para
aumentar la sensibilidad del diagndstico (Waltman, 2000). En nuestro caso se escogio el agar
verde brillante (BGA, por sus siglas en inglés, Brilliant Green Agar) debido a que, entre otras
caracteristicas, el colorante verde brillante del medio inhibe las bacterias Gram positivas y las

colonias de Salmonella presentan un color rosaceo con un fondo rojo brillante.

42) Confirmacién bioguimica: mediante la realizacidon de varias pruebas bioquimicas se

realiza la caracterizacién bioquimica y se completa la identificacién de colonias de Salmonella.
A partir de colonias sospechosas compatibles con Salmonella, se siembran los medios
necesarios para la confirmacidn. En nuestro caso, sobre el medio TSI (del inglés, Triple Sugar
Iron) se llevd a cabo la deteccidn de fermentacion de azucares (glucosa, sacarosa y lactosa) y
la produccién de sulfhidrico. Ademas, se realizaron las pruebas de la Ureasa, de la lisina

descarboxilasa (LDC) y prueba del Indol, cuyas reacciones se presentan en la Tabla 1.
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Figura 2. Esquema de las etapas del cultivo microbiolégico de Salmonella de acuerdo a la

Norma EN I1SO 6579:2002/Amd1:2007.

Pre-enriquecimiento

no selectivo

Dilucién 1:10 Muestra + BPW!

Incubacion 18h £ 2ha37°C+1°C

Enriquecimiento

selectivo

N

Aislamiento

selectivo

\

Confirmacion

bioquimica

Medio MSRV?

| Incubacién 24 - 48h +3h a 41,5 °C+1°C

1Agua de peptona tamponada 2Medio semisélido de Rappaport-Vassiliadis modificado 3Medio agar de xilosa lisina

desoxicolato *Medio agar verde brillante >Lisina descarboxilasa ® Medio triple hierro azucar.

Tabla 1. Resumen de la interpretacion y resultados de las pruebas bioquimicas sobre colonias

sospechosas de Salmonella.

Prueba Fundamento Procedimiento Identificacion Resultado %*
Indol Produccidn de indol Suspension bacteriana  Anillo amarillo en superficie Negativo 98,9
+ Reactivo de Kovacs
Lisina Actividad enzimas Suspension bacteriana  Color purpura, sin modificar Positivo 94,6
descarboxilasa descarboxilasa
Ureasa Urea fuente de carbono Siembra en superficie ~ Amarillo, sin modificar Negativo 99
TSI** Fermentacion glucosa Siembra en pico Fondo amarillo por Positivo 100
y en superficie produccién acido
Produccidn de gas desde Formacién de burbujas Positivo 91,9
glucosa
Fermentacion lactosa Superficie sin cambios de color Negativo 99,5
Fermentacién sacarosa Superficie sin cambios de color Negativo 99,5
Produccién sulfuro Fondo de color negro Positivo 91,6

de hidrégeno

*Los porcentajes indican que no todos los aislados de las variantes séricas de Salmonella muestran las reacciones marcadas
como positivas o negativas ** Triple hierro azucar.
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2.1.2. Enzime-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

Todos los estudios de esta Tesis Doctoral en los que se ha usado esta técnica indirecta
se han llevado a cabo mediante la utilizacion del kit ELISA Herdchek® Swine Salmonella (IDEXX
Laboratories, Westbrook, ME, USA) de acuerdo con las instrucciones del manual del
fabricante. Este ELISA es el que mostré una mejor relacién sensibilidad/especificidad
diagndstica en nuestras condiciones de laboratorio (Vico et al., 2010). Este kit detecta
inmunoglobulinas (IgG) frente al lipopolisacarido de los serogrupos B, C1 y D de Salmonella,

gue son los mas frecuentes en el cerdo tanto en Espafia como en Europa.

El nivel de anticuerpos presentes en la muestra (suero o jugo muscular) viene
determinado por la intensidad de color expresado en porcentaje de densidad éptica (%DO),
medido a una longitud de onda de 650 nm, con respecto a sueros controles positivos y
negativos. Un animal se considera seropositivo si los resultados de %DO sobrepasan un cierto
valor o punto de corte. Actualmente, y dadas las condiciones epidemioldgicas en Espania, el
punto de corte mas utilizado es %D0>40, pues permite aumentar la especificidad de la técnica

(Nollet et al., 2005a; Vico et al., 2010).

2.2. Técnicas de caracterizacion de Salmonella utilizadas
2.2.1. Serotipificacion

La serotipificacion de todas las muestras analizadas en esta Tesis Doctoral se ha llevado
a cabo por el Laboratorio Nacional de Referencia para la Salmonelosis Animal (LNRSA) de
Algete en Madrid, mediante la caracterizacién por serotipado de acuerdo con el esquema
White-Kauffmann-Le Minor, que se actualiza periédicamente por el Collaborating Centre for

Reference and Research on Salmonella de la OMS (Instituto Pasteur, Paris).

Esta técnica se basa en la caracterizacidon inmunoldgica mediante el uso de antisueros
mono y polivalentes frente a los antigenos somaticos de superficie (O), flagelares (H) y, en
algunos casos, capsulares (Vi) de la bacteria Salmonella. Los antigenos somaticos determinan
el serogrupo vy los flagelares y capsulares, la serovariedad. Asi, la férmula antigénica de un
aislado de Salmonella spp. vendrd expresada de la siguiente forma: antigenos-0, antigeno-Vi:

antigenos—H de la primera fase: antigenos—H de la segunda fase.
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2.2.2. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)
La técnica de Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) fue desarrollada por
primera vez a principios de 1980 (Schwartz et al., 1984) y todavia se considera la técnica de

referencia o gold standard para la caracterizacion genotipica de Salmonella (CDC, 2013).

Esta técnica se caracteriza por el uso de enzimas de restriccion de baja frecuencia de
corte en puntos especificos del genoma bacteriano, produciendo la division del ADN en pocos
fragmentos, pero de gran tamafio, superior a los 40 kb. La electroforesis convencional no es
capaz de separar moléculas mayores de 40-50 kb, por lo que la ventaja de esta técnica radica
en el uso de corriente eléctrica mediante pulsos periddicos, que reorientan el campo eléctrico
y permiten la resoluciéon de fragmentos de hasta 1.000 kb. Como mayor inconveniente
presenta el tratarse de una técnica laboriosa, de varios dias de duracién, que puede no ser

capaz de discriminar aislados genéticamente muy similares (Lindstedt et al., 2013).

El analisis de las muestras de esta Tesis Doctoral mediante PFGE ha sido realizado en
colaboracién con el Grupo de Genética de Micobacterias de la Universidad de Zaragoza. El

protocolo de la técnica (Ribot et al., 2006) se describe de forma detallada en el Anexo I.
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3. El sector porcino en Espaiia

Espaina es actualmente el 42 productor mundial de porcino con un 3,9% del total, solo
por detras de China (48,1%), Estados Unidos (10,5%) y Alemania (5%) (MAPAMA, 2018b). El
numero de cabezas de ganado porcino superd en 2018 la barrera de los 30 millones en Espania,
dejando a nuestro pais como lider en censo porcino dentro de la UE, una tendencia al alza
ininterrumpida desde el afio 2013 (MAPA, 2019a). De hecho, Espafia ha doblado el censo de
porcino en los ultimos 30 afios, desde los 15 millones en 1986 hasta los 30,8 millones
alcanzados a fecha de noviembre de 2018, lo que pondria de manifiesto su crecimiento
consolidado (MAPA, 2019a). Esta tendencia contrasta con la del resto de paises de la UE,
donde la mayoria de ellos han mantenido el censo sin cambios significativos en la ultima

década (Figura 3).

Figura 3. Evolucion del censo porcino (millones de animales) en los principales paises

productores de la Unidn Europea (MAPAMA, 2018b; MAPA, 2019a).

35
30
e
. e h
K
©
£
'S 20
©
()
©
8 15
c
9 >®-_M
'i 10
5
0
1986 1992 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018
e Alemania e Espafia Francia Polonia e=s=Dinamarca e==Holanda

Aunque este récord en el censo porcino deriva en parte del aumento del nimero de
cerdas reproductoras en Espafa (2,5 millones de cabezas), todavia sigue por debajo del

maximo histérico de casi 2,7 millones de cabezas alcanzado en el afio 2006 (MAPAMA, 2018b).
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Esto sugiere que ha sido en buena medida el aumento de la productividad de las

explotaciones porcinas lo que ha permitido alcanzar las cifras récord en censo porcino.

En cuanto al numero de sacrificios, en 2018 Espaia se situd en segundo lugar dentro
de la UE con 52,4 millones de cerdos sacrificados (=20% del total de sacrificios de la UE)
(MAPA, 2019b), algo menos que Alemania con 56,6 millones (Anénimo, 2019). En relacién a
la produccion de carne de cerdo en la UE (Figura 4), Espafia se situdé en 22 lugar con 4,5
millones de toneladas (18,9% del total de la UE), sélo por detras de Alemania con 5,3 millones
de toneladas (22,4% del total de la UE), debido al mayor nimero de animales importados para
sacrificio por este pais (EUROSTAT, 2019). En general, la produccidon de carne en Espaia se
incrementd un 5,2% en 2018 con respecto a 2017, afio en el que ya se habia producido un

ligero incremento del 1,7% respecto al afio anterior.

Figura 4. Distribucion (%) de los principales paises productores de carne de cerdo de la Unién

Europea durante el afio 2018 (EUROSTAT, 2019).
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Seguln los ultimos datos publicados en Espafa, en el afio 2017 el consumo per capita

de carne fue de 47,6 kg (5% menos que el afio 2016) (MAPA, 2018). El cerdo es el principal
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tipo de carne consumida (fresca y transformada) en Espafia (=22 kg per capita), seguida por la

carne fresca de pollo, con 12,99 kg por persona y afio.

Espafia alcanzé en el afio 2017 un nivel de autoabastecimiento de carne de porcino del
174% (12% mas que el afo anterior) debido al estancamiento de consumo interno y al gran
aumento de la produccidn, un nuevo récord desde que en el afio 2005 se alcanzara el 100%
de autoabastecimiento (MAPAMA, 2018b). El exceso de produccién permitié situar a Espafia
como el 22 pais exportador de carne de cerdo en la UE, alcanzado el 20,2% del total de las
exportaciones, solo por detras de Alemania (22,7%) y superando por segundo aino consecutivo
a Dinamarca (14,8%) (MAPAMA, 2018b). Del total de carne de cerdo producida en Espania, el
51% fue exportado a la UE o paises terceros (MAPAMA, 2018b).
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4. La importancia de la salmonelosis en Salud Publica

Las enfermedades transmitidas por los alimentos son un problema global que afecta
anualmente a 1 de cada 10 personas en el Mundo (WHO, 2018). Entre ellas, las enfermedades
gastrointestinales son las mas extendidas, afectando a cerca de 550 millones de personas al
afio. Una de cada cuatro infecciones tiene como origen Salmonella, siendo una de las
infecciones gastrointestinales transmitidas por los alimentos mas comunes en humanos vy

responsable de aproximadamente 155.000 defunciones anuales (Majowicz et al., 2010).

El cuadro clinico caracteristico de la salmonelosis en humanos cursa con dolor
abdominal, fiebre elevada, diarrea, nduseasy, en ocasiones, vomitos (Carlson et al., 2012). Los
sintomas aparecen entre las 6-72 horas tras la ingesta de alimentos o agua contaminaday la
sintomatologia suele durar entre 2-7 dias. Al ser una enfermedad generalmente autolimitante,
suele desaparecer sin tratamiento, pero en ocasiones puede requerir tratamiento antibiotico,
bien por afectar a poblaciones de riesgo como nifios, ancianos y personas inmunodeprimidas,

o bien por provocar sintomatologia grave asociada con deshidratacién o septicemia severa.

4.1. En la Union Europea

En la Unién Europea (UE) Salmonella continlda siendo un importante problema de
Salud Publica. En el afio 2017 la salmonelosis se situaba en segundo lugar, por detrds de la
campylobacteriosis, como zoonosis transmitidas por alimentos. Sin embargo, alcanzaba el
primer puesto en nimero de brotes de enfermedad de origen alimentario (1.241 brotes), un
24,4% del total en la UE (EFSA, 2018). A lo largo de 2017 se confirmaron 91.662 casos de

salmonelosis no tifoidea, un 2% menos que el afio 2016 (Figura 5).

Los tres principales serotipos asociados a la salmonelosis humana en la UE en 2017
fueron S. Enteritidis, S. Typhimuriumy la variante monofasica de S. Typhimurium (en adelante,
S. 4,[5],12:i:-) (EFSA, 2018). Los casos por S. Enteritidis aumentaron un 16,4% en ese afo,
alcanzado niveles de prevalencia en humanos similares al afio 2011, lo que podria estar
relacionado en parte con un aumento de la prevalencia de S. Enteritidis en gallinas ponedoras
(deun 0,7% al 1,21%) desde el afio 2014 (EFSA, 2017a). Los casos asociados a S. Typhimurium
también aumentaron un 8% respecto al afio anterior, invirtiendo la tendencia decreciente que
se habia iniciado en el afio 2009. Salmonella 4,[5],12:i:- estd considerado un serotipo

emergente de gran importancia debido al aumento global de la incidencia en humanos y a su
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asociacion con resistencias antimicrobianas en producciéon animal (Switt et al., 2009). La
incidencia asociada con este serotipo también aumentd en 2017 hasta alcanzar los 6.324 casos
confirmados (un incremento del 11%), el nimero méaximo de casos por este serotipo desde el
afio 2010, confirmando la importancia de este serotipo en la incidencia global de casos por

Salmonella (EFSA, 2018).

Figura 5. Evolucion del nimero de casos confirmados de salmonelosis no tifoidea y de la tasa
de notificacién en humanos dentro de la Unién Europea durante el periodo entre 2005-2017

(EFSA, 2018).
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4.2. En Espaiia

En Espaiia, al igual que en la UE, Salmonella es el principal agente causal en los brotes
de enfermedad de origen alimentario (EFSA, 2018). De acuerdo con esta agencia, en el afio
2017 se confirmaron un total de 9.426 casos de salmonelosis, alcanzando el 10,3% del total
de casos en la UE, solo superado por Reino Unido (11,1%), Republica Checa (12,5%) y Alemania
(15,3%). En ese afio se produjo, por primera vez desde el 2012, un descenso en el nimero

total de casos (392 casos menos, -4% respecto al aifio anterior). No obstante, la incidencia se
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mantiene alarmantemente elevada en Espafia, debido a un aumento significativo del 158% en

el nimero de casos confirmados desde el aio 2007 (Figura 6).

Figura 6. Evolucion del numero total de casos confirmados de salmonelosis no tifoidea en
humanos (EFSA, 2018) y de los principales serotipos de Salmonella (RENAVE, 2018) durante el
periodo 2005-2016 en Espana.

10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000 N_/_—/

0

N2 casos confirmados

2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016

= Salmonella spp. S. Enteritidis ====S, Typhimurium e=S_ 4 [5],12:i:-

Para conocer en detalle la incidencia de los serotipos mas importantes en Espana
debemos basarnos en los datos de la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE) y
del Sistema de Informacidon Microbioldgica (SIM) recogidos por el Centro Nacional de
Epidemiologia del Instituto de Salud Carlos Ill. La cobertura poblacional del dltimo Informe
SIM se estima en un 30% del pais y no abarca a todas las CC.AA. (SIM, 2017). De acuerdo con
los ultimos datos publicados de 2016, en Espafia se identificd el serotipo responsable en
alrededor del 50% de los brotes causados por Salmonella (3.325 casos totales, =32% del total)
(SIM, 2017). Al igual que en la UE, los tres serotipos mas prevalentes en Espaiia fueron, S.
Typhimurium (58,7%), S. Enteritidis (33,4%) vy S. 4,[5],12:i:- (3,8%), correspondiente con los
datos de 13 CC.AA., Ceuta y Melilla (RENAVE, 2018).
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A pesar del descenso en el afio 2017 en el numero de casos por Salmonella en Espaia,
la tendencia al alza de salmonelosis humana desde el afio 2012 estaria asociada con el
aumento continuado de la incidencia de S. Typhimurium desde 2012, incluso superando a los
casos provocados por S. Enteritidis (Figura 6). Este hecho contrasta con la UE, en la que el
incremento de casos por Salmonella se ha asociado a un aumento de la incidencia de S.
Enteritidis. En este sentido, hay que destacar también que, a pesar de la implantacidn de los
programas de control de Salmonella en avicultura en Espafa, la incidencia de S. Enteritidis
también aumentd en el afio 2016 en nuestro pais, de la misma forma que en la UE (Figura 5).
Con respecto a los casos por S. 4,[5],12:i:-, desde el aiflo 2012 solo una CCAA (Asturias) ha
informado sobre casos asociados con la variante monofdsica de Typhimurium, a pesar de
existir varias publicaciones sobre brotes en Espafia por este serotipo que confirman su
establecimiento en nuestro pais (Arnedo-Pena et al., 2016; Hernandez-Arricibita et al., 2016;
De Frutos et al., 2018). Por ello, estos datos no permiten sacar ninguna conclusion sobre la
tendencia real que este serotipo tiene en la incidencia de salmonelosis humana en nuestro

pais.
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5. Papel del cerdo en la salmonelosis humana

La carne de cerdo es el tipo de carne mas consumido en la UE (=45% del total), por lo
que no es de extraifar que, de las mas de 330.000 muestras procedentes de alimentos
analizadas en la UE en el afio 2017, mas de un 50% (174.852) fueran productos carnicos de
origen porcino (EFSA, 2018). Conviene destacar que del total de muestras cdrnicas analizadas
(284.090) de las especies animales incluidas en el tltimo informe de la EFSA (EFSA, 2018), los
principales productos contaminados por Salmonella fueron la carne fresca de aves (pollo y

pavo) con 3,9% de muestras positivas, seguido de la carne fresa de cerdo (1,6%).

La situacién en Espafia fue algo mas seria en relacidn a la carne fresca de cerdo en 2016
(ultimo afo con datos oficiales publicados), siendo el alimento mds afectado por la
contaminacién por Salmonella, con el 12,84% de muestras positivas (MAPAMA, 2018a) (Tabla
2). Sin embargo, solo el 0,55% de las muestras de carne fresca de ave resultaron

contaminadas.

Tabla 2. Principales muestras de alimentos de origen animal contaminadas por Salmonella en

Espafia (MAPAMA, 2018a) y en la Unidn Europea (EFSA, 2017a) en el afio 2016.

Espafa Unidn Europea

Muestras Muestras positivasa Muestras Muestras positivas a
analizadas Salmonella spp. (%) analizadas Salmonella spp. (%)

Carne frescade cerdo  1.371 176 (12,84) 25.049 596(2,38)
Huevos 341 14 (4,11) 5.782 17 (0,29)
Preparados de carne 682 12 (1,76) 11.440 173 (1,51)
Carne fresca de

vacuno 383 4 (1,04) 23.708 50 (0,21)
Carne fresca de ave 2.380 13 (0,55) 29.526 1.944 (6,58)
Moluscos bivalvos 51 0 (0) 199 4 (2)
TOTAL 5.663 219 (3,87) 95.704 2.784 (2,91)

Durante el 2017, en la UE se tipificaron alrededor del 46% de los aislados de Salmonella
de los productos contaminados de origen animal (2.497 aislados) (EFSA, 2018). Los 5 serotipos
aislados con mayor frecuencia fueron S. Infantis (36,2%), S. Typhimurium (11,3%), S. Enteritidis

(10,6%), S. 4,[5],12:i:- (5,8%) y S. Newport (2,2%). Los serotipos S. Infantis, S. Enteritidis y S.
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Newport se asociaron principalmente (97% de los aislados) con productos de origen aviar
(huevos, pollo y pavo), mientras que los serotipos S. Typhimurium y S. 4,[5],12:i:- estuvieron

relacionados con los productos derivados del cerdo (66,8% de los aislados).

Los datos oficiales disponibles en Espafia para el afio 2016 son bastante menos
detallados. Solo se describen los tres serotipos mas frecuentemente aislados en muestras de
alimentos, sin especificar su origen. Asi, el principal serotipo aislado fue S. Typhimurium (23%),
seguido por S. 4,[5],12:i:- (19,5%) y S. Enteritidis (2,3%) (MAPAMA, 2018a). Considerando la
evidente relacion observada en los datos de la UE entre los dos primeros serotipos y la carne
de cerdo, y entre S. Enteritidis y los productos de origen aviar, es légico pensar en un origen
similar para los aislados identificados en nuestro pais. Estos datos sugieren que el consumo
de carne de cerdo podria estar detrds de numerosos casos de salmonelosis humana, puesto
que S. Typhimuriumy S. 4,[5],12:i:- son el 1°"y 3" serotipos mds frecuentemente encontrados
en los casos de salmonelosis humana en Espafia, y el 22 y 3¢"serotipos mas frecuentes a nivel

de la UE.

Varios estudios epidemioldgicos sugieren una relacidén entre el consumo de ciertos
tipos de carne de cerdo y brotes de salmonelosis en humanos (Campos et al., 2019). En
Espafna, por ejemplo, se han asociado brotes de salmonelosis al consumo de longaniza seca
de origen porcino (Arnedo-Pena et al., 2016), de chorizo (Herndndez-Arricibita et al., 2016) o
de bocadillos de carne asada de cerdo (De Frutos et al., 2018), aislandose S. 4,[5],12:i:- como
principal serotipo en todos los brotes. Incluso se ha encontrado esta relacion en ciertos casos
esporadicos de salmonelosis humana, a pesar de la escasa informacidn disponible debido a
los pocos estudios epidemioldgicos llevados a cabo en Espaiia para conocer la fuente de

infeccion (Arnedo-Pena et al., 2018; Arnedo-Pena et al., 2019).

En otros paises europeos, con diferentes habitos de consumo, también se han asociado
casos de salmonelosis humana con el consumo de productos de origen porcino (Bonardi,
2017). Asi, se ha observado esta relacién en el Reino Unido (Cowden et al., 1989; Paranthaman
et al., 2013;), Alemania (Jansen et al., 2007; Alt et al., 2015), Italia (Luzzi et al., 2007), Noruega
(Nygard et al., 2007), Francia (Bone et al., 2010; Gossner et al., 2011) y Dinamarca (Wdjcik et
al., 2012; Kuhn et al., 2013). Igualmente, en muchos de estos estudios, fue el serotipo S.
4,[5],12:i:- el que aparecia como principal responsable del brote, evidenciando la mas que

probable relacion entre el porcino y la salmonelosis humana.
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En cualquier caso, relacionar en Espafia los casos de salmonelosis humana con el
estatus de Salmonella en las granjas de cerdos es una tarea complicada, debido
principalmente a la ausencia de un programa oficial de monitorizacion de Salmonella en las
explotaciones porcinas. Sin embargo, se dispone de una gran cantidad de datos procedentes
de los sistemas de vigilancia de Salmonella tanto en humanos como en mataderos, por lo que
una mejor comunicacién e intercambio de informacién entre las Instituciones de vigilancia
sanitarias permitiria un mejor estudio del impacto de la infeccién del ganado porcino en esta

zoonosis (Martinez-Avilés et al., 2019).
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6. La infeccion por Salmonella en el cerdo

No parece que haya dudas en poder atribuir la mayoria de los brotes de salmonelosis
en la poblacién al consumo de productos alimentarios contaminados de origen animal. En este
sentido, y de acuerdo con algunos estudios sobre atribucién de riesgo (EFSA, 2010; Vigre et
al., 2016; Snary et al., 2016), el cerdo podria considerarse como la segunda fuente de infeccién
humana tras las aves, pudiendo incluso llegar a ser la primera en los paises del sur de Europa

(EFSA, 2018).

Parece obvio entonces que, al igual que se esta haciendo con las aves, si se quiere
reducir la incidencia general de salmonelosis en humanos, se deba reducir también su
incidencia en la cabafa porcina. De acuerdo al estudio de referencia de la EFSA sobre
salmonelosis porcina en la UE durante 2006 y 2007, alrededor del 10% de los cerdos estarian
infectados por esta bacteria (EFSA, 2008). Esta prevalencia seria maxima en Espafia con un
tercio de los animales que llegan a matadero infectados. Desde aquel estudio inicial, parece

gue la situacion no ha cambiado mucho (EFSA, 2009; Vico et al., 2011b; Vico et al., 2012).

Se hace necesario por lo tanto conocer en profundidad la epidemiologia de la infeccién
a lo largo de la cadena de produccién porcina, desde la explotacion ganadera hasta el
matadero. Solo de esta manera se podran aplicar estrategias de control de la infeccién sobre
los cerdos que sean efectivas y redunden finalmente en una disminucién de la incidencia

humana.

6.1. Dinamica de infeccidn en el animal

Salmonella es una bacteria ubicua y de gran resistencia en el medio ambiente. El
habitat natural de esta bacteria es el tracto digestivo de los animales vertebrados, tanto de
sangre fria como caliente, pero se aisla también con frecuencia de insectos, agua o alimentos
contaminados, gracias a su capacidad de adaptacion (Wales, 2013). La principal via de
transmisién en el cerdo es la via feco-oral, debido a que la excrecidn de la bacteria se realiza
mayoritariamente por las heces de los animales (Boyen et al., 2008). Como via secundaria de
transmisidn se encuentra la via aerégena, mediante aerosoles y polvo, menos frecuente, pero
mas rapida a distancias cortas, aunque se desconoce realmente la relevancia de esta via de
transmisién en las infecciones porcinas, que ademdas podria estar asociada con ciertos

serotipos (Oliveira et al., 2006).
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La salmonelosis porcina se puede presentar de dos formas: clinica y asintomatica (o
subclinica). La salmonelosis clinica puede cursar, a su vez, con dos formas diferentes: con un
cuadro septicémico generalmente causado principalmente por S. Choleraesuis (con una
elevada mortalidad y mas prevalente en los Estados Unidos), o bien con un cuadro
enterocolitico causado en la mayoria de ocasiones por S. Typhimurium (con menor mortalidad
y elevada morbilidad, mds prevalente en Europa). Ambas presentaciones tienen una
relevancia econdmica importante en la explotacion debido a los costes sanitarios que
provocan (Fedorka-Cray et al., 2000). La forma asintomatica es, por el contrario, la mas
frecuente en produccién porcina y la mas importante en Salud Publica, debido a la dificultad
de detectar animales portadores que pueden diseminar la infeccién excretando la bacteria a
través de las heces y favorecer la transmision de Salmonella a lo largo de la cadena alimentaria

(Haesebrouck et al., 2004; EFSA, 2008).

Se ha demostrado que dosis infectivas de 103 UFC/gr pueden ser suficientes para
provocar la infeccién experimental en el cerdo por via oral (Loynachan et al., 2005; Boughton
et al., 2007), aunque la dosis puede variar en funcién de la ruta de infeccién. Cuando se
administra la bacteria por via oral, la primera barrera que Salmonella debe superar es la
actividad antimicrobiana de la saliva (Shi et al., 1999) y posteriormente las defensas asociadas
con el tejido linfoide de las tonsilas orofaringeas (Horter et al., 2003). A continuacién, debera
sobrevivir al ambiente acido del estémago (Boyen et al., 2008). Para que se produzca la
colonizacion intestinal, debera resistir la accidn de las sales biliares, las defensas inmunitarias
locales del animal, el peristaltismo del intestino y el ambiente anaerobio (Alvarez-Ordofiez et
al., 2011). Una vez entra en contacto con los enterocitos a través de las fimbrias, se adhiere a
estos y los invade, aunque también puede colonizar las células M de las placas de Peyer
(Hallstrom et al., 2011). A partir de ahi, puede atravesar la pared intestinal e invadir los
nodulos linfaticos mesentéricos, donde suele acantonarse (Boyen et al., 2008). A pesar de que
puede parecer un proceso largo, algunos serotipos son capaces de alcanzar las tonsilas en 30
minutos y llegar a colon, ciego y nddulos linfaticos ileocecales en 2-3 horas (Hurd et al., 2001).
Esta dindamica de infeccion permite clasificar a los cerdos en 3 tipos de portadores subclinicos,
siendo de gran relevancia conocer sus diferencias para los programas de control y la aplicacién

con éxito de las medidas preventivas:
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e Cerdos portadores activos: aquellos cerdos infectados por Salmonella recientemente
gue eliminan la bacteria a través de las heces.

e Cerdos portadores silentes: los cerdos con Salmonella acantonada en los tejidos del
animal, especialmente a nivel de nédulos linfaticos mesentéricos, que pueden excretar
la bacteria como resultado de situaciones de estrés.

e Cerdos portadores pasivos: cerdos con la bacteria presente en las heces, sin estar

acantonada en los nddulos linfaticos mesentéricos.

Si la infeccién se reduce al intestino del animal y sus nddulos linfaticos asociados,
queda caracterizada como una infeccién localizada. Pero en el caso de dosis infectivas
elevadas (10 — 10® UFC/gr), o de infecciones en animales jovenes (con menor capacidad
acidificante del estdmago y menor produccion de sales biliares) o animales
inmunodeprimidos, la bacteria puede superar con mas facilidad la acidez de la parte proximal
del tubo digestivo, evadir las barreras intracelulares de las células intestinales y pasar a sangre,
donde puede introducirse en los macréfagos. Es entonces cuando se diseminara por todo el
organismo, provocando una infeccion generalizada, iniciando la fase sistémica de la infeccién.
El tipo de infeccidn final también suele tener que ver con el serotipo de Salmonella implicado
en la infeccién, pues pueden diferir en su capacidad invasiva (Cardona et al., 2005; Methner

etal., 2011; Ivanek et al., 2012).

Como hemos comentado, la eliminacion de la bacteria por el animal infectado se
produce generalmente a través de las heces. Inicialmente, en el curso de la enfermedad se
excreta una gran cantidad de bacterias (10°-108 UFC/gr) durante un promedio de dos semanas
post-infeccién (Pires et al., 2013). Posteriormente, la excrecién disminuye y se vuelve
intermitente, dependiendo en gran medida de posibles situaciones de estrés que pueden

reactivar la excrecion (Nielsen et al., 1995; Pires et al., 2013).

6.2. Epidemiologia de Salmonella en las explotaciones porcinas
Debido a la elevada prevalencia de la forma asintomatica de la infeccion en el cerdo,
el conocimiento de su epidemiologia en las explotaciones es dificil, ya que la deteccién de

animales infectados no es sencilla y no se realiza de manera rutinaria en las explotaciones.
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6.2.1. Cebo

La mayoria de los trabajos acerca de la epidemiologia de la Salmonella se han centrado
en su estudio durante la fase de engorde y sacrificio, Ultimo punto de la cadena de produccién
porcina previo a la comercializacidn de la carne (Davies et al., 1997; van der Wolf et al., 1999;
van der Wolf et al., 2001; Kranker et al., 2003; Rajic et al., 2005; Farzan et al., 2008; Merialdi
et al., 2008; Pires et al., 2013; Nair et al., 2018). De forma general, se puede decir que el inicio
de la fase de cebo se caracteriza por bajos niveles de infeccidn y excrecidon de Salmonella,
posiblemente asociado al uso masivo de antimicrobianos durante la fase anterior de transicidn
(Fraile, 2016; Li, 2017). Posteriormente, a lo largo de los 3-4 meses del periodo de cebo, la
infeccion tiende a aumentar, debido a la excrecién de la bacteria por parte de los cerdos
portadores que provocan la diseminacién progresiva de la infeccién mediante la via feco-oral.
Esta diseminacion se verd favorecida por momentos de estrés (por ejemplo, cambios
ambientales o la reagrupacién de animales), que provocan una reactivacién de la excrecioén a
partir de la Salmonella acantonada en los nédulos linfaticos de los cerdos infectados (Nielsen
et al., 1995; Rostagno et al., 2009; Pires et al., 2013). De esta manera, se alcanza la mayor
proporcién de cerdos infectados por Salmonella en los momentos finales de la fase de cebo,
previamente a su transporte a matadero para su sacrificio (Schut et al., 2019). El transporte al
matadero y la estabulacidn transitoria en los corrales de espera del mismo produce estrés en
los animales y la consiguiente reactivacién de la excrecion de la bacteria en los animales
infectados, favoreciendo ademas la infeccidn de aquellos animales que llegaron sanos (Beloeil
et al., 2004; Argliello et al., 2013a), actuando como un importante factor de riesgo para la

contaminacién del matadero y, finalmente, de las canales.

6.2.2. Transicidn

Como hemos comentado anteriormente, el empleo de antibidticos en el pienso
durante la fase de transicidn ha sido probablemente una de las principales causas de la baja
prevalencia de Salmonella al inicio del periodo de engorde de los cerdos. El uso de antibidticos
durante esta fase permitiria eliminar las bacterias patégenas (E. coli, Salmonella, etc.) a nivel
intestinal y reducir asi su excrecion, pero, en el caso de Salmonella, no llegaria a eliminar por
completo a las bacterias acantonadas en los nddulos linfaticos mesentéricos (Griffin et al.,
2010; Diard et al., 2014). Por lo tanto, en el caso de animales previamente infectados durante

la fase de lactacidon, el uso de antimicrobianos en transicidon solo seria una contencion
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temporal de la infeccidn, al poder reactivarse durante la siguiente fase de produccién tras

eliminar el uso de los antibidticos durante el cebo.

La aparicidn de resistencias antimicrobianas en produccién animal ha provocado la
reduccion del uso de antibidticos en las diferentes fases de produccion y, especialmente,
donde mas se usan, es decir, en esta fase de transicion. Todavia esta por ver cudles seran las
consecuencias de la limitacion en el uso de antibidticos si no se implementan otras estrategias
de una eficacia similar. Se hace por ello imperativo conocer en profundidad la epidemiologia
de la infeccidn en estas fases tempranas (lactacidon y transicion), con el fin de poder valorar las
posibles consecuencias de un nuevo modelo de produccién porcina intensiva sin antibiéticos

en la difusion de la salmonelosis porcina.

6.2.3. Cerdas reproductoras

El control de la infeccién de Salmonella en las cerdas reproductoras ha sido, hasta el
momento, un tema de poco interés en el sector porcino, lo que posiblemente ha favorecido
la elevada prevalencia de la infeccion subclinica que se observa en estos animales (Nollet et
al., 2005b; EFSA, 2009). El mantenimiento de la infeccion en las explotaciones hace que la
probabilidad de exposicién a la bacteria se incremente con la edad de los animales (EFSA,
2009). Por lo tanto, la introduccion de cerdas de reposicién portadoras de Salmonella seria un
factor de riesgo a tener en cuenta, fundamentalmente en explotaciones libres de Salmonella
(Dahl, 2011), pero también en explotaciones previamente contaminadas, en las que las cerdas
de reposicion podrian introducir nuevos serotipos (Davies et al., 2000; Penmetchsa et al.,

2009; Schut et al., 2019).

No cabe duda, sin embargo, que las cerdas reproductoras son una fuente de infeccién
para los lechones, y el estrés asociado al momento del parto podria actuar como factor que
reactivara la excrecidon de la bacteria en las salas de maternidad, diseminando la infeccién a
los lechones al entrar en contacto con las heces de las cerdas en las jaulas de maternidad. Sin
embargo, los estudios realizados hasta el momento no se ponen de acuerdo en cual es el
momento de mas riesgo de excrecidn de Salmonella de la cerda reproductora. Algunos
estudios sugieren que seria en el momento del destete (Nollet et al., 2005b), en los dias
posteriores a él (Parada et al., 2013) o entre 30-60 dias post destete (Magistrali et al., 2011).
Otros estudios sefalan el primer tercio de la gestacion como un momento de alto riesgo de

excrecion (Lariviere-Gauthier et al., 2017), mientras que otros indican el final de la gestacion
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(Funk et al., 2001). Incluso el momento de la inseminacién artificial, al estar asociado a los
cambios hormonales durante la ovulacidn en la cerda (Lynch et al., 2018). Ademas, la edad de
la cerda también podria afectar significativamente a la excrecidn, ya que las cerdas primiparas
tendrian mds riesgo de excreciéon que las cerdas multiparas (Penmetchsa et al., 2009;
Magistrali et al., 2011; Lynch et al., 2018), aunque otros estudios han encontrado la relacién
contraria, donde la excrecion de Salmonella aumentaba con la edad de la cerda (Nielsen et al.,

2001).

Como podemos observar, hay bastante heterogeneidad en cuanto al momento de mas
riesgo de excrecién de Salmonella en las cerdas reproductoras. En cualquier caso, debido al
patron de excrecion intermitente en los animales subclinicos, las cerdas infectadas son, sin
duda alguna, un factor de riesgo de infeccién para los lechones a lo largo del periodo de

lactacion.

6.2.4. Lactacion

Al nacer, los lechones deben ingerir el calostro producido por la madre para adquirir
energia y cierta inmunidad (IgG principalmente), para hacer asi frente a posibles exposiciones
a patégenos presentes en el ambiente durante la fase de lactacién (Rooke et al., 2002).
Algunos estudios sugieren que la inmunidad adquirida protege de la infeccién por Salmonella
en los lechones (Parada et al., 2013; Schut et al., 2019). Sin embargo, todavia existen lagunas
sobre aspectos como la duracion y efectividad de la inmunidad materna, a pesar de que
parece evidente que debe jugar un papel importante en la diseminacion de la infeccidn. Los
estudios sobre la prevalencia de infeccidn por Salmonella en lechones lactantes son escasos
(Wales et al., 2011) debido, entre otros motivos, a la dificultad inherente de este tipo de
investigaciones que precisan del sacrificio de los animales para el estudio de la infeccion.
Excepto un trabajo publicado recientemente donde se analiza la seroprevalencia frente a
Salmonella a través de muestras de suero en lechones destetados (Schut et al., 2019), los
trabajos anteriores se cifien al estudio de la excrecién de Salmonella en los lechones,
generalmente a través de muestras fecales obtenidas mediante hisopos rectales (Funk et al.,
2001; Barber et al., 2002; Beloeil et al., 2003; Roesler et al., 2005; Lynch et al., 2018), lo que
seguramente infraestima la verdadera prevalencia de excrecion e impide evaluar
adecuadamente el papel que los lechones pueden tener en el mantenimiento y dispersién de

la infeccion en las explotaciones.
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7. Estrategias de control de la infeccion

La finalidad del control de la mayoria de las infecciones de caracter zoonético en el
ganado doméstico es reducir la incidencia de la infeccidén en las personas. Controlando la
infeccion en los animales se incrementa la seguridad de los productos alimenticios derivados
de ellos. Considerando que el ganado porcino es la segunda fuente de infeccion mas
importante asociada a casos de salmonelosis humana, el control de la infeccién a lo largo de
la cadena de produccién porcina resulta fundamental. Sin embargo, la ausencia de sintomas
clinicos en la mayoria de los cerdos infectados por Salmonella provoca que la infeccion pase
desapercibida y no se tomen las medidas necesarias para su control, pues no se considera una
patologia prioritaria en la explotacién. Como consecuencia, la infeccién y contaminacién por
Salmonella pueden ocurrir en diferentes etapas de la cadena de produccién sin que ni los
ganaderos ni los veterinarios la detecten. En la actualidad, podemos encontrar Salmonella en
todas las fases de la produccion porcina, por lo que las medidas de control a aplicar variaran
segln la etapa de produccién considerada, pero con el objetivo de conseguir un efecto global
gue permita reducir la contaminacidn final por Salmonella de las canales porcinas y evitar asi

las infecciones humanas.

A continuacién, presentamos de forma breve las principales estrategias que se pueden

utilizar para el control de la infeccion en la explotacion.

7.1. Higiene y Bioseguridad

En el afio 1983 fue publicada por primera vez una guia para la prevencién y el control
de la Salmonella en la cadena productiva (WHO, 1983). Mas adelante, la EFSA realizé un
estudio sobre medidas preventivas para el control Salmonella que dio como fruto la
publicacién del Reglamento (CE) 2160/2003 de 17 de noviembre de 2003 sobre “el control de
la Salmonella y otros agentes zoondticos especificos transmitidos por los alimentos”, en el que
se sefialaba a la bioseguridad como una estrategia fundamental para el control de las zoonosis
en las explotaciones porcinas (Anénimo, 2003b). Se entiende por bioseguridad al conjunto de
medidas higiénico-sanitarias preventivas que evitan la introduccién de una infeccién en la

explotacién o su transmisidén una vez en la misma (Casal et al., 2007).

Con el objeto de aumentar la eficacia de las medidas de higiene y bioseguridad a

realizar, su implementacién en una explotacion debe venir precedida por el estudio de los
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factores de riesgo asociados a la infeccidon por Salmonella (Pires et al., 2014). Durante las
ultimas décadas, se han publicado gran numero de articulos sobre el estudio de factores de
riesgo asociados con la salmonelosis porcina en las distintas etapas de produccion (Berends et
al., 1996; Bahnson et al., 2006; Beloeil et al., 2007; Vico et al., 2011b; Rostagno et al., 2012;
Gotter et al., 2012; Correia-Gomes et al., 2013; Parada et al., 2017; Sanchez-Rodriguez et al.,
2018). Estos se pueden clasificar en factores que favorecen la introduccién y trasmision de la
infeccidn en la explotacion, por ejemplo a través de fomites contaminados (vehiculos, botas y
ropa) (Beloeil et al., 2007; Andres et al., 2015) y la presencia de animales ajenos a la
explotacién (aves silvestres y roedores) que pueden actuar como vectores de la bacteria
(Daniels et al., 2003; Andrés et al., 2013; Andrés-Barranco et al., 2014), y factores que
favorecen el mantenimiento de la infeccion una vez introducida, como una limpieza y

desinfeccion deficientes (Martelli et al., 2017).

Por lo tanto, la infeccidn de los animales por Salmonella suele tener un origen multiple
(Swanenburg et al., 2001; Barber et al., 2002; Vieira-Pinto et al., 2006; Rostagno et al., 2012;
Arglello et al., 2013a; Campos et al., 2019), por lo que la bioseguridad frente a Salmonella es
compleja y debe basarse en la aplicacidon constante de distintas medidas preventivas en
diferentes momentos del ciclo productivo, lo que implica un trabajo activo y continuado que
supone un gran coste econémico (Alban et al., 2005; Andres et al., 2015). La realizacion de
encuestas de bioseguridad de forma periddica es una herramienta que permite valorar
individualmente el estado de bioseguridad de las explotaciones y detectar los fallos de las

mismas de forma econdmica.

Existe una relacién inversa entre la disposicién de los ganaderos a aplicar las medidas
preventivas frente a la infeccion y su elevado coste, por lo que la falta de implantacién de
algunas medidas de bioseguridad en las explotaciones seria un problema recurrente (Fraser
et al., 2010). Como consecuencia, la bioseguridad frente a Salmonella en las explotaciones no
es completa, ni constante, y en muchas ocasiones conlleva resultados negativos evidentes en
el control de la infeccidn, lo que desmotiva a los ganaderos en la aplicacion de las medidas,
incluso cuando estas medidas estan asociadas a una mejora general de la productividad en la

granja (Andres et al., 2015).

Con el fin de incentivar una aplicacién efectiva de las medidas de bioseguridad, algunos

paises como Dinamarca e Irlanda implementaron sanciones econdémicas a los ganaderos
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(Alban et al., 2012; Ball et al., 2011). Sin embargo, en otros paises como Reino Unido (Ball et

al., 2011), estas sanciones econdmicas no llegaron a implantarse.

Ademas, fallos de bioseguridad ajenos al ganadero y en etapas posteriores, como el
transporte y alojamiento de los cerdos en las cuadras del matadero, puede provocar la
infeccidn por Salmonella de los animales, pues estd demostrado que en cortos periodos de
tiempo (6-8 horas) cerdos sanos pueden infectarse y llegar a excretar la bacteria (Hurd, et al.,
2001; Boughton et al., 2007). Este es otro de los motivos que disuade a los ganaderos de la
aplicacién activa y continuada de las medidas de bioseguridad, debido a que la canal puede
acabar contaminada por Salmonella a pesar de tener un control estricto de la infeccién en la
explotacién. Por otro lado, la falta de apoyo oficial para el control de Salmonella en el porcino
en nuestro pais (a diferencia de lo que ocurre en avicultura), no motiva a los productores a

desarrollar de forma voluntaria planes de prevencion de la infeccién.

7.2. Vacunacion

La estimulacidn del sistema inmune es uno de los mecanismos que se pueden usar para
prevenir la infeccién de los animales ante la posible entrada de la misma en la explotacion.
Con este objetivo, la vacunacién frente a patégenos ha sido una herramienta ampliamente

utilizada en produccién porcina (Haesebrouck et al., 2004; Meeusen et al., 2007; Roth, 2011).

La vacuna ideal deberia ser capaz de i) prevenir la colonizacién del animal por
Salmonella, ii) impedir la excrecidon de la bacteria al ambiente, iii) evitar el desarrollo de
animales portadores de la infeccién y, en ultima instancia, iv) evitar los sintomas clinicos
(Rostagno, 2011). Ademas, la reaccion del sistema inmune del animal frente a la vacunacién
no deberia interferir en la interpretacién de los resultados seroldgicos cuando se plantea la
monitorizacién serolégica de la infeccién. De esta manera el uso de vacunas tipo DIVA
(Differentiation of Infected and Vaccinated Animals), que diferencian los anticuerpos
producidos por la infeccion de los producidos por la vacunacién, resultaria aconsejable (Selke

etal., 2007).

La vacunacién frente a Salmonella ha sido una estrategia utilizada con elevada eficacia
en la reduccién de la infeccion en gallinas ponedoras y reproductoras, alcanzado muy buenos
resultados en las explotaciones avicolas. Sin embargo, a pesar de que en los ultimos afios se

han llevado a cabo varios estudios en produccién porcina, no se han conseguido resultados
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tan prometedores como en avicultura. La realidad es que aunque los factores de riesgo de la
salmonelosis son similares para aves y cerdos (deficiente limpieza y desinfeccion entre lotes,
contaminacién del pienso y del agua, el estado sanitario de los animales, contaminacién
cruzada por botas y utensilios contaminados, densidad animal, presencia de vectores como
roedores, escarabajos, aves silvestres y moscas, contaminacion durante el transporte al
matadero, etc.), tanto la dinamica de infecciéon en las aves como los sistemas productivos
difieren sustancialmente con respecto al ganado porcino. La transmisién vertical de
Salmonella a través del huevo, uno de los principales factores de riesgo a considerar en los
programas de erradicacion en las aves, ha sido ampliamente anulada por la eficacia de una
correcta vacunaciéon de gallinas reproductoras y la produccidon asi de pollitos libres de
Salmonella. El control estricto (bioseguridad) de las naves donde se engordan estos pollitos
ha hecho el resto. En resumen, la vacunacién ha resultado fundamental, junto con la

bioseguridad y el manejo, en estos programas nacionales de control de Salmonella en aves.

La situacién en porcino es diferente. El ciclo productivo porcino es mucho mas largo,
con mas fases productivas y mucho mas dificil de “cerrar” mediante medidas de bioseguridad
debido al mayor movimiento de animales entre naves/granjas. Y aunque no existe transmisién
vertical, los lechones lactantes se infectan con Salmonella (procedente bien de las heces de la
madre o de la contaminacién ambiental de la granja). Posteriormente, a lo largo del extenso
periodo de transicion y el cebo (5 meses aproximadamente) la infeccién puede mantenerse
en la explotacién de manera continuada en cerdos asintomaticos mientras se transmite con

mayor o menor rapidez a los cerdos sanos.

En el porcino, las vacunas frente a Salmonella tienen dos objetivos: uno seria el control
de la enfermedad clinica y otro, mds importante, la disminucién de la excrecién de la bacteria
en animales infectados subclinicamente, reduciendo de esa manera la diseminacion de
Salmonella. Los estudios previos han mostrado, en general, que la vacunacion es efectiva para
el control de los sintomas clinicos asociados con los serotipos mas patdgenos en el cerdo, S.
Choleraesuis y S. Typhimurium (y seguramente su variante monofasica) (Kramer et al., 1992;
Maes et al., 2001; Schwarz et al., 2011). Sin embargo, los resultados no son tan claros cuando
lo que se quiere es intentar evitar la excrecion en matadero con el fin de proteger a los
consumidores de la infeccion. En este caso, son muchas las cepas y serotipos a controlar y, a

menudo, pertenecen a grupos antigénicos diferentes al del antigeno vacunal, surgiendo
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problemas de proteccidn cruzada (Wales et al., 2017). Este es, quizds, uno de los mayores
problemas para el desarrollo de vacunas eficaces en el porcino: la gran diversidad de cepas 'y
serotipos a controlar en esta especie animal. Por ello, en la actualidad, el foco de la vacunacién
se ha puesto en el control de la excrecidn de S. Typhimurium y su variante monofasica (De la
Cruzetal., 2017), los dos serotipos de mayor caracter zoondtico asociados con el cerdo (EFSA,

2018).

Asi, en primer lugar, para el control de la infeccién mediante la vacunacion se deben
determinar los serotipos que circulan en la explotacién y si estan presentes en la vacuna
disponible. Son varias las estrategias de vacunacién que se pueden aplicar en funcién del tipo
de explotacién, la edad y las etapas de produccion. Por ejemplo, la vacunacién en las cerdas
reproductoras previamente al parto permitiria reforzar la inmunidad pasiva en los lechones a
través del calostro (Roesler et al., 2006; Wales et al, 2011; Ruggeri et al., 2015), mientras que
la vacunacion de lechones lactantes o en el destete trataria de reducir la trasmisién de la
infeccidn a la transicion y engorde, o incluso la vacunacién de los animales durante periodo
de cebo, que tendria el objetivo final de reducir la excrecién de Salmonella en el matadero

(Arguello et al., 2013b).

La evaluacidn de la efectividad de las vacunas en salmonelosis porcina no es sencilla.
Aunque son varios los trabajos publicados al respecto, los resultados obtenidos han sido muy
variables (Wales et al., 2011). En uno de los trabajos mas recientes (Smith et al., 2017), la
vacunacion sistematica de madres con una vacuna viva redujo la prevalencia de Salmonella
en granjas de ciclo cerrado, en todas sus fases de produccion y, especialmente, en los cerdos
destinados a matadero. También observaron una reduccién de la contaminaciéon ambiental
por este agente, pero no se vislumbré la eliminacién del agente de las explotaciones si no se
aplicaban otras medidas de control complementarias. En otro trabajo, de la Cruz et al. (2017)
analizando los resultados de un gran nimero de estudios mediante técnicas de meta-analisis,
llegan a la conclusidn de que la mayoria de ellos muestran un efecto beneficioso, aunque
variable, de la vacunacion, independientemente del tipo de vacuna (viva o atenuada) y
protocolo utilizado (dosis, edad, etc.). De acuerdo con este estudio, la reduccién media
conseguida en el numero de muestras (principalmente heces) con cultivo positivo alcanzaba

el 28,6% (1C95%: 22,4-34,7).
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En consecuencia, la vacunacién frente a Salmonella en porcino debera tener un
enfoque diferente al que ha tenido en avicultura, al no ser capaz de alcanzar los mismos
porcentajes de reduccién de prevalencia. La erradicacién de la infeccion a través solo de la
vacunacion no sera un objetivo viable en la industria porcina, convirtiéndose asi en una
estrategia adicional mas dentro de un programa de control en la explotacién, donde el nimero
de acciones preventivas a llevar a cabo para reducir la presion de infecciéon dependerd de la

prevalencia en la explotacidn y de los serotipos presentes.

7.3. Estrategias de alimentacidén

Tradicionalmente, el uso de antibidticos via pienso y/o agua ha sido una de las
estrategias fundamentales para el control de patégenos entéricos en las diferentes fases de
la produccion porcina, como la transicion y el engorde. Sin embargo, el aumento de
resistencias antimicrobianas provocé un cambio de legislacion de la UE a principios del
presente siglo, con la prohibicion de los antibiéticos como promotores de crecimiento
(Reglamento-CE-1831/2003) y la publicacidon de guias de uso prudente de antimicrobianos
(Anénimo, 2015a). Como consecuencia, en la actualidad el uso de antibiéticos en produccién
porcina se ha vuelto mas restrictivo, como muestra la prohibicién del uso de colistina como
profilactico y la reduccién a 7 dias como periodo maximo de administracion en granja (EMA,
2016). Por eso es necesario buscar estrategias alternativas para el control de la infeccion por
Salmonella. En la actualidad, se estdn llevando a cabo un gran nimero de estudios con

diferentes estrategias de alimentacidon para reducir la infeccion y excrecién de Salmonella.

Las caracteristicas fisicas del pienso pueden afectar a la prevalencia de Salmonella. La
granulacion del pienso, que conlleva un tratamiento térmico elevado, ha sido utilizada como
medida de control de Salmonella en los piensos (Edel et al., 1970). Sin embargo, la
alimentacién con pienso granulado se ha asociado recientemente con una mayor probabilidad
de excrecion de Salmonella y una mayor seroprevalencia (Lo Fo Wong et al., 2004; Hotes et
al., 2010; Vico et al., 2012). En este sentido, dietas en harina y con un tamafio de particula
grosero (>3 mm) se han descrito como factores protectores ante la infeccion, debido a que

provocan una mayor acidificacion del tracto intestinal (Ball et al., 2011).

La utilizacién de alimentacidn liquida fermentable, que permite la disminucién del pH
en el tracto digestivo, inhibe el crecimiento de enterobacterias y favorece la multiplicacion de

bacterias acido-lacticas, beneficiosas para la microbiota intestinal (Missotten et al., 2015).
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Varios estudios han encontrado una menor prevalencia de Salmonella en lotes de cerdos con

alimentacion liquida (Farzan et al., 2006; Canibe et al., 2012).

Otra estrategia es la administracion de probidticos a los animales via pienso. Los
probidticos se definen como microorganismos vivos que, cuando se administran en cantidades
adecuadas, ayudan al control de la flora intestinal endégena y confieren al huésped un
beneficio para la salud (FAO/WHO, 2001). Se administran como probidticos microorganismos
como Lactobacillus o Saccharomyces, que tienen la capacidad de sobrevivir a las condiciones
del tracto digestivo y proliferar en el intestino. Varios trabajos han probado su eficacia en el
control de Salmonella, pero se necesitan mas estudios que confirmen los resultados (Barba-

Vidal et al., 2018).

La administracién de prebidticos es otra alternativa. Los prebidticos se definen como
ingredientes no digestibles de los alimentos con un efecto beneficioso para el hospedador
mediante la estimulacion selectiva del crecimiento y/o actividad de uno o varios tipos de
microorganismos intestinales (Gibson et al., 1995). Son numerosos los componentes de los
alimentos a los que se les han atribuido funciones prebidticas. En general, para considerar un
producto como prebidtico, debe cumplir los siguientes requisitos: (a) debe resistir la acidez
gastrica, la accidn de las enzimas y la absorcidon intestinal, (b) debe ser fermentable por la
microflora del intestino y, (c) debe estimular selectivamente el crecimiento y/o actividad de
las bacterias intestinales asociadas a la salud y el bienestar animal (Gibson et al., 2004). La
mayoria de los prebidticos son hidratos de carbono que actlan como sustrato en el
crecimiento de bacterias beneficiosas que compiten con la proliferacion de Salmonella
(Delzenne, 2003). Un grupo especial son los oligosacaridos no digestibles, como por ejemplo
los fructo-oligosacaridos (FOS) y los galacto-oligosacdridos (GOS), con la capacidad adicional
de inhibir la adhesion de enteropatégenos como Salmonella a las células del intestino (Wang
et al., 2015). Los manano-oligosacaridos (MOS), aunque no son estrictamente considerados
como prebidticos, al no estimular selectivamente la microflora beneficiosa del intestino, si
cumplen el resto de criterios que engloban los prebidticos, incluyendo la inhibicidon de la
adhesién de Salmonella a los enterocitos (Borowsky et al., 2009), habiendo demostrado

resultados prometedores in vivo (Andrés-Barranco et al., 2015).

Otras estrategias son la adicién en el pienso de productos naturales derivados de

plantas, como los aceites esenciales. Se trata de un grupo de compuestos volatiles obtenidos
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de las plantas mediante diferentes mecanismos (por vapor o destilacidon) y con demostrada
capacidad antimicrobiana frente a enterobacterias en experimentos in vitro (Pefalver et al.,

2005; Si et al., 2006). Sin embargo, faltan estudios que confirmen su eficacia in vivo.

Por ultimo, una de las estrategias mas prometedoras en los ultimos aifos ha sido el uso
de acidos organicos. Los estudios in vitro han demostrado de forma efectiva su capacidad
antimicrobiana (Mroz, 2005). Dado su interés actual, de entre todas las estrategias de
alimentacién disponibles, los trabajos de esta Tesis Doctoral se han centrado en el estudio con

este tipo de aditivos, que se comentan a continuacidn en el siguiente apartado.

7.3.1. Acidos organicos

Los acidos orgdnicos (AO) son una variedad de dcidos ampliamente distribuidos en la
naturaleza en los tejidos de animales y plantas. En quimica orgdnica, se denominan acidos
orgdnicos a aquellas sustancias que poseen al menos un grupo funcional carboxilo (-COOH), y
que puede alterar la fisiologia de las bacterias por su accién bacteriostatica y/o bactericida.
Son, por lo tanto, compuestos orgdnicos y se diferencian de los acidos inorganicos por tener
atomos de carbono. El grupo carboxilo estd compuesto por un atomo de carbono (C) unido
mediante un enlace covalente a un dtomo de oxigeno (O), y a un radical hidréxilo (OH).
Ademas, el carbono estd unido a un radical (R), formado por un compuesto aromatico u otro
compuesto organico (R-COOH), que serd el responsable de la nomenclatura propia de cada
acido organico. Por esta razén, el nombre quimico de los acidos se basa en el del radical
correspondiente (p.ej. acido etanoico presenta de radical el etanol). El nUmero de atomos de
carbono del radical afectara a las propiedades del acido. En este sentido, los mas utilizados
con propiedades antimicrobianas no poseen mas de 6 dtomos, por lo que se conocen como

acidos orgnanicos de cadena corta.

Una de caracteristicas comunes de estos acidos organicos es su capacidad para
disminuir el pH del medio donde se encuentren, inhibiendo la proliferacién bacteriana. Sin
embargo, lo que ha permitido el uso de acidos organicos como alternativas a los antibiéticos
(Mroz et al., 2005) ha sido su capacidad antimicrobiana sobre el tracto gastrointestinal de los
animales (Partanen et al., 1999). Esta funcion esta promovida por la capacidad de disociacién
de los acidos organicos en funcién del pH del ambiente (Partanen et al., 1999). Los AO son
ingeridos por el cerdo via pienso y/o agua, y pasan por el tracto digestivo del animal hasta

llegar al intestino, donde ejerceran su mecanismo de accidon frente a bacterias patégenas
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Gram negativas como Salmonella. Cuando se encuentran en forma no disociada, los acidos
pueden atravesar la membrana semi permeable de la bacteria y alcanzar el citoplasma. Una
vez en el interior de la bacteria, con un valor de pH aproximando de 7, el dcido se disociara
debido a sus caracteristicas quimicas, provocando la muerte celular por uno o los dos

mecanismos descritos a continuacién (Figura 7):

- Liberacidn de protones: la disociacién del acido organico provocard la liberacion de
iones hidrégeno (H*), disminuyendo el pH del citoplasma celular. Para evitarlo, la
bacteria reaccionara poniendo en marcha la bomba de iones de su membrana,
consumiendo grandes cantidades de energia. Ademas, la acumulacién de iones

afectara a la sintesis de ADN evitando la multiplicacion bacteriana.
- Acumulacién de la particula disociada: tras el proceso de disociacion, se liberara el

anién correspondiente (R-COO’), provocando efecto tdxico en la bacteria debido a su

acumulacién en el citoplasma.

Figura 7. Representacion esquematica del mecanismo de accidn de un acido organico (acido

férmico) frente a una bacteria de Salmonella.
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Para que los AO puedan ser efectivos frente a patégenos entéricos como Salmonella,
se precisa que los acidos alcancen la parte distal del intestino del animal sin ser absorbidos
previamente. Para ello, hay que tener en cuenta la constante de disociacién acida (Ka), que se
define como una magnitud que cuantifica la tendencia que tienen las moléculas a disociarse
en una solucién acuosa y marca la fuerza del acido en una disolucién. Debido a los valores que
puede alcanzar, para facilitar los calculos se usa el valor logaritmico de la constante (pKa). Este
valor estd matemdticamente relacionado con el pH del medio a través de la ecuacién de
Henderson-Hasselback (Po et al., 2001) y, en la practica, significa que cuando el valor de pH
del medio es igual al valor de pK,, el acido organico se encuentra disociado al 50%. Por
consiguiente, la efectividad de un acido organico dependerd de ambos pardmetros y, de
manera general, los acidos organicos de cadena corta con pK, elevado tendrian una mayor
efectividad antimicrobiana, ya que podran resistir a la acidez y no disociarse durante su paso
por el estémago (Partanen et al., 1999). Pero el pH del intestino también afecta a la disociacién
del 4cido. Generalmente, el pH del lumen del intestino es mas elevado (pH=6,5-7) que el pKs
de los acidos orgdnicos (pKa =3,5-5). Esto provoca que gran parte de las moléculas de acidos
se disocien en el intestino, por lo que no seran absorbidos por las bacterias patdogenas como
Salmonella. Para solucionar este problema, los acidos se recubren con microperlas o se
encapsulan con productos lipidicos que impiden su disociacién en el lumen, aumentando su
efectividad (Van Immerseel et al., 2005; Rossi et al., 2010). Las propiedades antimicrobianas
en el sistema digestivo, junto con otras propiedades como la capacidad de estimulacién del
crecimiento de los enterocitos y la reduccidn de la respuesta inflamatoria (Rossi et al., 2010),
hacen que los acidos organicos sean candidatos dptimos como alternativa a los antibidticos

usados como promotores del crecimiento.

La lista de acidos organicos aceptados por la UE para su uso en alimentacién animal es
extensa (Reglamento (CE) 1831/2003 de 22 de septiembre de 2003 sobre los aditivos en la
alimentacion animal, enmarcados dentro del apartado Technological additives), siendo
algunos de ellos el acido acético, butirico, féormico, lactico o propidnico, compartiendo todos

ellos el mecanismo de accién general de los acidos organicos.

A la gran variedad de &acidos disponibles, se une la diversidad de protocolos de
actuacidn y pautas de dosificacidn existentes, lo que explicaria la gran variabilidad observada

en los resultados de eficacia de los estudios in vivo publicados (Papenbrock et al., 2005; De
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Busser et al., 2009; Martin-Peldez et al., 2010; Calveyra et al., 2012; Wilhelm et al., 2012; Walia
et al., 2016; Lynch et al., 2017; Walia et al., 2017a). En la actualidad, uno de los acidos
organicos mas estudiados ha sido el dacido butirico. Dada su presentacion liquida a
temperatura ambiente y su alta capacidad corrosiva, su utilizacién se hace en formato de sal,
lo que permite manejar el producto de una forma mds practica y evitar olores fuertes en la
mezcla con el pienso que pueden disminuir el consumo. Por ese motivo, para el desarrollo de
los trabajos de esta Tesis Doctoral, se decidio elegir el butirato sédico como acido orgdnico de

eleccidn para el estudio de su capacidad antimicrobiana frente a Salmonella en porcino.

El butirato sdédico es, por lo tanto, un acido orgdnico en formato de sal mediante la
adicién de sodio (Na) al acido butirico. A las ventajas de la presentacion del aditivo en formato
de sal sédica, se une el no depender del pka para ejercer su mecanismo de accién, por lo que
no se vera afectado por la variacion del pH a lo largo del intestino. Sin embargo, estas sales
son facilmente absorbidas en los tramos proximales del intestino, con un efecto positivo sobre
la mucosa del intestino al ser fuente de energia para los enterocitos (Kotunia et al., 2004). Esta
rapida absorcién podria evitar la propiedad antimicrobiana directa frente a Salmonella en las
partes mas distales del intestino, por lo que las generaciones siguientes de este acido se han

basado en la proteccién mediante técnicas de encapsulamiento.
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8. El control de Salmonella en porcino en la UE

Durante la década de los afios 50 varios brotes alimentarios en Suecia, originados por
Salmonella y relacionados con la contaminacién de productos de origen animal, provocaron
una alarma en Salud Publica (Lundbeck et al., 1955). Como consecuencia, este pais fue el
primero en Europa que inicié un programa nacional de control de Salmonella, aplicando
medidas especificas para el control de esta zoonosis en porcino, avicultura y rumiantes
(Wierup, 2006). El objetivo del programa sueco fue comercializar productos para consumo
humano libres de Salmonella, y se basé para ello en la prevencién de la contaminacién por
esta bacteria a lo largo de toda la cadena de produccion alimentaria. Los Servicios Veterinarios
aplicaron estrictos controles sanitarios en las explotaciones porcinas y supervisaron los
movimientos de animales, considerando una granja negativa a Salmonella, y por lo tanto libre
de las restricciones, cuando presentaba dos resultados bacteriolégicos negativos en todos los
animales muestreados con un mes de intervalo. La mayoria de los costes preventivos (97%) y
la mitad de los costes de erradicacion de animales portadores (48%) fueron sufragados
directamente por los granjeros, motivando de esta forma a los ganaderos en la aplicacién de
las medidas preventivas y consolidando asi la eficacia del programa sueco de control de

Salmonella.

Posteriormente, otros paises escandinavos siguieron la misma idea. Un buen ejemplo
fue Dinamarca, uno de los mayores paises exportadores en producciéon porcina de la UE en los
aflos noventa, que empezd su propio programa nacional de control de Salmonella porcina en
el afio 1995 (Mousing et al., 1997). El programa danés se basd en el andlisis seroldgico
mediante un test ELISA para la deteccién de anticuerpos frente a Salmonella (en comparacion
con la bacteriologia empleada en el programa sueco). El muestreo se llevaba a cabo en los
mataderos, donde se recogia el musculo diafragmatico de los cerdos a través de un muestreo
aleatorio estratificado. Posteriormente, se obtenia el jugo muscular para la realizacién de la
prueba de ELISA y obtener los resultados serolégicos en forma de porcentaje de Densidad
Optica (%DO). Se eligié un punto de corte elevado (%D0>40) para considerar un animal
seropositivo. Esto permitia clasificar las granjas origen de los cerdos sacrificados en 3 niveles
de riesgo de infeccion por Salmonella en funcién de la estimacion ponderada de la
seroprevalencia obtenida en los tres ultimos muestreos: Nivel 1 (seroprevalencia <10%) de

bajo riesgo, Nivel 2 (seroprevalencia entre el 10% y el 50%) de riesgo medio y Nivel 3
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(seroprevalencia 250%) de alto riesgo. Como resultado, los Servicios Veterinarios Oficiales de
Dinamarca instaban a las granjas de Nivel 2 y 3 a tomar medidas preventivas para reducir la
prevalencia de infeccién de los cerdos, incluyendo el sacrificio logistico para las granjas de
Nivel 3. El objetivo de estas medidas era disminuir el nimero de granjas con Nivel 2 y, sobre
todo, con Nivel 3. Este objetivo se consiguid en marzo de 1997, cuando se redujo
significativamente el numero de granjas de Nivel 3 (P=0.011), asociado parcialmente a la

puesta en marcha del programa danés de control (Emborg et al., 1997).

A finales del siglo XX, a raiz de diversos brotes de origen alimentario, la UE considerd
que la prevencion y control de enfermedades zoondticas como la salmonelosis debia ser un
acto coordinado entre los Estados Miembros, con el objetivo de proteger la salud humana y
la transmisién de enfermedades. Por esa razén, el 17 de diciembre de 1992 se aprobé la
Directiva 92/117/CEE del Consejo, relativa a las medidas de proteccidn contra determinadas
zoonosis y determinados agentes productores de zoonosis en animales y productos de origen
animal, a fin de evitar el brote de infecciones e intoxicaciones procedentes de los alimentos
(Anénimo, 1992). En ella se establecian mecanismos de vigilancia de determinadas zoonosis y
medidas de control especificas para la infeccion por Salmonella. A raiz de la Directiva, los
Estados Miembros empezaron a trabajar en planes de vigilancia y medidas de control para
evitar la introduccién de Salmonella en las explotaciones, junto con un sistema de recopilacién

y monitorizacién de datos.

Sin embargo, afos mas tarde, en un dictamen sobre las zoonosis aprobado por la
Comisién Europea (CE) el 12 de abril de 2000, el Comité Cientifico de Medidas Veterinarias
relacionadas con la Salud Publica considerd que, hasta el momento, las medidas en vigor para
controlar las infecciones zoondticas de origen alimentario eran insuficientes. También
considerd este Comité, que los datos epidemioldgicos que estaban recogiendo los Estados
Miembros eran incompletos, ademas de no ser totalmente comparables. Por lo tanto, el
Parlamento Europeo considerd necesario mejorar los sistemas de control de los agentes
zoonoticos, y aprobd la Directiva 2003/99/CE sobre la vigilancia de las zoonosis y los agentes
zoondticos, que derogaria la Directiva anterior 92/117/CEE del Consejo (Anénimo, 2003a).
Posteriormente, el 17 de noviembre de 2003 se aprobd el Reglamento (CE) n? 2160/2003 del
Parlamento Europeo y del Consejo sobre el control de la Salmonella y otros agentes

zoonoticos especificos transmitidos por los alimentos (Andnimo, 2003b). Este Reglamento se
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convirtié en la base de las medidas de control frente a Salmonella de los Estados Miembros
que abarcarian actuaciones en toda la cadena alimentaria, de la granja hasta la mesa. Ademas,
el reglamento 2160/2003 pretendia establecer un programa de monitorizacién armonizado
frente a Salmonella en los Estados Miembros, de manera que todos los paises debian entregar
los datos referentes a los programas de monitorizacién frente a Salmonella en cerdas
reproductoras y cerdos de engorde en los siguientes 18 meses. Posteriormente, se publicarian

dos informes generales con los resultados de esa monitorizacion.

De forma paralela, a partir del 1 de enero de 2006, todos los Estados Miembros estan
obligados a informar de los datos de casos de salmonelosis humana (junto con otras zoonosis)
como consecuencia del Reglamento (CE) n2 2073/2005 de la Comision de 15 de noviembre de
2005 relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios (Anénimo,
2005). Gracias a ello, la Autoridad Europea en Seguridad Alimentaria (EFSA, por sus siglas en
inglés -European Food Safety Authority-) publica desde entonces un informe anual descriptivo
gue permite el seguimiento de las tendencias de las zoonosis en la UE. Es a partir de entonces
cuando se determina que la especie porcina seria la 22 fuente de infeccién de salmonelosis en

humanos, tras la avicultura.

Sin embargo, antes de proponer medidas especificas de control de esta zoonosis para
cada pais, en el afio 2006 la Comisidn Europea realizé una Consulta a la EFSA a raiz de la nueva
Regulacion (CE) n22160/2003. El Panel Cientifico sobre Riesgos Bioldgicos (en inglés, Scientific
Panel on Biological Hazards) de la EFSA publicé una Opinién Cientifica relacionada con el
analisis de riesgo y las diferentes opciones para mitigar la Salmonella en produccién porcina
(EFSA, 2006). Las conclusiones fueron que el control de Salmonella debe llevarse a cabo en
toda la cadena de produccidn, y que las medidas preventivas que se apliquen deben estar
orientadas a (1) evitar la introduccién de la Salmonella en la explotacion, (2) prevenir la
transmisién de la enfermedad entre los animales y (3) aumentar la resistencia a la infeccion
en los animales. Debido a este informe de la EFSA, se determiné que la estrategia idonea de
control se basaria en una combinacién de medidas para prevenir la transmisién de la infeccion.
Ademads, se puso de manifiesto las diferencias entre la bacteriologia y la serologia como
métodos de monitorizacion de la infeccidn, por obtener resultados diferentes no comparables
entre si. Por ello, la eleccidn de un método u otro dependera del objetivo del programa de

monitorizacién. La bacteriologia permitira obtener informacién del estatus individual de los
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animales y de los serotipos circulantes junto con los perfiles de resistencia antimicrobiana. En
cambio, la serologia permitira el estudio de grandes cantidades de muestras a nivel de rebafio,
por lo que es considerada como idénea para controlar la efectividad de los programas de

control.

EFSA publicd en el aiflo 2008 el primer informe de los estudios de prevalencia de
Salmonella en cerdos de matadero a nivel europeo unificando la informacién recabada por los
Estados Miembros durante los afios 2006 y 2007 (EFSA, 2008) y mostrando datos comparables
sobre prevalencia de Salmonella de todos los Paises. El estudio se basd, principalmente, en la
toma de muestras de nédulos linfaticos ileo-cecales en el matadero, siendo S. Typhimuriumy
S. Derby los dos serotipos mas frecuentes (40% y 14,62% respectivamente). La proporcién
media de animales en los que se aislaba Salmonella en nddulos linfaticos (10,3%) fue muy
variable entre los paises participantes (entre 0-29%), siendo Espafia el pais con mayor
prevalencia (29%). El informe concluyd identificando a los cerdos infectados por Salmonella
como posible factor de riesgo en la contaminacién de la carne y origen de la infecciéon en
humanos, por lo que se recomendaba el estudio de la epidemiologia de la infeccién vy
consideraba fundamentales las intervenciones a nivel de granja y matadero para un control

Optimo de la infeccidn.

Un ano mas tarde, la EFSA publicé un segundo informe acerca de la prevalencia de
Salmonella en cerdas reproductoras en la UE, dividido en dos partes: Parte A, Salmonella
prevalence estimates (EFSA, 2009) y Parte B, factors associated with Salmonella pen positivity
(EFSA, 2011). La prevalencia en las cerdas reproductoras en este informe varié
significativamente (0-64%) entre los paises participantes (EFSA, 2009), al igual que en el
estudio a nivel de nddulos linfaticos previo. Cabe destacar la minima cantidad de aislamientos
en cerdas reproductoras (0%) en varios paises nordicos (a excepcién de Dinamarca) en
consonancia con los resultados obtenidos en nédulos linfaticos del anterior informe, fruto del
éxito de los programas nacionales de control puestos en marcha en esos paises a finales del
siglo pasado. La proporcion media de cerdas reproductoras positivas a Salmonella fue del
31,8%, siendo Espafia el pais lider en deteccion de la bacteria con un 64%. Los dos serotipos
mas frecuentes fueron S. Derby y S. Tyhpimurium (23,9% y 17,9% respectivamente). La
principal conclusion del estudio fue que el elevado indice de aislamiento de Salmonella en

cerdas reproductoras podria ser un factor de riesgo para la diseminacion de la bacteria a las
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siguientes fases de produccién porcina. De esta manera, se instaba a tomar medidas con el
objetivo de controlar la infeccidn a este nivel y evitar la contaminacién de la carne y posible

infeccion en humanos.

El Reglamento (CE) n2 2073/2005 relativo a los criterios microbiolégicos aplicables a
los productos alimenticios (Anénimo, 2005) también incluia un criterio de higiene obligatorio
para la Salmonella en las canales porcinas a fin de controlar la contaminacién durante el
sacrificio en el matadero, a través de la toma de muestras en la superficie de las canales
después de su faenado pero antes del enfriamiento. En 2014 esta legislacidon europea fue
revisada a través del Reglamento (CE) n? 217/2014 relativo a la Salmonella en las canales
porcinas (Anénimo, 2014). Se modificéd el criterio de aceptacion de contaminacion de las
canales, aceptando un maximo de 3 canales positivas de 50 (6%), frente a un maximo de 5
canales positivas de 50 (10%) en el anterior Reglamento de 2005. El objetivo de esta
modificacion era fortalecer la higiene en el proceso de sacrificio, obligatorio para todos los

Estados Miembros de la UE.

Como consecuencia de la Legislacion Europea puesta en marcha en la Ultima década
del siglo XX, la incidencia de Salmonella se redujo en humanos un 50% en el periodo 2004-
2009, pero asociada principalmente a una caida significativa de la prevalencia de Salmonella

en avicultura, fuente principal de la salmonelosis en humanos (Ballesté-Despierre et al., 2016).

8.1. Programas nacionales de control de Salmonella en porcino en la UE

Toda esta legislacién europea instaba a los Estados Miembros a la implementacién de
programas de control frente a Salmonella a lo largo de la cadena de produccién porcina.
Algunos paises, siguiendo en muchos casos la estela de Dinamarca, implementaron programas
de control en las explotaciones con mayor o menor éxito. Revisaremos a continuacion los

programas de aquellos paises que implementaron algun tipo de plan.

8.1.1. Dinamarca

Como ya se comentd, Dinamarca inicid su programa de control de la salmonelosis
porcina en 1995. Cinco afios después de su lanzamiento realizé6 un seguimiento de los
resultados obtenidos (Alban et al., 2002). Se observd que la incidencia de salmonelosis
humana asociada al consumo de carne de cerdo habia descendido desde los 1.100 casos en el

afio 1993 hasta 166 casos en el afio 2000 (Anénimo, 2001; Alban et al., 2002) y a 77 casos en

59



Introduccion

el afio 2002 (Andnimo, 2003c). A pesar de haber alcanzado esta significativa reduccion, se
decidio reajustar el programa para hacerlo mas efectivo. Entre otras acciones, se definieron
nuevos tamanos de muestra en funcidn del tamafio de las granjas, se cambiaron los puntos
de corte en los analisis seroldgicos (fue rebajado a un %D02>20) y se modificaron los limites de
los niveles de clasificacién de las explotaciones, incluyendo un nuevo nivel 0 asociado a
explotaciones con niveles de seroprevalencia de Salmonella muy bajos (<5%). Esta nueva
clasificacién permitié una deteccion mas temprana de niveles crecientes de seroprevalencia
en una explotacion, pudiendo implementar medidas de control mas rapido. Debido a los
elevados costes del programa, se incluyeron penalizaciones econdmicas para las granjas de
nivel 2 y 3, descontando entre un 3% y un 9% sobre el valor del precio de la canal
respectivamente, por lo que el motivo econdmico fue un buen aliciente para que los
ganaderos se esforzaran en la prevencion de la infeccidn en las explotaciones (Alban et al.,

2010).

En los afios posteriores, el programa danés continudé reajustando los limites de
clasificacién de las explotaciones para optimizarlos (Alban, et al., 2012). Esto permitia que una
granja con elevados niveles de Salmonella cambiara de nivel tan pronto como aplicara
medidas de control efectivas y también que disminuyeran las sanciones asociadas a las granjas
de los niveles 2 y 3, por lo que los ganaderos vieron recompensado su esfuerzo econémico.
Como consecuencia de las medidas de control y prevencién llevadas a cabo a lo largo de Ia
cadena productiva, en el afo 2009 Dinamarca alcanzé una incidencia de 3 casos de
salmonelosis asociados al cerdo por 100.000 habitantes (Anénimo, 2010) y, en la actualidad,

esa cifra ha descendido hasta 1,5 casos por 100.00 habitantes (Andnimo, 2018).

8.1.2. Irlanda

En el afio 1997, Irlanda implantd un programa voluntario de control de Salmonella que
se llevd a cabo en un reducido numero de explotaciones (Quirke et al., 2001). Mediante el
analisis de jugo muscular a través de la técnica ELISA, se establecia una clasificacion de las
granjas en funcion de la seroprevalencia (Categorias I, Il y Ill, de menor a mayor riesgo). El
objetivo de este programa fue estudiar la relacidn entre la contaminacién por Salmonella de
las canales y el estatus seroldgico de las granjas origen de los cerdos. Los resultados del
modelo obtenido permitieron concluir que las canales procedentes de las granjas de alto

riesgo (Categoria Ill) estaban significativamente mas contaminadas por Salmonella a nivel

60



Introduccion

superficial y a nivel de contenido cecal. Sin embargo, estas conclusiones debian tomarse con
precaucion, debido al escaso nimero de animales muestreados. Como consecuencia, Irlanda
puso en marcha de manera oficial un programa obligatorio nacional de control de Salmonella
en el aino 2002, basado en la categorizacidon de las explotaciones, con el objetivo de reducir la
prevalencia de Salmonella en la cadena de produccién y en la carne de cerdo. Este programa
fue revisado en el afio 2010 (Arglello et al., 2018). El nuevo programa, en vez de clasificar las
explotaciones, otorga un “sello de garantia” sanitaria frente a Salmonella. Para ello, se
recogen de forma mensual 6 muestras de suero de cerdos de cada granja y se estima la
seroprevalencia ponderada con los resultados de los ultimos tres meses. En caso de que una
explotacién presente >50% de animales seropositivos, la granja pierde el sello y debe tomar
medidas preventivas para corregir la situacién, incluyendo el sacrificio logistico y muestreos
bacterioldgicos en el matadero para conocer la contaminacion de las canales (Argtello, 2013c;
Walia, 2017b). Sin embargo, no hemos encontrado datos publicados que demuestren la

eficacia de este enfoque.

8.1.3. Austria

El pais austriaco implementd un programa de monitorizacién de Salmonella desde el
afno 1999 hasta el afio 2003 (Kofer et al., 2006). El objetivo fundamental fue obtener una visién
general del estatus de infeccién por Salmonella en la cabafia porcina. Se llevaron a cabo
muestreos perioddicos de jugo muscular procedentes de la casi totalidad de granjas de cebo
del pais (mds de 3.000 granjas) en 5 mataderos. Las granjas se clasificaban como positivas o
negativas a Salmonella en funcién de la seroprevalencia obtenida mediante un ELISA (punto
de corte de %D0>40, que se redujo a un %D0>20 a partir del afio 2002). Como consecuencia,
a las granjas positivas se les hacia una investigaciéon epidemioldgica. El programa también
incluia muestreos en los mataderos, para analisis bacterioldgico de distintas superficies y de
muestras de carne fresca. Los resultados del programa fueron satisfactorios, debido a que mas
del 95% de las granjas analizadas fueron seronegativas en el periodo de estudio (1999-2003),
mientras que solo 4 muestras bacterioldgicas fueron positivas a Salmonella. A pesar de no
continuar con el programa de manera oficial, entre los afios 2006-2009 la deteccién de
Salmonella en nédulos linfaticos mesentéricos se mantuvo baja (2%), y solo el 1,1% de las

canales porcinas fueron positivas a Salmonella (Kostenzer et al., 2014). A su vez, la prevalencia
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en granja se estimé en <9,5%, por lo que los resultados confirmaban que Austria permanecia

por debajo de la media europea de prevalencia frente a Salmonella.

8.1.4. Alemania

En el afno 2002, la industria de produccion animal en Alemania puso en marcha un
programa voluntario de control de Salmonella en produccién porcina englobado dentro del
Sistema de Calidad y Seguridad aleman (Quality and Safety System -QS-System) (Osterkorn et
al.,2001; Blaha, 2004). El programa pasd a ser obligatorio a partir del afio 2007 para la
industria porcina del pais y se basaba en el muestreo de suero sanguineo (recolectado dentro
de las dos semanas antes del sacrificio) o de jugo muscular (en matadero) de 60 cerdos por
granja y afno, para analizarlos posteriormente con un ELISA (Blaha, 2003; De Ridder, 2014;
Gotter et al., 2012). Las granjas se clasifican en 3 categorias de riesgo en funcién de la
seroprevalencia (punto de corte %D0>40): bajo riesgo (Categoria |, <20% seroprevalencia),
riesgo medio (Categoria Il, 20-40%) y alto riesgo (Categoria Ill, 240%). En caso de encontrar
una seroprevalencia elevada (>20%), las granjas deben implementar medidas para el control
de la infeccidon y, en determinadas situaciones, se impone el sacrificio de animales de granjas
de alto riesgo. En caso de no establecer las medidas correctoras, se imponen sanciones
econdmicas a los ganaderos y las granjas son excluidas del QS System, limitando asi la
comercializacién de sus productos con el correspondiente impacto econdmico. El objetivo
inicial de Alemania era reducir el nimero de explotaciones de Categoria Ill a través de la

implantacion de las medidas de control.

Sin embargo, a pesar de que se consiguié que un nimero importante de granjas de
Categoria lll redujeran la seroprevalencia y cambiaran de categoria de riesgo, el programa no
consiguié prevenir que algunas explotaciones de Categoria | y Il aumentaran su nivel de
seroprevalencia, por lo que la frecuencia global de granjas de alto riesgo no ha variado
significativamente desde el inicio del programa (Blaha, 2017). A raiz de los resultados poco
satisfactorios del programa, Alemania esta planteando la eliminacién de los limites entre las
tres categorias de riesgo junto con la aplicacidon rutinaria de medidas de reduccion de

Salmonella en todas las explotaciones porcinas (Blaha, 2017).

8.1.5. Reino Unido
En el afio 2002, la industria porcina del Reino Unido (British Pig Executive, BPEX)

implementd un programa voluntario de control de Salmonella en porcino englobado dentro
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del Plan General de Zoonosis (Zoonoses Action Plan, ZAP). El objetivo de este programa fue
identificar las granjas con elevados niveles de anticuerpos frente a Salmonella para poder
aplicar medidas preventivas, mejorando la seguridad alimentaria de los productos de origen
porcino (Snary et al., 2010). El programa consistia en el analisis mediante ELISA de al menos
15 muestras de jugo muscular de cerdos sacrificados durante 3 meses consecutivos. El nivel
de riesgo de las explotaciones en funcién de su seroprevalencia fue medido en S/P ratio, que
relaciona el valor de densidad dptica de cada muestra en relacién a un control positivo. El
punto de corte escogido para clasificar a una granja positiva fue un valor de S/P ratio >0.25 y
se clasificaron en 3 niveles de riesgo: ZAP1 (seroprevalencia <50%) en el que no se tomaban
medidas preventivas, ZAP2 (seroprevalencia entre >50-75%) y ZAP3 (seroprevalencia >75%).
Inicialmente el programa no tendria costes para los ganaderos durante los 3 primeros afios (el
gobierno del pais apoyaba econdmicamente el inicio del proyecto), pero las granjas con
seroprevalencia 250% (ZAP 2 y 3) debian de desarrollar un plan de accién para reducir la
Salmonella, asesoradas por consultores expertos del sector. En el afio 2008, el punto de corte
se modificé hasta un S/P ratio 20.10 (cuando entré en vigor el Zoonoses National Control
Programme, ZNCP), variando ligeramente los limites de los tres niveles de clasificacién de las
granjas (Snary et al., 2010). Debido a que los niveles medios de seroprevalencia frente a
Salmonella no disminuyeron significativamente, el programa fue suspendido en el afio 2012
(Anénimo, 2012), y las sanciones econdmicas propuestas no llegaron a efectuarse nunca.
Como sustitucién se aplicéd un programa de evaluacidn de riesgos en la explotacién, basado
en un sistema de puntuacidon sobre bioseguridad, con el objetivo de mejorar la sanidad y
reducir el riesgo de contaminacién por Salmonella de la carne. De esta manera, se pretende
gue el uso de medidas preventivas frente a la Salmonella en granja estimule a los ganaderos

en la lucha contra la infeccién (Marier et al., 2016).

8.1.6. Holanda

Los Paises Bajos comenzaron un programa obligatorio de monitorizacién de Salmonella
en porcino en el afio 2005, basado igualmente en categorizar las explotaciones en funcién de
resultados de seroprevalencia (Hanssen et al., 2007). El programa consistia en el analisis
mediante ELISA de un total de 36 muestras de suero al ano de cada granja, bien 12 muestras
cada 4 meses (tres semanas antes del sacrificio) o bien en el matadero (el dia del sacrificio).

Cada 4 meses las granjas eran clasificadas en 3 niveles de puntuacion segun la seroprevalencia
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(punto de corte %D0>40): nivel 1 (£20% seroprevalencia = 1 punto), nivel 2 (20-40% = 2
puntos) y nivel 3 (240% = 3 puntos). A final del afio, se sumaban los niveles de puntuacion de
los 3 muestreos anuales (36 muestras) y se clasificaban las granjas en 3 categorias: Categoria
1 (n? total de puntos = 3-4), Categoria 2 (n? total de puntos = 5-7) y Categoria 3 (n2 total de
puntos = 8-9), correspondientes con granjas de bajo, moderado y alto riesgo de infeccion por
Salmonella respectivamente. Se instaba a las granjas de Categoria 3 a tomar medidas
preventivas para el control de la Salmonella, a pesar de que no se instauraron penalizaciones
econdmicas a menos que las granjas no cumplieran con el protocolo de muestreo establecido
(De Ridder ,2014). En el afio 2006, el 4% de las granjas analizadas se englobaron dentro de la
Categoria de alto riesgo (Hanssen et al.,, 2007). El programa no consiguidé reducir
significativamente el nimero de explotaciones de alto riesgo, ya que en el aio 2010 el 5% de
las explotaciones fueron incluidas en la Categoria 3 (Hassen, 2011). Desde el afio 2013, la
gestién del programa se transfirio a dos sistemas de calidad holandeses que no ofrecen
resultados publicos del seguimiento (Van der Wolf, 2017). En la actualidad solo algunos
mataderos alemanes imponen sanciones econdmicas a cerdos procedentes de granjas
holandesas de Categoria 3, entre 0,03 y 0,015 € por kilo de canal (Van der Wolf, 2017),
haciendo presién a los ganaderos holandeses para tomar medidas para el control de la

infeccion por Salmonella antes del sacrificio.

8.1.7. Bélgica

En el afo 2005, Bélgica inicié un programa de monitorizacion y control de Salmonella
en cerdos con el objetivo de identificar las granjas con mayor riesgo de seroprevalencia frente
a Salmonella (Méroc et al., 2012). Cada 4 meses se analizaban 12 muestras de suero
procedentes de animales de cebo representativas de todas las edades. A partir del aifio 2007,
todas las explotaciones que presentaban un valor medio de S/P ratio 0,6 en los 3 muestreos
consecutivos (36 muestras) eran consideradas granjas de alto riesgo, por lo que debian
implementar un plan de medidas preventivas para reducir el riesgo de infeccion en la granja,
ademas de realizar un control bacteriolégico en muestras fecales durante el cebo. No se
aplicaron penalizaciones econdmicas a las granjas en las que se aislé Salmonella (De Ridder,
2014). Adicionalmente, en el matadero las partidas de cerdos procedentes de estas granjas,
eran identificadas y se sacrificaban al final del dia todas juntas. Debido a que no hubo una

reduccion significativa de la seroprevalencia en la produccién porcina del pais, el programa se
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suspendid en el afio 2015, manteniendo Unicamente una asesoria veterinaria en las granjas
porcinas y la supervisién de las medidas preventivas frente a la infeccidon (Meroc et al., 2012;

Brossé, 2015).

8.1.8. Espaia

Los esfuerzos para controlar la salmonelosis porcina en las explotaciones han sido
escasos. En el afio 2016, las asociaciones catalanas de produccién porcina (Innovacc, Fecic,
Asfac y Porcat) pusieron en marcha una certificacion voluntaria para explotaciones y
mataderos, dentro del Programa de control de Salmonella en Porcino (PSP) (Anénimo, 2015b).
La monitorizacion de Salmonella se debia llevar a cabo mediante el uso de la serologia mas la
realizacion de auditorias para verificar el cumplimiento de los requisitos de bioseguridad en la
explotacién. Sin embargo, a fecha de hoy, no hay datos publicados acerca de la eficacia y

continuidad de este programa voluntario.

A parte de la monitorizacién oficial de las canales porcinas recogida en la Directiva
2003/99/CE sobre la vigilancia de las zoonosis y los agentes zoonéticos (Andnimo, 2003a), es
obligatorio el seguimiento de lotes de animales sacrificados en mataderos. En el 2017, en
Espana se recogieron 384 muestras fecales (pooles) procedentes de 18 mataderos que
representaban el 60,66% del volumen total de los cerdos sacrificados en Espaia. Casi la mitad
de las muestras analizadas (48,9%) fueron positivas a Salmonella (EFSA, 2017b), poniendo en

evidencia la elevada prevalencia de la infeccién en Espafia.

En conclusidn, aunque tras la implementacién de estos programas se alcanzaron
inicialmente algunos progresos, la realidad es que, a excepcién de los paises escandinavos,
ninguno de los demas paises europeos ha registrado mejoras significativas en la reduccién de
la infeccidn por Salmonella en cerdos de engorde o en el nimero de casos humanos atribuidos
al cerdo o al consumo de productos de origen porcino. Esta ha sido una de las principales
razones por las que los paises que inicialmente habian implantado estos programas hayan
decidido suspenderlos o modificar significativamente sus caracteristicas iniciales. Solo Irlanda
y Alemania, junto con los paises ndérdicos, siguen a dia de hoy con programas de seguimiento

y control frente a Salmonella en las explotaciones porcinas.

A pesar de que cada pais aplicd una gestion diferente del programa, todos ellos

estaban basados en el “modelo danés”. Este modelo se centra en el uso de las pruebas
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seroldgicas como piedra angular para la clasificacion del riesgo de infeccidn por Salmonella de
las explotaciones porcinas, bien sea a partir de muestras de suero sanguineo (generalmente
obtenido en las granjas) o, mayoritariamente, de jugo muscular (matadero). Sin embargo,
varios estudios ya han puesto en evidencia la limitada precision diagndstica de las pruebas
seroldgicas para la deteccidn de la salmonelosis a nivel individual, asi como la falta de
correlacién entre resultados seroldgicos y microbiolégicos (Funk et al., 2005; Nollet et al.,
2005a; Farzan et al., 2007; Vico et al., 2010; Methner et al., 2011). También estdn demostradas
las discrepancias entre el uso de distintos kits de ELISA y entre las diferentes matrices (suero
y jugo muscular) usadas (Mejia et al., 2005; Farzan et al., 2007; Mainar-Jaime et al., 2008; Vico
et al., 2011a). Por lo tanto, son varios los posibles sesgos cometidos cuando se emplea la
serologia en individuos y se extrapolan los resultados a nivel de explotacion, lo que
probablemente esté ocasionando que no sean estos métodos de diagndstico los mas idéneos
para la categorizacion del riesgo de las granjas (Sgrensen et al., 2004; Vico et al., 2010;

Gradassi et al., 2015).

Un problema afiadido ha sido, a nuestro entender, tanto el pequefio tamafio de
muestra usualmente considerado (entre 36 y 100 cerdos por explotacién y afio, segun pais),
como la falta de representatividad de los animales con respecto a su distribucion en las
explotaciones (los cerdos son seleccionados mayoritariamente en el matadero, no en las
naves de la explotacion). Considerando ademas la variabilidad de una infeccion como es la
salmonelosis porcina, no solo entre corrales y lotes de cebo, sino también a lo largo del afio,

todos estos factores contribuyen a aumentar el sesgo.

Por ultimo, no hay duda de que los factores intrinsecos de cada pais han acabado
contribuyendo a la heterogeneidad de los resultados obtenidos en la aplicacién de los
programas de control. Las Administraciones Sanitarias de los paises ndrdicos tuvieron una
elevada implicacion en la implantacién de los programas, aplicando importantes sanciones
econdmicas en funcién del nivel de riesgo de las granjas. Sin embargo, la produccion porcina
en estos paises es, en general, menor, mas concentrada y mas homogénea que en los paises
del centro y sur de Europa. Por ello, las caracteristicas de la produccién porcina de los paises
nadrdicos no son directamente extrapolables a otros paises europeos como Espafia o Alemania,

con un territorio muy extenso y un gran censo porcino distribuido a lo largo de todo el pais.
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El escaso éxito de los programas de control en la mayoria de los paises que los han
puesto en marcha, sin duda hace necesario plantear el desarrollo de nuevos programas mas
acordes con las caracteristicas de la infeccion y de los paises donde se quieren llevar a cabo, y
también con el objetivo final de estos, que no es sino la reduccién de la infeccién en la

poblacién humana.
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Objetivos

El objetivo general de esta Tesis Doctoral fue profundizar en el conocimiento sobre la
epidemiologia de la infeccidon por Salmonella en el ganado porcino con el fin de implementar
nuevas estrategias de control que permitan reducir la incidencia de salmonelosis tanto en las
explotaciones porcinas como en la poblacién humana. Para ello se estudiaron distintos
aspectos de la dindmica de infeccidon por Salmonella relacionados con dos etapas concretas

del ciclo de produccion porcina: el periodo de destete y el de cebo.
Como objetivos mas especificos, se plantearon los siguientes:

I.  Evaluar la posibilidad de predecir el riesgo de excrecién de Salmonella en los cerdos
gue llegan al matadero a través del estudio del estatus de infeccién en la explotaciéon
durante el periodo de cebo, con el fin de poder aplicar medidas de control con

antelacion suficiente al sacrificio.

II.  Estudiar la eficacia de la administracidn en el pienso de butirato sddico durante la fase
de cebo para reducir la infeccién y excrecién de Salmonella de los cerdos destinados a

matadero.
[ll.  Cuantificar y caracterizar la infeccion por Salmonella en lechones destetados (4

semanas de vida) procedentes de granjas de cerdas reproductoras con una elevada

seroprevalencia frente a Salmonella.
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Summary

The risk of Salmonella shedding among pigs at slaughter with regard to their pre-
vious on-farm Salmonella status was assessed in a group of pigs from a farm from
NE of Spain. A total of 202 pigs that had been serologically monitored monthly
during the fattening period and from which mesenteric lymph nodes (MLN) and
faecal (SFEC) samples were collected at slaughter for Salmonella isolation were
included. A repeated-measures ANova was used to assess the relationship between
mean ODY% values during the fattening period and sampling time and bacteriol-
ogy on MLN and SFEC. Pigs were also grouped into four groups, that is pigs
seronegative during the fattening period and Salmonella negative in MLN (group
A; n = 69); pigs seronegative during the fattening period but Salmonella positive
in MLN (B; n = 36); pigs seropositive at least once and Salmonella positive in
MLN (C; n = 50); and pigs seropositive at least once but Salmonella negative in
(D; n = 47). Pigs shedding at slaughter seroconverted much earlier and showed
much higher mean OD% values than non-shedders pigs. The proportion of Sal-
monella shedders in groups A and D was high and similar (26.1% and 29.8%,
respectively), but significantly lower than that for groups B and C. The odds of
shedding Salmonella for groups B and C were 4.8 (95% CI = 1.5-15.5) and 20.9
(3.7-118) times higher, respectively, when compared to A. It was concluded that
a large proportion of Salmonella seronegative pigs may shed Salmonella at slaugh-
ter, which would be likely associated to previous exposure with contaminated
environments (i.e. transport and lairage). For pigs already infected at farm, the
likelihood of shedding Salmonella was much higher and may depend on whether
the bacterium has colonized the MLN or not. The odds of shedding Salmonella
spp. were always much higher for pigs in which Salmonella was isolated from
MLN.

© 2016 Blackwell Verlag GmbH e Zoonoses and Public Health, 2017, 64, 328-336
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Introduction

Pigs are considered the second most common source of
human salmonellosis (Pires et al., 2011; de Knegt et al,,
2015), the second most important zoonosis in the EU trans-
mitted through the consumption of food after campylobac-
teriosis (EFSA and ECDC, 2015). Salmonella is a ubiquitous
bacterium able to infect a wide range of animal species but
also to survive out of the animal reservoir for long periods.
In pig production, the environmental contamination of the
farm, originated either from infected pigs or from contami-
nated feed, vehicles, dirty boots, aisles, wildlife, etc. con-
tribute significantly to the Salmonella infection of pigs
(Fosse et al., 2009; Vico et al., 2011; Gotter et al.,, 2012;
Andrés-Barranco et al., 2014a), and the contamination of
the fattening unit appears as a critical point for Salmonella
infection of slaughter pigs (Blaha, 2010).

The role that infected pigs may have on carcass contami-
nation at slaughter is not clear (Berends et al., 1997). The
likelihood of a pig carcass being contaminated with Sal-
monella has much to do with the intrinsic abattoir charac-
teristics and the two major sources of Salmonella within the
slaughtering facility: (i) the already contaminated slaughter
environment and (ii) the inputs of Salmonella introduced
by contaminated or infected pigs (Argiiello et al., 2013). In
general, cross-contamination levels at slaughter are consid-
ered high and improved slaughter practices are required to
reduce them (see review in Argiiello et al., 2013).

Pigs arriving to the slaughter usually show a higher likeli-
hood of shedding Salmonella than control pigs remaining
at the farm (Berends et al., 1997; Hurd et al., 2002; Beloeil
et al,, 2004). This may be partly associated with the pres-
ence of Salmonella carrier pigs that begin shedding after
being exposed to stress-associated events such as the trans-
port or after being mixed with pigs from different batches
either at the truck or at lairage (Rostagno et al., 2003;
Scherer et al., 2008). In addition, non-infected pigs may
also get rapidly infected from contaminated trucks and/or
at lairage, as these environments are commonly highly con-
taminated with Salmonella spp. (Hurd et al., 2001a; Swa-
nenburg et al., 2001; Dorr et al., 2009). Newly infected pigs
will usually shed Salmonella in few hours, and thus, the
time spent during transport and at lairage is a potential fac-
tor that may favour shedding at slaughter (Berends et al.,
1996; Hurd et al, 2001b; Beloeil et al., 2004).

The presence of Salmonella shedders at slaughter is there-
fore an obvious source of Salmonella contamination for the
slaughter line regardless of further finding of contaminated
carcasses. The probability of a pig shedding Salmonella at
slaughter seems to be highly influenced by its previous Sal-
monella status. Thus, the main objective of this study was
to assess that probability considering different on-farm pig
Salmonella statuses.

© 2016 Blackwell Verlag GmbH e Zoonoses and Public Health, 2017, 64, 328-336
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Materials and Methods

Animal selection

The pigs belonged to a small fattening unit located in the
NE of Spain, one of the largest pig-producing regions in
Europe. The farm consistently showed a moderate-to-high
prevalence of Salmonella spp. infection (>20%) and had
been selected to carry out a series of field trials to assess the
efficacy of some feed additives for its control (Andrés-Bar-
ranco et al., 2015). All the selected pigs included in this
study were control pigs (i.e. those fed with the regular diet
without the feed additive) from six different field trials car-
ried out between June 2009 and September 2015
(=50 pigs/trial).

Sample collection and laboratory methods

Pigs from each field trial were distributed among four pens
(12-14 pigs/pen), individually ear tagged and monitored
monthly during the fattening period for the presence of
specific antibodies against Salmonella. Thus, blood samples
had been collected a total of four times, that is after one,
two and three months in the fattening unit and one last
blood sample taken one to 3 days before slaughter. Sera
were analysed with the HerdCheck® Swine Salmonella
ELISA (IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA).

At each blood sampling, on-farm faecal (OFEC) samples
were also collected from pigs that began defecating upon
personnel entry (=5 pigs/pen). Faeces were collected before
reaching the floor.

At slaughter, a minimum of 25 g of mesenteric lymph
nodes (MLN) and faecal (SFEC) samples was collected
from each pig for isolation of Salmonella spp. Bacteriology
was performed according to the EN ISO 6579:2002/
A1:2007 (Anonymous, 2007). A representative colony of
Salmonella spp. from positive MLN and FEC samples was
further serotyped at the National Reference Laboratory for
Animal Salmonellosis (Madrid, Spain) following the
White-Kauffmann-Le Minor scheme (Issenhuth-Jeanjean
et al.,, 2014).

Pulsed-field gel electrophoresis (PFGE) analysis (Ribot
et al., 2006) was performed to assess the genetic relatedness
of Salmonella serotypes isolated from both SFEC samples
and MLN from the same pig. Salmonella cells were immo-
bilized in agarose plugs (Lonza, Rockland, ME, USA) and
then lysed at 54° C during 1.5-2 h with gentle agitation
using sarcosyl (Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)
and proteinase K (Ambion Inc., Austin, TX, USA). After
washing the plugs, genomic DNA was digested with 10 U
of the restriction enzyme Xbal (Roche Diagnostics, Man-
nheim, Germany). DNA fragments were resolved in agarose
1% wiv gels. Pulsed-field gel electrophoresis was carried
out on a CHEF-DR III system (Bio-Rad, Hercules, CA,
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USA). The running conditions were 6 V/cm at 14° C in
0.5x Tris-borate-EDTA buffer for 17 h with pulse times
ramped from 2.2 to 63.8 s. Salmonella Braenderup H9812
(Culture Collection, University of Goteborg, Sweden) was
used as molecular size marker. After electrophoresis, the gel
was stained with GelRed. Gel images were captured on a
GeneFlash (Syngene Bio Imaging, Cambridge, UK), con-
verted into a tiff file and analysed with BioNumerics soft-
ware (version 6; Applied Maths, Austin, TX, USA) using
the Dice coefficient and the unweighted pair group method
with arithmetic averages (UPGMA dendrogram type) with
a position tolerance of 1.5% and optimization of 2.0%.

A total of 296 pigs were initially identified within these
six control cohorts, but only 202 presented all the samples
and were finally included in this study. Pigs were excluded
due to the lack of either SFEC samples because of missing
ear tags or logistic problems (77), or any of the on-farm
blood samples (17).

Statistical analyses

In a first step, the relationship between mean OD% values
during the fattening period and sampling time (within-sub-
ject factor), bacteriology on MLN and on SFEC (between-
subject factors) and the corresponding interactions among
factors was assessed by general linear models repeated-mea-
sures analysis of variance. Further, pigs were classified into
four groups according to serology and MLN colonization.
Given the low specificity of the ELISA tests when low cut-
off values were used (Vico et al., 2010), and as suggested in
previous studies (Nollet et al., 2005; Merle et al., 2011;
Methner et al., 2011), a cut-off value of OD% > 40 was
considered as the threshold to deem a pig as positive. Thus,
group A consisted of pigs always seronegative during the
whole fattening period and also negative for bacteriology in
MLN at slaughter (n = 69); group B included pigs always
seronegative during the fattening period but positive for
bacteriology in MLN at slaughter (n = 36); in group C were
all pigs that resulted seropositive in at least one of the blood
samplings and positive for bacteriology in MLN (1 = 50);
and group D included pigs seropositive in at least one of
the blood samplings but negative for bacteriology in MLN
(n = 47). The description of the groups is summarized in
Table 1.

Simple comparisons of the proportion of shedders
between groups were assessed by chi-squared analyses. The
overall relationship between these four groups and Sal-
monella shedding at slaughter was assessed by random-
effects logistic regression, where the outcome variable was
the presence/absence of Salmonella spp. in faeces (shed-
ding), and the explanatory variable was the group (A, B, C
and D). As pigs belonged to six different field trials (1-6)
and were clustered into pens within each trial, the trial was
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Table 1. Classification of the four groups (A, B, C and D) according to
serological and bacteriological results and results from bacteriological
sampling at farm

No. of No. of pig
possible sampledat  No. of pig
positive farm with positive
serological  Salmonella  (at least faecal samples
Group No. samples in MLN* once) (%)  atfarm (%)
A 69 0 - 54(78.3) 0
B 36 0 + 31(86.1) 1(3.2)
€ 50 1to4 + 39(78) 23(59)
D 47 1to4 - 40(85.1) 16 (40)

*Mesenteric lymph nodes (MLN).

included in the model as a potential confounding factor
and the pen as a random factor. All statistical analyses were
performed using srata software (STATA, StataCorp, L.P.,
USA). Significance was set at P-values <0.05.

Results

The repeated-measures anova analysis showed a significant
effect of sampling time (P < 0.01), bacteriology on SFEC
samples (P < 0.01) and the interaction between sampling
time and bacteriology on SFEC (P < 0.01) and sampling
time and bacteriology on MLN samples (P = 0.02) on OD
% values. Thus, after the first blood sampling, the mean
OD% value rose significantly in both groups; however, for
SFEC-positive pigs, the mean OD% values remained always
above 40. Overall, SFEC-positive pigs showed significantly
higher OD% values for the 2nd, 3rd and 4th blood
samplings than SFEC-negative pigs (Fig. 1).

60 -
50 |

401

30

Mean OD%

Salmonella spp. shedding at slaughter
o—o Negative
w—a Positive
0 1 1 1 I
30d 60d 90d

Sampling times (days)

Before slaughter

Fig. 1. Mean optical density percentage (OD%) values during the fat-
tening period for pigs with Salmonella-positive and Salmonella-negative
faecal samples at slaughter.

© 2016 Blackwell Verlag GmbH e Zoonoses and Public Health, 2017, 64, 328-336
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The proportion of shedders at slaughter in group A was
high and close to that in group D (26.1% and 29.8%,
respectively; P = 0.66), but significantly lower than the
proportion of shedders for groups B and C (63.9% and
84%, respectively; P < 0.01). On-farm faecal samples were
collected at least once during the fattening period from 54
pigs from group A, 31 from group B, 39 from group C and
40 from group D. No Salmonella spp. were isolated from
OFEC samples in group A, and only one pig (3.2%) was
found positive at farm in group B. However, for groups C
and D, 23 (59%) and 16 (40%) pigs, respectively, shed Sal-
monella while at farm (Table 1).

The results from the random effect logistic regression
indicated that the odds of shedding Salmonella at slaughter
for groups B and C was 4.8 (95% CI = 1.5-15.5) and 20.9
(3.7-118) times higher, respectively, when compared to

wm= Shedders
—=— Odds ratio (OR)

% shedders
Odds ratio

Pig group

Fig. 2. Relationship between Salmonella shedding at slaughter and on-
farm Salmonella status. Group A: pigs always seronegative during the
fattening period and also negative for bacteriology in mesenteric lymph
nodes (MLN) (n = 69); group B: pigs always seronegative during the fat-
tening period but positive for bacteriology in MLN (n = 36); group C:
pigs seropositive in at least one of the blood samplings and positive for
bacteriology in MLN (n = 50); group D: pigs seropositive in at least one
of the blood samplings but negative for bacteriology in MLN (n = 47).
Group A: reference category to estimate the Odds Ratio. **P < 0.01.

Salmonella Shedding at Slaughter

group A (P < 0.01). Figure 2 shows the proportion of pigs
shedding Salmonella spp. at slaughter in each of the four
groups (A, B, C and D) and their corresponding odd ratios
when compared to group A.

Overall, the odds of shedding Salmonella spp. at slaugh-
ter was 4.9 (95% CI= 2-12.3; P < 0.01) times higher for
MLN-positive pigs than for pigs for which Salmonella spp.
could not be isolated from MLN. When this comparison
was repeated only for pigs from groups with seropositive
results (i.e. groups C and D), the odds of shedding Sal-
monella spp. at slaughter were even higher for MLN-posi-
tive pigs (OR=10.3; 95% CI= 2.3-44.8; P < 0.01).

Serotyping was available for 104 (68.9%) of the 151 Sal-
monella isolates obtained at slaughter from groups B and C
(i.e. SFEC and MLN samples). The most frequent serotype
in group B was S. 4,[5],12:i:-, while in group C was S. Ris-
sen (Table 2). Salmonella isolates from paired SFEC and
MLN samples were serotyped for 14 pigs from group B and
36 from group C. A total of 9 (64.2%) Salmonella-infected
pigs from group B and 28 (77.7%) from group C showed
the same serotype in MLN and SFEC samples. Pulsed-field
gel electrophoresis analyses confirmed that 100% of the Sal-
monella isolates from SFEC samples in group B were genet-
ically similar (>90% homology) to those from MLN
(Fig. 3). This percentage was 96.4% for group C (Fig. 4).

Discussion

This study took advantage of secondary data on Salmonella
serology and prevalence collected from pigs from one fat-
tening unit which had been monitored in different field tri-
als as control animals. Thus, these pigs would reflect
somewhat the natural dynamics of the Salmonella pig infec-
tion in that fattening unit. The analysis of these data
allowed detecting a significant relationship between on-
farm serology and positive bacteriology on SFEC samples.

Table 2. Number and distribution of Salmonella serotypes in groups B and C according to type of sample

Group B Group C

SFEC MLN SFEC MLN Total
Serotype n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Typhimurium 2(8.7) 1(2.7) 17 (40.5) 13(26) 33(21.9)
4,[5], 12:i- 8(34.9) 14 (38.9) 3(7.1) 7(14) 32(21.2)
Rissen 3(13) 2(5.7) 16 (38.1) 16(32) 37 (24.4)
Derby 1(4.3) 0(0) 0(0) 0(0) 1(0.7)
Thompson 0(0) 12.7) 0(0) 0(0) 1(0.7)
No serotyped 9(39.1) 18 (50) 6(14.3) 14(28) 47 (31.1)
Total 23 (100) 36 (100) 42 (100) 50(100) 151 (100)

SFEC, slaughter faecal samples; MLN, mesenteric lymph nodes samples.

Group B: pigs always seronegative during the fattening period but positive for bacteriology in MLN (n = 36). Group C: pigs seropositive in at least one

of the blood samplings and positive for bacteriology in MLN (n = 50).

© 2016 Blackwell Verlag GmbH e Zoonoses and Public Health, 2017, 64, 328-336
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— a[5)12i-  11/FEC Fig. 3. Dendrogram showing the genetic
4[5),12i-  06/MLN relatedness between Salmonella isolates
S 4[s)12:0-  12FEC from faecal (FEC) and mesenteric lymph
L Rissen 25/FEC nodes (MLN) samples from infected pigs
Rissen 25/MLN

Although both, the SFEC-positive and SFEC-negative
groups, experienced a similar serological pattern, with a
sharp increase of mean OD% values at the second sampling
(60 days on fattening), SFEC-positive pigs always showed
much higher mean OD% values from the 2nd to the last
sampling than SFEC-negative pigs (Fig. 1). Thus, the use of
a high cut-off value may help for discriminating potential
shedding from non-shedding pigs. Time of sampling also
appeared to be influencing the OD% values, which would
correspond with the progression and maintenance of the
infection in the fattening unit. The SFEC-positive pigs sero-
converted much earlier and showed much higher OD%
values than SFEC-negative pigs, suggesting that on-farm
infection plays an important role in the shedding at
slaughter.

To further study the reasons why pigs shed Salmonella
at slaughter, pigs were grouped into four groups based on
serology and bacteriology on MLN. A large proportion
(26.1%) of pigs within group A, which could be consid-
ered as Salmonella non-infected pigs, ended up shedding
Salmonella at slaughter. However, this unexpected high
percentage of shedders in this group should not be consid-
ered the consequence of pig misclassification. The sensitiv-
ity of the EN ISO 6579:2002/A1:2007 on MLN, as
performed in our laboratory, is quite high (=87%;
Mainar-Jaime et al,, 2013) and, although some false-nega-
tive serological results could be expected, the repeated
observation of negative serological results along the fatten-
ing period suggested that the pigs remained uninfected. In
addition, all the OFEC samples collected from these pigs
were Salmonella negative. All these results clearly indicated
that the chance of misclassification should be considered
negligible.
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from group B.

The shedding of Salmonella in this group could be either
the consequence of the exposure of non-infected pigs to
Salmonella-contaminated environments during transport
or lairage, and the likely transient passage of the ingested
salmonellae through the intestine (Gradassi et al., 2015), or
a very recent Salmonella infection that has not reached the
MLN. The invasion of gut-associated lymph nodes (i.e.
MLN) seems to be a function of the dose of exposure and
Salmonella ability to invade deeper tissues (i.e. more inva-
sive Salmonella strains) (Kranker et al., 2003; Osterberg
et al., 2009; Methner et al., 2011). The area where this work
was carried out is characterized by a high farm prevalence
of Salmonella infection (Vico et al., 2011), and truck and
lairage contamination was expected as strict hygiene and
disinfection measures were not usually taken (authors’
observations).

Pigs exposed to Salmonella-contaminated environments
can get infected in few hours (Berends et al., 1996; Hurd
et al., 2001b; Boughton et al., 2007), although the develop-
ment of specific antibodies (IgG) may not be observed until
after 7-14 days post-infection (Nielsen et al., 1995; van
Winsen et al,, 2001). Thus, serologically negative pigs that
were MLN-positive (i.e. group B) should be considered as
recently infected pigs, either at farm (approximately within
the last 2 weeks of fattening) or during transport and/or
lairage. Only one pig within this group (3.2%) was found
shedding Salmonella spp. at farm, supporting this
conclusion.

Recently infected pigs may become Salmonella shed-
ders quickly after infection and for a median of 14 days
(Pires et al., 2013), after which they usually turn into a
stage of intermittent shedding (Nielsen et al, 1995;
Kranker et al., 2003; Scherer et al, 2008). Thus, as
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PFGE

Fig. 4. Dendrogram showing the genetic
relatedness between Salmonella isolates
from faecal (FEC) and mesenteric lymph
nodes (MLN) samples from infected pigs
from group C.

expected, the proportion of shedders in group B was
significantly higher (63.9%) than that for group A. In
14 pigs from group B, MLN- and SFEC-positive samples
were serotyped and PFGE analysed, and most of them
(64%) shed the same Salmonella strain that was detected
in their MLN (Fig. 3), supporting the occurrence of new
infections. Pigs within this group that showed different
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4[8),12:0:- 03/MLN
4,[5],12:i- 04/MLN
4[85], 12 03/FEC
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Typhimurium  0S/FEC
Typhimurium  C5/MLN
Typhimurium  13/FEC
Typhimurium ~ 13/MLN
Typhimurium  14/FEC
Typhimurium  14/MLN
Typhimurium  15/FEC
Typhimurium 15/MLN
Typhimurium  16/FEC
Typhimurium  16/MLN
Typhimurium  17/FEC
Typhimurium  17/MLN
Typhimurium ~ 18&/FEC
Typhimurium ~ 1&/MLN
Typhimurium  19/FEC
Typhimurium  19/MLN
Typhimurium  20/FEC
Typhimurium  20/MLN
Typhimurium ~ 21/FEC
Typhimurium  21/MLN
Typhimurium ~ 22/FEC
Typhimurium  22/MLN
Typhimurium  23/FEC
Typhimurium  28/MLN
Rissen 31/FEC
Rissen 31/MLN
Rissen 32/FEC
Rissen 32/MLN
Rissen 3IFEC
Rissen 33/MLN
Rissen 34/FEC
Rissen 34/MLN
Rissen 35/MLN
Rissen 36/FEC
Rissen 36/MLN
Rissen 24/FEC
Rissen 24/MLN
Rissen 27/FEC
Rissen 27/MLN
Rissen 28/MLN
Rissen 20/MLN
Rissen 30/FEC
Rissen 29/FEC
Rissen 28/FEC
Rissen 30/MLN
Rissen 26/FEC
Rissen 26/MLN
Rissen 35/FEC

serotypes in MLN and SFEC samples (36%) may have
actually suffered simultaneous infections by different Sal-
monella strains, as previously reported in pigs (Garrido
et al,, 2014).

The proportion of shedders at slaughter in group B was
significantly lower than that in group C (84%). Pigs from
group C showed positive serology during the fattening
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period and many of them (59%) had shed Salmonella at
least once while at farm; therefore, these pigs were most
likely infected in the farm (probably at least 2 weeks before
slaughter). As indicated by their positive bacteriology on
MLN, all these pigs remained infected up to slaughter. The
higher proportion of shedders in this group may be the
result of the recrudescence of previous on-farm infections
(as suggested by the repeated-measures analysis), along
with new infections occurring during the transport and/or
lairage. Indeed, multiple infections by different Salmonella
strains were also common in this group, as 25% of the pigs
showed different serotype or PFGE pattern in MLN and
SFEC samples (Table 2, Fig. 4).

Pigs within group D had been seropositive at least
once during the fattening period, although most of them
(55.3%) were seropositive twice or more times (results
not shown). A large proportion (40%) of the sampled
pigs within this group shed Salmonella while at farm, but
in none of these pigs, Salmonella could be isolated from
MLN, despite the fact that bacteriological analysis was
performed twice on MLN samples to increase culture
sensitivity. Serologically positive pigs that are bacteriolog-
ically negative in MLN have been reported elsewhere
(Kranker et al., 2003; Methner et al, 2011; Gradassi
et al., 2015). Self-cure has been suggested for some
authors as a possible explanation for this situation (Kran-
ker et al., 2003), while others simply assume that this
health status is biologically possible because pigs can have
an antibody response even when not infected (Gradassi
et al., 2015). In this study, the majority of the pigs within
this group showed very high OD% values (i.e. >50) for
the last three blood samplings, which would suggest the
presence of an active immune response, therefore self-
cure seemed unlikely.

It has been reported that when 42-day-old pigs are
experimentally infected with S. Typhimurium, infection
can persist until market age, but the pathogen is recovered
mostly from tonsils and ileum (Scherer et al., 2008). It
appears that gut-associated lymphoid tissue would be less
sensitive for the detection of Salmonella-infected pigs than
other type of samples such as caecal content (Nielsen et al.,
1995; Boughton et al., 2007). It is therefore possible that
pigs within group D were actually infected, but MLN was
not the most appropriate sample to assess Salmonella infec-
tion status. In fact, Salmonella would be isolated from ileo-
caecal lymph nodes only in a moderate proportion
(between 25% and 38%) of infected pigs (Scherer et al.,
2008; Methner et al., 2011).

The proportion of shedders at slaughter for group D
(29.8%) was significantly lower than for groups B and C,
but close to that in group A, likely emphasizing the impor-
tance of the presence of Salmonella in MLN to trigger the
shedding at slaughter. The odds of shedding Salmonella
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spp. were always much higher for MLN-positive pigs, high-
lighting the importance that stress factors may have in par-
ticular on those pigs in which Salmonella had already
colonized the MLN.

In conclusion, interpreting the relationship between the
on-farm Salmonella status of a pig and its likelihood of
shedding the bacterium at slaughter is complex, as Sal-
monella shedding seemed to depend on several factors such
as seroconversion, cut-off value used, truck and lairage
contamination, and bacteriological results on MLN. Pigs
showing consistent seronegative results during the fattening
period may end up shedding Salmonella at slaughter if they
are exposed to highly contaminated environments. Thus,
shorten periods of transport and lairage and good hygiene
of truck and holding pens may help to prevent shedding.
Regarding seropositive pigs reaching the slaughter, their
likelihood of shedding Salmonella is much higher, but it
may depend upon where the infection is located. These
results suggest that when Salmonella has colonized the
MLN, the probability of shedding at slaughter is signifi-
cantly greater.
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1 | INTRODUCTION

Summary

Most swine Salmonella national control programmes in Europe have been based on the
categorization of herds according to risk levels based on serological results. However,
none of the non-Scandinavian countries have reported of any significant success on
Salmonella infection reduction in fattening pigs or the number of human cases attribut-
able to pigs or pork. The limited accuracy of the tests used, the small number of ani-
mals sampled and the likely lack of herd representativeness of the samples used could
be major factors affecting the suitability of these programmes. Focusing on minimizing
Salmonella shedding at slaughter appears more important to prevent human infections
than focusing on detection of seropositive pigs/herds at this stage. This study as-
sessed whether performing on-farm serology may help to predict shedding at slaugh-
ter. Between 2010 and 2016, pigs from six cohorts from a Salmonella-positive herd
were bled at 30, 60 and 90 days on fattening and before slaughter, and faecal samples
collected at slaughter. Serology on days 60, 90 and before slaughter predicted some-
what shedding at slaughter with no significant differences among them. Pigs with
higher OD% values at these point times would have higher risk of shedding when ar-
riving to slaughter. The probability of shedding for a pig sampled on day 90 and show-
ing an OD% value of 10 was 43%, and the risk increased up to 65% if the OD% was
40. Concluding, on-farm serology may help to determine to some extent the risk of
Salmonella shedding at slaughter from seropositive fattening units, which would allow
for prompt on-farm and slaughter interventions to reduce the likelihood of slaughter
contamination with Salmonella.

KEYWORDS
control programmes, Salmonella, serology, swine

preventing Salmonella contamination of the whole production chain.
Pigs were for first time considered as a potential source of human

In the mid-1950s, Sweden experienced severe Salmonella outbreaks,
and contaminated animal products were associated with these out-
breaks (Lundbeck, Plazikowski, & Silverstolpe, 1955). This prompted
the beginning of the first comprehensive Salmonella National Control
Program in Europe (Wierup, 2006). The objective of the Swedish
Salmonella control programme was to deliver animal products for
human consumption free from Salmonella, and it was based on

salmonellosis. Recently, the contribution of pigs to human salmonel-
losis in the EU has been quantified, and it is now considered as its
second major source (de Knegt, Pires, & Hald, 2015; Pires, Knegt, &
Hald, 2011).

After the Swedish control programme, other Scandinavian countries
followed suit with Denmark, one of the major European pig-exporting
countries, starting its own programme in 1995 (Mousing etal.,
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1997). The success of the Scandinavian programmes along with new
European regulations (Regulation -EC- No 2160/2003 on the control
of Salmonella and other specified food-borne zoonotic agents) triggered
the implementation of national control programmes in other European
countries (Germany and United Kingdom in 2002, Ireland in 2003, the
Netherlands in 2005 and Belgium in 2007; Anonymous, 2008; Blaha,
2003; Hanssen, Swanenburg, & Maassen, 2007; Méroc et al., 2012). In
general, these programmes were mostly based on the Danish model,
with the use of serology as the cornerstone of all them. In brief, a small
number of pigs are sampled annually, usually at slaughter (blood or
meat juice), and pig farms are characterized within different risk cat-
egories (I, Il, and Ill) based on some sort of estimation of a weighted
seroprevalence (levels of infection may vary widely among batches and
years), with those farms with higher seroprevalence (i.e. category Ill)
being considered the “highest-risk” herds. Farmers from these farms
are encouraged to initiate herd-specific activities aimed at reducing
their risk level, that is, at decreasing the exposure to Salmonella, so they
can reduce seroprevalence and move to lower categories.

Although some positive achievements have been reached after
the implementations of these programmes, to the authors’ knowledge,
none of the non-Scandinavian countries has reported of any overall sig-
nificant success on Salmonella infection reduction in fattening pigs or
on the number of human cases attributable to pigs or pork. On the con-
trary, United Kingdom suspended its meat juice testing for Salmonella
antibodies in 2012 and moved towards an “on-farm risk assessment”
approach based on a scoring system (Anonymous, 2012). Belgium dis-
continued its serological programme in 2015 but kept advisory veter-
inarians on the field (Brossé, 2015). Germany, although still keeps the
original programme based on serology and herd categorization, has not
detected a significant reduction in category Il farms (Blaha, 2017).

There are many country-specific factors that may be responsi-
ble for the lack of success of these programmes, but a major and
common contributor to all of them may have relied on serological
tests of limited diagnostic accuracy. Several studies have shown the
lack of correlation between serological and microbiological results
for detection of pig salmonellosis at the individual level (Farzan,
Friendship, & Dewey, 2007; Funk, Harris, & Davies, 2005; Methner,
Rammler, Fehlhaber, & Rosler, 2011; Nollet et al., 2005; Vico, Engel,
Buist, & Mainar-Jaime, 2010). The variability associated with the use
of different ELISAs or matrices (serum or meat juice) has been also
reported (Farzan et al., 2007; Mainar-Jaime, Atashparvar, Chirino-
Trejo, & Blasco, 2008; Mejia, Casal, Mateu, & Martin, 2005; Vico &
Mainar-Jaime, 2011). Thus, the bias assumed when these ELISAs are
used on individuals should be translated to the herd level as well,
which probably make them unsuitable for proper herd risk charac-
terization (Gradassi et al., 2015; Serensen, Alban, Nielsen, & Dahl,
2004; Vico etal., 2010). The small sample size usually considered
(between 36 and 100 pigs/year) for an infection whose presentation
varies among batches and years, and the lack of representativeness
of the on-farm animal distribution, as pigs are usually sampled at
slaughter, are factors that also may have contributed to increase that
bias. The wrong Salmonella characterization of a pig herd certainly
leads to a misperception of its actual Salmonella risk. In addition,
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e Most swine Salmonella national control programmes in
Europe have failed to report any significant success on
Salmonella infection reduction in fattening pigs or the
number of human cases attributable to pigs or pork.
On-farm serology may help to predict to some extent the
probability of a pig shedding Salmonella at slaughter.

The use of on-farm serology would allow for prompt on-

farm and slaughter interventions to reduce the likelihood
of slaughter contamination with Salmonella.

the lack of good, reliable and cost-effective on-farm interventions
may also explain in part the lack of success of these programmes, as
the efficacy of the different interventions seems to be very variable
(FAO-WHO, 2015). Thus, a new approach may be needed to tackle
this problem, and, if serology has to be used, then, it seems reason-
able to look for a different role for it.

The sources of carcass contamination are multiple, and global ap-
proaches considering the whole food chain (i.e. from stable to table)
are required (Alban & Stark, 2005), but the presence of Salmonella
in the pig's faeces is with no doubt a major source of slaughter and
carcass contamination (Argtello, Alvarez~0rdoﬁez, Carvajal, Rubio, &
Prieto, 2013; Swart, Simons, Evers, Snary, & Swanenburg, 2015). Thus,
for the pig farms, one of the most important objectives to address
should be the reduction in the proportion of pigs shedding Salmonella
that arrive to the slaughterhouse. Indeed, a reduction in Salmonella
loads in the guts of slaughtered pigs might help to reduce the pro-
portion of contaminated carcasses in the slaughter (Pesciaroli et al.,
2017). The slaughter plants should, in turn, maintain strict hygienic
measures (i.e. improving singeing procedures, reducing probability of
cross-contamination at degutting and handling), as these measures
are likely the best way to reduce the number of contaminated car-
casses (Alban & Stark, 2005). Therefore, focusing on the prevention
of Salmonella shedding when pigs arrive to the slaughterhouse may
be an initial step far more important than focusing on detection of
seropositivity at this stage.

It has been observed that pigs shedding Salmonella at slaughter
seroconverted earlier during the fattening period than non-shedders
pigs (Casanova-Higes, Andrés-Barranco, & Mainar-Jaime, 2017a),
which may help to predict the risk of shedding at slaughter. Thus, in
this study, we assess whether performing on-farm serology may help
to predict shedding at slaughter and, if so, when, during the fattening
period, serology would predict it better.

2 | MATERIAL AND METHODS

2.1 | Animal selection and sample collection

This study takes advantage of results from six field trials carried
out between 2010 and 2016 in a small fattening unit (N = 110) to



224
24 | WiLEY

Publicacion Il

MAINAR-JAIME et AL

TABLE 1 Proportion of slaughter pigs shedding Salmonella and infected with Salmonella (presence of the bacterium in mesenteric lymph

nodes.-MLN-) for each batch of pigs analysed

Batch (no. of pigs)

A(25) B(28) C(49) D (48) E (41) F(42)
% of shedders at 60 (39.4, 80.6) 21.4(5.2,37.6) 69.4(66,82.8) 75(62.3,87.7) 9.7(0.3,19.2) 14.3 (3.2, 25.3)
slaughter (95%Cl)
% of carrier pigs in MLN 76 (58, 94) 18.5(2.8,34.2) 40.8(26.5, 55.1) 68.7(55.1, 82.3) 7.3(0,15.3) 40.5 (25,55.9)

at slaughter (95%Cl)

assess the efficacy of the addition to the pig feed of different prod-
ucts for the control of Salmonella infection. The pigs considered for
the study belonged to six control groups (i.e. groups on which no
interventions were carried out) included in those field trials (here-
inafter batches A to E). Each batch of control pigs included =50
pigs. The farm was located in the NE of Spain and was known to be
Salmonella positive.

Pigs had been individually identified by ear tags, and only those
that had been blood sampled at 30 (30d), 60 (60d) and 90 (90d)
days in the fattening unit and within 3 days before slaughter (ap-
proximately 1 month from last sampling), and for which a minimum
of 25 g of faecal (FEC) samples were collected at slaughter, were
considered for this study. In addition, 25 g of mesenteric lymph
nodes (MLN) was also collected at slaughter from these pigs to de-
termine their infection status.

Serum was obtained after blood clotting and kept at -20°C
until analysed. The HerdCheck Swine Salmonella ELISA (IDEXX
Laboratories, Westbrook, ME, USA) was used for detection of anti-
bodies against Salmonella spp., and results expressed as OD% val-
ues following manufacturer's instructions. Bacteriology on FEC and
MLN samples was performed according to the EN ISO 6579:2002/
A1:2007 (Anonymous, 2007).
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FIGURE 1 ELISA median OD% values and their corresponding
95% confidence intervals for pig serum samples collected on day 30
(30d), 60 (60d) and 90 (90d) on fattening and before slaughter (bs) for
six batches of pigs (A-F)

2.2 | Statistical analysis

Median OD% values and their corresponding 95% confidence inter-
vals were estimated for each sampling time and for each batch of
pigs. Overall estimates of prevalence of shedding (FEC +) and infec-
tion (MLN +) at slaughter were also calculated for each batch.

The relationship between OD% values (log-transformed) at each
sampling time (30d, 60d, 90d and before slaughter) and shedding at
slaughter was assessed by logistic regression analysis after adjust-
ing by batch. When a significant association was found, Receiver
Operating Characteristic (ROC) curves were constructed, and the
area under the curve (AUC) estimated. Estimates of probability of
shedding Salmonella were calculated from the logistic regression
equations. The relationship between being a MLN-positive pig and
shedding at slaughter was also assessed by logistic regression anal-
ysis. All statistical analyses were performed with STATA software
(STATA, StataCorp, LP, USA).

3 | RESULTS

3.1 | Overall estimates

Of a total of 306 pigs, 233 (76.1%) met the inclusion criteria and were
included in the study. For 55 of them, no information was available
on shedding at slaughter, and 18 lacked some serological data. The
number of sampled pigs varied among batches, with a minimum of
25 (52%) pigs for batch A and a maximum of 49 (96%) for batch C
(Table 1). Overall, a total of 101 (43.3%; 95%Cl: 36.9, 49.8) pigs were
shedding Salmonella spp. at slaughter, and in 97 (41.8%; 95%Cl: 35.4,
48.2), Salmonella spp. was isolated from MLN. Results on prevalence
of shedding and infection by batch are shown in Table 1. An over-
all positive significant relationship between being a MLN-positive
pig and shedding Salmonella at slaughter was also found (OR = 4.2;
Cl95%: 2.02-8.57; p < .001).

Serological results differed among batches. The OD% values for
pigs from the batches B and C remained quite low (medians around
or below 10%) for all sampling times. In contrast, for batches A, D and
F, OD% values increased significantly after first sampling on day 30
(Figure 1). For batch E, OD% values remained similar along the fatten-
ing period with some increase in the last sampling.

No relationship was observed between OD% values and shed-
ding at slaughter when serum samples were collected on day 30 on
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FIGURE 2 Receiver Operating Characteristic (ROC) curves
estimated for prediction of shedding when an ELISA test was used on
serum samples collected at 60 and 90 days on fattening and before
slaughter

fattening (p=.79). However, a positive significant relationship was
found between OD% values and shedding at slaughter for samplings
on days 60, 90 and before slaughter (p values of .009, .004 and .004,
respectively). Thus, the use of the ELISA at day 30 on fattening was not
considered for further analysis.

3.2 | ROC analysis and estimates of probability of
Salmonella shedding

Figure 2 depicts the ROC curves for the ELISA test with regard to
shedding at slaughter when performed at 60 and 90 days on fattening
and before slaughter. Table 2 shows the AUCs for these ROC analy-
ses. No differences were observed regarding AUC among these three
sampling times.

As batches B and C presented very low OD% values along the en-
tire fattening phase, a further ROC analysis was performed only with
those batches that showed some increase in OD% values along this
period (A, D, E and F). Results remained similar although the AUC for
the different sampling times increased somewhat (Table 2).

Estimates of the probability of shedding Salmonella spp. at slaugh-
ter with regard to OD% values for pigs sampled on day 90 of the fat-
tening period from batch A are shown in Figure 3. When all batches
were considered the probability of shedding Salmonella spp. for a pig
showing an OD% = 10 was as high as 42.8%. When only batches that
showed some increase in OD% values during the fattening period
were included (batches A, D, F and E), this probability was slightly
lower (39.7%; Figure 3).

4 | DISCUSSION

Pig salmonellosis is increasingly related to human salmonellosis (Snary,
Swart, & Hald, 2016) being probably the most important zoonotic in-
fection of pigs now. The main aim of any swine Salmonella control
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TABLE 2 Areaunder the curve (AUC) from the ROC analyses
assessing the accuracy of ELISA test results for predicting shedding
at slaughter when serum was collected at three different sampling
times along the fattening period

Only batches A, D, E

Day of andE

serum
sampling AUC

All batches

95%Cl (AUC) AUC
0.844

95%Cl (AUC)

60 days on 0.829 0.78,091

fattening

0.77,0.88

90 days on 0.835 0.860 0.80, 0.92

fattening

0.78,0.89

0.835

0.78,0.89

Before 0.876 0.82,0.93

slaughter

100 4

60 -

Prob. shedding (%)

0 10 20 30 40 50 60 70 80 9 100
OD%

—— Batches AtoF  ~====-- Batches A, D, Eand F

FIGURE 3 Estimated probability of shedding at slaughter for a
pig with regard to the OD% value on serum when pigs from batch
Awere blood sampled on day 90 of the fattening period. Estimates
are calculated for all the batches together (A-F) and only for those
batches that showed increasing OD% values along the fattening
period (A, D, E and F)

plan should then be to contribute to the reduction in the incidence
of human salmonellosis. Had on-farm serology be useful for predict-
ing Salmonella shedding at slaughter, then it may help to reduce the
risk of abattoir contamination and the subsequent carcass contamina-
tion, which is the most likely source of contamination of pork and pork
products.

Pig salmonellosis is an infection highly variable because depends
on the concurrence of a large variety of factors related to the pig,
the farm, the environment, the slaughter, etc., which may vary within
and among years (Fosse, Seegers, & Magras, 2009). For that reason,
in the current approach, national control programmes usually rely on
a weighted mean seroprevalence to characterize pig farms after sev-
eral consecutive samplings (Anonymous, 2008; Blaha, 2003; Hanssen
et al., 2007; Méroc et al., 2012; Mousing et al., 1997). In this study,
carried out along six almost consecutive years on a fattening unit
known to be Salmonella positive and from an area of high preva-
lence of Salmonella in pigs (Vico et al., 2011), results among batches
differed largely, representing this expected variability somehow.
Serological results showed different on-farm pig Salmonella exposure
experiences among batches. In batches B and C, the low OD% values
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observed suggested that Salmonella hardly circulated within the unit.
Interestingly, the proportion of pigs shedding Salmonella at slaughter
was relatively high or very high (21.4% in B and 69.4% in C), and the
prevalence of infection also followed the same pattern (18.5% and
40.8%, respectively). It appears that pigs in batch B, and particularly in
batch C, would have been infected at the end of the fattening period,
i.e. within the last 10-15 days before slaughter, or during transport or
lairage, with no time to develop detectable antibodies (IgG) (Nielsen,
Baggesen, Bager, Haugegaard, & Lind, 1995; van Winsen et al., 2001).
This would explain why pigs remained seronegative but many were
MLN-positive and also shed Salmonella at slaughter. As pigs usually
shed Salmonella right after the initial infection and for some days and
then become intermittent shedders (Beloeil et al., 2003; Nielsen et al.,
1995; Scherer et al., 2008), the use of on-farm serology at any time
point during the fattening period would have been virtually useless in
these two batches.

In contrast, pigs from batches A, D and F experienced a signifi-
cant increase in OD% values after the first sampling on day 30, which
was compatible with the circulation of Salmonella on the farm and
pigs being exposed to the bacterium. In all these batches, the pro-
portion of both infected and shedding pigs was high (Table 1). In this
scenario, shedding at slaughter would have been associated not only
to early on-farm infections likely exacerbated by the stress induced
by the transport to the slaughterhouse and the lairage (Argtiello et al.,
2013), but also to some new infections occurring close to the date of
slaughter. All together would explain the overall positive highly signif-
icant association observed between infected pigs (i.e. MLN-positive)
and Salmonella shedding at slaughter (OR = 4.2; CI95%: 2.02-8.57;
p <.001). Pigs from batch E kept OD% values relatively low and fairly
constant along the fattening period, which was consistent with mod-
erate levels of infection and shedding at slaughter (7.3% and 9.7%, re-
spectively). In this latter situation, few new cases of infection seemed
to have occurred during transport or lairage.

To explore the potential that on-farm serology may have to pre-
dict Salmonella shedding at slaughter considering this variability in
scenarios, this study considered all the batches in a first step. Logistic
regression and ROC analyses were used for assessing the relationship
between on-farm serological results obtained from pigs at different
time points during the fattening period and shedding at slaughter. A
variable number of pigs were analysed within each batch due to the
different availability of complete serological and microbiological infor-
mation from the pigs in each batch, i.e. from a minimum of 52% of the
pigs with complete information in batch A to a maximum of 96% in
batch C. The number of pigs included in each batch and the lack of as-
sociation between the inclusion criteria and the pig serological status
(data not shown) suggested that the sample used was representative
of the whole batch.

Serological results at the beginning of the fattening period, i.e. on
day 30 of fattening, appeared to be useless for the objective of pre-
dicting shedding at slaughter. This was an expected result as many pigs
at 30d may not have getting in contact with Salmonella yet, and some
seropositive pigs at this time may have become seronegative before
arriving to the slaughter (van der Wolf et al., 2001). Thus, sampling

pigs on day 30 of fattening seems to be too early in order to get a
proper picture of what the shedding status of the batch would be at
slaughter. However, and despite serological and microbiological re-
sults from batches B and C, an overall significant positive correlation
was observed between serology when serum samples were collected
at 60, 90 days on fattening or just before slaughter and Salmonella
shedding at slaughter.

Analysing pig serum in any of the last three sampling times yielded
similar results as indicated by their corresponding AUC. Pigs with
higher OD% values at these point times would have higher risk of
shedding when arriving to slaughter (Figure 3). When all batches were
considered in the analysis, the probability of shedding Salmonella at
slaughter for a pig from batch A, sampled on day 90, and presenting
an ELISA OD% value of 10 was around 43%. This risk increased sig-
nificantly up to 65% if the pig had an OD% of 40. When the analysis
was carried out only with the batches that experienced an increase in
0OD% values after the first sampling (i.e. excluding batches B and C),
the risk of shedding tended to be slightly lower for low OD% values
(39.7% for an OD% = 10) and remained similar for OD% values of 40
(Figure 3). These latter estimates appeared to be somewhat more re-
alistic as those batches of pigs that were likely infected close to the
date of slaughter were not included. As for these pigs serology is not
able to predict Salmonella shedding at slaughter, then it is reasonable
to expect that the analysis with all the batches will yield biased re-
sults towards increasing the risk of shedding for pig showing low OD%
values. Had infection during transport and lairage be prevented, the
ability of on-farm serology to predict shedding at slaughter would have
surely improved.

Bearing in mind the limitations of this study, which was re-
stricted to a single farm sampled in different years, its results should
be taken with caution. Overall, they suggest that for infections oc-
curring time ahead of the slaughter date (between 15 and 45 days
before), on-farm serology may be of help to determine to some
extent the risk of Salmonella shedding at slaughter. To achieve this
objective, a representative sample of pigs should be selected from
the batch of interest. Once the potential risk of shedding has been
determined for a batch, on-farm interventions could then be sched-
uled ahead of time to try to mitigate the probability of shedding
when pigs arrive to slaughter. For example, the addition of organic
acids to the feed, water or both may help to reduce Salmonella shed-
ding (Calveyra et al., 2012; Creus, Pérez, Peralta, Baucells, & Mateu,
2007; Lynch et al., 2017), but this strategy will surely require long
periods of treatment, at least 4 weeks, before any positive effect
is detected (Casanova-Higes, Andrés-Barranco, & Mainar-Jaime,
2017b). Thus, on-farm serum sampling could be performed any time
after 60 days on fattening and until 2-3 days before slaughter, but
as sooner the serum is collected and analysed, more time will be
available to implement this type of strategy and higher the likelihood
of obtaining some positive effects. In addition, being the slaughter
aware of the risk, additional interventions could be implemented
such as special transport, separate lairage and logistic slaughter. A
combined farm/slaughterhouse approach would likely have cumula-
tive benefits (Swart et al., 2016). This approach would also benefit
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from a more precise serological characterization of the pig farms as
proper representative serum samples of the pigs in the batch will be
collected. Farms presenting low OD% values on day 90 would be
expected to remain so for the rest of the fattening period if nothing
wrong happens during the time remaining before slaughter. But as
pigs showing consistent seronegative results during the fattening
period may end up shedding Salmonella at slaughter if they are ex-
posed to highly contaminated environments (Casanova-Higes et al.,
2017a), appropriate disinfection of trucks and lairage areas should
be guaranteed for these pigs to try to prevent late infections and
further shedding. A large-scale study to confirm the potential of this
approach to reduce Salmonella shedding at slaughter is warranted.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Organic acids (OA) are seen as an alternative to antibiotics to reduce the burden of en-
Feed teropathogens. Two replicates of a field trial were carried out to assess the effect of the addition
Organic acids of protected sodium butyrate (PSB) to the feed (dose of 3 kg/T) along the fattening period on the

Salmonellosis
Sodium butyrate
Swine

dynamics of Salmonella spp. infection in pigs. In each trial, around 50 pigs were assigned to a
treatment group (TG) and 50 kept as controls (CG). Pigs were serologically monitored monthly
and on-farm fecal samples and fecal and mesenteric lymph nodes (MLN) samples at slaughter
were collected. In the first replicate, pigs became probably infected with Salmonella before the
addition of PSB to the feed, but despite of that an overall lower proportion of shedders along the
end of fattening period and lower seroprevalence before slaughter (50% vs. 89.6%; P < 0.001)
was observed in the TG. In the second replicate, few pigs shed Salmonella during the trial, which
precluded the finding of significant differences between groups for both Salmonella infection and
shedding, but the seroprevalence at slaughter in the CG was again significantly higher than in the
TG (31.1% vs. 13.7%, respectively; P = 0.02) and it was related to a higher proportion of
shedders and MLN-positive pigs. When results from both trials were analyzed together, a sig-
nificant increasing risk of shedding in the CG was observed at 90 days of fattening and at
slaughter, and an overall significant decreasing trend in OD% values and thus in seroprevalence
was also observed when pigs approached to slaughter. In conclusion, the dietary administration
of this PSB during the whole fattening period was able to reduce significantly the seroprevalence
in the TG, which may reflect a positive effect on the control of Salmonella at the end of the
fattening period.

1. Introduction

Human salmonellosis is considered the second most important foodborne infection in the European Union (EFSA and ECDC,
2016), and pigs and products thereof are considered one of the most important sources of infection for humans (De Knegt et al.,
2015). In the pig industry, salmonellosis and other bacterial enteric diseases have been traditionally prevented with the use of
antimicrobials, which may have favored the selection for antimicrobial resistance (AR) (Davies and Davies, 2010).

Drug-resistance in non-typhoidal Salmonella is climbing and it is now considered a matter of concern (CDC, 2013). As examples,
high resistance to aminoglycosides, antimicrobials critically important for human medicine, was first discovered in Spain in 2005 in
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an E. coli isolate of pig origin (Gonzalez-Zorn et al., 2005) and further detected in Salmonella isolates (Folster et al., 2009). Likewise,
new plasmid-mediated resistance to colistin, a last-resource antibiotic for Gram-negative human infections, was first found in the
Enterobacteriaceae family in 2015 (Liu et al., 2016). Aminoglycosides and polymyxins have been commonly used in intensive pig
husbandry systems for preventing enteric diseases (EMA, 2014; EMA, 2016).

The concerns about the emergence of AR have prompted European Health Authorities to reconsider their use for meat production,
triggering new EU regulations on the use of antibiotics in veterinary medicine. Thus, the use of antibiotics as growth promoters was
banned in 2006 (Regulation —EC- no. 1831/2003), and guidelines for the prudent use of antimicrobials in veterinary medicine,
among which included avoiding their use as prophylactics, were published (Anon, 2015). In 2015 oral colistin was banned for its use
as prophylactic and the period of administration was reduced to a maximum of 7 days (EMA, 2016).

The emergence of AR has reinforced the search for alternative products for the control of enteric infections in pigs. Organic acids
(OA) or their salts might be beneficial for the productive performance of fattening pigs (Partanen and Mroz, 1999), but they are also
known for their in vitro capacity to inhibit the growth and proliferation of Gram-negative pathogens. They would enter into the
bacterial cell in their non-dissociated form and decrease the intracellular pH when dissociating, thus disrupting DNA synthesis. They
also seem to favor commensal lactic bacteria by reducing extracellular pH and avoid the expression of some Salmonella invasion genes
(Van Immerseel et al., 2005; Gantois et al., 2006). Therefore, OA are seen as an alternative to antibiotics to reduce the burden of
enteropathogens in vivo.

Results on the effectiveness of OA for the control of pig salmonellosis are variable (van der Wolf et al., 2001a; Papenbrock et al.,
2005; Creus et al., 2007; De Busser et al., 2009; Martin-Pelaez et al., 2010; Calveyra et al., 2012; Walia et al., 2016), which is likely
associated to different study designs (i.e. piglets vs. fattening pigs; natural vs. experimental infection; different administration periods,
etc.) or the use of different acids, blends, or doses. A critical review of on-farm intervention strategies against Salmonella carried out
in 2009 found that only in three (37.5%) out of the eight publications analyzed, a beneficial effect, either a reduction on fecal
prevalence or seroprevalence, was detected when OA were used (Friendship et al., 2009). In addition, a systematic review on
interventions for Salmonella reduction on grow-finish pigs found a significant heterogeneity in results when OA were used, precluding
the presentation of a single summary estimate, which was likely due to the small number of studies available on grow-finish pigs
(Wilhelm et al., 2012).

There is a clear need for more research on the use of OA for Salmonella reduction in fattening pigs to get a better idea of the
effectiveness of the different types of OA available in the market. In particular, on new forms of OA (i.e. encapsulated or protected
OA) that may act on the more distal part of the gastrointestinal tract (Piva et al., 2007). For this purpose, a field trial was carried out
to assess the effect of the addition of protected sodium butyrate (PSB) to the feed on Salmonella infection dynamics in fattening pigs
from an area of high Salmonella infection prevalence.

2. Material and methods
2.1. Experimental design

Two replicates of a field trial were carried out in June 2014 and in August 2015 in a small (=100 pigs/8 pens) commercial
Salmonella-infected fattening unit located in NE of Spain. The two replicates were separated a minimum of one year to prevent carry-
over effects from the first replicate to the second. Feed with the PSB was administered to animals from 4 randomly selected pens
(treatment group —TG-) and the remaining 4 pens were fed with the same basal diet without PSB (control group —CG-). All the pens
were within the same barn. The compound feed was provided in 40-kg bags and manually administered to the animals by the farmer,
who was unaware of the treatment allocation. A single dose of 3 kg of PSB (GUSTOR BP70, Norel S.A., Madrid, Spain) per ton of feed
was used. The treatment began 15 days after pigs entered into the fattening unit and after finishing the in-feed antibiotic treatment
(10 weeks-old pigs) and was administered until slaughter (approximately 3.5 months later).

2.2. Sampling scheme

Serum samples from all pigs were collected after 30, 60 and 90 days on the fattening unit, and within the last week before
slaughter, to check for the presence of antibodies against Salmonella spp. On-farm fecal (OF) samples (a minimum of 25 g of feces)
were collected along with the blood from approximately 25 pigs per group. Since fecal material was collected only after spontaneous
defecation to reduce the risk of environmental contamination of the sample, the final number of sampled pigs varied between 21 and
29 (Table 1), but at least 3 pigs from each pen were included in each sampling to make sure the sampling of all the pens. The TG and
CG were transported to the slaughterhouse separately. At slaughter, fecal (SF) and mesenteric lymph nodes (MLN) samples were
collected from all pigs after evisceration.

2.3. Laboratory analysis

Sera were kept at —20°C until serological analyses were carried out. The Herdcheck Swine Salmonella ELISA (IDEXX
Laboratories, Westbrook, ME, US) was used for detection of antibodies (IgG) against Salmonella spp. Given the low specificity of the
ELISA test (Vico et al., 2010), and as suggested in previous studies (Nollet et al., 2005), a cut-off value of OD% =40 was considered
for seroprevalence estimates. Salmonella spp. isolation was performed on OF, SF and MLN samples following the standard I1SO
6579:2002/Amd 1:2007 method.
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Table 1
Microbiological results for Salmonella isolation for pig on-farm fecal samples (OF) after 30 (30d), 60 (60d), 90 (90d) days in the fattening unit and for mesenteric
lymph nodes (MLN) and fecal samples at slaughter (SF) for the control (CG) and treatment (TG) groups in trials 1 and 1.

Fattening unit Slaughter
OF at 30d OF at 60d OF at 90d SF MLN
Replicate Group No. No. + (%) P No. No. + (%) P No. No. + (%) P No. No. + (%) P No. No. + (%) P
1 CG 29 19 (65.5) 0.07 21 5(23.8) 02 21 7(333) 0.02 48 36 (75 0.06 48 33 (68.7) 0.06
TG 28 12(42.8) 21 2(9.5 22 1(4.5) 50 29 (58) 50 42 (84)
2 CG 25 0(0) 05 25 1(4 05 25 2(8) 05 42 4(9.3) 035 42 3(7.1) 0.4
TG 25 0(0) 25 0(0) 25 1(4) 48 3 (6.2) 48  2(4.1)
Both” CG 54 19 (35.2) 0.07 46 6 (13) 0.12 46 9(19.6) 0.02 90 40 (44.9) 0.05 90 36 (40) 0.14
TG 53 12 (22.6) 46 2 (4.3) 47  2(4.2) 98 32 (32.6) 98 44 (44.9)
OR (95% NE NE 5.6 (1.1-26.9) 2 (0.95 - 4.3) NE

OR)

*Mantel-Haenszel corrected; NE: not estimated; One-tailed P-value.
2.4. Statistical analyses

Fisher exact test was used to assess statistical differences between the CG and the TG regarding Salmonella seroprevalence (cut-off
value =40%) and proportion of shedders at different time points, and infection prevalence (proportion of MLN-positive pigs) at
slaughter in each trial individually. Wilcoxon test was used when comparing paired samples within a trial. Differences between the
CG and the TG for both replicates together were estimated after adjusting by trial through the Mantel-Haenszel test for repeated tests
of independence. A one-tailed P-value =0.05 was considered for significance as only positive effects of PSB were expected (i.e. a
reduction of prevalence, seroprevalence or shedding). When differences were statistically significant the probability (measured as
Odds Ratio — OR-) of a pig shedding Salmonella or becoming Salmonella infected /seropositive for the CG compared to the TG was also
calculated. In addition, logistic regression analysis was used to assess the overall relationship between being a seropositive pig (OD%
=40) and shedding and infection at slaughter.

The effects of sampling time (within-subject factor), and treatment (between-subject factor), and the corresponding interactions
among them, on OD% values during the fattening period were assessed by general linear models repeated measures analysis of
variance (ANOVA) for each trial separately and further for both trials together. Log transformation of OD% values was carried out
before analysis. All statistical analyses were performed using STATA software (STATA, StataCorp, L.P., USA).

3. Results

3.1. Trial 1

In the first replicate both groups showed a high proportion of pigs shedding Salmonella spp. two weeks after beginning of
treatment (30 days on fattening), although in the TG it was already somewhat lower (42.8% vs. 65.5% in the CG; P = 0.07). This
difference was also observed after 90 days (33.3 vs. 4.5, respectively; P = 0.02) and at slaughter (75% vs. 58%, respectively;
P = 0.06). Interestingly, at slaughter some more infected pigs (MLN + ) were found in the TG compared to the CG (84% vs. 68.7%,
respectively; P = 0.06) (Table 1).

Table 2
Seroprevalence of Salmonella, estimated as the proportion of pigs showing OD% values =40, after 30 (30d), 60 (60d), 90 (90d) days in the fattening unit and before
slaughter, for the control (CG) and treatment (TG) groups in trials 1 and 2.

Fattening unit

30d 60d 90d Before slaughter
Replicates Group No. No. + (%) P No. No. + (%) P No. No. + (%) P No. No. + (%) P
2| CG 50 9 (18) 0.5 50 48 (96) 0.08 48 44 (91.6) 041 48 43 (89.6) < 0.001
TG 51 10 (19.6) 51 43 (84.3) 51 45 (88.2) 50 25 (50)
2 CG 52 13 (25) 0.5 47 6 (12.7) 0.17 45 5(11L.1D) 043 45 14 (31.1) 0.03
TG 52 14 (26.9) 50 11 (22) 50 4(8) 51 7 (13.7)
Both* CG 102 22 (21.5) 0.44 97 54 (55.6) 0.46 93 49 (52.6) 030 93 57 (61.2) < 0.001
TG 103 24 (23.3) 101 54 (53.4) 101 49 (48.5) 101 32 (31.6)
OR (95%OR) NE NE NE 4.9 (2.4-10.1)

*Mantel-Haenszel corrected; NE: not estimated; One-tailed P-value.
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Fig. 1. Median optical density percentage (OD%) values and their corresponding 95% confidence intervals at the different sampling times for the control (Control) and

treatment (PSB) groups for trials 1 (a.) and 2 (b.).

Regarding seroprevalence, it was significantly lower in the TG only before slaughter (89.6% in the CG vs. 50% in the TG;
P < 0.001) (Table 2). A significant decrease in seroprevalence was observed in the TG between the third and fourth sampling (88.2
vs. 50%, respectively; P < 0.001) (Table 2). On the first sampling in this first trial, OD% values were low for both groups (median
OD% = 9.2 in CG, and 7.4 in TG), but 30 days later they increased significantly (90.4 and 78.2, respectively). Although the median
OD% values were high in the TG, they remained significantly lower than in the CG for the rest of the fattening period (Fig. 1a). The
repeated measures ANOVA showed a significant effect of treatment and time on OD% values (P < 0.01). A clear decreasing trend of
OD% values was observed in the TG as pigs approached to slaughter. At slaughter, median OD% for the TG was significantly lower
than that for the CG (39.2 vs. 91.3, respectively; P < 0.001) (Fig. 1a). Overall, the mortality rate recorded by the farmer in this
replicate was within the normal range for this farm in both groups (2-3%).

3.2. Trid 2

In the second trial, very few pigs shed Salmonella along the fattening period and no significant differences were observed between
groups along the trial (Table 1). Overall seroprevalence was much lower than in the first trial as well as the prevalence of infection at
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Fig. 2. Median optical density percentage (OD%) values and their corresponding 95% confidence intervals at the different sampling times for the control (Control) and
treatment (PSB) groups when results from trial 1 and trial 2 were analyzed together.

slaughter. However, as in the first trial, seroprevalence before slaughter was significantly higher for the CG (31.1% vs. 13.7% in the
TG; P = 0.03) (Table 2).

The median OD% value at slaughter for the CG was significantly higher than that at 30, 60 and 90 days on fattening (P = 0.06,
P < 0.001, P < 0.001, respectively), but no differences in OD% values were observed across samplings in the TG. The repeated
measures ANOVA did not find any significant effect of treatment on OD% values (P = 0.34), but the median OD% value at slaughter
was significantly lower in the TG compared to the CG (15.6 vs. 21.5, respectively; P < 0.001) (Fig. 1b). Mortality in the CG was
much higher than that in the TG. Seven (14%) pigs died in the CG during the fattening while only one (2%) was withdrawn from the
TG (P = 0.03).

3.3. Overall results (Trials 1 and 2)

An overall significant reduction in the number of shedders was observed for the TG after 90 days after adjusting by the effect of
the trial. The probability of shedding at this time was around 5.6 times higher for the CG compared to the TG (OR = 5.6, 95%CI: 1.1-
26.9; P = 0.04). The difference remained somewhat at slaughter (OR = 2, 95%CI: 0.95-4.3; P = 0.05). No relationship was observed
between treatment and Salmonella infection (Table 1).

An overall significant effect of treatment on seroprevalence was also observed for the sampling before slaughter. The probability
of being a seropositive pig before slaughter was almost 5 times higher for the CG compared to the TG (OR = 4.9, 95%CI: 2.4-10.1;
P < 0.001). When OD% values from both trials were analyzed together by repeated measures ANOVA after including replicate as
another between-subject factor, a significant effect of treatment (P < 0.01), time of sampling (P < 0.01), trial (P < 0.01), and the
interactions between treatment and time (P < 0.05) and time and trial (P < 0.01) on the OD% values was found. In general, after
an initial and sharp upward trend from the first to the second sampling in both groups, a continuous decrease of the OD% values was
observed in the TG, while they increased in the CG (Fig. 2).

No overall relationship was detected between being a seropositive pig and shedding (OR = 1.4, 95%CL: 0.65, 3.2; P = 0.19) or
infection (OR = 0.47, 95%CIL: 0.16, 1.36; P = 0.09) at slaughter. However, this relationship differed by trial. In the first trial no
association was detected between seropositivity and shedding at slaughter (P = 0.26), but a negative significant one was observed
between being seropositive and infection (OR = 0.16, 95%CI: 0.03-0.74; P = 0.01). On the contrary, in the second trial, a significant
relationship was observed between seropositivity and shedding at slaughter (OR = 35, 95%CI: 3.9-321; P < 0.01), and between
seropositivity and infection (OR = 7, 95%CL 1.1-45.6; P = 0.05).

4. Discussion

To assess the effectiveness of OA for Salmonella reduction under field conditions is complex. There are many factors (i.e.
Salmonella exposure and prevalent serotypes, palatability of the feed, diet buffering capacity, presence of concomitant infections, etc.)
that may contribute to the variability of results (De Lange et al., 2010; Walia et al., 2016). In this study, two replicates of the same
trial were carried out one year apart on the same fattening unit under the same management conditions but disparate results were
found between trials. Differences were most likely due to different environmental conditions, i.e. levels of initial exposure to Sal-
monella spp., occurring in the fattening unit for each trial. In the first replicate, a large number of pigs became likely infected within
the two weeks before starting the treatment with PSB, as suggested by the high proportion of shedders after 30 days on fattening and
the low OD% values observed at that time for both groups. Thus, many pigs from the TG may have developed a carrier state that
would not have been affected by the treatment. Although this initial situation supposed a true challenge for any product intended to
reduce Salmonella infection, it was still possible to assess the impact that the use of the PSB may have on Salmonella shedding in pigs
supposedly infected previously. In the second replicate, however, few pigs shed Salmonella spp. along the fattening period, which
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precluded the finding of significant differences between the CG and TG for both Salmonella infection and shedding.

The dynamics of shedding in the first trial, as suggested by looking at results from the CG, showed a decrease in the number of
shedders after the first sampling (days 60 and 90), which may be attributed to the lower level of stress of the infected pigs due to their
adaptation to the farm environment (i.e. after the establishment of group hierarchies). The transport to the slaughter and the lairage
period would have acted as stressor factors that would explain the reactivation of the shedding at slaughter along with possible new
infections or re-infections at these stages (Hurd et al., 2002; Rostagno et al., 2003; Scherer et al., 2008) (Table 1). Although this
pattern did not appear to be altered by the addition of the PSB in the TG, in general a lower number of shedders was detected along
the trial for this group. A significant reduction (P = 0.02) in the number of shedders in the TG was observed after 90 days on
fattening, and a close-to-significant (P = 0.07) reduction after 15 days on treatment (first sampling) and at slaughter (P = 0.06)
(Table 1), suggesting some positive effect of PSB on the reduction of Salmonella shedders. The limited number of pigs considered in
each group may have prevented to attain significant results.

Serological results in this trial supported previous findings. Median OD% values decreased significantly in the TG after 60 days on
fattening, being this reduction particularly important after 90 days (Fig. 1a). The proportion of seropositive pigs during the fattening
period that showed seronegative results at slaughter was significantly higher in the TG compared to the CG (Table 2). This important
drop suggested a lower exposure to Salmonella spp. in the TG during the last period of fattening, which would be explained by either a
reduction in the proportion of Salmonella shedders or in the amount of bacteria shed in the feces in this group. The lack of exposure to
Salmonella spp. in the TG would have ceased stimulating the pig’s immune system and thus antibody levels would tend to decline. The
observation of seropositive growers pigs that become seronegative at slaughter has been already described (Dahl et al., 1997; van der
Wolf et al., 2001b). However, this quick decrease in OD% values in a relatively short period of time (one month) was really un-
expected. The authors are not aware of studies assessing the evolution of the pig immune response once Salmonella exposure ceases,
and further research is warranted on this subject.

Despite the significantly higher number of Salmonella-infected pigs at slaughter in this trial, the lower number of shedding pigs
and the decreasing trend in OD% values observed in the TG would suggest that the PSB had a positive effect on reducing the shedding
in Salmonella-infected pigs.

Regarding the second trial, bacteriology on OF samples indicated a low level of pig infection during the fattening for both groups
and no significant differences were found between them. However, the number of dead/withdrawn pigs in the CG was significantly
larger than in the TG (14% vs. 2%, respectively). Although the causes of death/withdrawal were not recorded, it is likely that it had
an impact on the proportion of shedders in this group, as weakened pigs would have been more prone to become infected by
Salmonella and therefore shed the pathogen, thus increasing the odds of infecting other pigs within the group. Salmonella shedding
has been previously associated with other concomitant enteric pathogens such as Lawsonia intracellularis that may affect the efficacy
of PSB (Walia et al., 2016).

Serology in this trial would somewhat reflect the overall low prevalence of infection during most of the fattening period. Indeed, it
showed an initial decrease in OD% values (Fig. 1b) for both groups from the first to the third sampling, likely associated with a lack of
new infections. However, as expected for an infection that usually builds up as time passes when no specific control measures are
taken, in the CG the median OD% value was significantly higher at slaughter compared to previous samplings. This pattern was not
seen in the TG, likely due to the treatment with the PSB. The significant lower seroprevalence observed prior to slaughter in the TG
would suggest the positive effect of PSB on reducing the likelihood of infection and shedding. Indeed, in this trial a significant positive
relationship was observed between being a seropositive pig and shedding and infection at slaughter.

When analyzing both trials together an increased number of sampled pigs were considered in each group and, after adjusting by
trial, a significant increasing risk of shedding in the CG was observed at 90 days on fattening and at slaughter. The magnitude of this
increase was somewhat limited at slaughter (44.4% in the CT vs. 32.6% in the TG), which could likely be due to the large number of
pigs that were already infected in the TG at the beginning of the first trial and that ended up shedding after being stressed. Regarding
serology, an overall significant decreasing trend in DO% values (Fig. 2) and thus in seroprevalence was observed when pigs ap-
proached to slaughter, which may be associated with some prevention of Salmonella infection due to the likely lower exposure to the
pathogen. This reduction in seroprevalence may also help to improve the herd risk category in the context of a national Salmonella
control program based on serological results, such as those implemented in Denmark or Germany (Mousing et al., 1997; Merle et al.,
2011).

These results are similar to those found in previous studies where OA were administered for at least 4 weeks (Creus et al., 2007;
Argiiello et al., 2013; De Ridder et al., 2013; Walia et al., 2016), which suggested that long periods of treatment are required before
any positive effect is detected. The use of the PSB with the only purpose of reducing Salmonella seroprevalence may then be expensive
for a commercial pig farm. However, OA might also improve pig performance, especially after exposure to enteric pathogens such as
Salmonella (Gebru et al., 2010), which may help to reach a cost-benefit trade-off. Since no results on production data (weight gain,
feed intake, etc.) were considered in this study, no proper cost-benefit analysis could be performed to assess the economic feasibility
of using PSB for a period as long as the whole fattening in a Salmonella-infected unit.

It can be concluded that the administration of PSB at 3 kg/T for the whole fattening period was able to reduce seroprevalence
before slaughter, which may reflect a positive effect on the control of Salmonella at the end of the fattening period.
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Abstract

Afield trial on a commercial pig farm was carried out to assess the efficacy of the addition in the diet of fattening pigs of a new form
of sodium butyrate protected with a sodium salt of coconut fatty acid distillate (3 kg/ton of feed) to control Salmonella spp. infection.
Around 50 pigs were assigned to treatment group and S0 kept as controls. During the fattening period pigs were monthly sampled
(serum and feces), and after slaughter fecal and mesenteric lymph nodes samples were collected. No differences in the proportion of
shedders were observed between the sodium butyrate and the control groups, but a significant reduction in the number of infected
pigs (61% vs. 4%; p<0.01) and in the median ELISA Optical Density percentage values (55.9% vs. 19.4%; p<0.01) at slaughter was
observed in pigs under treatment compared to the controls. In addition, an overall significant association between seropositivity and
Salmonella shedding and infection was detected. Results from this study add more evidences on the positive effect of butyrate on the

control of pig salmonellosis.
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Introduction

Subclinical Salmonella infection is common in
fattening pigs, and infected pigs are responsible for
Salmonella carcass contamination at slaughter, making
the consumption of pig meat and products thereof a
main vehicle of human infections (EFSA & ECDC,
2017). However, considering the alarming increase of
antimicrobial resistance worldwide, the preventative
use of antibiotics for controlling this pig infection is
not advisable (OJEU, 2015).

A vast market of feed additives (i.e. essential oils,
organic acids, plant extracts, etc.) with potential
antimicrobial effects against enteric infections has
been developed in recent times. Among organic acids
(OA), the butyric acid, a component of the short-chain

fatty acids (SFCA) obtained by degradation of fiber by
colonic microbiota, has been one of the most studied
due to its antimicrobial properties and down-regulating
effects in some Salmonella virulence genes (Gantois
et al., 2006). However, results are often variable and
difficult to compare due to different study designs (i.e.
dosage or treatment period, production phase, level of
exposure, etc.) (Creus ef al., 2007; De Busser et al.,
2009; Michiels et al., 2012; Walia et al., 2016, 2017;
Lynch et al., 2017).

In a recent article we reported a form of sodium
butyrate protected with vegetable fat that showed
some promising results for the control of Salmonella
infection in pigs (Casanova-Higes ef al., 2017). In the
current study we present the results of an additional field
trial assessing the efficacy of the same sodium butyrate
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formula protected with a different encapsulation, i.e.
a sodium salt of coconut fatty acid distillate. This
distillate is composed by lauric acid along with capric
and caprylic acids, which have been also described as
fatty acids with antimicrobial properties (Rossi ef al.,
2010; Dayrit, 2015).

Material and methods

The trial was carried out between October 2016 and
February 2017 in a small (100 pigs, 8 pens) commercial
Salmonella-contaminated (identified through serology
and microbiology of previous batches) fattening
unit located in the NE of Spain. The additive used
(DICOSAN+, Norel S.A., Madrid, Spain) is a form of
sodium butyrate protected with a sodium salt of coconut
fatty acid distillate. Lauric acid is the most abundant
fatty acid in coconut oil (45-53%) along with capric and
caprylic acids (=10%).

DICOSAN+ was administrated to the feed in a
single dose of 3 kg/ton of feed. The compound feed
was provided in 40-kg bags and manually administered
to four randomly selected pens (50 animals, treatment
group: TG) by the farmer, who was unaware of the
treatment allocation. The remaining four pens were fed
with the same regular diet without the fatty acid (control
group: CG). The treatment was initiated 15 days after
pigs entered into the fattening unit (=10 weeks-old pigs)
and lasted until slaughter (3.5 months later).

Serum samples from all pigs were collected after
30, 60 and 90 days on the fattening unit, and within
the last week before slaughter (= 110 days). On-farm
fecal samples (a minimum of 25 g of feces) were
collected in sterile containers along with the blood from

Alejandro Casanova-Higes, Sara Andrés-Barranco and Radl C. Mainar-Jaime

approximately 25 pigs per group. Since fecal material
was collected either after spontaneous defecation or by
rectal stimulation, to reduce the risk of environmental
contamination of the sample, the final number of
sampled pigs varied between 24 and 26 per group, but
at least 5 pigs from each pen were included in each
sampling to make sure the sampling of all pens (Table
1). At slaughter, fecal and mesenteric lymph nodes
(MLN) samples were collected from all pigs after
evisceration.

Salmonella isolation from on-farm and slaughter
fecal samples as well as from MLN samples was
performed following the Standard ISO 6579:2002/
Amd 1:2007. Serum samples were kept at -20°C
until serological test was performed. The Herdcheck
Swine Salmonella ELISA test (IDEXX Laboratories,
Westbrook, ME, US) was used for detection of specific
antibodies (IgG) against Salmonella spp. and results
recorded as optical density % (OD%) values following
manufacturer’s instructions. Given the low specificity
of the ELISA test (Vico et al., 2010) and as suggested in
previous studies (Nollet ef al., 2005), a cut-off value of
OD% >40 was considered for seroprevalence estimates.

Repeated measures analysis was used to estimate
differences in median OD% values in each group
(STATA, StataCorp LP, USA). The effects of sampling
time (within-subject factor), and treatment (between-
subject factor), and the corresponding interactions
among them, on OD% values during the fattening
period were assessed by general linear models repeated
measures analysis of variance (ANOVA). Fisher
exact test was used to assess statistical differences
between the CG and the TG regarding the proportion
of Salmonella shedders at different sampling times, the
infection prevalence (proportion of MLN-positive pigs)

Table 1. Microbiological results for Salmonella spp. isolation (ISO 6579:2002/
Amd 1:2007) for on-farm fecal samples (OF) after 30, 60 and 90 days in the
fattening unit and for mesenteric lymph nodes (MLN) and fecal samples at
slaughter (SF) for the Control (CG) and Treatment (TG) groups.

CcG TG p*
Fattening unit OF at 30d  No. 24 25
No. + (%) 22 (87.5) 17(72) 0.07
OF at 60d  No. 25 25
No. + (%) 4(16) 3(12 1
OF at90d  No. 24 26
No. + (%) 3(14.2) 0(0) 0.1
Slaughter SF No. 45 46
No. + (%) 7(15.5) 5(10.8) 0.55
MLN No. 45 46
No. + (%) 17 (60.7) 2(4.3) 0.0001

p* Fisher exact test, two-tailed.
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and the seroprevalence at slaughter. Logistic regression
analysis was used to assess, at pig level, the overall
relationship between being a seropositive pig (OD%
>40) and shedding and infection at slaughter. A two-
tailed p-value <0.05 was considered for significance in
all comparisons.

Results and discussion

The fatty acid considered was a new form of sodium
butyrate protected with sodium salt of coconut fatty acid
distillate, which contains several organic acids that had
already shown some antimicrobial properties (Rossi
et al., 2010; Dayrit, 2015). Thus, we assessed whether
this combination of acids may exert some control on
pig Salmonella infection when used on a commercial
fattening unit known to be consistently contaminated
with Salmonella spp.

At the beginning of the trial (day 30) both the CG
and the TG showed a large proportion of shedders (Table
1). Since recently infected pigs become Salmonella
shedders quickly after infection and for a median of 14
days (Pires et al., 2013), after which they usually turn
into a stage of intermittent shedding, this finding would
be compatible with an early exposure to Salmonella
at the beginning of the fattening period. Further fecal
samplings showed a reduction of the number of shedding
pigs in both groups but no significant differences between
them. This reduction in the proportion of shedders
along the fattening period would be likely related to
the expected intermittent shedding described above
and usually occurring 2 or 3 weeks after the primary
infection (Scherer et al., 2008; Pires ef al., 2013). In the
TG however, this reduction could be also associated, at
least partially, with the destruction of the pathogen in the
intestinal lumen due to the presence of the organic acids
(i.e. through the lowering of extra- and intra- cellular pH).
In fact, considering the large number of pigs shedding
Salmonella on day 30 in the TG (72%), a large number
of infected (MLN positive) pigs at slaughter would have
been expected in this group. However, the proportion
of infected pigs at slaughter in the TG was very low
(4%) and significantly lower than that in the CG (61%),
which supported the protective effect against infection
of this form of organic acid (Rasschaert ef al., 2016).
It appeared that the treatment could have prevented
bacteria translocation to MLN despite the initial high
levels of exposure to Salmonella.

The low number of pigs shedding Salmonella at
slaughter was also an unexpected finding, particularly
in the CG, as shedding in Salmonella-infected pigs is
usually favored by stress-producing factors such as the
transport to the slaughter and also the lairage (Rostagno
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et al., 2003). This result may be partially explained by
the short time periods for transport and lairage in this
study. Transport lasted only for half an hour and lairage
was less than 2 hours, which may have contributed to low
levels of stress in these pigs. Regarding the TG, since the
presence of Salmonella in MLN seems to be associated
to shedding at slaughter (Casanova-Higes ef al., 2018),
the low proportion of MLN-positive pigs in this group
would explain the small proportion of shedders detected.

Seroprevalence was similar on day 30 for both
groups (26.9% in the CG vs. 25% in the TG), which
indicated that both groups started the trial from a
similar epidemiological situation. In subsequent
samplings seroprevalence remained consistently and
significantly lower (p<0.01) for the TG (Fig. 1). The
repeated measures analysis showed a significant overall
interaction between treatment and time. For the TG,
median OD% values rose significantly from the first
(OD%=14.9) to the second sampling (OD%=28.4),
but began to decrease after that. Median OD% values
on day 90 and prior to slaughter (OD%=14.9 and
19.4, respectively) were similar to the median OD%
value found on day 30 (Fig. 2). However, in the CG an
overall increasing trend of OD% values was observed,
from 19.4 on day 30 to 58.3 at slaughter (Fig. 2). At
pig level, a positive relationship between seropositivity
and shedding/infection at slaughter was observed.
A seropositive pig (OD%>40) had 9 times (OR= 9.2;
95%CTI: 1.9, 45.3; p=0.003) higher odds of shedding
Salmonella at slaughter and 4 times (OR= 4.1; 95%CI:
1.4, 12.4; p=0.003) higher odds of being infected than
a seronegative pig (OD%<40). All together, these
results suggested an overall preventive effect of this
organic acid against further Salmonella exposure. The
relationship observed between seropositivity on days
prior to slaughter and shedding/infection supported
previous hypothesis that on-farm seropositivity could
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Figure 1. Salmonella seroprevalence (cut-off value OD%
>40%; Herdcheck Swine Salmonella ELISA test, IDEXX
Laboratories, US) at different sampling times in the
fattening period in the control and treatment group. **:

p<0.01
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Figure 2. Median optical density percentage values
(Median OD%) (Herdcheck Swine Salmonella ELISA test,
IDEXX Laboratories, US) and their corresponding 95%
confident intervals at the different sampling times (30, 60,
90 days on fattening and prior to slaughter) for the control
and treatment groups.

be considered an indicator of the risk of Salmonella
shedding at slaughter (Mainar-Jaime ef al., 2018).

Overall results from this study seem to be somewhat
better than those previously obtained from a similar
study with the same product protected with vegetable fat
(Casanova-Higes et al., 2017). The use of sodium salts
of organic acids (such as lauric, capric and caprylic),
besides protecting the sodium butyrate against its early
dissociation in the stomach, may enhance the product
antimicrobial effect, through interfering with cell
membrane and cellular processes (Dayrit, 2015). As
a result, a synergic effect could be expected from the
combination of sodium butyrate with this protecting
ingredient. These results add more evidences on
the positive effect of butyrate on the control of pig
salmonellosis, but more studies on dosage, treatment
periods and duration will be required to optimize this
approach.
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Abstract

Field studies on Salmonella infection in suckling piglets are scarce due to the intrinsic difficulties of collecting proper
samples (i.e. tonsils or mesenteric lymph nodes), and most of them rely on the analysis of rectal swabs that limit their
accuracy. We used 495 slaughtered 4-weeks-old male piglets intended for human consumption from 5 Salmonella-
seropositive breeding farms to collect gastrointestinal packages and perform a thorough detection of Salmonella

on mesenteric lymph nodes and intestinal content. The overall prevalence of both infection and shedding was high
(=~ 36%) indicating that piglets played an active role in Salmonella maintenance in the farms. Major serotypes found in
piglets included 4,[5],1 2:: (354%), Rissen (17.1%), Derby (10.9%) and Bovismorbificans (10.3%). In most of the infected
animals (72.8%) the same serotype was found in mesenteric lymph nodes and feces. Significant higher ELISA OD%
values were found in meat juice samples from non-infected piglets compared to infected ones (median OD% of 12.0
and 17.3, respectively; P=0002) suggesting some protective effect of sow’s colostrum. Salmonella was also isolated
from feces from weaned sows contemporary of the slaughtered piglets, and 89% of the serotypes identified in sows
were also detected in piglets. Pulsed field gel electrophoresis analyses showed that 75% of the piglet isolates that
were compared to those of sows were related to them, suggesting the circulation of Salmonella strains between sows
and piglets. It appears that improving piglet colostrum intake along with the reduction of the shedding in sows may

favor the control of Salmonella infection in breeding farms.

Introduction

Salmonellosis is the second most commonly reported
bacterial foodborne infection in humans in the European
Union (EU) after campylobacteriosis [1]. Salmonella spp.
were the most frequently reported causative agents of
food-borne and waterborne outbreaks in 2017, causing
24.4% of the outbreaks, which represented a moderate
increase in EU compared to the 2014-2015 period. The
consumption of contaminated pig meat and products
thereof is considered one of the most important sources
of human infection in Salmonella outbreaks in the EU

*Correspondence: rcrainar@unizar.es

© Departamento de Patologia Animal, Facultad de Veterinaria, Instituto
Agroalimentario de Aragon-IA2 (Universidad de Zaragoza-CITA),
Zaragoza, Spain
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[1]. Thus, Public Health authorities have advised on the
need for control of Salmonella infection in swine, and
several EU countries have initiated National Control Pro-
grams to reduce its prevalence in the pig population [2].
Pig meat production is a complex process that may be
divided in several clearly defined periods: lactation (from
the piglet birth to weaning at 3—4 weeks of age), nursery
(from weaning to around 2.5 months old or 20-25 kg
live weight), and the growing and fattening period (from
20 to 25 kg to 90-110 kg live weight). The dynamics of
Salmonella infection has been extensively studied dur-
ing the latter period [3-8], as fattening pigs are intended
for human consumption and are considered the main
source of Salmonella carcass contamination at slaughter
[9, 10]. During this period there are multiple opportuni-
ties to collect samples either on farm (blood and feces) or
at slaughter (blood, meat juice, gastrointestinal content,

© The Author(s) 2019. This article is distributed under the terms of the Creative Commaons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license,
and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http//creativecommons.org/

publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.
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mesenteric lymph nodes, tonsils or the carcasses). Alto-
gether, this allows for a proper monitoring of Salmonella
infection dynamics at this stage and therefore the imple-
mentation of suitable on-farm interventions. Thus, most
control programs have focused on this period of fatten-
ing, and different interventions have been implemented
with more or less success to reduce the prevalence of
infection on the farm [11, 12].

In contrast, there is an important lack of information
on the epidemiology of Salmonella infection in the pre-
vious production phases, i.e. lactation and nursery even
though it may influence the dynamics of infection dur-
ing the growing and fattening period [13]. During nurs-
ery, for example, piglets are highly vulnerable to enteric
pathogens, such as Salmonella spp. [14, 15]. Bacterial
colonization by these pathogens is favored by the intesti-
nal dysbiosis commonly observed in weaned piglets after
diet change (from milk-based feed to gross feed) and the
stress associated with new environments and the comin-
gling of pigs [16, 17]. However, Salmonella infection and
shedding is probably overlooked at this stage, mostly due
to the common use of in-feed antimicrobials (i.e. colis-
tin, Zinc oxide) that hinders the detection of pathogenic
enteric Gram negative bacteria. In addition, proper field
studies assessing the prevalence of Salmonella infection
in nursery pigs would be expensive, as they would require
the unethical slaughter of a large number of young
animals.

With regard to suckling piglets in intensive-reared pig
farms, a few published studies suggest that the preva-
lence of Salmonella shedding is, in general, low (<10%)
[3, 17-20]. Even when pools of fresh feces were used, the
mean prevalence of shedding in these piglets was<5%
[21]. However, results from all these studies are based
mostly on the analysis of a small amount of feces, in many
occasions collected through rectal swabs. Sensitivity of
bacteriology from fecal samples is known to be directly
related to the amount of feces used for analysis [22-24],
and thus these studies may have underestimated the true
prevalence of Salmonella shedding. Besides, lack of Sal-
monella shedding does not necessarily prove absence of
infection, as intermittent shedding has been observed in
Salmonella-infected pigs [3, 25-27]. Since suckling pig-
lets may act as a significant source of Salmonella for sub-
sequent production phases, accurate information on the
dynamics of Salmonella infection at the end of the lacta-
tion period would be of much interest for implementing
preventive interventions at this stage.

Roasted piglet (the so-called “cochinillo asado” in Span-
ish) is a widespread delicatessen food consumed all over
Spain. In 2016, more than 1.8 million weaned piglets
were slaughtered for human consumption in specialized
commercial abattoirs [28]. Thus, for the present study, we
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took advantage of the availability of these type of abat-
toirs to assess in a more accurate way the prevalence of
Salmonella infection and shedding in a population of
weaned piglets coming from breeding farms where Sal-
monella was circulating. We also evaluated the sero-
logical status of these animals with regard to Salmonella
specific antibodies to better understand the role that
their presence may have on Salmonella infection at this
age. All these results should help to shed more light on
the risk factors for transmission of this infection within
infected breeding farms and design better methods for its
control.

Materials and methods

Farm selection and collection of samples

Five (A, B, C, D and E) multiplier/supplier Salmonella-
seropositive breeding farms from the Northeast part of
Spain (one of the largest pig-production areas in Europe)
and that showed their willingness to collaborate were
included. Farm size ranged from 700 to a maximum
of 940 sows. Sampling was carried out in two periods,
between February 2012 and July 2013 (farms A, B and
C), and March 2015 and April 2016 (D and E). In these
breeding farms, female weaned piglets were reared as
re-stocking gilts for pig production farms, while male
weaned piglets were sent to the abattoir for meat. The
males were slaughtered when they reached >7 kg live
weight, which usually occurred at weaning (=4 weeks
old -4 wo-). Thus, all the samples analyzed in this study
belonged to male piglets of this age.

Piglet samplings were carried out along the year in one
abattoir and they depended upon both piglet availability
from the five selected farms and abattoir staff readiness
for collaboration. The whole piglet intestinal packages
were collected directly from the slaughter line every time
that a sampling was scheduled. Samples were then sub-
mitted to the laboratory for immediate processing. From
each package the maximum possible amount of mesen-
teric lymph nodes (MLN) and as much intestinal content
(IC) as possible (from the cecum to the rectum) were
collected for bacteriological analysis. A piece of the dia-
phragm muscle was also collected for serological analysis.

To determine the most prevalent serotypes circulating
in the farms, every 3—4 months during the period of pig-
let sampling, farm staff collected fecal samples directly
from the rectum of 10-12 recently weaned sows. These
sows were not directly related (i.e. dams) to the studied
piglets, but were present in the farm at the same time
that piglets were sent to slaughter.

In addition, serum samples from=120 sows (mini-
mum 116, maximum 158) in each farm were available.
They had been routinely collected every 3—4 months dur-
ing the period of piglet sampling and within the frame of
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the official eradication campaign for Aujeszky’s disease.
These sows were not necessarily related to the piglets
analyzed either, but they were used to assess the Salmo-
nella serological status in the 5 farms.

Bacteriology

Bacteriology on both IC and MLN samples was per-
formed according to the EN ISO 6579:2002/A1:2007
[29]. Fresh MLN samples were first defatted, weighed,
and externally decontaminated by dipping into absolute
alcohol and further flaming. Afterwards, samples were
homogenized in buffered peptone water -BPW- (Panreac
Quiimica SAU, Castellar del Vallés, Spain) in 1:10 dilu-
tion and incubated for 18 =2 h at 37 +1 °C. Thereafter,
3 drops (33 pL each) of incubated BPW were inoculated
into a modified semisolid Rappaport—Vassiliadis (MSRYV,
Oxoid Ltd., Hants, UK) medium, and plates were incu-
bated for 24+3 h at 41.5+1 °C (negative samples were
reincubated for an additional 24 h). One microliter of the
presumptive Salmonella growth (detected by the halo
generated in MSRV after 24 or 48 h) was transferred to
two selective media (xylosine lysine deoxycholate [XLD]
and brilliant green [BG] agars (Panreac Quiimica SAU).
Suspected colonies were confirmed biochemically (triple
sugar iron [TSI] agar, urea agar, L-lysine decarboxylation
medium, and indole reaction (Panreac Quiimica SAU).
One colony of Salmonella spp. per plate from each Sal-
monella-positive MLN and IC sample was further sero-
typed at the National Reference Laboratory for Animal
Salmonellosis -NRLAS- (Madrid, Spain) following the
White—Kauffmann-Le Minor scheme [30].

Pulsed-field gel electrophoresis analysis

To assess the genetic relationship between Salmonella
infection (i.e. MLN+) and Salmonella shedding (IC+)
for a given piglet, and between Salmonella infection in
piglets and Salmonella shedding in sows, pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) analysis was performed on Sal-
monella isolates according to the Pulse-Net protocol [31]
as described in detail by [32]. Due to budget restrictions,
not all Salmonella isolates were analyzed by PFGE. Only
isolates meeting the following criteria were considered
for analysis:

1. For the assessment of the relationship of Salmonella
infection and shedding in piglets: when the same
Salmonella serotype was isolated from MLN and IC
samples from the same piglet, then these two isolates
were analyzed by PFGE analysis. If this occurred in
several piglets from the same farm and within the
same batch, a maximum of two piglets per batch
were analyzed.
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2. For the assessment of the relationship between Sal-
monella infection in piglets and Salmonella shedding
in weaned sows: when the same Salmonella serotype
was isolated from a piglet’s MLN sample and from a
fecal sample from any of the sows analyzed from the
same farm. A maximum of two piglet isolates and
two sow isolates per batch were analyzed.

PFGE pattern analysis was performed with the BIO-
NUMERICS software (version 6; Applied Maths, Sint-
Martens-Latem, Belgium) using Dice coefficient and
unweighted pair group method with arithmetic averages
(UPGMA dendrogram type) with a position tolerance of
1.5% and optimization of 2.0%.

Serology

Diaphragm muscle samples were frozen and thawed to
obtain meat juice (M]). Sow serum samples and piglet
M]J were kept at —20 °C until their use. To detect specific
antibodies (IgG) against Salmonella spp. in both type of
samples, the Herdcheck Swine Salmonella ELISA test
(IDEXX Laboratories, Westbrook, ME, USA) was used
following manufacturer’s instructions. This test targets
the main swine Salmonella serogroups (B, Cl and D).
For piglets, results were presented as optical density per-
centage (OD%) values. In case sows, a cutoff-value of
OD% > 40 was considered to classify a sow as seroposi-
tive. This threshold was selected given the low specificity
of the ELISA test used [33, 34].

Statistical analyses

Piglet prevalence of infection and shedding and their
corresponding 95% confidence intervals (95% CI) were
estimated. The weight of MLN and IC samples was com-
pared between the corresponding Salmonella-positive

Table 1 Results for Salmonella isolation® from intestinal
content and mesenteric lymph nodes in 4-weeks-old
piglets

Farm No. No. No. No. of IC+and
of piglets of IC+(%)  of MLN+(%) MLN+(%)°
A 105 30 (286) 19(18.1) 15 (44.1)
B 118 16 (136) 21(17.8) 6(19.4)
C 99 36 (364) 29(29.3) 20 (44.4)
D 92 42 (457) 52 (56.5) 38 (67.9)
E 81 51 (63.0) 57 (70.4) 46 (74.2)
Total 495 175 (354) 178 (36.0) 125 (54.8)

IC: intestinal content, MLN: mesenteric lymph nodes.
# 1S0O 6579:2002/Amd 1:2007.
b Percentage estimated from positive (either IC or MLN) piglets.
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Table 2 Distribution of the Salmonella serotypes in piglets and sows isolates among the 5 farms
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Farm Piglets isolates No. of piglets with the same Sows fecal isolates
serotype in MLN-IC
IC MLN
Serotype No. (%) Serotype No. (%) Serotype No. (%)
A 45]12i- 12 (40) 4,[5]1,12:- 8(42) 4 Kapemba 11 (68.7)
Muenchen 5(16.7) Muenchen 3(15.8) 1 4,[5]12:0- 4(25)
Kapemba 5(16.7) Kapemba 2(10.5) 1 Rissen 1(6.3)
Rissen 5(16.7) Rissen 2(105) 1
Derby 2 (6.6) Derby 2(10.5) 1
Bredeney 1(3.3) Typhimurium 2(10.5)
B Derby 7 (43.8) Derby 8(38.1) 6 Brandenburg 8(88.9)
Typhimurium 4(25) Typhimurium 2(95) Goldcoast 1(11.1)
Anatum 2(125) Anatum 1(48)
4,5],12i- 1(6.3) 451,12~ 2(95)
Brandenburg 1(6.3) Brandenburg 2(95)
Rissen 1(6.3) Rissen 5(23.1)
Infantis 1(48)
C Rissen 23 (63.9) Rissen 17 (58.6) 14 Anatum 7(53.8)
Infantis 4(11.1) Bovismorbificans 4(30.8)
4,[5],12:- 2(55) 451,12~ 5(17.2) 1 London 1(7.7)
Anatum 2(55) Anatum 1(3.5) 1 Typhimurium 1(7.7)
Derby 2(55) Derby 2(6.9)
London 2(55) Bovismorbificans 1(3.5)
Agona 1(22) Agona 3(103) 1
D 4,[5],12:- 34 (81) 4,[5]1,12:- 22 (423) 17 Anatum 1(100)
Bovismorbificans 4(9.5) Bovismorbificans 21 (404)
Derby 3(7.1) Derby 2(3.8)
Brandenburg 1(24) Brandenburg 4(7.7)
Rissen 1(1.9
Typhimurium 1(1.9)
Muenchen 1(1.9)
E Bovismorbificans 14 (27.5) Bovismorbificans 14 (24.6) 1" Anatum 7 (87.5)
4,[5],12:- 13 (25.5) 4,[5],12:- 12(21.1) 9 Kapemba 1(12.5)
Anatum 9(176) Anatum 12(21.1) 9
Derby 5(9.8) Derby 7(12.3) 3
Ohio 3(59) Ohio 3(53) 3
Panama 3(5.9) Panama 6(10.5) 1
Infantis 2(3.9) Infantis 2(3.6) 1
Rissen 1(2) London 1(1.8)
Typhimurium 1(2)
Total 175 178 91 47

and Salmonella-negative piglets for each type of sam-
ple by means of the Mann—Whitney test for independ-
ent samples to detect potential effects on bacteriological
results. The relationship between piglet shedding and
infection was assessed by mixed logistic regression after
adjusting by season and considering farm as a grouping
factor (gllamm module in STATA). ELISA OD% values
between Salmonella-infected and non-infected piglets

120

were compared using the Kruskal-Wallis test. The soft-
ware STATA (STATA/IC 12.1. Stata-Corp. LP, College
Station, TX, USA) was used for all statistical analyses.

Results

Salmonella isolation, serotyping and serology in piglets

A total of 495 MLN and 495 IC samples were analysed
from the corresponding 495 weaned piglets (a mean
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Table3 Association between Salmonella infection and Salmonella shedding in weaned piglets by mixed logistic

regression analysis

No. of piglets No (%) of IC + piglets Logistic regression parameters
OR 95% ClI (OR) P

MLN

Negative 320 53 (16.6) 1

Positive 175 125 (71.4) 10.27 6.31, 1686 <0.001
Season

Winter 176 99 (56.3) 1

Spring 222 48(21.6) 035 0.21,0.58 <0.001

Summer 97 28 (28.9) 0.38 0.19,0.75 0.006

Farm used as grouping factor.
IC: intestinal content, MLN: mesenteric lymph nodes, OR: odds ratio.

of 99 piglets per farm). Piglets were sampled in all sea-
sons but autumn due to abattoir availability. The distri-
bution of the sampling by farm and their corresponding
prevalences of infection (MLN+) and shedding (IC+)
are shown in Table 1. The overall prevalence of infection
varied significantly between farms, ranging from 17.8 to
70.4% with an overall value of 36.0% (95% CI 31.9, 40.3).
The prevalence of shedding piglets also varied signifi-
cantly between farms, with a similar overall value (35.4%;
95% CI 31.3, 39.7).

A median of 7.6 g (95% CI 7.4-7.9) of MLN and of
27 g (95% CI 26.5-27.6) of IC was collected. No signifi-
cant differences in weights between IC-positive and IC-
negative samples were observed (median of 26.8 g and
27.1 g, respectively; P=0.60). However, the weight for
MLN-positive samples was significantly higher than that
for MLN-negative samples (median of 8.2 g and 7.3 g,
respectively; P<0.001).

All Salmonella isolates (175 from IC samples and 178
from MLN samples) were serotyped. The monophasic
variant of S. Typhimurium (S. 4,[5],12:i:) was the most
frequent serotype (35.4%) recovered from IC samples,
followed by Rissen (17.1%), Derby (10.9%) and Bovis-
morbificans (10.3%). Salmonella 4,[5],12:i: was also the
most frequent serotype (27.5%) in MLN samples, fol-
lowed by Bovismorbificans (20.2%), Rissen (14%), and
Derby (11.8%). Both 4,[5],12:i: and Derby were present
in all the farms and in both type of samples. The distri-
bution of the Salmonella serotypes by type of sample is
shown in Table 2.

Salmonella was not detected in 267 (53.9%) of the sam-
pled piglets, while positive results in both MLN and IC
samples were obtained for 125 (25.2%) of them. Of these,
91 (72.8%) showed the same serotype in both samples
(Table 2). A significant association between the isolation
of Salmonella in MLN and IC samples was observed: a
MLN-positive piglet had around 10 times higher odds

of shedding Salmonella than a MLN-negative piglet
(OR=10.27; CI 6.31-16.86; P<0.001) once the season
and farm effects were accounted for (Table 3).

Overall, the median OD% value in all 495 animals was
159 (median 95% CI 13.7-17.8). Significantly higher
OD% values in MLN-negative piglets were observed
compared to the MLN-positive ones (median of 17.3 vs.
12.0, respectively; P=0.002). Similar results were found
for IC-negative piglets compared to IC-positive piglets
(17.2 vs. 12.3, respectively; P=0.016).

Salmonella isolation, serotyping and serology in sows

A total of 214 fecal samples from weaned sows were col-
lected. The overall prevalence of Salmonella shedding
among those was 21.9% (95% IC 16.9-27.9), but it var-
ied significantly between farms, ranging from 2.1 to 40%
(Table 4). The serotypes found in sows differed among
farms (Table 2). The most frequent serotype was Anatum
(31.9%) which was present in 3 farms (C, D and E), fol-
lowed by Kapemba (25.5%; farms A and E), and Branden-
burg (17%; farm B). In general, the serotypes most
commonly detected in sows were also detected in piglets
from the same farm (Table 2).

Table 4 Results for Salmonella isolation® and Salmonella
seroprevalence® in weaned sows from 5 farms

Farm No. of fecal No. of +fecal No.of serum No. seropositive

samples  samples (%) samples(%) samples (%)°
A 40 16 (40) 144 82 (56.9)
B 40 9(225) 134 115 (85.8)
C 40 13(325) 134 98 (73.1)
D 47 1(2.1) 158 129 (81.6)
E 47 8(17) 116 70 (60.3)
Total 214 47(219) 686 494 (72)

# 150 6579:2002/Amd 1:2007.

b Considering a cut-off value OD% = 40% (Herdcheck Swine Salmonella ELISA
test, IDEXX Laboratories, USA).
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Six hundred and eighty-six sow serum samples were
available from the official eradication campaign for
Aujeszky’s disease. The overall seroprevalence was 72%
(95% CI 68.5-75.2). Seroprevalence varied among farms,
but it was always higher than 50% in all of them (Table 4).

PFGE

One hundred and nine Salmonella isolates from pig-
lets met any of the criteria described above for per-
forming PFGE analysis. Twenty-two of them were not
included because they belonged to serotypes that could
not be typed by this technique (i.e. Panama, Ohio and
Kapemba). Thus, 87 (24.6%) piglet isolates (47 MLN and
40 IC) out of 353 Salmonella isolates were analyzed by
PFGE. Regarding sows, PFGE was performed on 19
(40.4%) out of the 47 Salmonella isolates.

Forty piglets showing the same Salmonella serotype
in both MLN and IC samples were selected for PFGE
analysis. Sixteen different PFGE patterns were identified
among the 80 isolates (Figure 1). In 97.5% (39) of the pig-
lets, a PFGE homology > 90% was found between Salmo-
nella isolates from MLN and IC samples. In 22 (56.4%)
of them a perfect match (100% homology) was observed.

In piglets from 4 farms (A, B, C and E) the genetic rela-
tionship between piglet infection and sow shedding could
be assessed (the same serotype found in sow samples was
found in at least one of the piglets from the same farm—
Table 2). Nineteen Salmonella isolates from sows and 20
isolates from piglets were compared by PFGE. The sow
isolates were grouped into 7 different PFGE patterns
(>90% genetic homology), and in 5 of them isolates from
piglets were included (patterns I, IIL, IV, V, and IX—Fig-
ure 2). These 5 clusters comprised 75% of the piglet iso-
lates analyzed.

Results from dendrograms also allowed identifying long-
term patterns of infection (Figures 1, 2). Major piglets’
serotypes showing>90% PFGE homology were detected
in several occasions within the same farm and sometimes
with more than 200 days of difference (i.e. in farm A: Ris-
sen; in B: Brandenburg; in C: Derby and Rissen; and in
D: Bovismorbificans, Derby and 4,[5],12:i-). Likewise,
homologous Salmonella strains coming from piglets and
sows were isolated more than 200 days apart in farm A
(4,[5],12:i:-), C (Derby and Anatum), and E (Anatum).
In addition, in farms A and B homologous Salmonella
strains from sows were isolated more than 300 days apart
(4,[5],12:i:- and Brandenburg, respectively).

Discussion

To the authors’ knowledge, this is the first field study aim-
ing at assessing the dynamics of Salmonella infection in
slaughtered weaned piglets. These piglets were slaughtered
for human consumption and were therefore considered
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clinically healthy and had not received any recent antibi-
otic treatment. These circumstances may have favored the
detection of subclinically Salmonella-infected piglets. At
slaughter, whole intestinal packages were collected and
a thorough bacteriological study was carried out in order
to detect Salmonella from both MLN and IC samples for
a better assessment of the true prevalence of Salmonella
infection and shedding at weaning, a pig production time
scarcely studied [13]. Piglets belonged to farms where the
mean within-herd sow seroprevalence remained high
(=50%) throughout the study, suggesting an active circula-
tion of Salmonella while piglets were being weaned.

The overall proportion of Salmonella shedders in this
population of weaned piglets was unexpectedly high
(354%), although variable among farms (Table 1). It dif-
fered from previous studies on breeding herds that pre-
sented levels of sow seroprevalence or prevalence of
shedding similar to this one, but that showed a much
lower proportion of shedding piglets at this age, i.e. a range
of prevalence from 0 to 9% [3, 17-19]. Considering the
amount of intestinal content analyzed (an average>25 g
per piglet), the sensitivity of bacteriology in this study may
have been maximized by the use of a larger amount of IC
[22-24]. This may help to explain, at least in part, the over-
all higher prevalence of shedding observed when compared
to these previous studies, which may have likely underes-
timated the true level of Salmonella shedding due to the
sampling method used (mostly rectal swabs) in those suck-
ling piglets. Other potential factor influencing these results
may be related to the fact these animals were slaughtered
and shedding was surely exacerbated by the stress associ-
ated with the transport and lairage [9, 26], making Salmo-
nella detection more likely.

No previous surveys on prevalence of Salmonella
infection were available at weaning. The overall preva-
lence in MLN was also strikingly high (36%) and vir-
tually identical to that of shedding (Table 1). As many
MLN as possible were collected from each piglet,
amounting to an average of 8.1 g of MLN per animal.
Given the size of MLNs at this age, this represents a
substantial number of MLN that covered a large intes-
tinal area (from the small to the large intestine), thus
increasing the likelihood of detecting infected animals.
This prevalence of infection may have been higher in
case tonsils would have been analyzed, as Salmonella
seems to persist long periods in tonsils [26], however
this type of sample was not available from the abattoir.

Within each farm, the prevalence of Salmonella shed-
ding and infection also seemed to match (Table 1),
suggesting a likely relationship between infection and
shedding in these piglets. In fact, the odds of shed-
ding Salmonella at weaning was 10 times higher
(OR=10.27; Table 3) for MLN-positive piglets than
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Figure 1 Dendrogram showing PFGE patterns (> 90% homology) for 80 Salmonella isolates from 40 piglets. IC, intestinal content; MLN,
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o o g Pattern PigID FarmID Serotype Animal Source Date
I 6 A Rissen piglet MLN 2012-05-15
| 80 (o] Rissen piglet MLN 2013-04-09
| 34 A Rissen sow FEC 2012-02-08
| 71 (o] Rissen piglet MLN 2012-06-26
| 74 C Rissen piglet MLN 2012-08-07
I 68 C Rissen piglet MLN 2012-06-19
| 70 (o] Rissen piglet MLN 2012-06-26
| 24 A Rissen piglet MLN 2013-04-09
| 79 C Rissen piglet MLN 2013-04-09
1] 77 C Rissen piglet MLN 2013-03-12
1 2 A 4,[5],12:i:- sow FEC 2012-09-25
1 3 A 4,[5],12:i:- sow FEC 2013-02-05
1 19 A 4,[5],12:i:- piglet MLN 2013-03-12
1 20 A 4,[5],12:i:- piglet MLN 2013-03-12
1 1 A 4,[5],12:i:- sow FEC 2012-09-25
v 59 C Anatum sow FEC 2012-02-08
v 64 C Anatum sow FEC 2013-01-23
\ 66 (o] Anatum sow FEC 2013-06-05
v 69 (o] Anatum piglet MLN 2012-06-19
\ 58 C Anatum sow FEC 2012-02-08
\% 116 E Anatum piglet MLN 2016-01-14
__I \Y 111 E Anatum sow FEC 2015-04-14
LV 14T E Anatum piglet MLN 2016-01-14
VI 51 B Brandenburg Sow FEC 2013-01-31
_I VI 52 B Brandenburg sow FEC 2013-01-31
VI 38 B Brandenburg sow FEC 2012-02-08
l VI 39 B Brandenburg sow FEC 2012-02-08
— v 40 B Brandenburg sow FEC 2012-09-20
VI 41 B Brandenburg sow FEC 2012-09-20
— VI 53 B Brandenburg sow FEC 2012-05-31
Vil 49 B Brandenburg piglet MLN 2012-07-17
_[ Vil 50 B Brandenburg piglet MLN 2012-07-17
Vil 82 C Bovismorbificans piglet MLN 2013-04-16
IX 67 C Derby piglet MLN 2012-02-21
E IX 62 C Derby sow FEC 2012-09-19
IX 32 A Derby piglet MLN 2013-07-23
X 83 (o] Derby piglet MLN 2013-04-16
Xl 63 C Bovismorbificans sow FEC 2012-09-19
—E X 65 c Bovismorbificans  sow FEC 2013-01-23

Figure 2 Dendrogram showing PFGE patterns (> 90% homology) for 19 Salmonella isolates from sows and 20 from piglets. FEC, fecal
sample; MLN, mesenteric lymph nodes.
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that for MLN-negative piglets. A small proportion
(16.6%) of the MLN-negative piglets shed Salmonella.
This result was somewhat expected since up to 26%
of the MLN-negative fattening pigs sent to slaughter
may shed Salmonella [8], and shedding would be likely
associated with recent infections from contaminated
environments during transport and/or lairage. Experi-
mental infections with Salmonella have shown that pigs
shed Salmonella quickly after primary infection dur-
ing approximately two weeks, after which they become
intermittent shedders [3, 4, 25-27]. Given the age of
these piglets (4 wo), it seems reasonable that most of
these shedding piglets had been infected for first time
during lactation. In 97.5% (39/40) of the piglets in
which isolates of the same serotype were recovered
from MLN and IC, a high genetic homology (=90%)
between them was found, and in 55% of them (22/40) a
100% match was detected (Figure 1). These results con-
firmed these weaned piglets acted as carriers of infec-
tion. The fact that they did not show clinical signs of
disease emphasizes their potential role in the mainte-
nance of Salmonella infection within these breeding
farms. Thus, the presence of Salmonella in weaned pigs
should be considered a potential risk factor for infec-
tion for pigs raised for slaughter. Strategies to prevent
Salmonella infection during lactation and its further
transmission to nursery will be required.

The monophasic variant of S. Typhimurium
(4,[5],12:i--) was the most common serotype in pig-
lets (31.4%), followed by Rissen (15.6%), Bovismorbi-
ficans (15.3%) and Derby (11.3%). This distribution did
not match that of sows, in which Anatum (31.9%) and
Kapemba (25.5%) were the most frequently found sero-
types, followed by 4,[5],12:i:- and Bovismorbificans (8.5%
both). This discrepancy may be related to the fact that
only one colony from each positive sample was sero-
typed, but animals could have been infected by different
Salmonella serotypes at the same time [35]. In addition,
it might be the result of differences in susceptibility to
different Salmonella serotypes between young and adult
pigs [27, 36-38].

The ELISA test used for serology on meat juice sam-
ples from piglets can detect specific immunoglobulins
(IgG) against the main Salmonella serotypes found in
pigs. Serological results showed significantly lower OD%
values in Salmonella-infected compared to non-infected
piglets (median OD% of 12.0 and 17.3, respectively;
P=0.002). Seropositivity in all weaned pigs was antici-
pated after the suckling of sow’s colostrum [39]. Mater-
nally derived IgGs were expected to decrease gradually
after birth, but then they would increase at 7 weeks of age
due to the novo synthesis of immunoglobulins [40]. Thus,
in these 4-wo piglets, the IgGs detected by the ELISA
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were most likely derived from sow’s colostrum [41]. The
fact that OD% values were higher in non-infected piglets
suggests some protective effect of the colostrum against
Salmonella infection at this early age. Indeed, there are
evidences from field studies showing that colostrum may
be a critical factor to prevent Salmonella infection in
piglets [42], and some experimental studies have shown
that suckling pigs with higher antibody titres improved
their resistance when challenged with Salmonella [43,
44]. Ensuring proper colostrum intake within the first
hours of life should be a basic strategy to prevent Salmo-
nella infection during lactation. Increasing the quality of
colostrum (i.e. the amount of immunoglobulins) through
vaccination of pregnant sows before farrowing should be
considered another potential strategy to protect suckling
piglets from infection [43, 45-47] and even Salmonella
shedding in older pigs [48, 49].

Due to the stress associated with weaning, the post-
weaning period seems to present higher risk for Salmo-
nella shedding in sows [21, 50]. For this reason, recently
weaned sows were sampled to determine the most preva-
lent on-farm circulating serotypes. Both the prevalence
of shedding in weaned sows and the serotypes found
were variable between farms (Tables 2 and 4). Overall
prevalence of Salmonella shedding was higher (21.9%)
than that reported in other studies with levels of sero-
prevalence similar to those found here [4, 17, 21, 50, 51].
This difference may be attributed to methodological dif-
ferences between studies, such as including sows of dif-
ferent parities, animal management and immune status.

In agreement with previous studies, the distribution of
Salmonella serotypes in these sows differed from those
commonly isolated from finishing pigs [17, 52-54]. We
also found some different serotypes within the farms
between sows and piglets. However, 89% of the serotypes
detected in the sows were also found in piglets from the
corresponding farm. In addition, despite the low number
of isolates from sows (19) and piglets (20) that were com-
pared by PFGE, 75% of the piglet isolates were grouped
within a PFGE pattern that included at least one Salmio-
nella isolate coming from sows. Altogether this suggests
that, in these farms, Salmonella infection can be main-
tained between sows and piglets. The fact that some
Salmonella clones were detected in the farms over long
periods (>200 days) supports this hypothesis. Avoiding
Salmonella shedding in sows seems to be important to
prevent farm environmental contamination [21] and the
subsequent infection of suckling piglets, which would
end up shedding this pathogen later. The use of feeding
strategies of proven efficacy in reducing Salmonella shed-
ding on slaughter pigs such as fermented feed, some type
of organic acids or some prebiotics [55-58] may help to
control the infection in sows as well.
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In conclusion, prevalence of Salmonella infection in
weaned piglets from Salmonella-positive breeding herds
may be much higher than previously reported. This study
shows that suckling piglets can become subclinically
infected and act as active carriers of Salmonella. There
was a close relationship between Salmonella infection in
piglets and sows as the same serotypes and strains were
found in both populations. Colostrum intake may be a
key factor to reduce the likelihood of piglet infection dur-
ing lactation, but other on-farm strategies to reduce Sal-
monella shedding in sows are of utmost importance as
well.
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Consideraciones finales

El sector porcino es el primer sector ganadero del pais (supuso el 36,8% de la
Produccién Final Ganadera y el 14,4% de la Produccién Final Agraria en el afio 2017)
(MAPAMA, 2018b). Ademds de contribuir significativamente a la riqueza econémica del sector
primario en Espaia, el ganado porcino potencia enormemente la industria transformadora
agroalimentaria con productos de calidad, actuando de esta manera como importante
elemento vertebrador del desarrollo rural y como factor potenciador del asentamiento de la
poblacién. Ademas, Espaiia se sitla en el 42 lugar en el ranking mundial de la produccidn
porcina, solo por detras de China, Estados Unidos y Alemania, siendo el segundo exportador
de carne de porcino de la UE. Asi, para el mantenimiento de nuestro sector, cada vez somos

mas dependientes de la demanda de carne de porcino que exista en el extranjero.

La salmonelosis es un problema de Salud Publica que presenta una conexidon directa
con el ganado porcino. Numerosos paises, muchos exportadores de carne de cerdo, han hecho
esfuerzos, con mds o menos éxito, para controlar esta infeccion en el ganado porcino. Si
Espafa quiere ser competitiva y mantener sus niveles de exportaciones, no solo debe ser
capaz de producir carne de una forma mas eficiente y sostenible, también tendrd que
garantizar su seguridad. Por ello, el control de la infeccidon por Salmonella en esta especie
animal deberia ser un objetivo prioritario. Para ello, es necesario conocer en profundidad la
epidemiologia de Sa/monella dentro de las explotaciones porcinas con el fin de aplicar
medidas preventivas eficaces y reducir la transmisidon de la bacteria a lo largo de la cadena

alimentaria.

La llegada de cerdos excretando Sa/monella al matadero es el principal factor de riesgo
de contaminacion de las canales (Beloeil et al., 2004; Argliello et al., 2013a; Swart et al., 2016).
Debido a ello, conocer cdmo influye el estatus de infeccién de Salmonella en los cerdos
durante la fase de cebo parecia clave para poder intentar reducir la excreciéon de Salmonella
en el matadero. Esto fue posible gracias al estudio de la dindmica natural de la infeccion de
Salmonella llevado a cabo en un pequeio cebadero comercial de cerdos, dando como

resultado las dos primeras Publicaciones de esta Tesis Doctoral.

Los cerdos seropositivos durante la fase de cebo e infectados a nivel de NLM en el
momento del sacrificio presentaron un mayor riesgo de excrecion de Salmonella en el
matadero (Publicacion 1). Ademas, los cerdos que excretaban Salmonella en el matadero

seroconvertian antes y con valores mas elevados durante el cebo que los cerdos que no
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llegaron a excretar Salmonella. Esto sugiere que la infeccién en la explotacidon juega un papel
activo en la excrecion en el matadero. La existencia de cerdos seronegativos a Salmonella
durante el cebo y no infectados a nivel de NLM pero que acabaron excretando Salmonella
durante el sacrificio (el 26,1%), afianzaba la idea de que la aplicacion correcta de las medidas
de higiene en el transporte a matadero y durante el sacrificio sera fundamental para evitar

infecciones en animales sanos.

A pesar de que Espaia aparece en los informes de la EFSA como pais lider en
prevalencia de Salmonella tanto en cerdos de cebo como en cerdas reproductoras (EFSA,
2008; EFSA, 2009), hasta el momento no ha llevado a cabo ningln programa nacional de
control de Salmonella en las explotaciones porcinas. Esto contrasta con lo sucedido en otros
paises de la UE afectados por la salmonelosis porcina, como Dinamarca, Alemania y Holanda,
que si implantaron un programa oficial de control de Salmonella y que son también grandes
productores de porcino a nivel europeo y competidores en el mercado de la carne de porcino.
Con el fin de no perder competitividad en el mercado exterior, seria recomendable que Espafia
implantara un programa nacional de control de Salmonella asociada al ganado porcino en los

préximos afos, tal como ha sucedido en otros paises.

Sin embargo, hasta ahora los programas nacionales implantados en algunos paises de
la UE no han sido todo lo satisfactorios que se esperaba. En general, no han conseguido el
objetivo final de reducir los casos de salmonelosis humana atribuidos al cerdo, excepto en los
paises escandinavos, que presentan unas caracteristicas dificiles de extrapolar a nuestro pais.
Son varios los motivos que pueden haber intervenido en este fracaso y Espafia deberia

aprender de los errores de los paises que ya iniciaron estos programas.

En la Publicacidon I, y a raiz de los resultados de la Publicacién I, se plantea un nuevo
enfoque en el que el objetivo del programa seria la reduccién de la excrecion en los animales
gue llegan al matadero. Para ello se determind la capacidad de la serologia en granja como
herramienta para predecir la excrecién en los cerdos que llegan a matadero. Aunque la
utilizacién de la serologia a los 30 dias de cebo no fue capaz de predecir la excrecién en el
matadero, si se observé una correlacion positiva significativa entre la serologia a los 60 y 90
dias de engorde, o justo antes del sacrificio, y la excrecién de Salmonella al sacrificio. Una vez
determinado el riesgo potencial de excrecion de Salmonella para un lote de cerdos, las

medidas de control tanto en la granja como en el matadero podrian programarse con tiempo
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suficiente, lo que deberia redundar en un menor riesgo de contaminacidn de las canales. A
raiz de los resultados obtenidos, el muestreo representativo de animales en la granja podria
hacerse en cualquier momento después de los 60 dias de engorde y hasta 2-3 dias antes del
sacrificio, pero habra que tener en cuenta el tiempo necesario para reaccionar y establecer
medidas de mitigacion con antelacidn suficiente ante una prediccidn de excrecion alta de los
animales que vayan a ser sacrificados. Consideramos que realizar la serologia el dia 90 de cebo
permitiria disponer de tiempo suficiente (aproximadamente un mes) para llevar a cabo las

actuaciones mas convenientes.

El control de la infeccién durante la fase de cebo seria fundamental, al estar
relacionada con la probabilidad de excrecidn de la bacteria en el matadero. Las medidas de
higiene y bioseguridad son una de las principales estrategias de control frente a Salmonella.
Sin embargo, la aplicacidn correcta y constante de este tipo de medidas en la explotacién y en
el matadero es complicada, por lo que deben venir acompafiadas de estrategias de control
adicionales. La vacunacidon frente a Salmonella en porcino podria ser una alternativa
prometedora, pero todavia no se han obtenido buenos resultados de eficacia en la reduccion
de la excrecién e infeccién durante el cebo, siendo necesarios mas estudios in vivo. El uso de
antibidticos via pienso y/o agua ha sido restringido debido al alarmante desarrollo de
resistencias antimicrobianas, por lo que es necesario la blusqueda de alternativas eficaces para

el control de la Salmonella.

En esta Tesis Doctoral se estudio la administracion en el pienso durante toda la fase de
cebo de un 4cido organico, el butirato sddico, que ha demostrado propiedades
antimicrobianas in vitro frente a Salmonella, pero con resultados de eficacia variables en
estudios in vivo. Se plantearon dos estudios in vivo con el objetivo de incrementar la
informacidn disponible sobre el uso de este aditivo en el control de Salmonella. La evaluacién
de la eficacia de este acido organico en el control de la infeccion y la excrecién de Salmonella
durante el periodo de cebo se llevd a cabo tras la administracién del butirato sdédico a una
misma concentracidon de 3 kg/t de pienso, pero con dos formas distintas de proteccion del
aditivo, para evitar la absorcion del butirato sddico en las partes proximales del intestino
(Kotunia et al., 2004). En el primer ensayo (Publicacion lll) la proteccion del aditivo se basé en
una grasa vegetal y en el segundo ensayo (Publicaciéon IV) en una encapsulacién con una

formula de acidos grasos destilados de coco.
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En los animales tratados con el butirato sédico se observé una reduccion significativa
de la excrecidon de Salmonella a final de cebo y en el matadero, junto con una reduccion
también significativa de cerdos infectados y de los niveles de seroprevalencia a lo largo del
cebo. A la vista de estos resultados positivos, la administracion en el pienso de butirato sédico
protegido puede ser una alternativa eficaz a los antibidticos para el control de la Salmonella
durante el cebo, con el objetivo final de reducir la contaminacién de las canales. Sin embargo,
son necesarios nuevos estudios que determinen si este producto seria eficaz si se utiliza
durante un periodo menor de tiempo vy al final del cebo, para complementar asi el posible

programa de control descrito anteriormente y optimizar esta estrategia de control.

Otro aspecto que nos interesaba, y que esta poco recogido en la literatura cientifica
sobre salmonelosis porcina, era el papel del lechdn lactante en la epidemiologia de esta
infeccidn en condiciones de campo (Wales et al., 2011). Estos estudios son dificiles debido a
su elevado coste, dado el necesario sacrificio de un gran nimero de animales si se quiere
conocer de forma precisa el estado de infeccién de los mismos. Por esta razén, hasta la fecha,
los trabajos publicados en lechones solo han estudiado la prevalencia de excrecidon a través
del uso de técnicas de diagndstico con baja sensibilidad, como los hisopos rectales. En Espaiia,
el sacrificio rutinario de lechones destetados sanos de 4 semanas de vida, para la produccién
de cochinillo asado destinado al consumo humano, nos ofrecia la ventaja de poder llevar a
cabo un estudio mas exhaustivo de la infeccidon por Salmonella a estas edades. Se aprovechd
la disponibilidad del paquete digestivo completo de los lechones sacrificados para obtener
muestras de contenido intestinal, NLM y muisculo diafragmatico, siendo asi el primer trabajo
de investigacion que permite el estudio de la infeccidn por Salmonella en lechones destetados

(Publicacion V).

Los resultados fueron hasta cierto punto sorprendentes, ya que se detecté una elevada
prevalencia de excrecién (35,4%) y de infeccion (36%) en los lechones, muy por encima de la
detectada en los estudios realizados con anterioridad (0-9%). Este trabajo evidencia sin lugar
a dudas que los lechones de menos de 4 semanas de vida son muy susceptibles a la infeccion
subclinica por Salmonella. Ademas, se observd un posible efecto protector del calostro frente
a la infeccidn, al encontrar valores seroldgicos significativamente mas elevados en lechones
no infectados que en los lechones infectados, por lo que la ingestion de calostro en las

primeras horas de vida jugaria un papel fundamental en la proteccion frente a la infeccion
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durante la lactacidn. Este trabajo también permitié observar que la mayoria de los serotipos
(89%) aislados de muestras fecales de cerdas reproductoras se detectaban también en los
lechones, y que el 75% de los aislados de lechones analizados por PFGE estaban relacionados
genéticamente con los aislados de las cerdas. En consecuencia, el estudio puso en evidencia
la circulacién de Salmonella entre cerdas adultas de la explotacién y los lechones, confirmando
la transmisidn de la infeccion bien a través de las heces de las cerdas o de la contaminacién

residual en las salas de maternidad.

En definitiva, se demuestra que las fases de lactacién y destete pueden jugar un papel
fundamental en el inicio de la diseminacidn de Salmonella en la explotacidn y que, hasta el
momento, son etapas que han pasado desapercibidas en los planes de control de Salmonella.
La reduccién del uso de antibidticos, especialmente en la etapa post destete (transicion),
abrird seguramente un nuevo escenario para las infecciones que ocurren en estas fases

iniciales al que habra que darle respuesta.

Desde el punto de vista del control de la infeccion en los lechones, ademds de
garantizar la ingestidn del calostro, serdan necesarias estrategias para reducir la excrecidn de
Salmonella en las cerdas y disminuir asi las posibilidades de exposicidon de los lechones. La
vacunacion frente a Salmonella en las cerdas y/o lechones lactantes (de la Cruz et al., 2017)
junto con el empleo de estrategias de alimentacién en las cerdas son dos ejemplos de posibles
actuaciones que podrian llevarse a cabo para el control de la infeccidn. Estas ultimas ya han
mostrado su utilidad frente a Salmonella en otras etapas del ciclo productivo del cerdo (Lynch

etal. 2017).
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1. Se observo una relacidn positiva entre la seropositividad a Sa/monella en la explotacién
y la excrecién de la bacteria en el matadero. Los cerdos seropositivos en la explotacion
presentaron una mayor probabilidad de excretar Salmonella en el matadero que los
seronegativos. Esto sugiere que el control de la infeccidn en la explotacion permitiria

reducir el riesgo de contaminacion por Salmonella en los mataderos.

2. Un porcentaje significativo de los cerdos seronegativos, y no infectados por Salmonella
a nivel de nédulos linfaticos mesentéricos, excretd Salmonella en el matadero. Esto se
asociaria con infecciones ocurridas durante el transporte y/o alojamiento en los
corrales de espera del mismo. Por lo tanto, se recomiendan tanto estrategias para
reducir la excrecién de los animales infectados que llegan al matadero, como el
mantenimiento de estrictas medidas de higiene en los camiones y los corrales para

reducir la probabilidad de infeccién de los cerdos no infectados.

3. Los diferentes planes nacionales de control de la salmonelosis porcina implantados en
varios paises europeos se basaron en el programa danés de caracterizacidon de riesgo
en las explotaciones. Sin embargo, a diferencia de los paises escandinavos, no parece
gue hayan obtenido resultados satisfactorios en cuanto a la reduccién de la infeccidn
en los cerdos o en el nUmero de casos de salmonelosis humana atribuidos al consumo
de carne de cerdo. Por lo tanto, Espaiia no deberia copiar este modelo, sino plantear

un nuevo enfoque de acuerdo con las condiciones de produccién espanolas.

4. Llaserologia en granja podria ser una herramienta eficaz para predecir la probabilidad
de excrecion de Salmonella en los cerdos que llegan al matadero, lo que podria
utilizarse para llevar a cabo estrategias de control con antelacion para reducir el riesgo
de excrecidn de la bacteria al sacrificio y prevenir la contaminacion por Salmonella de
las canales en el matadero. Sin embargo, es necesario un estudio a gran escala que

confirme el potencial de esta nueva estrategia.
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5.

La administracidon de butirato sddico protegido en cerdos durante todo el periodo de
cebo a una concentracion de 3 kg/t de pienso disminuyd los niveles de infeccidn y de
excrecion de Salmonella en el matadero y redujo los niveles serolégicos frente a
Salmonella hasta el sacrifico. Queda pendiente valorar su eficacia durante periodos
mas cortos para determinar el potencial de esta estrategia de alimentacion dentro de

un programa de control como el sugerido en este trabajo de Tesis Doctoral.

Los niveles de prevalencia de infeccidn y excrecién de Salmonella en los lechones
destetados fueron muy superiores a lo esperado segun estudios previos, evidenciando
qgue los lechones pueden infectarse subclinicamente durante la lactacion y actuar

como portadores de la infeccion en la granja.

Las cerdas son posiblemente uno de los principales origenes de la infeccion por
Salmonella en los lechones en lactacidn, ya que se detectaron aislados de Salmonella
procedentes de cerdas que estaban genéticamente relacionados con los aislados

encontrados en los lechones destetados.

Los lechones destetados no infectados por Salmonella presentaron unos valores
serolégicos frente a Salmonella significativamente mas elevados que los lechones
infectados. Por esta razén, aumentar la calidad y la ingestidn de calostro podria ayudar

en la prevencién de la infeccion durante la lactacion.
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A positive relationship was observed between on-farm Salmonella seropositivity and
Salmonella shedding at the slaughterhouse. Seropositive pigs were more likely to shed
Salmonella at the slaughterhouse than the seronegative pigs. This finding suggests that
the control of the infection at the farm would reduce the risk of Salmonella

contamination at the slaughterhouse.

A significant percentage of Salmonella seronegative pigs, that were also Salmonella
negative on mesenteric lymph nodes, ended up shedding Salmonella at the
slaughterhouse. This was likely due to infections occurring during transport and/or
lairage. Therefore, strategies to reduce Salmonella shedding in pigs arriving to the
slaughterhouse are recommended along with strict hygiene measures in both trucks

and slaughter pens to reduce the risk of Sa/monella infection.

Different national swine salmonellosis control programmes implemented in several
European countries were based on the Danish on-farm risk characterization program.
However, none of the non-Scandinavian countries has reported of any significant
success on Salmonella infection reduction in fattening pigs or the number of human
cases attributable to pigs or pork. Therefore, Spain should not copy this model, but

propose a new approach in accordance with the Spanish pig production conditions.

On-farm serology could be an effective tool to predict the probability of Salmonella
shedding in pigs arriving to the slaughterhouse, which could be used to carry out
prompt control interventions to reduce the risk of Salmonella shedding at slaughter
and thus prevent carcasses from Salmonella contamination. However, a large-scale

study is required to confirm the potential of this approach.

Protected sodium butyrate administered to pigs during the whole fattening period at
a concentration of 3 kg/T of feed reduced Salmonella infection and shedding at the
slaughterhouse, and also decreased Sa/monella-ELISA values. It is required to assess its
efficacy when used during shorter periods to determine the potential of this feeding

strategy within a control programme like the one suggested in this Doctoral Thesis.
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6. The overall prevalence of Salmonella infection and shedding in weaned piglets were
higher than expected according to previous studies, showing that piglets could be
subclinically infected during lactation and act as important carriers of the infection in

the farm.

7. Sows are likely one of the main sources of Salmonella-infection in suckling piglets,
since Salmonella isolates from sows were genetically related to Salmonella isolates

from weaned piglets.

8. Salmonella non-infected weaned piglets showed significantly higher ELISA values than
infected weaned piglets. Therefore, improving both colostrum quality and its intake by

piglets may help to prevent Salmonella infection during lactation.
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Anexo

l. Protocolo de la técnica PFGE

En el presente anexo se resumen las etapas de la técnica de PFGE seguida en esta Tesis

Doctoral (Ribot et al., 2006):

12) Preparacién del cultivo puro de Salmonella: el objetivo es obtener DNA fresco.

22 Preparacion de los bloques bacterianos en agarosa: el objetivo es proteger el ADN

de la degradacidn enzimatica y mecdnica del proceso. Para ello, se prepara una solucion con
una suspension bacteriana, para que el ADN quede inmovilizado en la agarosa tras la lisis

celular.

32) Lisis del ADN en los bloques de agarosa: una vez preparados los bloques de agarosa

con las bacterias completas, deben estar expuestos al buffer de lisis con proteinasa k, que
mediante la accién combinada de temperatura (54 °C) mas agitacion (1,5 horas), provocara la

rotura de las bacterias y la liberacion de su ADN.

42) Lavados: tras el proceso de lisis bacteriana y decantacién del buffer sobrante, se

debe proceder con cuatro lavados con TE Buffer (10 mM Tris:1 mM EDTA, pH 8.0).

52) Digestidn con enzimas de restriccidn: se pone en contacto el bloque de agarosa con

la enzima de restriccién. De las mas empleadas, para esta Tesis Doctoral se ha usado la enzima

de restriccion Xbal, que reconoce la secuencia T/CTAGA del ADN bacteriano.

62) Proceso de electroforesis de gel en campo pulsado: el método utilizado fue el CHEF

(Contour-clamped Homogeneous Electric Field electrophoresis), con un sistema de 24
electrodos colocados en forma hexagonal, produciendo un gradiente de voltaje constante a
lo largo de todo el gel y manteniendo una temperatura constante de 14 °C, para evitar afectar

a la resolucién de los fragmentos de ADN.

72) Elaboracién de los dendrogramas: se utilizé el software BioNumerics (version 6;

Applied Maths, Sint-Martens-Latem, Belgium) para el estudio de los grados de similitud entre
dos cepas, mediante el coeficiente de DICE, basado en el nimero de bandas comunes entre
dos patrones de restriccion. El algoritmo matemdatico empleado para elaborar los
dendrogramas es el método de agrupacién por pares no ponderado, utilizando promedios

(unweighted pair group method using arithmetic averages: UPGMA).

173






IX. APENDICES






Apéndices

1. Caracteristicas de las revistas cientificas

En este apéndice se muestran el Factor de Impacto y el quartil en el que se sittan,

dentro de cada area tematica, las distintas revistas en las que se han publicado los articulos

de esta Tesis Doctoral. El Factor de Impacto hace referencia al del afo de publicacién o al

ultimo disponible. Todos los parametros se han obtenido del Journal Citation Reports®

disponible en la pagina web de ISI Web of Knowledge.

- Publicacidn I: publicado en 2017.

Revista: Zoonoses and Public Health.

Area tematica: Veterinary Sciences (Q1, posicidn 6/140) e Infectious Diseases
(Q2, posicién 43/88).

Factor de Impacto: 2,688.

Numero de citas: 6.

- Publicacion II: publicado en 2018.

Revista: Zoonoses and Public Health.

Area tematica: Veterinary Sciences (Q1, posicién 13/141) e Infectious Diseases
(Q3, posicién 63/89).

Factor de Impacto: 2,164.

Numero de citas: 1.

- Publicacién llI: publicado en 2017.

Revista: Animal Feed Science and Technology.
Area tematica: Agriculture, Dairy and Animal Science (Q1, posicién 6/60).
Factor de Impacto: 2,143.

Numero de citas: 2.

177



Apéndices

- Publicacién IV: publicado en 2018.
e Revista: Spanish Journal of Agricultural Research.
e Area tematica: Agricultural and Biological Sciences: Agronomy and Crop
Science (Q2, posicién 120/320) y Agriculture/Multidisciplinary (Q2, posicidn
28/56).
e Factor de Impacto: 1,035.

e Numero de citas: 0.

- Publicacién V: publicado en 2019.
e Revista: Veterinary Research.
e Areatemaética (afio 2017): Veterinary Sciences (Q1, posicién: 4/140).
e Facto de Impacto (afio 2017): 2,903.

e Numero de citas: N/A.
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3. Otras contribuciones cientificas

Publicaciones incluidas en el Journal of Citation Reports (ISI)

1. Shivdeep Singh Hayer, Alejandro Casanova Higes, Eliana S. Paladino, Ehud Elnekave,

Timothy J. Johnson, Jeff B. Bender, Peter Davies, Andre Nault, Andres Perez, Julio
Alvarez, 2019. Global prevalence and trends of extended spectrum cephalosporin,
carbapenem and colistin resistance in Escherichia coli of swine origin - a systematic

review and metaanalysis. Journal of Antimicrobial Chemotherapy (en revision).

Publicaciones de divulgacidn, no incluidas en el Journal of Citation Reports (ISI)
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Disponible en: https://www.3tres3.com/articulos/la-vacunacion-frente-a-salmonella-

en-ganado-porcino 40199/ [Fecha de consulta: 20 de marzo 2019].

Realizacion de Estancias de Investigacion

1. Durante el desarrollo de esta Tesis Doctoral, el Doctorando ha realizado una estancia
de investigacion en el Veterinary Population Medicine Department de la Facultad de
Medicina Veterinaria de la Universidad de Minnesota (EEUU). La duraciéon fue de 5
meses (21 de mayo — 17 de octubre 2017) y el tutor responsable durante la estancia

fue el Profesor Julio Alvarez.

Premios otorgados

1. Premio a la mejor comunicacién oral en el V Congreso de la Asociaciéon Nacional de
Veterinarios de Porcino (ANAVEPOR), celebrado en noviembre de 2016 en Cdrdoba,

Espana.
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Imparticion de Seminarios de investigacion

1.

“Salmonelosis porcina: un problema en Salud Publica”. 1l Ciclo de Conferencias del Aula

Porcina, Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza. 13 de mayo 2019.

“Salmonella in swine: epidemiology and control strategies”. Swine Seminar series,
Veterinary Population Medicine Department, Facultad de Medicina Veterinaria,

Universidad de Minnesota (EEUU). 6 de octubre de 2017.

“Salmonelosis porcina: estadisticas del sector y epidemiologia de la infeccion”.
Departamento de Produccion y Sanidad Animal, Centro de Investigacién y Tecnologia

Agroalimentaria de Aragdn (CITA). 16 de abril de 2016.

Contribuciones a congresos internacionales
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Casanova-Higes, A., Marin-Alcald, C.M., Ruiz-Palacin, M., Mainar-Jaime, R.C., 2018. The

use of organic acids at lairage and its effect on pig Salmonella shedding at slaughter.

25™ International Pig Veterinary Society Congress (IPVS), China. Comunicacién oral.

Mainar-Jaime, R.C., Casanova-Higes, A., Andrés-Barranco, S., Vico, J.P., 2017. Revisiting

the role of pig serology in the context of Salmonella control programs in countries with
high prevalence of infection-a preliminary study. XI Congreso Internacional Safepork,

Brasil. Comunicacién oral.

Casanova-Higes, A., Andrés-Barranco, S., Mainar-Jaime, R.C., 2017. Effect of the

addition of protected sodium butyrate to the feed on Salmonella spp. infection

dynamics in fattening pigs. Xl Congreso Internacional Safepork, Brasil. Pdster cientifico.

Puyalto, M., Sol, C., Mallo J.J., Andrés-Barranco, S., Casanova-Higes, A., Mainar-Jaime,

R.C., 2016. Effect of protected sodium butyrate on Salmonella spp. shedding in a pig
fattening unit. Joint Annual Meeting of the American Society of Animal Science (ASAS),

EEUU. Comunicacion oral.
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5. Casanova-Higes, A., Andrés-Barranco, S., Marin-Alcala, C.M., Mainar-Jaime, R.C., 2016.

Salmonella spp. infection in piglets from Salmonella-positive breeding holdings. 24t
International Pig Veterinary Society Congress (IPVS), Irlanda. Comunicacion oral.

6. Casanova-Higes, A., Andrés-Barranco, S., Mainar-Jaime, R.C., 2015. Relationship

between Salmonella shedding at the slaughter and pig Salmonella status during the

fattening period. X Congreso Internacional Safepork, Portugal. Comunicacion oral.

Contribuciones a congresos nacionales

1. Casanova-Higes, A., Andrés-Barranco, S., Mainar-Jaime, R.C., 2018. {Nuevo enfoque

de los programas de control de Salmonella en produccién porcina? VI Congreso de la
Asociacién Nacional de Veterinarios de Porcino (ANAVEPOR), Zaragoza. Comunicacion

oral.

2. Casanova-Higes, A., Andrés-Barranco, S., Mainar-Jaime, R.C., 2018. {Nuevo enfoque

de los programas de control de Salmonella en produccién porcina? Il Encuentro de
Investigadores 1A2, Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza. Comunicacién

oral.

3. Casanova-Higes, A., Andrés-Barranco, S., Mainar-Jaime, R.C., 2016. Salmonelosis

porcina: importancia del estatus de infeccidon del cerdo en la contaminacién del
matadero. V congreso de la Asociacién Nacional de Veterinarios de Porcino
(ANAVEPOR), Cérdoba, Espafia. Comunicacién oral y pdéster cientifico. Premio a la

mejor comunicacion oral.

Participacion en contratos/convenios de investigacién con empresas y/o administraciones

publicas

1. Contrato CDTI: Desarrollo de estrategias para la reduccién de la prevalencia y presion
de infeccion ambiental de Salmonella en cerdos de engorde.
Entidades participantes: Sociedad Cooperativa Ganadera de Caspe S.L., Universidad de
Zaragoza y CITA-Aragodn.
Duracién: de 30/06/2018 a 15/10/2020.
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Responsable: Raul C. Mainar Jaime.

Grupo de Desarrollo de Investigacidon “Zoonosis Bacterianas: Brucelosis-Salmonelosis
(ZooBac)”.

Entidades participantes: CITA-Aragén.

Duracién: 1/01/2017 a 31/12/2019.

Responsable: Pilar M. Mufioz Alvaro.

Proyecto RTA-INIA: Reduccién del uso de antibiéticos en produccién ganadera
intensiva: programa integral de manejo y aplicacién de productos alternativos.
Entidades participantes: CITA-Aragon.

Duracién: de 20/06/2017 a 26/12/2018.

Responsable: Clara M2. Marin Alcala.

Contrato de I+D: El control de enfermedades entéricas de etiologia bacteriana en el
periodo de transicidn en ausencia de antibidticos.

Entidades participantes: NOREL S.A., Universidad de Zaragoza y CITA-Aragon.
Duracién: de 01/12/2017 a 31/07/2018.

Responsable: Raul C. Mainar Jaime.

Contrato de I+D: Eficacia del uso de acidos organicos en el agua de bebida de las salas
de espera del matadero para reducir la excrecion de Salmonella de los cerdos
sacrificados.

Entidades participantes: FRIBIN S.A., Universidad de Zaragoza y CITA-Aragén.
Duracién: de 01/11/2016 a 30/06/2017.

Responsable: Raul C. Mainar Jaime.

Contrato de I+D: El control de enfermedades entéricas de etiologia bacteriana en el
periodo de transicidn y antes del sacrificio.

Entidades participantes: MOLIMEN S.L., Universidad de Zaragoza y CITA-Aragon.
Duracién: de 01/11/2016 a 30/06/2017.

Responsable: Raul C. Mainar Jaime.
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7. Contrato de I+D: Control de la salmonelosis porcina mediante la adicion de Dicosan+®
en cerdos de cebo.
Entidades participantes: NOREL S.A., Universidad de Zaragoza y CITA-Aragon.
Duracién: de 01/11/2016 a 30/06/2017.

Responsable: Raul C. Mainar Jaime.

8. Contrato de |+D: Control de la salmonelosis porcina mediante la adicion de Salmosan®
en reproductoras.
Entidades participantes: AGROPIENSO S.C.L., Universidad de Zaragoza y CITA-Aragon.
Duracién: de 01/10/2016 a 28/02/2017.

Responsable: Raul C. Mainar Jaime.

9. Grupo Consolidado de Investigacion “Brucelosis-Salmonelosis”.
Entidades participantes: CITA-Aragén.
Duracién: 1/01/2015 a 31/12/2016.

Responsable: José M. Blasco Martinez.

10. Proyecto RTA-INIA: Control de la salmonelosis porcina en cebadero: papel de los
lechones como transmisores de la infeccion y eficacia de la adicion de extractos
naturales de plantas al pienso.

Entidades participantes: Universidad de Zaragoza y CITA-Aragon.
Duracién: 13/05/2013 a 13/05/17.

Responsable: Raul C. Mainar Jaime y Clara M2. Marin Alcala.

Experiencia docente universitaria

Codireccién de Trabajos Final de Grado de la Facultad de Veterinaria, Universidad de

Zaragoza.

e Nombre del alumno: Mario Ruiz Palacin.
Titulo: Reduccion de la excrecion de Salmonella spp. en cerdos antes del sacrificio en

matadero.
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Fecha de defensa: convocatoria de junio 2018.

Calificacion: Notable (8,5).

Nombre del alumno: Sergio Lépez Lanau.
Titulo: Control de la salmonelosis en el periodo de transicién.
Fecha de defensa: convocatoria de junio 2018.

Calificacién: Matricula de Honor (9,4).

Nombre del alumno: Daniel Bordes Aguarén.

Titulo: Control de la salmonelosis porcina mediante la adicion de Dicosan +°® en la dieta
de cerdos de engorde.

Fecha de defensa: convocatoria diciembre 2017.

Calificacion: Notable (8).

Nombre del alumno: Maria Bernad Roche.

Titulo: Control de la salmonelosis porcina en maternidades mediante la adicién de
manano oligosacaridos en la alimentacion de las madres.

Fecha de defensa: convocatoria junio 2017.

Calificacion: Sobresaliente (9).

Nombre del alumno: Beatriz Miguelena Chamorro.
Titulo: Determinacién de la prevalencia de Salmonella spp. en lechones en Aragén.
Fecha de defensa: convocatoria de junio 2016.

Calificacion: Sobresaliente (9).

Codireccién del Trabajo de Fin Diplomatura en Salud Publica del Instituto Aragonés de

Ciencias de la Salud (IACS):
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Nombre del alumno: Raul Hernandez Palacios.
Titulo: Efecto de la adicién de una mezcla de acidos orgdnicos en el agua de bebida en
corrales de matadero en la excrecion de Salmonella en matadero.

Fecha de defensa: 1 de octubre 2018.
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Calificacion: Apto.
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4. Renuncia de los coautores de los trabajos presentados.

Escuela de Doctorado
Universidad Zaragoza

RENUNCIA DE LOS COAUTORES DE LOS TRABAJOS PRESENTADOS
COMO PARTE DE UNA TESIS DOCTORAL EN LA MODALIDAD DE
COMPENDIO DE PUBLICACIONES

1.- Datos personales del coautor

Apellidos: Cebollada Solanas Nombre: Alberto

DNI/Pasaporte/NIE: 25189369E Teléfono 627029428 | Correo electrénico
alberto@unizar es

2.- Tesis Doctoral

Titulo: Avances en la epidemiologia de la salmonelosis porcina y estrategias de control asociadas

Autor: Alejandro Casanova Higes

Programa de doctorado: Medicina y Sanidad Animal

3.- Publicaciones que formaran parte de la tesis y de las que el firmante es coautor

Alejandro Casanova Higes, Clara M* Marin Alcala, Sara Andrés Barranco, Alberto Cebollada Solanas,
Julio Alvarez, Raul C. Mainar Jaime (2019) Weaned piglets: another key factor for the control of
Salmonella infection in breeding pig farms.

Revista: Veterinary Research

(pendiente de aceptacion).
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