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1. Resumen

En los paises industrializados la salmonelosis es una de las enfermedades de transmision
alimentaria de mayor incidencia, siendo en la UE la segunda enfermedad de cardacter zoondtico
mas diagnosticada. La tendencia general al aumento en el nimero de casos de salmonelosis
producidos por S. Typhimurium, asociada sobre todo con el cerdo (susceptible a la infeccidn y
actuando generalmente como reservorio asintomdtico), ha hecho que sea considerado la
segunda fuente mds importante de salmonelosis humana en Europa. La salmonelosis porcina
es por lo tanto un problema de Salud Publica que los productores deben controlar, y
actividades como determinadas practicas de alimentacién en origen (uso de acidificantes,
prebidticos, probidticos, etc.), pueden ayudar a reducir el riesgo de infeccidon una vez que los

animales entran en contacto con el agente patégeno.

El objetivo del presente trabajo es determinar si el butirato sddico encapsulado puede ser
eficaz en la prevencidn de la salmonelosis porcina tras su administracién en el pienso de los
cerdos de cebo. Para ello administramos GUSTOR BP70 (NOREL S.A., Madrid) a un grupo de 50
cerdos de una nave de engorde de 100 individuos a lo largo de su estancia en el cebadero. Para
comprobar su efectividad efectuamos cuatro andlisis microbiolédgicos utilizando heces como
muestra (dias 30, 60, 90 tras la entrada al cebo y en el sacrificio), uno utilizando los linfonodos
mesentéricos (extraidos al sacrificio) y cuatro muestreos seroldgicos mediante un ELISA
indirecto, estableciendo como punto de corte positivo los animales que presentaron un
porcentaje de densidad éptica >40%. Los resultados se compararon con los de los otros 50

cerdos de la nave que actuaron como controles.

Analizando los datos obtenidos mediante un andlisis de Chi-cuadrado y mediante un modelo
mixto de medidas repetidas, observamos que el producto utilizado podria resultar efectivo
para el control de Salmonella en cerdos de engorde, reduciendo la excrecién y exposicion de
la bacteria. Sin embargo, los resultados no permitieron demostrar su eficacia para reducir la

prevalencia general de la infeccidn a su llegada al matadero.

The control of pig salmonellosis through the addition of protected sodium butyrate to the

diet of fattening pigs

In industrialized countries, salmonellosis is one of the most frequent foodborne diseases.
Moreover, it is the second most diagnosed zoonotic disease in the EU. Due to the general

trend towards the increase in the number of salmonellosis cases produced by S. Typhimurium
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— mostly associated to swine, which are infected but they act as asymptomatic reservoir — it is

now considered to be the second source of human salmonellosis in Europe.

Swine salmonellosis is thus a Public Health problem which producers must control. Activities,
such as determined food practises in farms — use of acidified water or feed, prebiotics,
probiotics, etc. — can help to reduce the infection risk once animals are in touch with the

pathogen agent.

The objective of the present study is to determine whether the protected sodium butyrate can
be effective for prevention of swine salmonellosis after its addition in the feed of fattening
pigs. In order to assess it, GUSTOR BP70 (NOREL S.A., Madrid) was provided during all the
fattening period to a group of 50 pigs (treatment group) from a total of 100 individuals in the
fattening unit. Its effectiveness was tested by a variety of means: bacteriology on faeces
collected at 30, 60, 90 days on fattening, and at slaughter; bacteriology on mesenteric lymph
nodes, collected at the slaughter; and serology on serum samples (30, 60, 90 days on fattening
and at slaughter). The results were compared to the 50 control pigs from the same fattening

unit.

Analysing the resulting data — by means of a Chi-squared test and by means of a mixed sample
of repeated measures — it was observed that the protected sodium butyrate be effective for
Salmonella control in fattening pigs reducing the excretion and exposition to the bacteria.
However, the results did not allow us to prove their effectiveness in reducing the general

prevalence of the infection when arriving to the slaughter house.

2. Introduccion

2.1. La salmonelosis como problema de Salud Publica

La salmonelosis es una infeccidn bacteriana producida por bacterias pertenecientes al género
Salmonella, siendo de las enfermedades transmitidas por consumo de alimentos mds comunes
y ampliamente extendidas, afectando anualmente en todo el mundo a decenas de millones de
personas y provocando mas de 100.000 defunciones (OMS, 2013). En el primer mundo es una
de las zoonosis con mayor prevalencia, declarandose solo en la Unidn Europea mas de 90.000
casos al afo. Se ha estimado que el coste de la lucha frente la salmonelosis humana podria ser

de hasta 3.000 millones de euros al afio en el conjunto de los estados miembros (EFSA, 2015).

La enfermedad se caracteriza por la presentacion en el paciente de fiebre alta, dolor cdlico,
diarrea y nauseas que pueden ir acompafnadas de vémito. Los sintomas se manifiestan entre

las 6 y 72 horas post infeccién, pudiendo durar entre 2 y 7 dias. De forma general, los casos de
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salmonelosis suelen ser leves, produciéndose la recuperacion del paciente sin necesidad de
tratamiento. Sin embargo, en algunas ocasiones (sobre todo en colectivos de riesgo como
nifios, personas mayores e inmunodeprimidos) la enfermedad puede causar la muerte del

paciente, mayoritariamente por deshidratacion o el desarrollo de una septicemia.

2.1.1. Caracterizacién del género Salmonella

Género bacteriano perteneciente a la familia Enterobacteriaceae. Se trata de bacterias Gram
negativas, catalasa positivas y oxidasa negativas, anaerobias facultativas, sin capacidad de
formar esporas, con forma de bacilo y generalmente moéviles por la presencia de flagelos
peritricos. Como caracteristicas comunes del género presentan la capacidad de producir acidos
a partir de la utilizacién de la glucosa, de reducir los nitratos a nitritos, utilizan el citrato como
fuente Unica de carbono, descarboxilan la lisina, la arginina y producen sulfuro de hidrégeno.
Toleran altas concentraciones de sales biliares y crecen en presencia de colorantes como

eosina, fucsina, azul de metileno o verde brillante, entre otros.

Su temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra entre 35 y 37°C, pero son capaces de
crecer dentro de un rango de temperaturas bastante amplio (7 - 47°C) y son necesarias
temperaturas superiores a 63°C para destruirlas. A su vez pueden crecer a un pH entre 3,8 y
9,5, y ser capaces de multiplicarse en matrices con actividades de agua (a,,) superiores a 0,94.
Asi, aunque el habitat natural de este género estaria limitado al tracto digestivo de personasy
animales, su resistencia para sobrevivir en diferentes nichos ambientales sugiere que deberia
aceptarse como un organismo ambiental cuya diseminacién es probable que continde o que

incluso incremente.

El género Salmonella estd constituido por dos especies, Salmonella enterica (que a su vez se
divide en seis subespecies: S. enterica subsp. enterica, S. enterica subsp. salamae, S. enterica
subsp. arizonae, S. enterica subsp. diarizonae, S. enterica subsp. houtenae y S. enterica subsp.
indica) y Salmonella bongori. Esta clasificacion es la aceptada actualmente para el género
Salmonella, ya que la especie anteriormente llamada Salmonella subterranea no pertenece al

mismo (Issenhuth-Jeanjean et al., 2014).

Salmonella posee antigenos de pared bacteriana (polisacarido somatico O), antigenos
capsulares (H) y flagelares (Vi). Utilizando la composicidén antigénica que presentan las distintas
salmonelas, podemos dividir cada subespecie en serogrupos (teniendo en cuenta los antigenos
de la pared) y estos a su vez en serovariedades o serotipos (segun las caracteristicas de sus
antigenos capsulares y flagelares). La gran mayoria (99,5%) de las cepas de Salmonella aisladas

y de interés sanitario pertenecen a la especie S. enterica (Mainar-Jaime et al, 2010). De los
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2.659 serotipos que se conocen actualmente, 2.637 pertenecen a la especie S. enterica, de los

cuales 1.586 se encuentran englobados dentro de la subespecie enterica.

De forma general, los distintos serotipos de Salmonella son capaces de infectar a un amplio
numero de especies animales. Dentro de los posibles hospedadores de Salmonella se
encuentra el hombre, para el que se considera que todos los serotipos son potencialmente
zoonoticos. De todos modos, los serotipos que causan las infecciones en humana en el primer
mundo son un grupo muy reducido del total existentes, siendo Enteritidis y Typhimurium, los

principales causantes de salmonelosis humana en la actualidad.

Tabla 1: Numero presente de serotipos en cada especie y subespecie de Salmonella

S. enterica n

subsp. enterica 1.586
subsp. salamae 522
subsp. arizonae 102
subsp. diarizonae 338
subsp. houtenae 76
supbsp. indica 13
2

(“Supplement 2008-2010 (no. 48) to the White-Kauffmann-Le Minor scheme”, Issenhuth-Jeanjean et al., 2014)

2.1.2. Evolucidn de la salmonelosis humana en Europa y en Espafia

Los casos de salmonelosis humana han ido disminuyendo en el conjunto de la UE en aiios
consecutivos de forma general para todas las especies que comprende el género Salmonella
(Figura 1). Asi pues, desde 2006 a 2013, ha habido una tendencia a la disminucién
estadisticamente significativa en los casos de salmonelosis en el conjunto de Europa. Sin
embargo, el nimero de casos de salmonelosis declarados en 2014 debidos al consumo de

alimentos han experimentado un ligero aumento respecto a 2013.

El pasado 2014 se declararon un total de 90.238 casos de salmonelosis por parte de los 28
estados miembros, siendo 88.715 de los casos confirmados y suponiendo una tasa de
notificacién en la UE de 23,4 casos por cada 100.000 habitantes (EFSA, 2015). Esto representd
un aumento del 15,3% en la tasa de notificacion de la UE en comparacién con 2013 (20,3 casos
por cada 100.000 habitantes). En 2014, el nimero de casos producidos por los serotipos

mayoritarios, S. Enteritidis y S. Typhimurium, representaron el 70% de los casos humanos con
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serotipo conocido, manteniéndose como los serotipos mas comunes, al igual que en afos

anteriores.

Si nos fijamos en la notificacion de los casos por S. Enteritidis, ha sufrido un descenso
significativo entre los afios 2006 y 2013, pero en 2014 los casos debidos a este serotipo en
humanos aumentaron ligeramente. En el caso de S. Typhimurium y sus variantes la tendencia
es muy distinta. Los niveles se han mantenido mds estables entre los afios 2006 y 2013,
presentando incluso un ligero aumento del nimero de casos producidos por este serotipo en
los afios 2008 y 2009. A partir de 2010, la tendencia ha sido presentar un ligero descenso,

hasta los presentes datos de 2014.

Figura 1: Evolucion de los casos de salmonelosis humana
en Europa (2006 - 2014)
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A pesar de la representativa reduccién en el nimero de casos presentados, la salmonelosis
sigue siendo la segunda zoonosis mas comun en los seres humanos en la UE. Es por esto que
los Estados miembros no deben bajar la guardia y seguir trabajando dia a dia por mejorar estos

valores, ya que la salmonelosis es un problema real y vigente dentro de Europa.

En el caso de Espafia la situacién es muy distinta a la del conjunto de la UE, ya que las
infecciones por Salmonella se han mantenido mucho mas estables en el periodo de afios que
va desde 2006 a 2014 (Figura 2). En el afio 2007 si que se observd una bajada significativa del
numero de casos respecto al aiflo anterior, pero durante los afios 2008 y 2009 se produjo un
ligero ascenso de la casuistica respecto a 2007. A partir de aqui se fue produciendo un
marcado ascenso de los casos, llegando en 2012 a rozar el nimero de casos producidos en
2006 y llegando a superarlos en 2014. En este afio se confirmaron en Espafia 5.008 casos de
salmonelosis humana (RENAVE, 2015), lo que representa una subida del 6,33% respecto a
2013 (4.710). Del total de casos producidos en ese afio en Espafia por Salmonella, el 58,67%

correspondieron a los serotipos S. Enteritidis y S. Typhimurium, suponiendo los serotipos mas
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importantes igual que en el resto de la UE, pero siendo este segundo mas importante dentro

de Espaiia.

A diferencia que en el resto de los paises miembros, el serotipo con mayor casuistica en el afio
2014 fue S. Typhimurium con un total de 1.661 casos, suponiendo un 33,17% del total de los
mismos. La tendencia del nimero de casos provocados por este serotipo ha sido al alza desde
2006, con un ligero descenso en 2009 y en 2011, pero ganando importancia en nuestro pais
poco a poco. En el caso de S. Enteritidis, durante 2014 supuso un total de 1.277 infecciones
(25,50%) de los casos de salmonelosis espafioles y suponiendo el segundo serotipo mas
importante del pais. Este serotipo muestra en Espafia una ligera tendencia a la baja con el paso
de los afios, pero sin ser muy marcada y con un ligero repunte de casos en 2012 y 2013. La
tendencia del descenso de casos en Espafia producidos por este serotipo se viene produciendo

desde afios atras, desde aproximadamente el afio 2007.

Figura 2: Evolucion de los casos de salmonelosis humana
en Espaiia (2006 - 2014)
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Los cuadros de salmonelosis son la segunda causa de gastroenteritis bacteriana notificada al
SIM (Servicio de Investigacién Microbiolégica) en Espafia, por detras de los causados por
Campylobacter, que continla representando la principal causa de infecciones de transmision
alimentaria. La tasa de casos confirmados continda siendo bastante alta (47,6 casos por
100.000 habitantes) comparada con la de la Unidn Europea (23,4 casos por 100.000 habitantes
en 2014 en la Unidén Europea) (EFSA, 2015).

2.1.3. Principales fuentes de infeccion
Salmonella se puede encontrar en un gran abanico de animales, tanto domésticos como

salvajes y se pueden producir casos en humana por contacto con animales infectados que

Jordi Farrés Garrido | Facultad de Veterinaria. Curso 2015-2016



Control de la salmonelosis porcina mediante la adicién de butirato sédico
encapsulado en la dieta de cerdos de engorde

generalmente no presentan signos de la enfermedad. Es prevalente en animales de abasto
tales como aves, suidos y vacunos, pero también en animales de compafiia como perros, gatos,
pajaros y reptiles. Estos ultimos suponen una fuente significativa de infeccién debido a que son
hospedadores naturales de algunos serotipos de Salmonella (Mermin et al., 2004), siendo los
nifos menores de 5 afios el principal grupo de riesgo por entrar en contacto con estos
animales o su ambiente y no lavarse posteriormente las manos (CDC, 2015). También se

puede producir entre personas la transmisidn fecal-oral.

De todos modos, el principal riesgo de infeccién en humana estd asociado al consumo de
alimentos contaminados, sobre todo los de origen animal (generalmente huevos, carne de
aves, carne de mamiferos y leche), pero también esta vinculada a otros alimentos como
hortalizas y frutas contaminadas por estiércol (OMS, 2013; EFSA, 2015). Salmonella Enteritidis
y S. Typhimurium son los serotipos mayoritariamente implicados en la infeccién humana,
pudiendo atravesar toda la cadena alimentaria desde los piensos para los animales hasta los
consumidores (ya sea en alimentos preparados en casa o en establecimientos de restauracion

colectiva).

S. Enteritidis (cuyo origen son principalmente las aves) ha ido descendiendo en casuistica
dentro de Europa. El descenso se ha ido produciendo desde la implementacién de los
programas de control de la salmonelosis aviar por parte de los estados miembros de la UE. En
cambio, S. Typhimurium (serotipo mas predominante sobre todo en el cerdo) se ha mantenido
mas estable y en el caso de Espafa ha llegado a ser el serotipo mas importante, situacion que
justifica el importante papel que el cerdo parece desempefiar como transmisor de la infeccién

al hombre.

2.1.4. Importancia del cerdo como fuente de infeccidn

Aunque la salmonelosis humana se sigue produciendo sobre todo por el consumo de huevosy
carne de ave contaminados, en los ultimos afios se ha relacionado también con el consumo de
carne de cerdo (EFSA, 2015). Esto ha determinado que el cerdo y sus derivados sean
considerados una fuente importante de esta infeccidén para el hombre. En este sentido, la UE
ha implementado normas que obligan a los Estados miembros a establecer programas
nacionales de control para serotipos especificos de Salmonella en las aves de corral y los
cerdos para proteger la salud humana contra las infecciones por esta bacteria (Reglamento

(CE) N2 2160/2003).

En el caso del cerdo, el porcentaje total de muestras positivas obtenidas a través del control

bacterioldgico para Salmonella en 2014 fue del 7,9% (dato ligeramente inferior al de 2013,
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8,1%) y a nivel del rebafio la prevalencia de Salmonella fue del 10,1%. El estudio se realizd en
granjas de cria y engorde, efectuando el muestreo en distintas etapas del proceso productivo
(granja, matadero o etapa no especificada) y mediante distintos tipos de muestras (heces,
ganglios linfaticos, muestras de 6érganos o tejidos, muestras de la canal y muestras
ambientales). La prevalencia en las canales y la carne disminuye, siendo positivas a Salmonella
0,5% de las muestras de carne fresca de cerdo, que supuso una bajada del 0,2% respecto a
2013 (EFSA, 2015). S. Typhimurium ha sido el serotipo predominante aislado tanto en cerdos
como en sus canales durante los Ultimos 5 afios. Del total de aislamientos de Salmonella que

se efectuaron en 2014, el 54,7% correspondioé a S. Typhimurium (EFSA, 2015).

El hecho de que hasta el momento no se haya llevado a cabo ninguna estrategia de control
sobre esta infeccion en el porcino a nivel comunitario, como si se hizo en su momento en las
aves, ha permitido el mantenimiento e incluso su aumento en la cabafia porcina europea,
convirtiendo el consumo de cerdo en un posible peligro para la salud humana. Debido a esto,
se hace necesario conocer cdmo se comporta Salmonella en nuestros suidos e implementar
medidas de prevencién y control para que la presencia de esta bacteria disminuya en la

produccién primaria.

2.2. La salmonelosis en el cerdo

Generalmente, la principal ruta de infeccién de los animales es por via oral, tras el contacto
con heces de individuos infectados, pero también otros mamiferos, aves, roedores, insectos, el
hombre, el agua o el alimento contaminado y el ambiente de la granja (heces, polvo, equipos,
suelos, etc.). También se puede producir la infeccidn por via aerégena, pero es menos comun
que la via oral. Pueden infectarse desde los cerdos recién destetados hasta los mayores de 5
meses. Dosis altas de bacterias (mayores a 10° bacterias) son capaces de superar la acidez del

estdmago y la accidn bacteriostatica de las sales biliares y alcanzar el intestino delgado.

El periodo de incubacién es variable, puede durar desde varias semanas a pocas horas,
multiplicdndose las bacterias en las células epiteliales de la mucosa del ileon, apareciendo en
la [dmina propia y submucosa del intestino una reaccién inflamatoria aguda con dafio vascular
y trombosis que provoca la necrosis de la mucosa. Suelen atravesar la pared intestinal e invadir

los ganglios linfaticos mesentéricos, donde suelen acantonarse.

En los casos en que consigue evadir las defensas intracelulares, pasar a sangre y multiplicarse
en los macréfagos, las bacterias alcanzaran distintos drganos como higado, bazo, pulmones,
etc., y provocaran una infeccion generalizada y septicemia. La sintomatologia de la

enfermedad, segln los érganos afectados y el serotipo de Salmonella implicado, cursa con
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fiebre continua o intermitente, diarrea liquida amarillenta, sintomas respiratorios y cianosis, e
incluso sintomas nerviosos. Si el animal no muere a causa de la infeccién, se produce una

evolucidén a la forma subclinica.

En los casos subclinicos, la infeccidén queda localizada en los ganglios mesentéricos. En la
mayoria de los casos se da esta forma asintomdtica, de modo que los animales afectados se
comportan como reservorios de la infeccion. Esto es asi porque la localizacidn intracelular de la
bacteria actia en muchos casos como una barrera frente a los antibiéticos de uso comun. En
los casos subclinicos, la excrecién de Salmonella se ve favorecida por el estrés. Asi, los
portadores asintomdticos son una de las principales fuentes de salmonelosis, tanto para los
animales como para los productos carnicos elaborados a partir de ellos (Mainar-Jaime et al.,

2010).

Los cerdos son susceptibles a la infeccién por una gran variedad de serotipos de Salmonella,
sin embargo los que se presentan con mayor frecuencia son S. Choleraesuis y S. Typhimurium.
El serotipo S. Choleraesuis estd adaptado al cerdo y es capaz de provocar infecciones con tasas
de morbilidad y mortalidad altas, pero presenta una escasa o nula casuistica en Espafia y
Europa. Por el contrario, S. Typhimurium, produce mayoritariamente infecciones que cursan
de forma asintomatica, por lo que no suelen resultar un problema sanitario importante para el
ganadero y no son reconocibles ni en el cebadero ni tras el sacrificio en matadero. Sin
embargo, ante cepas de S. Typhimurium de mayor virulencia o estados de inmunosupresién de

los animales, este serotipo puede llegar a causar graves problemas que se identifican

primordialmente con un sindrome enterocolitico, que suele afectar a cerdos desde el destete

hasta los cuatro meses de edad.

En la infeccion por S. Typhimurium la mortalidad suele ser baja, pero la morbilidad puede
llegar a ser alta. En la necropsia se observa principalmente una colitis necrdtica focal o difusa,
pero también puede observarse en la mucosa del ileon, ciego y colon, una enteritis ulcerativa o
necrotizante (Plonait y Bickhardt, 2001). Los nddulos linfaticos mesentéricos estan infartados,
y en la mucosa intestinal se observan zonas enrojecidas que pueden tener restos amarillento-

grisaceos. El contenido en ciego y colon suele ser escaso y tefiido con restos de bilis.

2.3. Programas de control

Uno de los principales objetivos del control de Salmonella en el ganado porcino es la reduccion
de la prevalencia de la misma en los cebaderos. La reduccion de la presencia de la misma al
final del cebo se traduce en la disminucién del potencial riesgo que supone el consumo de

carne de cerdo. Este ha sido el pilar de los programas de control que iniciaron algunos paises
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europeos, que se han centrado en controlar la presencia de Salmonella en las explotaciones

(Argtello et al., 2016).

Varios estudios indican que la Salmonella aislada en canales a nivel de matadero proviene
sobre todo de infecciones ocurridas durante la fase de engorde (Visscher et al., 2011; Argliello
et al., 2012). Los anticuerpos maternales proporcionan proteccion frente la infeccidn, pero la
llegada al engorde coincide practicamente con niveles nulos de anticuerpos calostrales, ya que
estos no suelen persistir mas alld de las 8 semanas de edad. Esto hace especialmente
vulnerables a los animales en este momento, que entrardn en contacto por primera vez con la
flora endémica presente en las granjas y con nuevas fuentes de infeccion, situacién que se

agudizara si coincide con la mezcla de multiples procedencias (Mainar-Jaime et al., 2010).

La mayor parte de las infecciones tendrian lugar entre el final del primer tercio e inicio del
segundo tercio del engorde, etapa en la que los animales ya han tenido oportunidad de entrar
en contacto con el agente y este de multiplicarse hasta los niveles necesarios para causar
infeccion. Teniendo en cuenta que tras la infeccién un animal tarda una media de 15 dias en
producir anticuerpos, el pico de seroconversion frente a Salmonella en explotaciones
infectadas suele ocurrir entre el segundo vy el tercer tercio del periodo de cebo. En este punto
sera donde se puede detectar la presencia de Salmonella en los animales, suponiendo esto que
los mismos pueden llegar a matadero excretando la bacteria. Estos nuevos ciclos de infeccion
en el engorde, constituyen la principal fuente de infeccion en este periodo de cebo y
determinan que el engorde sea considerado como una etapa critica para la presencia de
Salmonella en los animales que se destinan al matadero. Por esta razén, a partir de ahora nos
vamos a centrar en el control de la salmonelosis a nivel de cebadero, ya que en otras etapas

del ciclo productivo las medidas a tomar podrian ser otras o un poco distintas.

De acuerdo con las directrices de la UE, los distintos paises deberian haber establecido en 2012
programas de vigilancia y control para cumplir los objetivos de reducir la prevalencia de
Salmonella, sin embargo aun no se han concretado. Este hecho es el principal motivo por el
que en la actualidad paises como Espafiia, al no ser obligatoria la implantacién del programa
nacional de control de Salmonella en porcino, todavia no han desarrollado el mismo. Aun asi,
la importancia que tiene a nivel sanitario y como posible barrera comercial para limitar las
importaciones, hacen necesario que este plan se tenga que poner en marcha en un futuro

proximo.
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2.3.1. Situacidon actual de la salmonelosis en cebaderos Espafioles

Debido a la importancia que tiene Salmonella para la salud humana (como ya hemos visto
anteriormente), se han ido realizando en los ultimos afos estudios para conocer la prevalencia
de Salmonella spp. en las poblaciones de cerdos de distintos paises. La EFSA llevé a cabo un
estudio de referencia entre los afios 2006 y 2007 con objetivo de estimar, a partir de muestras
de matadero, la prevalencia de cerdos infectados por este género bacteriano y la distribucién
de las distintas serovariedades. En este estudio se observé que la prevalencia fue muy variable
entre los distintos paises de Europa, oscilando desde valores nulos como en el caso de
Finlandia (0%), hasta los valores mas altos del conjunto de paises presentados por Espafia
(29%). La prevalencia media de cerdos infectados por Salmonella spp. en la UE fue del 10,3%

(EFSA, 2008 Parte A), lo que sitla a Espafia muy por encima de la media europea.

En un estudio realizado en la Comunidad Auténoma de Aragdn, se analizaron los nédulos
linfaticos mesentéricos de 1.997 cerdos de un total de 80 explotaciones de cebo (25 animales
de media por cada granja). En esta experiencia se aisldo Salmonella spp. en el 31% de los
animales y el 94% de las explotaciones, observandose una prevalencia en los rebafios positivos
comprendida entre el 4 y el 88%, siendo en la mayoria de ocasiones mayor del 10% (Vico et al,

2011).

Los cerdos infectados parecen ser la principal causa de contaminacion por Salmonella en el
matadero (Visscher et al., 2011), por lo que no es dificil de entender la alta prevalencia de
contaminacidon de canales porcinas observada en Espafia en los ultimos afios. Un estudio
realizado en el afio 2012 en cuatro mataderos espafioles observé que el 39,7% de las canales
de porcino analizadas estaban contaminadas por Salmonella spp. (Argiello et al., 2012). Por
todo ello resulta imprescindible tomar medidas que reduzcan la incidencia de Salmonella en la

granja para minimizar su transmision a la cadena alimentaria.

2.3.2. Principales estrategias del control en granja

Podemos considerar a una granja de produccion porcina como una unidad que presenta unos
limites definidos y con numerosos compartimentos, ya sean bioldgicos (cerdos, personas y
vectores) y no bioldgicos (pienso, instalaciones, agua, vehiculos, etc.) (Barber et al., 2002).
Considerando las posibles vias de infeccion de Salmonella (feco-oral y aerdgena), no resulta
dificil entender el papel que muchos de estos factores pueden tener en la diseminacién del

patdgeno.

Para realizar cualquier estrategia de control, el punto de partida es conocer el grado de

implicacion que va a tener el personal, tanto los ganaderos como los veterinarios. Teniendo en
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cuenta que el control de los puntos criticos de la infeccidn se asocia primordialmente con la
implementacidon de estrictas medidas de bioseguridad e higiene en las granjas, el primer
problema que surge es, el correcto cumplimiento de esas medidas bdsicas dependientes

directamente del ganadero (Mainar-Jaime et al., 2010).

Por ello es fundamental la formacién del personal de granja. Los ganaderos deberdn entender
las razones por las que se realiza el control (importancia de la infeccion, problema de Salud
Pdblica, demanda del consumidor, posible barrera comercial, bioseguridad, mecanismos de
transmisién de Salmonella y herramientas de control a su disposicion) y recibir apoyo para
llevarlo a cabo. Ante una infeccién que cursa de forma subclinica, que es invisible a los ojos del

ganadero, estos aspectos serdn mas que necesarios.

El segundo nivel de actuacién es la formacidn del veterinario. Deben ser los responsables de
supervisar un plan de control especifico para cada granja en funcidon de los conocimientos
cientificos de que se dispone sobre la salmonelosis y la situacién de la explotacién. Ademas
sera el responsable de aportar el apoyo que necesita el ganadero y animar al mismo a trabajar

de forma adecuada para que las medidas de control aplicadas sean un éxito.

A continuacion, procederemos a analizar de forma mds detallada los principales factores de
riesgo y estrategias de prevencién que hay que tener en cuenta en una explotacién para
garantizar el control de salmonelosis en nuestras granjas de cebo. En las granjas se establecen
continuamente contactos con diferentes factores externos que pueden introducir el patégeno
en las instalaciones. Es por ello que dispondremos de una serie de medidas generales (que
contribuyen a prevenir la apariciéon de cualquier enfermedad) y por otra parte una serie de

medidas mas especificas (encaradas ya especificamente a la prevencion de la salmonelosis).

Las medidas generales de control no son mds que practicas correctas tanto de bioseguridad
como de higiene. Sin estos dos pilares, complementados por un plan de formacidn especifico
sobre estos aspectos, el plan de control muy probablemente serd un fracaso. A continuacion
trataremos los aspectos mas relevantes y basicos, todos igual de importantes para el adecuado

funcionamiento de la explotacidn.

Medidas de bioseguridad pasivas

Disponer de vallado completo de la explotacién que evite la entrada de personas o animales,
de un muelle de carga que permita evitar el contacto directo de la explotacidn con la caja del
camidn, un vestuario con una correcta delimitacion de zona sucia y limpia, garantizar la
descarga de pienso, materiales o la recogida de cadaveres desde fuera del perimetro de la

explotacién, realizar un correcto control de visitas y la utilizacion de indumentaria exclusiva de
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la explotaciéon son unas muy buenas practicas higiénicas para garantizar la seguridad de la

explotacién dese el minuto cero.

Limpieza y desinfeccion

En los locales vacios habra que realizar estas practicas después de la salida de cada lote,
incluyendo comederos, bebederos y, a ser posible, fosas de purin. Hay que prestar especial
atencién en prevenir la acumulacidon de suciedad bien sea en corrales o en equipos. Se
entiende por limpieza a la accién de eliminar la suciedad visible y debemos eliminarla porque
es util para los microorganismos, que la utilizan de soporte, elemento nutritivo y elemento de
proteccion (Marco, 2012). Se entiende por desinfeccidn la eliminacion o destruccion de los
microorganismos presentes en las superficies, objetos o ambiente y que pueden afectar
desfavorablemente a la salud de las personas, animales o a la seguridad de sus productos

derivados (Mainar-Jaime et al., 2011).

Control de vectores

Salmonella puede vehicularse a través de multiples vectores presentes en las explotaciones.
Pajaros, roedores, insectos e incluso otros mamiferos (ya sean domésticos o salvajes) pueden
actuar como reservorios de la bacteria (Funk et al., 2004). Dentro de todos estos vectores,
cabria destacar aves y roedores como de los mas significativos. Son varios los estudios que
describen una asociacidn significativa entre la seropositividad a Salmonella con la falta de
barreras (redes, telas, etc.) para controlar la entrada de pajaros en las instalaciones vy la falta
de programas de control frente a roedores (Mejia et al., 2006; Andrés-Barranco et al, 2014).
De todos modos, no podemos olvidarnos del resto de vectores anteriormente mencionados.
Mantener un correcto control de insectos y evitar la entrada de otros animales en las naves

(perros y gatos sobre todo), también ayudara en controlar la propagaciéon de la enfermedad.

Agua y Alimentacion

La administracién de agua contaminada a los animales, es otra de las causas responsable de la
seropositividad de la granja. Por este motivo, resulta indispensable tratar el agua mediante
cloracién, uso de perdéxidos, etc., para prevenir la contaminacion del agua, ya sea en origen
(principalmente si procede de fuentes subterraneas), por empleo de depdsitos o por culpa de
los sistemas de distribucidn de la granja. La calidad bacterioldgica del agua sigue siendo una
asignatura pendiente en muchas granjas, ya que consiste en tener una fuente de agua de
bebida de calidad (no siempre se cumple) y en evitar que esta calidad empeore a lo largo del

sistema de distribucidn (depdsitos, canalizaciones, etc.).
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Referente al alimento, hay que extremar la vigilancia en las explotaciones para garantizar que
el pienso no entre en contacto con restos de producto en mal estado, polvo, agua, piensos sin
tratar y también con los vectores anteriormente mencionados, ya que suponen un claro riesgo
para que éste se contamine. Por ello es muy importante asegurar el cerrado de la tapa de los
silos, ademas de controlar la aparicion de fisuras o agujeros en las cubiertas. Se deberan
realizar vaciados periddicos de los silos para llevar a cabo una limpieza y desinfeccidn, con el
fin de prevenir que restos de producto se pudieran adherir y fermentaran en las paredes. Estos
ultimos afios se ha mejorado en lo que a higiene del pienso se refiere y los ganaderos cada vez
estdn mas concienciados de la importancia que tiene almacenarlo correctamente en granja
(Marco, 2012). También debera extremarse la higiene en tolvas y comederos, ya que por su
contacto directo con las heces y las secreciones de los animales suponen una importante

fuente de infeccion.

Practicas de manejo y logistica de la explotacién:

Una prdctica indispensable en las explotaciones de engorde, es la minimizacion del nimero de
procedencias de los animales que van a entrar en la explotacién. Si realizamos esto,
ganaremos en sanidad en nuestra explotacidn, pues se ha descrito una asociacion clara entre
la entrada en las granjas de engorde de animales procedentes de multiples origenes y una
mayor seropositividad a Salmonella (Creus et al., 2014). También debemos alojar los animales
en las mejores condiciones posibles, ajustando la densidad en su nimero justo por corral de
acuerdo a su peso vivo y proporcionando las condiciones ambientales adecuadas para cada

fase de produccidn, en especial la temperatura, evitando grandes oscilaciones térmicas.

El manejo de animales por lotes y la aplicacidn de la técnica del Todo dentro-Todo fuera
(TD/TF), como minimo por salas o edificios, también contribuye a reducir el riesgo de
contaminacion por Salmonella. Utilizar esta dindmica de trabajo combinada con las otras
medidas ya mencionadas, es idoneo no sélo para el control de la infeccidn, sino para el control
del estado sanitario en general en las explotaciones. Estos sistemas no evitan la entrada del
patdgeno, pero permiten una profunda limpieza y desinfeccién y reducen las continuas
reinfecciones procedentes del ambiente. Claramente, la efectividad de los sistemas TD/TF
vienen condicionada por la duracién del vacio sanitario. En este sentido, periodos de vaciado y
limpieza inferiores a un dia serian insuficientes, ademas se ha visto que incrementan el riesgo

de excrecion de Salmonella en cerdos de engorde (Mainar-Jaime et al., 2010).

Otro aspecto a tener en cuenta es el control sanitario de los animales, especialmente la

prevencion de problemas entéricos. El riesgo de excrecion de Salmonella se incrementa
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claramente ante la presencia de otros patdgenos digestivos causantes de brotes de diarrea,
como por ejemplo Lawsonia intracellularis, Brachyspira hyodysenteriae, Escherichia coli, etc., y
en especial si previamente se han producido brotes clinicos de salmonelosis (Mainar-Jaime et

al., 2010).

Por ultimo, si en nuestra explotacién tenemos animales de distintas edades, es importante que
cada fase de produccion disponga de su material, ropa y calzado especifico y organizar las
rutinas de trabajo siguiendo el sentido de menor a mayor edad, para de este modo reducir el
posible nivel de exposicion a Salmonella por parte de los individuos mas jévenes y que

posiblemente no estén inmunizados.

Por medidas especificas de control, entendemos la serie de medidas dirigidas expresamente al
control de Salmonella y disefiadas individualmente para cada granja tras la realizacién de una
auditoria sanitaria y una toma de muestras. Existiran granjas que por sus caracteristicas
particulares deberan atender a factores concretos que no existen en otras explotaciones. Estas
medidas pueden ir desde cambiar la presentacion del pienso (de granulado a harina), el
tamafio de particula del mismo, la inclusién de ciertas materias primas fibrosas, la utilizacién
de dietas acidificadas (mediante acidos organicos o por fermentaciéon previa), el uso de
probidticos, administraciéon de vacunas, etc. Se trata de medidas muy diversas que seran
implantadas atendiendo a las necesidades especificas de la explotacion y dependiendo de su

estatus sanitario.

Una vez iniciadas las medidas frente al control de Salmonella, es indispensable la
monitorizacién continua de las mismas, y mds tratdandose de una enfermedad con un patrén
de infeccidn tan cambiante como ésta. Periédicamente deberian revisarse las medidas de
control implementadas para supervisar que se estan aplicando y también para verificar que se
estan realizando correctamente. El estudio de la evolucidon de la prevalencia de la infeccidn en
la explotacion también se realizara de forma periddica mediante vigilancia seroldgica y su

frecuencia variara en funcién del manejo de la explotacién.

2.3.3. Dificultades para el control de la infeccién en el cerdo

La salmonelosis es una infeccidon con una dindmica muy variable, lo que la hace por ello mas
imprevisible. Salmonella se trata de una bacteria resistente que hace que la podamos
encontrar no sélo en los numerosos hospedadores sino también en los ambientes
contaminados por ellos. Esta caracteristica de persistencia y ubicuidad en el ambiente

determina que en cada explotacién se generen dinamicas de transmisidn particulares, ya que
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pueden variar en funcidn de las caracteristicas de las explotaciones dependiendo de su tipo,
del manejo de los animales o incluso de la época del afio en que nos encontremos (en verano y

otofio suelen ser épocas de mayor riesgo).

Ademas se trata de una infeccidn de dificil deteccidén, ya que cursa generalmente de forma
subclinica y por lo tanto es asintomatica (excrecidn intermitente y ademas con bajos recuentos
microbianos), siendo las técnicas de diagndstico de las que disponemos de limitada
sensibilidad y especificidad. A dia de hoy, las explotaciones espafiolas presentan unos niveles
muy elevados de prevalencia, lo que dificulta que se puedan obtener unos logros inmediatos
tras el inicio de un programa de control y por lo tanto su control debe abordarse con una
perspectiva a medio-largo plazo. Todas estas cualidades que presenta Salmonella y sus niveles
de prevalencia, hacen que su control sea muy complicado, incluso ejecutando de forma

correcta las estrategias de control mencionadas en el apartado anterior.

En 2003 entrd en vigor en Europa el Reglamento CE n? 1831, mediante el cual se establecia
gue al inicio de 2006 se prohibia la utilizacién de antibiéticos en la UE como promotores del
crecimiento. La administracidon de forma continuada de los mismos a dosis subterapéuticas,
facilitd la aparicion de resistencias antibidticas por parte de las bacterias (Witte, 1998), lo que
condujo a que los estados miembros tomaran esta decision. La aparicion de cepas de
Salmonella resistentes se ha incrementado en los ultimos afios y muchos de los casos en
humana se producen por via alimentaria debido al consumo de alimentos de origen animal
(Arlet et al., 2006). La EFSA cada afio realiza estudios a nivel europeo para detectar las
resistencias que han desarrollado las bacterias frente a los antibidticos disponibles en el
mercado. Para 2014 los porcentajes mas elevados de resistencia frente a antibiéticos por parte
de Salmonella spp fueron descritos en tetraciclinas (30,3%), sulfonamidas/ sulfametoxazol
(28,6%) y ampicilina (28,2%). Aunque en menor medida, también se detectaron resistencias
frente ciprofloxacina, cefotaxima, ceftazidima, colistina y trimetoprima-sulfametoxazol (EFSA,
2016). Se hace por ello imprescindible la vigilancia de la evolucién de las resistencias a los
antimicrobianos en este género bacteriano, ya que si estas siguen aumentando podria

convertirse en un problema de Salud Publica aun mayor.

Actualmente, una de las posibles estrategias de control que existen en granja para ejercer el
control frente a Salmonella es la estimulacion del sistema inmunitario mediante la aplicacién
de vacunas. Existe una extensa literatura referente a este tema, ya que se ha trabajado mucho
sobre ello (de Ridder et al., 2014). Al vacunar frente Salmonella, |a utilizacidon de vacunas vivas
atenuadas presenta ciertas ventajas frente a las inactivadas, ya que promueven una respuesta

de base celular que a priori es ideal para los patdgenos intracelulares facultativos como
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Salmonella. Ademas si las administramos oralmente vamos a conseguir que se produzcan
inmunoglobulinas A (IgA) en el intestino, el principal componente del sistema inmunitario en el
control de patdgenos digestivos. Sin embargo, estas vacunas presentan desventajas como la
necesidad de retirar cualquier tratamiento con antibidticos durante la administracion oral de la
vacuna, su coste y el potencial riesgo de virulencia o bioseguridad. Por ello, el desarrollo de
vacunas inactivadas sigue siendo una alternativa de menor coste, facil administracién y mayor
seguridad. La vacunacidon mediante vacuna inactivada al comienzo del cebo con revacunacion a
las 3 semanas consigue reducir drasticamente la eliminacién de Salmonella en heces y su
presencia en ganglios linfaticos mesentéricos cuando el serotipo de la infeccién coincide con el

de la vacuna (Argtello et al., 2016).

Esto significa que las vacunas subministran proteccion homoéloga, sin necesidad de administrar
una autovacuna, pero cuando el serotipo de la vacuna y el de la infeccidon no coinciden, la
vacuna no ofrece proteccion frente a la infeccidn, siendo la prevalencia de eliminacion en
heces muy parecida a la de animales sin vacunar (Arglello et al., 2016). Que no haya
protecciéon heterdloga supone una desventaja para la vacunacidn, ya que en una misma
explotacién puede que estén presentes varios serotipos de Salmonella. Otro aspecto negativo
asociado a la vacunacion, es el desarrollo de anticuerpos frente a la bacteria que no se pueden
diferenciar de los producidos por el transcurso de una salmonelosis, suponiendo esto un

problema para el andlisis seroldgico.

Asi pues, el control de la salmonelosis porcina requerira de métodos alternativos que eviten en
lo posible el uso de antibidticos y que apoyen a la vacunacién (puede reducir la presion de
infeccidn pero su efecto es insuficiente) y las estrategias generales de control anteriormente
mencionadas. Entre las medidas de control propuestas para mejorar la resistencia de los
animales a las salmonelosis destacan determinadas estrategias de alimentacién, que han

demostrado ser efectivas y deberian servir de complemento en las explotaciones.

2.4. Estrategias de alimentacidn para el control de la salmonelosis porcina

El principio comun de estas herramientas es el de promover un ambiente en el tracto digestivo
que, por un lado, favorezca la flora beneficiosa y que, por otro, sea hostil para las bacterias
patdgenas como Salmonella. A continuacion haremos una descripcion de algunas de las
propuestas que se han mostrado como mas eficaces y que han despertado mayor interés

como complemento al control de Sa/lmonella en las explotaciones porcinas.
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2.4.1. Probioticos

Se definen como microorganismos viables de diferentes especies de Bacillus, Lactobacillus,
Bifidobacterium, Saccharomyces, etc. que suplementados en la dieta en cantidades adecuadas
ejercen un efecto beneficioso sobre la salud (FAO/WHO, 2002). Generalmente se utilizan
mezclas de distintos microorganismos, ya que su combinacion ha demostrado ser mas efectiva
debido a su efecto sinérgico. Estas cepas probidticas presentan varios mecanismos mediante

los cuales actuarian contra patégenos como Sa/monella.

Se ha descrito un incremento en los productos de fermentacién, acido lactico y acidos grasos
de cadena corta, que provocarian la disminucion del pH intestinal, y a su vez producirian
compuestos antibacterianos (agua oxigenada, bacteriocinas) que inhibirian el crecimiento de
otras bacterias. También se ha descrito que podrian promover fendmenos de exclusidon
competitiva al competir con las bacterias patdgenas tanto por nutrientes como por receptores
de adhesién de la mucosa intestinal. Por Ultimo, no se descarta un efecto inmunoestimulador
tanto a nivel de la mucosa intestinal como sistémico, debido a la interaccion de estas bacterias
probidticas con la membrana de la mucosa. Las ultimas tecnologias de encapsulacién estdn
ayudando a solucionar algunas de las limitaciones que presenta la incorporacién de
probidticos en los piensos como su viabilidad durante el proceso de fabricacidon y almacenaje
del pienso, asi como durante el transito por el tracto intestinal convirtiéndolos en una opcién

apetecible en un futuro préximo, pero que a dia de hoy no es eficaz del todo.

2.4.2. Prebidticos

Se trata de ingredientes no digestibles de los alimentos con un efecto beneficioso para el
hospedador mediante la estimulacién selectiva del crecimiento y/o actividad de uno o varios
tipos de microorganismos intestinales (Gibson y Roberfroid, 1995). Son especialmente
interesantes por su actividad protectora frente a Salmonella los oligosacaridos no digestibles y,
concretamente, los fructoligosacdridos y la inulina, los galactoligosacaridos, los
transgalactoligosacaridos y la lactulosa. Se caracterizarian por presentar tres propiedades
principales: no se absorben o hidrolizan en estdmago o intestino delgado; son selectivos para

las bifidobacterias; y su fermentacion tiene efectos beneficiosos a nivel luminal y sistémico.

El principal mecanismo de accidon de los prebidticos se atribuye a su efecto sobre la
fermentacidn al servir los productos de la misma como substratos selectivos que promueven el
crecimiento de bacterias beneficiosas que presentan una actividad competitiva frente a

Salmonella. También se ha descrito su efecto inmunoestimulador a nivel de la mucosa
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intestinal y sistémico (Delzenne, 2003) y de mejora en las defensas del intestino, como por

ejemplo incrementando el grosor de las mucinas.

2.4.3. Aceites esenciales (AE)

Son esencias volatiles extraidas de plantas aromaticas por medio de vapor, destilacién,
prensado o extraccidon con disolventes. Su mecanismo de accidén no estd bien definido, al
tratarse de una mezcla de distintos compuestos volatiles con distinta naturaleza quimica, es
muy probable que su actividad antimicrobiana se deba a la combinacién de varios efectos. En
general, parece que actlan aumentando la permeabilidad de la membrana citoplasmatica
bacteriana, lo que conlleva a la salida de iones y la muerte celular (de Lange et al., 2010). Sus
efectos mejoran con niveles bajos de pH y oxigeno, condiciones generadas por los lactobacilos

y otras bacterias intestinales.

Existen una gran cantidad de estudios realizados en broilers, pero en porcino los trabajos que
valoran in vivo sus efectos como método de control de Salmonella se han centrado en
determinar mejoras en los rendimientos productivos en lechones destetados y modificaciones
de la microbiota intestinal. Aunque a veces estos aditivos han mostrado una gran efectividad
en experimentos in vitro, los resultados no se ha trasladado a las pruebas in vivo (de Lange et
al., 2010). Asi pues, los AE podrian servir como método de prevencidn a la presentacidén de
salmonelosis en cerdos, no obstante se requieren mas estudios en condiciones naturales de
explotacién sobre animales mayores y periodos de tratamiento mds largos que evallen la

eficacia de estos productos.

2.4.4. Acidos organicos

Se trata de compuestos que se pueden adicionar tanto en alimento como en agua de bebida y
mejoran la salud intestinal y promueven el desarrollo de la microbiota beneficiosa en el
intestino. Su adicion puede resultar efectiva no solamente por su actividad antimicrobiana en
el pienso o agua sino, también por sus efectos en el tracto gastrointestinal de los animales. Su
importante actividad antimicrobiana se produciria por dos mecanismos principales: por la
alteracion del pH extracelular; y por el efecto de la forma no disociada de los acidos que, tras
penetrar al interior celular de la bacteria, se disocian y disminuyen el pH intracelular

provocando la muerte celular (este seria el efecto mas importante).

Los mecanismos que podrian explicar este efecto contra Salmonella son varios. Diversos
estudios atribuyen a los acidos un refuerzo de la barrera gastrica frente a la entrada de

Salmonella, debido al incremento en la concentracion total de acidos y a la consiguiente
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reduccion en el pH ocurrida principalmente en tramos anteriores del tracto gastrointestinal,
donde normalmente son absorbidos los acidos. Ademas, modularian el equilibrio intestinal
favoreciendo la proliferacién de bacterias lacticas (mucho mas tolerantes a un ambiente acido
que Salmonella), productoras de bacteriocinas y competidoras directas de Salmonella por los
sustratos y los receptores de adhesion al epitelio (Creus et al., 2014). También se ha descrito
gue algunos &acidos, principalmente el butirico y el caprilico, reducirian la expresion de
determinados genes de patogenicidad de Salmonella, por lo que disminuirian su capacidad

para colonizar el epitelio (Van Immerseel et al., 2004 y 2006).

Una importante limitacion de los acidos orgdnicos para el control de Salmonella, reside en su
rapida absorcidn en los tramos proximales del intestino, siendo los tramos distales del
intestino (ileon, ciego y colon) donde mayoritariamente la bacteria suele adherirse y colonizar.
Esta desventaja actualmente se puede superar mediante tecnologias de microencapsulacion,
evitando la disolucidn total del acido al inicio del tracto digestivo. Consiguiendo de este modo,

gue llegue al tramo distal.

Existen numerosos estudios que indican el efecto inhibidor sobre Salmonella de los acidos,
aunque los resultados de eficacia obtenidos hasta ahora son muy variables. La eficiencia de los
tratamientos con d4cidos organicos varia de unos estudios a otros, y los resultados dejan
entrever que el éxito depende del acido o de la mezcla empleada, de su concentracién y de la
duracidn del tratamiento. Con el objetivo de profundizar en el conocimiento sobre su utilidad
para controlar Salmonella, a lo largo de los ultimos afios se han realizado varias pruebas de

campo.

En este sentido, Arglello y colaboradores publicaron a inicios de 2016 los datos de varias
pruebas en las que limitaron la duracién y concentracién de los tratamientos. Se administraron
los compuestos al final del periodo de cebo, para reducir la prevalencia en granja y buscar un
efecto en el momento del sacrificio. Los resultados globales de estas pruebas demostraron que
los tratamientos con acidos organicos reducian la presencia de Salmonella en la granja, ya que
se redujo de forma significativa tanto el nimero de cerdos eliminadores en heces, como el

porcentaje de cerdos positivos en muestras de sangre.

Sin embargo, el efecto no fue inmediato en los animales que recibieron este tratamiento,
requiriendo al menos de 4 semanas de administracidon para conseguir efectos positivos a estas
concentraciones y, aunque se consiguid la reduccidon de la tasa de eliminacion, seguia
habiendo animales eliminadores en granja que contaminaban el ambiente. Es por esto que son

necesarios mas trabajos que permitan determinar mezclas, formas, dosis y pautas de
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administracién éptimas, ya que su efecto es muy variable y el éxito del tratamiento depende

de ello.

3. Justificacion y objetivos

3.1. Justificacion

La salmonelosis es la segunda zoonosis de transmisidn alimentaria mdas importante de Europa.
El cerdo esta considerado la 22 fuente mas importante de infeccidn de salmonelosis humana
en Europa e incluso podria ser la 12 fuente de infeccidn en los paises del sur de Europa. Espafia
es lider en prevalencia de salmonelosis porcina, con un 29% de los cerdos de cebo infectados

(EFSA, 2008), resultados que se han ido corroborando en estudios posteriores.

El control de Salmonella supondra uno de los principales retos a asumir por el sector porcino
espafiol a corto-medio plazo, ya que nuestro pais es uno de los principales exportadores de
carne de cerdo. Con unas exportaciones de 1,73 millones de toneladas de carne y despojos es
uno de los mayores exportadores mundiales, tan solo superado por Alemania, EE.UU. y Paises
Bajos (INTERPORC, 2016). El presente trabajo se enmarca en este contexto, es decir, en la

busqueda de estrategias para el control de la salmonelosis porcina en las explotaciones.

Entre estas estrategias se encuentra el uso de aditivos alimentarios con propiedades
antimicrobianas, y mas concretamente el uso del butirato sddico. Estos principios activos son
relativamente recientes y no se han estudiado suficientemente en ensayos de campo, con lo
que estudios como el que presentaremos a continuacién son necesarios para conocerlos mejor

y ver el alcance de su eficacia potencial en el control de la salmonelosis porcina.

3.2. Objetivos
El objetivo principal de esta experiencia es evaluar la eficacia de la adicién de butirato sodico
a la dieta de los cerdos de cebo para controlar la salmonelosis porcina en esta fase de

produccion. Otros objetivos mas especificos son determinar si la adicidn de butirato sédico:
e Reduce la excrecion de Salmonella spp. en los corrales de cerdos de cebo.

e Disminuye la exposicion de los animales a Salmonella spp., es decir, el nimero de

animales seropositivos (con anticuerpos anti-Salmonella).

e Reduce la prevalencia general de infeccion de los cerdos que llegan a matadero.
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4. Metodologia

4.1. Producto utilizado

GUSTOR BP70 (Norel S.A., Madrid) es una forma protegida de butirato sédico en base a una
grasa vegetal que persigue una liberacién gradual a lo largo del tracto gastrointestinal (Puyalto
et al., 2015) y que ha mostrado su eficacia en la reduccidn de Salmonella en pollos (Fernandez-

Rubio et al., 2009).

4.2. Diseio del estudio

El estudio se realizé en un cebadero comercial infectado por Salmonella spp. Dicho cebadero
constaba de una nave con 8 corrales (12-13 animales por corral) que se distribuian mitad y
mitad a lo largo de un pasillo central. A cada lado del pasillo se localizaron de forma aleatoria 2
corrales que fueron alimentados con pienso sin butirato sddico (grupo C) y 2 a los que se les
administré el mismo pienso con butirato sédico a una dosis de 3 kg/Tm (grupo T). Asi, cada
uno de los dos grupos estaba constituido por 50 animales distribuidos en 4 cuadras. El
tratamiento se inicié el 6 de junio de 2014 (24 dias después de iniciado el cebo) tras haber
finalizado el tratamiento con colistina, antibiético usado habitualmente a la entrada de los

cerdos (15 dias de tratamiento con colistina).

4.3. Muestreo y analisis laboratoriales
Se realizaron 3 andlisis microbioldgicos (norma ISO 6579:2002/Amd 1:2007; Anexo 1) para el
aislamiento de Salmonella spp. a partir de heces (directamente del recto) de un minimo de 20

animales de cada grupo tras 30, 60 y 90 dias de cebadero.

Figura 3: Protocolo de muestreo durante el periodo de

cebo
Dia0 Dia 60 Sacrificio

Entrada a granja Suero y Heces Suero, Heces y LNM

"lllii' %%%:..
Suero y Heces Suero y Heces
Dia 30 Dia 90
Tratamiento con Colistina =T rgtam ie nto con Gustor BP70

También se llevaron a cabo 4 muestreos serolégicos mediante un ELISA indirecto (Herdcheck

Salmonella®, Laboratorios IDEXX) tras 30, 60 y 90 dias de cebadero y previo al sacrificio. Se
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utiliz6 como punto de corte (cutoff) para determinar si un animal era seropositivo un
porcentaje de densidad dptica (%DO) >40. Por ultimo se realizd un anadlisis microbioldgico
(norma I1SO 6579:2002/Amd 1:2007) para el aislamiento de Salmonella spp. a partir de los
linfonodos mesentéricos (LNM) y de contenido fecal obtenido tras el sacrificio de todos los

animales de ambos grupos. Un esquema del muestreo se presenta en la Figura 3.

4.4. Analisis estadistico

Se realizaron comparaciones de los resultados microbiolégicos y serolégicos entre los dos
grupos para cada muestreo mediante el andlisis de Chi-cuadrado. Los resultados seroldgicos
también se analizaron mediante un modelo mixto de medidas repetidas (comando xtmixed en
STATA software) para estimar diferencias en valores medios de %DO teniendo en cuenta los
tiempos de muestreo y la interacciéon entre tratamiento y tiempo. Se considerd un valor de

P<0,05 para establecer una diferencia como significativa.

5. Resultados

5.1. Bacteriologia

Los resultados de los muestreos microbioldgicos en heces realizados durante el periodo de
cebo y los resultados de los andlisis microbiolégicos en LNM para ambos grupos, se presentan
en la Figura 4. Los niveles de excrecion en heces de Salmonella spp. fueron siempre inferiores
en el grupo tratado con respecto al grupo control, aunque solo en el muestreo del dia 90 esas
diferencias fueron claramente significativas. En matadero se observé una menor excrecion en
el grupo tratado, pero el nimero de animales infectados (presencia de Salmonella spp. en los

LNM) fue significativamente superior en este grupo.

Figura 4: Resultados de los andlisis microbiolégicos en
hecesy en LNM para el grupo tratado y el grupo control
100
a0
80
70
60 —
50 —
40 ~ —
30 - —
20 —
10 + —
o - - .
Dia 30 Dia 60 Dia 90 Sacrificioc LNM Sacrificio
P=008 P=04 P=0021 P=011 P=009
Muestreo

% positivos a Salmonelia

mGrupoT Grupo C {P) Prueba de Chi-cuadrado
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5.2. Serologia

Los resultados de los muestreos seroldgicos para el grupo control y el grupo tratado con
butirato sddico se presentan en la Figura 5. Se observaron diferencias claramente significativas
en el ultimo muestreo previo al sacrificio. El nimero de animales seropositivos en el grupo
tratado fue significativamente inferior (48%) que el nimero de seropositivos en el grupo

control (89,6%).

Figura 5: Resultados de los andlisis seroldgicos para el
grupo control y grupo tratado
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Figura 6: Valores medios de %D0 y sus IC 95% segin
tratamiento y tiempo
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Las variables tratamiento, tiempo y la interaccién entre ambas, se asociaron significativamente
con los valores de %DO (Figura 6). Se observé un menor valor medio del %DO en el grupo
tratado comparado con el grupo control para los muestreos de los dias 60, 90 y al sacrificio. Asi
mismo, se observd una reduccién del valor medio del %DO conforme pasaba el tiempo en el

grupo tratado que apenas fue observada en el grupo control. Sin embargo, destacar que en
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ambos grupos los valores medios de %DO estuvieron por encima del 40% a partir del segundo

muestreo.

6. Discusion

El nivel de excrecién de Salmonella en heces por parte de los animales tratados siempre fue
inferior al de los animales del grupo control, y su excrecién disminuyd de forma considerable
en los dias 60 y 90 de muestreo, siendo la diferencia claramente significativa respecto al grupo
C en este ultimo. El porcentaje de animales excretores fue de 9,5% y 4,5% respectivamente. Si
es cierto que el porcentaje de excrecién de Salmonella por parte del grupo T subid hasta
niveles del 58% en el momento del sacrificio, pero también subié para el grupo C (el 75% de los
animales excretaban la bacteria). Es por esto que podemos atribuir esta subida a factores
externos a los suidos y al tratamiento, siendo posiblemente la causa el estrés (debido al
transporte y la llegada al matadero) y la consecuente caida de las defensas producida por el

mismo.

La proporcién de animales excretando al principio del cebo fue muy alta para ambos grupos, lo
que sugeria que los animales se habian infectado durante esos primeros dias de cebo (tras el
tratamiento con colistina). El hecho de que el grupo T presentara un mayor porcentaje de
cerdos infectados (84%) en el matadero, comparado con el grupo C (68,75%), podria ser
consecuencia de un mayor niumero de infecciones ocurridas antes de iniciar el tratamiento con

el butirato sddico en el grupo T.

El porcentaje de animales seropositivos (nivel de exposicion) en el grupo T fue menor al llegar
al matadero comparado con el grupo C (47% vs. 89,6%, respectivamente). La existencia de un
menor porcentaje de animales seropositivos en el grupo T podria relacionarse con el hecho de
que los cerdos hubieran tenido un menor contacto con la bacteria debido al tratamiento,
generando asi menos anticuerpos. La reduccion de los niveles medios de %DO a lo largo del
tiempo en el grupo T, mientras que se mantenian casi constantes en el grupo C, apoyaria esta

hipdtesis.

7. Conclusion

A la vista del presente estudio, podemos concluir que la forma protegida de butirato sédico
administrada (GUSTOR BP70), podria resultar efectiva para el control de Salmonella en cerdos
de engorde, pues permitiria reducir la excrecidn de la bacteria en los animales infectados y por
lo tanto la exposicion de los no infectados. La alta incidencia de la infeccion ocurrida

previamente al tratamiento con el butirato sédico impidié determinar si podria considerarse
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eficaz para reducir la prevalencia general de la infecciéon en los animales en el momento del

sacrificio. Seran necesarios mas estudios para poder obtener un resultado mas concluyente.

The protected sodium butyrate (GUSTOR BP70) may be effective for the control of Salmonella
spp. infection in fattening pigs. It could reduce the bacterial shedding in infected animals, and
so the exposure of the non-infected pigs. Due to the high incidence of the infection before the
treatment with the sodium butyrate, it was not possible to determine whether it could be
considered effective to reduce the general prevalence of the infection in the animals at

slaughter. More researches will be needed in order to obtain more conclusive results.

8. Valoracion personal

La realizacion de este trabajo ha supuesto un aprendizaje y una experiencia a varios niveles,
todos ellos Utiles e interesantes para nuestro futuro como profesionales en el campo de la
veterinaria. Durante su desarrollo hemos aprendido mas sobre las enfermedades zoondticas y
el problema que suponen para las personas, ya que pueden producir enfermedades en nuestra
especie procediendo de distintos animales, incluyendo los de abasto. Dentro de estas
patologias, cabe destacar las que se transmiten por via alimentaria, ya que causan enfermedad

a muchas personas a lo largo del afio.

Tanto las zoonosis como las enfermedades de transmisidn alimentaria suponen un reto para
los veterinarios, haciendo que nuestra labor sea muy importante para controlarlas y para
evitar su trasmision. Por estos motivos, aprender mas sobre estas enfermedades, y en mayor
profundidad sobre la salmonelosis, ha sido muy util y productivo. Ademas, Salmonella es un
agente muy importante en la produccidn porcina, un sector que nos apasiona y en el que nos

gustaria centrar nuestra carrera profesional.

A su vez, la redaccion del presente trabajo nos ha mostrado el trabajo que hay detras de la
elaboracion de un texto cientifico, y nos ha ayudado a comprender mejor como realizarlo de
forma apropiada. Por ultimo, pero no menos importante, la colaboracidon en este proyecto
dirigido por Raul Carlos Mainar Jaime y gracias a trabajar con Sara Andrés Barranco, nos ha
ayudado a conocer el dia a dia del trabajo de los investigadores y su labor, tan importante para

las personas y el desarrollo de la ciencia.
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10. Anexos

10.1. Anexo I: Esquema del protocolo del cultivo bacteriolégico

Figura 7: Norma 1SO 6579:2002/Amd 1:2007

Muestras =+ ceeeeeren
25g de Heces o LNM
homogeneizados en

el Stomacher

seeseesseeeeeencubacion en PENS
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t=18h +2h

T=372C#+1eC
Incubacion enES:+«c+cveeteennes
1pl de cultivo en 3 gotas
20ml de medio MSRV
t=24-48h T=41'52C +12C
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Salmonella spp.

El analisis bacterioldgico se realizé en LNM y heces siguiendo el protocolo marcado por la
norma ISO 6579:2002/Amd 1:2007 (Figura 7). Se extirpan de los animales los LNM del paquete
intestinal, libres de grasa o tejido conectivo y en el laboratorio los descontaminamos antes de
su analisis sumergiéndolos en alcohol absoluto y flameando a la llama la superficie exterior de
los mismos. Realizamos esta operacidon hasta obtener 25g de LNM descontaminados. A
continuacién, procedemos a realizar la fase de Pre-Enriquecimiento No Selectivo (PENS). Para
ello, afiadimos a la muestra (LNM o Heces) 225ml de Agua de Peptona Tamponada (AP) y la
homogeneizamos utilizando un Stomacher. Seguidamente, se incubaron durante 18 +2h a 37

+1°C.
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Tras esta incubacion, se inoculan tres gotas (33ul cada una) del AP en el medio de
Enriquecimiento Selectivo (ES), Rappaport-Vassiliadis Semisdlido Modificado (MSRV), y se
incuban las placas durante 24 +3h a 41,5 +1°C. Las muestras negativas se vuelven a incubar
24h adicionales para asegurarnos que no crece Salmonella. Tomamos 1ul del presunto
crecimiento de Salmonella de cada una de las muestras (se detecta porque las colonias
generan un halo en el MSRV después de 24 o 48 h) y se transfiere a dos medios de aislamiento
selectivo, los cuales se siembran por agotamiento. Utilizamos el obligatorio marcado por la
ISO, Lisina Xilosa Desoxicolato (XLD); el segundo medio es de libre eleccidn y, en nuestro caso,

elegimos Verde Brillante (BGA).

Por ultimo, hay que confirmar las colonias sospechosas mediante técnicas bioquimicas. Para
ello, sembramos 4 colonias de cada uno de los medios anteriores en agar Hierro Triple Azlcar
(TSI), Agar Urea (UA), Medio de Decarboxilacién de L-lisina (LDM), y en medio para la Reaccion
de Indol (IR). Después de 24 +3h a 37 +1°C (y de afiadir el Reactivo de Kovacs (KR) a la reaccién
de indol para comprobar si se ha formado o no indol), comprobamos el resultado de estas
pruebas. Si la prueba de la ureasa, la produccién de indol, la fermentaciéon de lactosa y
sacarosa dan resultado negativo (en el 99, el 98,9% vy el 99,5% de los casos, respectivamente),
y en el medio TSI la produccién de H,S es positiva (91,6% de los casos), asi como la
fermentacién de la glucosa (100%) y la descarboxilacion de la lisina (94,6%), estamos frente

una muestra positiva de Salmonella spp.
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