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Unidad Sanidad Animal

Salmonelosis en explotaciones porcinas

O Lo que vemos
Q ¢ Con qué herramientas lo vemos?
U Lo que realmente tenemos

[ Otros aspectos de la infeccion por Salm

La realidad varia segun |
{AnoGnimo)
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Salmonelosis porcina: evaluacion de métodos de diagnéstico,
situacion epidemiol6gica y recomendaciones para la futura

implantacion de programas de vigilancia y control en Espafia
(INIA RTA2007 — 065)

Objetivos

1. Evaluacion de diversas técnicas de diagnéstico directo e indirecto
para su uso en programas de vigilancia y control de la
salmonelosis porcina.

2. Estimacion de la prevalencia y seroprevalencia de salmonelosis
en cebaderos porcinos de Aragon.

3. ldentificar los principales factgies asociados
presencia/exposicion de/a Salmonglia spp en cebaderoes.

4. Determinar perﬂles de resmt%

0’ INIA

Instituto MNacional de Investigaciin
w Tecnologia Agrana v Aimentaria

Antes de empezar...

9
@)

= Portadores activos: infectados (recieQ(r-gmente 0 reactivacion) y
eliminadores de Salmonella spp. |

= Portadores silentes: sin ba @as en el intestino pero presentes en
ganglios linfaticos. Puederlé etar bacterias (estrés).

= Portadores pasivoss ﬁmonella esta presente en las heces pero no
existe infeccion. Serép animales negativos en caso de retirarlos del
ambiente contamiffado.

» Presencia de anticuerpos: = exposicion a Salmonella spp.
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Proyecto RTA2007 — 065

Prevalencia Prevalencia serolégica
(ELISA)

(mirobiologia)

J b
1
1

i

» 80 cebaderos (2000 animales) * 327 cebaderos (>9400 animales)

* 26 explotaciones madres en CC

) (738 animales)
Serotipos presentes

Patrones de antibiorresistencia

L} FACTORES DE RIESGO {J

MICROBIOLOGIA

* Norma ISO 6579 (UE)

Ganglios
linfaticos

mesentéricos
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Norma ISO 6579

18h + 2, 37°C 24h £ 2, 41 5°C
25 g/min 5 ganglios
Negatwa Posnwa

animales (Algete,
Madrid)

24h+ 2 415°C
Serotipado L L] ]
CNR para : = "
salmonelosis :
+2, B

ASAP XLD
24h +2 37°C

MICROBIOLOGIA (Norma ISO 6579)
80 EXPLOTACIONES MUESTREADAS

_:> 75 (93,75%) explot. positivas

:> 634 (31,5%) animales infectados

:> De 618 cepas serotipadas:

- 230 (37,2%). Typhimurium (50 explot
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18h £ 2, 37°C 24h + 2, f1.5°0

25 g/min 5 ganglios 1

Negativa Positiva

\ 24h +2 41.5°C

Ee

ASAP XLD
24h £237°C

Serotipado
CNR para
salmonelosis

animales (Algete,
Madrid) 24h £ 2,

37°C

PCR VS MICROBIOLOGIA

Muestras: 348 muestras BPW congeladas de origen porcino

Aislamiento microbioldgico segin normativa vigente (ISO 6579)
Deteccion molecular:

Extraccion DNA ) )
(Boiling 1 mL BPW) — PCR — Gel de agarosa (genenA, SpvA y spvC)

SALMONELOSIS Y BIENESTAR
PORCINO-- Raul Mainar




JORNADA TECNICA DE LA AVPA-
Zaragoza, 25 marzo 2010

PCR VS MICROBIOLOGIA

Sensibilidad (Se) cultivo: prob. de obtener un resultado + si el animal esta
infectado.

* Tipo de muestra (heces vs ganglios)

* Cantidad de muestra utilizada (1g / 10g / 259)

» Grado de homogenizacion

* Individual vs pool

» Combinacion de medios utilizados para el cultivo.

.SedelalsSO 65797

Prue. Se(%) (|c- Es(%) (IC

Culti 72 (64 1

PCR 88 (83 - 95 (91

* Prevalencia observada: 31,5%
«|Prevalencia real: 43,75%|
» Minima prevalencia detectada en el rebafio: 16% =» 100% reb. infectados

OTROS RESULTADOS EN ESPANA

REBANOS POSITIVOS
» UE (2008): 64% (madres/heces/pool).

» Andalucia (Astorga, 2007): 1,8% (cebo/hisopado ganglios/individual)
3,5% (cebo/10g heces/individual)

« Catalufia (Mejia, 2003): 24,3% (madres/25g heces/individual).
20,3% (cebadero/25g heces/pool).

« Espafia (Garcia-Feliz, 2007): 43,1% (cebadero/25g:heces/p
- Aragon: 46,6% (cebadero/25g hecesipool).
- Cataluia: 53% (cebadero/25g hecesipoal).
ANIMALES POSITIVOS

* UE (2007): 29% (ganglios/individual);
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A TENER EN CUENTA ...

LA PREVALENCIA DE SALMONELOSIS PORCINA ES
PROBABLEMENTE BASTANTE SUPERIOR A LO PUBLICADO
HASTA AHORA DEBIDO A LA FALTA DE SENSIBILIDAD DEL
CULTIVO MIROBIOLOGICO.

* ESTE ERROR ES SEGURAMENTE MAYOR CUANDO SE
TRABAJA A PARTIR DE MEZCLA (HOMOGEMNEIZA
HECES.

CONSIDERAR INFECTADOS P!

SEROLOGIA (ELISAS)

. Herdcheck® Swine Salmonella (Prueba A)
Idexx Laboratories, USA

. SALMOTYPE® Pig Screen (Prueba B) Musculo
Labor Diagnostik Leipzig, Germany diafragma

. PrioCHECK® Salmonella (Prueba C)
Prionics, Switzerland
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SEROLOGIA (ELISAS)

Obtencién de jugo muscular para deteccion de Ac frente a
Salmonella spp.

Recogida

Congelacion/
descongelacién

Sensibilidad (rSe) y Especificidad (rEs) relativas
con respecto ala bacteriologia.

Nivel.de concordancia entre pruebas (Kappa -K-).

Correlacion entre prevalencia (microbiologia) y
seroprevalencia de rebafio (coeficiente de Pearson).

Sey Es en ausencia de un “gold standard” (analisis
Bayesianos ).
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SENSIBILIDAD Y ESPECIFICTDAD

RELATINVAS

-

™

s

Bacteriologia

275
327
256
346
74
528

602

*J=Ser+Esr-1

Serotipos supﬁestamente detectables p SfnS EI ll&

| Serotipo Serogrupo N° infectados A B

' Typhimurium B 91 67 57
4,[5]12:i:- B 14 ] 12
Wien B 11
Other B 3
Rissen C1
Mikawasima C1
| Other €1
Newport C2
Goldcoast C2
Muenchen Cc2
Enteritidis D1
Kapemba D1

N
©

gr 0 © W O 01 O O

Havana G2
TOTAL 127 (65%) 112 (58%) 50 (26%)
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. I
Serotipos supuestamente no detectables por 10s ELISAsS

Serotipo Serogrupo N°infectados
London El

Give
Anatum
" Other
Szentes
Gaminara
Toulon K 0
Arizonae Y 10 5

TOTAL 28 (68%) 21 (51%) 12 (29%)

RESULTADOS SEROLOGIA

(Correlacion rebafio)
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SEROLOGIA (clasificacién rebafios)

Tabla 4. Namero y porcentaje de rebarios segun su estado sanitario basado en
el niimero de animales considerados positivos de acuerdo con las diferentes

pruebas utilizadas.

Estado Sanitario del Rebario

Meétodo de Rebarno Animales Animales Animales positivos
diagndstico Negativo positivos positivos =40%
=20% =20% vy =40%

10 (29.4%)

10 (29.4%)

Bacteriologia 3(88%) 11(32.3%)

Serologia
IDEXX 0 (0%) 7 (20.6%) 7 20 bhs)
SALMOTYPE 0 (0%) 10 (29 4%) 814 7%
4(118%

(55.9%)
PRIONICS 9(26.0%) 16 (47%) { ) 5 (14.7%)

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD

VD

Lt s 0

Tabla 7. Estimados (medianas) e Intervalos de Credibilidad del
95% (ICr95%) para la sensibilidad (Se) y especificidad (Sp) y el
indice de Youden (J) de las tres pruebas de ELISA analizadas
para el diagnéstico de la salmonelosis porcina sobre muestras de

jugo muscular.

ELISA Se (1Cr95%) Es (ICr95%)
IDEXX 0.88 (0.68, 0.92 0.74.(0:64 91
R 0.96 (0.81, 0.99 (43 (0 34 0 54
PRIONICS 0.40 (0.28, 0.55) 0,53 008 000

*J=Se+Sp-1
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SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD IDEXX

Sin
anticuerpos

Proporcion

Con
anticuerpos

Valor de cut-off (corte) para un test positivo

VN: verdaderos -
VP: verdaderos +
FN: falsos -
EP: falses +

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD IDEXX

Sin
anticuerpos
[
9
o
o
Q
o
a
N(?)
FN(?)
01 3 5 7 10

Con
anticuerpos

Valor de cut-off (corte) para un test positivo

VN: verdaderos -
VP: verdaderos +
FN: falsos -
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SEROPREVALENCIA EN ARAGON

| Cut-off DO > 10%|

228 CEBADEROS

L>3759 (57,5%) animales sero+
48 (21%) cebad 20-40% sero +
155 (68%) cebad >40% sero+

Se=88% @ Es=74%

« Seroprevalencia real: 50,8%

SEROLOGIA (IDEXX)

| Cut-off DO > 20% |

228 CEBADEROS f K :

L>2372 (36,3%) animales sero+

48 (21%) cebad. 20-40% sero +

88 (38,6%) cebad. >40% sero+

| Cut-off DO > 40%|

228 CEBADEROS : ZS

H:(>1283 (19,6%) animales sero+
36 (15,8%) cebad. 20-40% sero +

40 (17,5%) cebad. >40% sero+

SALMONELOSIS Y BIENESTAR
PORCINO-- Raul Mainar



JORNADA TECNICA DE LA AVPA-
Zaragoza, 25 marzo 2010

OTROS RESULTADOS EN ESPANA

CATALUNA

Comarca de Osona, 2007 (201 granjas, IDEXX cut-off DO > 20%, 11
animales/granja):

« 87,6% granjas positivas.
« Seroprevalencia media: 41,5%.
ANDALUCIA 2007 (44 granjas, 11 animales/granja);

* 75% granjas positivas.

COMARCA N° ANIM N° EXPLOT % MUESTREADO SEROPREV (%)

SOBRARBE 0.44 13.33
ALTO GALLEGO 0.44 22.58 SEROPREVALENCIA

RIBERA BAJA DEL EBRO 0.44 28.00 EN ARAGON (2008)

LA RIBAGORZA 3.07 32.84
o > 0,
COMUNIDAD DE TERUEL 2.19 47.20 (cut-off DO=10%)

BAJO ARAGON 1.32 47.56
CINCO VILLAS 10.53 49.10
MATARRANA 17.11 51.97
LA LITERA 7.02 52.85
HOYA DE HUESCA 5.26 53.33
DAROCA 1.75 55.05
CINCA MEDIO 6.58 55.14
BAJO CINCA 5.26 58.72
SOMONTANO DE BARBASTRO
BELCHITE

LOS MONEGROS
VALDEJALON

CARINENA

RIBERA ALTA DEL EBRO
JILOCA

DC ZARAGOZA

CALATAYUD

SIERRA DE ALBARRACIN
BORJA

BAJO MARTIN

MAESTRAZGO

BAJO ARAGON-CASPE
GUDAR-JAVALAMBRE
ANDORRA-SIERRA DE ARCOS
TARAZONA Y EL MONCAYO

N

[y
w

PRPRPNRARPNRA®

N
N
[e5)

TOTAL:
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MAS IDEAS A CONSIDERAR ...

* LA PRECISION DIAGNOSTICA DE LOS ELISAS COMERCIALES
ANALIZADOS FUE EN GENERAL MUY LIMITADA PARA SU USO EN
LAS CONDICIONES DE LA POBLACION PORCINA ESTUDIADA.

* EXISTEN GRANDES DIFERENCIAS ENTRE LOS RESULTADOS DE
LOS DISTINTOS ELISAS QUE PUEDEN REPECURTIR EN LA
CLASIFICACION DEL ESTADO DE SALUD DE LOS REBANOS.

« CONVIENE DEFINIR CUAL SERA EL PUNTO DE CORTE MAS
ADECUADO PARA CONSIDERAR UN ANIMAE SEROP
LAS CONDICIONES ESPANOLAS.

- EN CUALQUIER CASO LA SEROPREVALENCIA
OBSERVADA SE CORRESPOND A PREVALENCIA
MICROBIOLOGICA OBSERVADA

Otros aspectos de la infeccidon por Salmonella
spp. en cebaderos porcinos de Aragon ...
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Evolucién de la seroprevalencia (afio 2008) y prevalencia
(affos 2008 y 2009 conjuntos) de salmonelosis porcina en
Aragon (cut-off DO> 10%).
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Evolucion de la seroprevalencia en varias explotaciones
muestreadas repetidamente (Cut-off DO> 10%)
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Relacién entre seroprevalencia en madres y animales de
cebo en explotaciones de ciclo cerrado (cut-off DO> 10%)

IDEXP Seroprev madres Seroprev cebo 100F
78. 05 28. 00 ol
of————
|6 9310 7333 a0
sof-
| 8] 9667|5339 20p
o[ ey 1739 wf =002 p=081 :
Seroprev madres %
12000

1ot
- /N

oY
ED

Seroprev_cebo %

Seroprevalencia (%)

MEDIA 87.70 56.36

Relacion entre el nimero de origenes de los cerdos del
cebadero y prevalencia de Salmonella spp.(53 cebaderos)

N° origenes Prevalencia (%)
29,43
22,67
>2 43,50

N -
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Evolucion de la seroprevalecia frente a Salmonella spp. en
un cebadero comercial (ELISA IDEXX).
60,0
53,7
50,0
g 40,0 4
R
E @ oD 10%
< 30,0 mOD 20%
g’_ 0 OD 40%
© 20,0 16,0
&
9,8 9,9
10,0 +
2,7
0,0
1 mes
Meses en cebadero
RESISTENCIAS ANTIMICROBIANAS
Seleccion de 19 antimicrobianos:
- Cefotaxima
- Acido nalidixico
- Ciprofloxacino Antibiogramas:
- Ampicilina método de Kirby-Bauer
- Tetraciclina o
Seleccion de cepas: - Cloranfenicol @E
162 - Gentamicina
0 < cepas por - Estreptomicina
cada serotlpo_y || - Trimetoprim
cada explotacion - Sulfonamidas (Sulfisoxazol)
U - Amoxicilina
- Doxiciclina
Total: 184 cepas - Colistina
de 34 serotipos - Espectinomicina
- Neomicina ¢/
- Ceftiofur
- Enrofloxacino —~
- Amoxicilina/Clavuianica Utilizados en
- Trimetoprim/Sulfometoxazol |, {iumana

SALMONELOSIS Y BIENESTAR
PORCINO-- Raul Mainar

18



JORNADA TECNICA DE LA AVPA-
Zaragoza, 25 marzo 2010

RESISTENCIAS ANTIMICROBIANAS

* Cepas R: 130 (70,6%)
Cepas I: 3 (1,6%)
Cepas S: 51 (27,7%)

« Mayor porcentaje de cepas resistentes a:
Tetraciclinas (60%) y Sulfonamidas (54%)

» Cefalosporinas de 32 generacion:
2 cepas R (12 vez en Espafia)

» Gentay Neo: baja frecuencia R (<6%)

¢ 100% cepas S a:

» Fluoroquinolonas (Enroflo, Ciproflo)
» Polimixinas (Colistina)

RESISTENCIAS ANTIMICROBIANAS

» Multi-resistencia (a 2 o méas familias antimicrobianas) en:
» 88% de las explotaciones
» 59% de las cepas
» 89% de las cepas serotipo Typhimurium
< Se identificaron 22 perfiles de multi-resistencia diferentes
» Los mas frecuentes: ACSSuT+Na (37 cepas) y ASSuT+Na (34 cepas)

» Estadistica:

» No hay relacion entre perfiles multi-R dentro de una misma explotacion
» N° de cepas R inversamente proporcional a la prevalencia:

- mayores en invierno-primavera que en verano-otofio (p=0,056)

- mayores en la provincia de Zaragoza que en Huesca o Teruel
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FINALMENTE ...

« DEBIDO A LA VARIACION ESTACIONAL QUE PARECE
EXISTIR PARA DETERMINAR EL ESTADO SANITARIO DE
LAS EXPLOTACIONES SERA NECESARIO MUESTREAR
LAS EXPLOTACIONES VARIAS VECES Y EN
DIFERENTES EPOCAS.

«PERO LA VARIACION NO PARECE SER SOLO
ESTACIONAL. EN ALGUNAS EXPLOTACION
FACTORES PARTICULARES QUE HARAN VAR
NIVELES DE INFECCION /DE UNA FORMA MAS
“ANARQUICA”

FINALMENTE ...

*EL PAPEL QUE LAS MADRES JUEGAN EN LA
INFECCION EN EL CEBADERO SIGUE PENDIENTE DE
SER DEMOSTRADO. EN LAS EXPLOTACIONES DE
CICLO CERRADO MUESTREADAS LA SEROLOGIA (AL
CUTOFF DEL 10%) NO INDICARIA ESO.

« PARECEN EXISTIR MAYORES PREVALENCIAS
(MICROBIOLOGICAS) CUANDO _LOS==ANIMALES
VIENEN DE DIFERENTES ORIGENES = :RE
CON LA PREVALENCIA EN LAS EXPLOTACIONES DE
ORIGEN O CON LA MAYOR SUSCEPTIBILIDAD DE
LOS CERDOS ENTRADQ

EXPLOTACION
CONTAMINADA DEBIDO A UN MAYOR ESTRES
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FINALMENTE ...

« LA RESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS ES UN
PROBLEMA EVIDENTE AL AFECTAR A ANTIBIOTICOS
UTILIZADOS EN MEDICINA HUMANA = MALA
PRENSA.

« ADEMAS ES UN PROBLEMA QUE SE INCREMENTA
CON LA DETECCION DE CEPAS RESISTENTES A
CEFALOSPORINAS DE 32 GENERACION (P
DESCRIPCION EN ESPANA).
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