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1. INTRODUCCION

e Aproximacion al sistema de produccion del cerdo ibérico.

e Situacion actual de la produccién porcina: el papel del cerdo ibérico en la
produccién porcina espafiola

¢ Mercado internacional de la produccién porcina espafiola

e Sanidad Animal y Seguridad Alimentaria en el cerdo ibérico

¢ Salmonella y Salmonelosis.
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APROXIMACION AL SISTEMA DE PRODUCCION DEL CERDO IBERICO

La produccion del cerdo ibérico en pureza esté ligada a la dehesa mediante un régimen de
explotacion en extensivo, basada en un largo periodo de crianza, y un aprovechamiento de los
recursos naturales durante al menos un periodo de dos meses. Este sistema de explotacion le
permite a los animales gozar de un alto estatus de bienestar animal a costa de descuidar las
medidas de bioseguridad, ya que es frecuente el contacto con otras especies animales, tanto
domeésticas (p.e. ganado vacuno u ovino) como silvestres (p.e. ciervos, jabalies, aves silvestres),
lo que facilita la circulacién y transmision de diferentes patégenos entres estas especies animales

(Funk y Gebreyes, 2004; Astorga et al., 2010).

El cerdo Ibérico se sacrifica de forma tradicional a pesos elevados y con una edad minima
entorno a los 12 meses (L6pez-Bote et al., 2000). El ciclo productivo del cerdo ibérico abarca los
periodos de cria, crecimiento y cebo. En este ciclo desempefia un papel primordial la época de
parto de las cerdas, ya que esto va a condicionar el tipo de cebo al que seran destinados los
animales durante el periodo de engorde. En las explotaciones se disefia un adecuado calendario
de cubriciones para asegurar tres parideras al afio (partos en diciembre, en marzo y en junio)
(Ventanas, 2001), lo que generan los 4 tipos de alimentacion en los que se han comercializado
hasta ahora los productos derivados del cerdo ibérico (segun Real Decreto 1469/2007, de 2 de
noviembre, por el que se aprueba la norma de calidad para la carne, el jamén, la paleta y la cafia

de lomos ibéricos).

Tabla 1. Diagrama del ciclo productivo del cerdo ibérico en funcién del momento de las parideras.

FASE PARTOS CRIO CRECIMIENTO CEBO
Montanera jun-agosto  sept-enero feb-nov dic-marzo
Recebo sept-dic dic-marzo abril-dic enero-mayo

Cebo en campo marzo-mayo junio-sept octubre- febrero marzo-junio
Peso (kg) 15 55 100 150
Edad (meses) 2 7 12 14
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De acuerdo con el RD 1469/2007, en funcién de la alimentacion suministrada al animal en el

periodo inmediatamente anterior al sacrificio se distinguen las siguientes clasificaciones:

1. De bellota o terminado en montanera: animales que se destinan al sacrificio
inmediatamente después del aprovechamiento exclusivo de bellotas, hierba y demas
recursos naturales de la dehesa. Estos animales entran en montanera con 8-12
meses y un peso medio comprendido entre 92 y 115 kg, permaneciendo un minimo
de dos meses en montanera con una puesta de peso de al menos 46 kg. Estos
animales se producen en otofio-invierno y se sacrifican durante los tres primeros

meses del afo.

2. De recebo o terminado en recebo: animales que después de reponer un minimo de
peso en montanera su cebo es completado mediante el aporte de piensos para
alcanzar el peso adecuado para el su sacrificio. Al menos un 30% de la alimentacién
ha tenido que ser en montanera. Se corresponde con los animales sacrificados en
primavera a partir del mes de marzo.

3. De cebo de campo: animales que completan su alimentacion mediante una estancia
minima en campo, previa a su sacrificio, de 60 dias, durante la cual también recibiran
una alimentacién a base de pienso. Suelen sacrificarse antes de la montanera si
empieza la otofiada o al inicio del verano.

4. De cebo: animales cuya alimentacién hasta alcanzar el peso de sacrificio se basa en
pienso y que presenta una edad minima al sacrificio de 10 meses. Normalmente, se

corresponde con animales explotados en regimenes intensivos.

SITUACION ACTUAL DE LA PRODUCCION PORCINA: EL PAPEL DEL CERDO IBERICO EN
LA PRODUCCION PORCINA ESPANOLA

Actualmente China representa la mitad de la produccion porcina mundial, seguida de los 27
Estados miembro de la Union Europea (UE-27), Estados Unidos (EEUU) y Brasil. La produccion

en la UE-27 es de 152 millones de cerdos y de unos 23 millones de toneladas de peso en canal lo
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que la convierten en el segundo mayor productor de carne de cerdo del mundo, después de
China, y también en el mayor exportador. De este modo, la UE tiene una autosuficiencia de
alrededor del 110%, y exporta alrededor del 12% de su produccién total de porcino. Los
principales destinos de exportacion son Rusia y el este de Asia, en particular China®.

Dentro de la UE, los principales paises productores son por orden de importancia
Alemania, Espaina y Francia, que de manera conjunta representan la mitad del total de sacrificios
de porcino de la UE'. Espafia ocupa el segundo puesto en cuanto a nimero de cabezas de
porcino se refiere (con mas de 25 millones de cabezas), asi como en cuanto a la produccion de
carne de porcino (con mas de 3 millones de toneladas de carne), siendo so6lo superado por
Alemania en ambos aspectos (Marquer, 2010). En este sentido, desde una perspectiva global,
debe tenerse en cuenta que Espafia ocupa una posicién preferente en la produccion porcina
internacional, siendo la cuarta productora mundial, sélo por detrds de China y EEUU, fuera de
Europa, y por detras de Alemania, dentro de la UE.

Dentro del sector carnico espafiol la carne de cerdo es la mas importante, representando
cerca del 60% de la produccién carnica nacional, con un crecimiento sostenido y positivo en la
ultima década, con la excepcion de 2009. Segun los resultados de la encuesta de ganado porcino
de la Secretaria General de Estadistica del Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio
Ambiente (MAGRAMA) de mayo de 2012 las regiones de Catalufia, Aragon y Castilla y Ledn
concentran (de mayor a menor nimero de cabezas) la mayor parte de la cabafia porcina nacional
(entorno al 67%). En cuanto a nimero de cabezas le siguen las comunidades de Murcia, Castilla-
La Mancha y Andalucia, que representan entorno al 20% del censo porcino nacional (Diéguez,

2013) (Fig. 1).

! http://ec.europa.eu/agriculture/pigmeat/index_en.htm
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Fig. 1. Concentracion de la produccidn total de ganado porcino en Espafa acorde
al nimero de cabezas sacrificadas (Fuente: adaptada a partir de datos del
MAGRAMA).

Se estima que el 10% de la produccion nacional, aproximadamente 2.500.000 de
cabezas, corresponde a un sistema extensivo, es decir, a produccion de cerdo ibérico en la
dehesa. Como se muestra en el mapa las explotaciones de ganado porcino ibérico se encuentran

concentradas en la zona suroeste de la geografia nacional coincidiendo con las areas de dehesa

(Fig. 2).

Porcino Extensivo

C_Jo
[1-12000

[ 12001 - 40000
I 40001 - 300000
I 300001 - 550000
I 50001 - 1300000

Fig. 2. Concentracién de las explotaciones ganaderas dedicadas a la produccién
de ganado porcino ibérico en Espafia (Fuente: adaptada a partir de datos del
MAGRAMA).
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De este modo, el ganado de porcino ibérico en Espafia se concentra en las comunidades
autonomas de Extremadura, Andalucia y Castilla y Ledn, y en menor medida en Castilla- La

Mancha.

Mientras que Castilla y Ledn esti a la cabeza en la produccion y comercializacion de
cerdo ibérico, principalmente asociado a la comercializacion de cerdo ibérico cruzado de cebo
(781.016 canales), Andalucia lidera la produccién de cerdos ibéricos puros de bellota (60.835
canales) (Diéguez, 2013). No obstante, no hay que olvidar que la produccion de porcino ibérico
ha sufrido una drastica diminucién en los ultimos cinco afios asociada a la crisis economica
global, la crisis del precio de las materias primas, y en el caso del ibérico puro, la competencia
con el ibérico cruzado de cebo, lo que ha hecho que hayan disminuido de manera significativa los

precios de los productos derivados del ibérico en este periodo (Fig. 3).

Evolucion Censo Ibérico 2008-2012
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Fig. 3. Evolucidon del censo del ganado porcino ibérico en Espafia durante los
afios 2008 a 2012 (Fuente: Datos obtenidos del RIBER?. Elaboracién propia).

MERCADO INTERNACIONAL DE LA PRODUCCION PORCINA ESPANOLA
Segun el informe Lineas Estratégicas para la Internacionalizacion del Sector
Agroalimentario (MAGRAMA, 2013) el sector carnico es el primer sector exportador de la

industria alimentaria espafola, habiéndose incrementado las exportaciones espafolas en un

2 http://www.magrama.gob.es/es/alimentacion/temas/calidad-agroalimentaria/calidad-comercial/mesa-del-iberico/riber-
publico/buscador-censo-de-animales/
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170% en valor y en un 143% en volumen entre los afios 2000-2011. Dentro del sector carnico, la
partida de carne de porcino es la que tiene mas peso con una tasa de autoabastecimiento del
140% (MAGRAMA, 2013), siendo Espafia el cuarto productor de carne de porcino a nivel mundial

y el segundo a nivel de la UE-27 (Marquer, 2010).

La produccién carnica porcina esta bien posicionada en la exportacién en lo que se refiere
a productos de alta calidad (delicatesen o gourmet) con un mercado europeo asentado y que
comienza a abrir sus fronteras fuera de la UE. Las exportaciones de estos productos de calidad
representan el 32% del conjunto del mercado exterior espafiol, y se encuentran reforzadas por la
agrupaciéon de los industriales bajo denominaciones de calidad especificas, como las
Denominaciones de Origen Protegidas (DOPs) y las Especialidades Tradicionales Garantizadas
(ETGS) a las que pertenecen el 47% de los productores. Entre el 75 y el 85% del valor de las
exportaciones tiene como destino la UE-27, estando en auge las exportaciones a otros paises

como Rusia, China, Japon, Corea del Sur, Polonia, EEUU, México y/o Brasil (MAGRAMA, 2013).

Estas grandes economias fuera de las fronteras de la Union Europea, como EEUU, Japén
y China, son destinos emergentes para las exportaciones de los productos del cerdo ibérico. No
obstante, es importante que la industria del ibérico tenga en cuenta una serie de condicionantes
como la diferente cultura de consumo, las barreras comerciales (p.e. sanitarias, arancelarias, etc.)
o las limitaciones por mayores exigencias reglamentarias que las establecidas en la normativa
europea (p.e. documentacién exigida, reconocimiento exclusivo a una serie de establecimientos
de elaboracién, certificados sanitarios, etc.) para que consiga consolidar sus exportaciones en el

mercado exterior.

Actualmente existe una preocupacion creciente del consumidor por aspectos como el
bienestar animal o la seguridad alimentaria, areas en las que es necesario un mayor grado de
tecnificacion y profesionalizacion de la industria porcina, y en especial del sector del cerdo
ibérico, tanto para conocer mejor las cualidades de sus productos como para responder a estas
demandas de los consumidores, lo que contribuiria a la expansién de su mercado tanto a nivel

nacional como internacional.
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SANIDAD ANIMAL Y SEGURIDAD ALIMENTARIA EN EL CERDO IBERICO

La explotacion del ganado porcino ibérico en el ecosistema de la dehesa, donde se realiza
la montanera, condiciona que los animales se vean expuestos continuamente a multiples factores
ambientales que favorecen la diseminacién de patégenos, y sobre los cuales no resulta facil
actuar (Astorga et al., 2010). En este tipo de produccion extensiva (0 semiextensiva en algunos
casos) tiene mucha influencia el estrecho contacto de los animales entre si, con el medio y con
otras especies animales, siendo frecuente la presencia de roedores, animales peridomésticos e
incluso animales salvajes (jabalies, zorros, aves silvestres) en los alrededores, que juegan un
importante papel en la epidemiologia de diferentes patégenos como Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Brucella spp., Aujeszky, Peste Porcina Clasica (PPC), Peste Porcina

Africana (PPA), Tuberculosis, etc. (Astorga et al., 2010).

Muchas de estas enfermedades, que tienen caracter zoondsico, pueden cursar de forma
inaparente o subclinica en los animales teniendo sin embargo una importante repercusion en los
ambitos de la salud publica, por lo que es muy importante conocer la situacion actual de infeccion
frente a alguno de estos patdgenos y los factores de riesgo 0 puntos criticos asociados a estas
enfermedades en todos y cada uno de los distintos eslabones de la cadena, asi como la
interrelacién existente entre estas diferentes fases mediante la coordinacién de una serie de

acciones en las explotaciones animales, el matadero y la industria carnica.

Como objetivo sanitario de primera necesidad, las explotaciones de cerdo ibérico deberian
de aspirar a ser libres de las enfermedades de declaracion obligatoria (p.e. enfermedad de
Aujeszky), asi como a controlar de manera eficaz otras patologias de mayor impacto en el
ganado porcino ibérico (p.e. Pasteurella multocida, PCV2, Erysipelothrix rhusiopathiae, Ascaris

suum). Este hecho diferenciador supondria un grado de excelencia sanitaria en este ganado.

Los planes de mejora de la sanidad animal y de la seguridad alimentaria del cerdo ibérico,
en todas sus variedades de explotacion (bellota, recebo, cebo en campo o cebo), deberian contar

con una serie de medidas fundamentales de actuacion (Astorga et al., 2010).

-17 -



Manuela Hernandez Garcia

7

¥ En el &mbito de la Sanidad Animal:

1. Deteccion de las patologias mas frecuentes y de los déficits de produccion en las

explotaciones de cerdo ibérico.

2. Elaboracién y planificacion de programas sanitarios de medicina preventiva que

garanticen el estatus sanitario y la rentabilidad ganadera.

3. Implementacion de medidas de bioseguridad, asi como protocolos de verificacion de estas
medidas, acordes con los distintos tipos de explotacion ganadera del cerdo ibérico, que

optimicen los resultados a medio-largo plazo.

4. Creacioén de nucleos de ganado selecto para la obtencion de reproductoras en los distintos

niveles de explotacion (reposicién controlada y certificada).
% En el ambito de la Salud publica:

1. Determinar la prevalencia de zoonosis de especial interés para la salud publica (p.e.
salmonelosis, listeriosis, tuberculosis, brucelosis, campilobacteriosis, triquinelosis,
toxoplasmosis, echinococosis, cisticercosis), evaluando su presencia y difusiébn en la

cabarfia de cerdo ibérico.

2. Establecer las bases para el disefio de programas de mejora de la sanidad animal y de la
seguridad alimentaria en el ganado porcino ibérico basado en la valoracion del manejo
pre-sacrificio de los animales, realizacion de estudios epidemiolégicos descriptivos de
potenciales agentes zoondsicos, aplicacion de planes analisis de peligros y puntos criticos
de control (APPCC) y establecimiento de Cddigos de Buenas Practicas de Higiene en

toda la cadena alimentaria.

La nueva estrategia comunitaria en sanidad animal 2007-2013, incorpora entre sus
objetivos algunos de estos aspectos; de este modo, se pretende promover la sanidad animal
mediante la prevencion o la reduccion de la incidencia de determinadas enfermedades animales,

con el objetivo de garantizar un elevado nivel de salud publica y de seguridad alimentaria,
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reduciendo al minimo la incidencia de los riesgos bioldgicos y quimicos para los seres humanos?®.
La sanidad animal se considera un factor clave para el desarrollo de la ganaderia, y es de vital
trascendencia tanto para la salud publica como para la economia nacional, asi como para el
mantenimiento y conservacion de la diversidad de especies animales. Para la salud publica, por
la posible transmision de enfermedades de los animales al hombre, y por los efectos nocivos que
para éste puede provocar la utilizacion de determinados productos con el fin de aumentar la
productividad animal. Para la economia nacional, no s6lo por las pérdidas directas que la
enfermedad produce en las explotaciones afectadas, sino también por las pérdidas indirectas que
originan las restricciones que se pueden producir en los mercados interior y exteriores para los
animales afectados y sus productos, determinando la utilizaciébn de importantes recursos del
Estado y, en casos extremos, pudiendo llegar a adquirir proporciones cuyas consecuencias bien

pudieran ser calificadas de catastréficas.

El control de las enfermedades animales, y en particular de aquellas enfermedades e
infecciones/infestaciones transmisibles directa o indirectamente entre animales y seres humanos
(zoonosis) se hace imprescindible. La actual legislacion comunitaria y nacional sobre Higiene de
los alimentos y Sanidad Animal (EC 2004a, 2004b, 2004c) confiere una gran importancia a la
protecciébn de la salud humana frente a las zoonosis. Los resultados de los sistemas de
recopilacion de datos sobre estas enfermedades, indican que ciertos agentes zoondsicos,
concretamente del género Salmonella y del género Campylobacter, son los causantes de la

mayor parte de casos de estas enfermedades zoonésicas (Fig. 4) (EFSA, 2008, 2009, 2013).

La Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) publica anualmente su informe
sobre fuentes y tendencias sobre zoonosis, agentes zoondsicos Yy resistencia a los
antimicrobianos. La importancia de las zoonosis como infecciones en las personas no depende
s6lo de su incidencia en la poblacion. La gravedad de estas infecciones y la mortalidad son
factores importantes a tener en consideracion. Por ejemplo, a pesar del relativamente bajo

namero de casos causados por VTEC (Escherichia coli verotoxigénico), Equinococcus o

? http://ec.europa.eu/food/animal/diseases/strategy/docs/animal_health_strategy es.pdf
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Trichinella, comparado con el nidmero de casos de campilobacteriosis 0 salmonelosis, estas
infecciones se consideran importantes debido a la gravedad de los procesos y los indices de

mortalidad resultantes (Fig. 4) (EFSA, 2013).

Campylobacteriosis (N=220.209)

“ efsam

European Food Safety Autharity Salmoneliosis (N =95.548)

VTEC (N=9485)
Yersiniosis (N=T.017)

Listeriosis | (N=1,478)

Echinococeasis | (N=781)

Zoonoses

Brucellosis | (N=330)

Trichinellasis | (N =268)

Tuberculosis causedby M bovis | (N=132)

Rabies | (N=1)

[+] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Motification rate per 100,000 population

Figura 4. Notificacién de casos confirmados de agentes zoonésicos en la UE en
el Gltimo afio registrado, 2011 (Fuente: EFSA, 2013)

Estos datos ponen de manifiesto la necesidad de mejorar los sistemas existentes de
control de agentes zoondsicos especificos, con el fin de obtener datos suficientes sobre las
principales zoonosis que se puedan armonizar entre todos los Estados Miembros, para que los
datos recogidos sean facilmente comparables. La Directiva 2003/99/CE, sobre la vigilancia de
zoonosis y agentes zoondsicos (traspuesta a nuestro ordenamiento juridico por el Real Decreto
1940/2004), trata de asegurar la adecuada vigilancia de las zoonosis, agentes zoon@sicos y la
resistencia a los antimicrobianos, asi como la debida investigacion epidemiolégica de los brotes
de enfermedades transmitidas por los alimentos, de forma que pueda recogerse en la Comunidad
la informacion necesaria para evaluar las tendencias y las fuentes pertinentes. Para alcanzar
esos objetivos, los Estados Miembros deben establecer programas de vigilancia y control

especificos que se llevardn a cabo en la fase o fases de la cadena alimentaria mas apropiada
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segun el agente zoondsico en cuestion; es decir: a) a nivel de la produccién primaria, y/o b) en las

demas fases de la cadena alimentaria, incluidos los alimentos y los piensos.

Se considerardn objeto de vigilancia, las zoonosis y agentes zoondsicos que se
mencionan en el anexo de dicha Directiva, algunos de forma obligatoria y otros cuando la

situacion epidemiologica de un Estado miembro lo justifique (Fig. 5).

Bacillus anthracis

Brucella suis

Campylobacter coli

Campylobacter jejuni
E. coli {cepas verotoxigénicas)
Erysipelothrix rhusiopathiae
W Leptospira pomona

Estafilococos R-meticilina (MRSA)
B Mycobacterium avium-intracellulare
Salmonella enterica
Streptococcus suis (serotipos2 y 14)
Yersinia enterocolitica
Equinococeus

Trichinella spp

® Toxoplasma

& Virus Influenza

Ha

Figura 5. Principales agentes zoondsicos de origen porcino

El sector carnico es uno de los sectores principales dentro del area agroalimentaria, y en
concreto, la produccion de céarnico-curados tradicionalmente realizada en Andalucia tiene una
especial relevancia a nivel nacional (Garrido-Varo y De Pedro, 2007). Estos productos,
principalmente embutidos y jamén curado, son muy valorados y estan ligados a nuestra cultura y
tradicion, y generalmente son productos de gran calidad adquiridos por un elevado nimero de
consumidores (Ventanas, 2001). La tendencia actual por consumir productos con garantias de
calidad y seguridad, justifica las actuaciones encaminadas a mejorar el estatus sanitario de los
animales y/o la seguridad alimentaria de los productos carnicos, lo que resulta de gran interés
para el fortalecimiento de la industria alimentaria. Asimismo, el interés y la necesidad creciente de

apertura por parte de las empresas a nuevos mercados internacionales, mas alla de los limites de
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la UE, hacen que, en el caso de las industrias carnicas, se apliquen nuevos y estrictos controles

sanitarios destinados a satisfacer los requerimientos de los paises destino de estos productos.

Todos estos avances en la industria carnica suponen un valor afiadido, persiguiendo un
unico objetivo “la obtencion de alimentos sanos y seguros, con un componente organoléptico
inmejorable y listos para consumir’. De este modo, surge la necesidad entre los ganaderos de
cerdo ibérico y las empresas agroalimentarias del sector de conocer la situacién sanitaria en la
gue se encuentran con el objetivo de implementar nuevos métodos que permitan reducir o
eliminar la prevalencia de patdgenos en la cadena de produccion con dos objetivos
fundamentales: (1) asegurar unos niveles 6ptimos de sanidad animal y seguridad alimentaria, lo
gue conlleva una garantia de seguridad de los productos y la apertura a nuevos mercados
internacionales; (2) mejorar sus parametros productivos y por tanto el rendimiento econémico de

SuUs empresas.

SALMONELLA Y SALMONELOSIS

El género Salmonella: caracteristicas generales

Salmonella es un género de bacterias perteneciente a la Familia Enterobacteriaceae,
Orden Enterobacteriales y Clase y Protobacteria (Garrity et al., 2004). Los miembros del género
Salmonella son bacilos gram-negativos, anaerobios facultativos (en su mayoria), no productores
de endosporas ni capsula (excepto la especie S. Typhi) y méviles por la presencia de flagelos

peritricos (a excepcion del serotipo Gallinarum y de las variantes inmoviles de otros serotipos).

En la actualidad y pese a los avances en técnicas filogenéticas basadas en la
secuenciacién, la nomenclatura y clasificacion de las bacterias englobadas en el género
Salmonella continta siendo muy controvertida. Aunque no esta oficialmente reconocido por el
Comité Internacional de Taxonomia Bacteriana (ICBT), dentro del género se distinguen dos
especies S. enterica y S. bongori. Estas dos especies estan divididas a su vez en 7 subespecies

(Popoff y Le Minor, 1987) que se diferencian entre si mediante técnicas de hibridacion ADN/ADN
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0 por sus propiedades bioquimicas (Farmer Ill, 2003). Dentro de la especie S. enterica se
agrupan las subespecies enterica (subsp. 1), salamae (subsp. ), arizonae (subsp. llla),
diarizonae (subsp. lllb), houtenae (subsp. IV) e indica (subsp. VI). La ultima clasificacién de
Salmonella mantiene la subsp. “V” para aquellos serovares incluidos en la especie S. bongori

(Popoff y Le Minor, 1987; Brenner et al., 2000; Grimont y Weill, 2007).

Aunque recientemente se ha propuesto una nueva especie en el género, Salmonella
subterranea (Shelobolina et al., 2004), el analisis de secuencia de su ADN ribosémico 16S mostrd
una gran similitud con el de Salmonella bongori y Enterobacter cloacae y dicha especie no ha
sido tenida en cuenta en la Gltima actualizacion de la taxonomia de Salmonella publicada por

Grimont y Weill (2007).

Cada subespecie a su vez, esta conformada por diversos serotipos, habiéndose
identificado hasta la fecha mas de 2500. De este modo, S. enterica subsp. enterica (o subgrupo I)
se divide en cinco serogrupos: A, B, C, D y E; comprendiendo cada serogrupo multiples

serovariedades o serotipos.

Los serotipos mas frecuentemente aislados en el cerdo a partir de nddulos linfaticos
mesentéricos en la UE son S. Typhimurium (40 %), S. Derby (14.62 %) y S. Rissen (5.8 %)
(Baggesen et al., 1996; Van der Wolf et al., 1999; Rowe et al., 2003; Nollet et al., 2005; EFSA,
2008; Arguello et al., 2013). En Espafa, S. Typhimurium (25.6%) y S. Derby (11.5%) son los
principales serotipos aislados a partir de cerdos criados en sistemas intensivos (EFSA, 2008;

EFSA, 2009).

Salmonelosis: dimensién global de un problema comun

La salmonelosis es una enfermedad de caracter zoondsico que se presentan en todo el
mundo y cuya vigilancia constituye un problema de indole internacional. En su control contribuyen
instituciones como la FAO, la OMS o la OIE (Organizacion Mundial de la Sanidad Animal). La
salmonelosis, al igual que otras enfermedades zoondsicas, han sido definidas como problemas

multisectoriales, siendo médicos y veterinarios quienes sin duda deben responsabilizarse de la
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coordinacion de equipos en sus actuaciones sobre los animales y su entorno, asi como de la
prevencién de la enfermedad en el hombre. La salmonelosis puede transmitirse al hombre por
tres vias fundamentales: (i) a través de alimentos (toxiinfeccién alimentaria); (ii) por el manejo de
animales en granjas o manipulacion de canales en mataderos; y (iii) por el contacto con mascotas

(reptiles, roedores y aves exéticas).

Una vez que se produce la infeccidén por Salmonella spp., la bacteria se multiplica e invade
la mucosa intestinal, donde elabora enterotoxina y citotoxina, toxinas que destruyen las células
epiteliales. Tras un periodo de incubacion de 8-48 horas, los sintomas mas llamativos son: fiebre,
dolor abdominal, espasmos, diarrea, nauseas, y vomitos, que suelen persistir 2-5 dias, pero que
pueden prolongarse varias semanas. La mayoria de los adultos se recuperan, pero la pérdida
abundante de liquidos puede causar complicaciones o incluso la muerte en nifios, pacientes con
enfermedad concomitante (p.e. diabetes) o personas y ancianos inmunodeprimidos, que pueden
requerir hospitalizacion y terapia antimicrobiana sistémica. Los datos de la EFSA informan de un
total de 62 casos mortales durante el afio 2010 asociados al consumo de productos de origen

animal (salmonelosis zoondsica) (EFSA, 2012).

La actual legislacion comunitaria y nacional sobre Higiene de los alimentos y Sanidad
Animal, concede una gran importancia a la proteccion de la salud humana frente a las zoonosis.
En el marco de las estrategias recogidas en el Libro Blanco de Seguridad Alimentaria, la
Comision Europea ha impulsado un plan para controlar o limitar este grupo de infecciones en los
alimentos de origen animal. El resultado fue la publicacion del Reglamento 2160/2003 del
Parlamento Europeo, sobre el control de Salmonella y otros agentes zoondsicos especificos
transmitidos por los alimentos (EC, 2003). Este Reglamento fijja como punto de partida la
necesidad de mejorar los sistemas actuales de control de agentes zoondsicos especificos,

abarcando toda la cadena alimentaria “desde la granja a la mesa”.

La OMS estima que en todo el mundo se producen anualmente mas de 1 billon de casos
de salmonelosis por serotipos no especificos del hombre (no tifoideas) (Bronze y Greenfield,

2005; Chimalizeni et al., 2010); aunque estos datos no son mas que aproximaciones, debido a
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que muchos casos no se comunican y por tanto no se declaran oficialmente. En EEUU se
notifican unos 45.000 casos anuales, pero la realidad es que pueden llegar hasta 2 6 3 millones
(CDC, 2003). La EFSA y el Centro Europeo para la Prevencion y control de Enfermedades
(ECDC) en sus ultimos datos publicados referidos al afio 2011, informan de una incidencia de
95.548 casos descritos (tasa de incidencia anual 20,7 casos por 100.000 habitantes) (EFSA,
2013); destacando que éstos han ido descendiendo gradualmente desde 2004. Esta tendencia
a nivel europeo también ha sido observada en los datos referentes a Espafa, si bien la evolucion
no siempre se mantiene y el nUmero de casos aumenta en afios puntuales (Fig. 6). A pesar de
ello, la salmonelosis permanece como la primera causa de zoonosis alimentaria declarada

en la Union Europea, seguida de Campylobacter spp. (Fig. 4).
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Figura 6. Nimero de casos declarados de salmonelosis humana entre los afios 2004 y
2011 en la UE y Espafia; tendencia de n° de casos por 100.000 habitantes reportados
por la EFSA en la Unidon Europea entre 2004 y 2011 (datos de Espafia desde 2008)
(Fuente: EFSA).

El éxito de los programas de control de Salmonella en avicultura ha tenido como
consecuencia que la proporcion relativa de casos debidos al consumo de carne de cerdo se haya
visto incrementada y sea, en el momento actual, la segunda fuente mas frecuente de
salmonelosis humana tras el consumo de huevos (26.9% vs 43.8% de los casos de salmonelosis
humana, respectivamente) (Pires et al., 2011). Previamente, la UE dirigio diferentes estudios para
determinar los valores basales de prevalencia frente a esta infeccién en el ganado porcino, tanto
en animales de cebo como en reproductores. La prevalencia media de la UE fue del 10.8% en

cerdos de cebo y del 28.7% en hembras reproductoras, siendo Espafa el Estado miembro en el
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que se observo la prevalencia mas alta tanto en animales de cebo (29%, a partir de muestras de
nddulos linfaticos mesentéricos) como en reproductores (64%, a partir de muestras de heces

tomadas en granja) (EFSA, 2008; EFSA, 2009).

Impacto econdmico de la salmonelosis

El impacto econdémico de la salmonelosis porcina es doble. Por una parte hay que tener
en cuenta las pérdidas directas que la enfermedad causa a los productores del sector mientras
gue, por otro lado, se encuentran los costes asociados al problema de salud publica como causa

de toxiinfecciones alimentarias (Arguello, 2013).

La principal pérdida econ6mica asociada a la infeccion por Salmonella spp. para el
productor porcino radica en una merma de los pardmetros productivos, ya que la gran mayoria de
las infecciones por Salmonella en el ganado porcino son asintomaticas. Por otro lado, es
frecuente encontrar asociacion entre Salmonella y otros patdgenos digestivos que si tienen un
mayor impacto clinico sobre el animal como Brachyspira hyodysenteriae o Lawsonia
intracellularis, dando lugar al denominado complejo entérico porcino (Carvajal et al., 2012). Las
principales pérdidas econ6micas por Salmonella spp. se producen a nivel de la industria
alimentaria asociada como consecuencia de la deteccion de Salmonella en la carne de cerdo lo

gue limita su comercializacion, sobre todo hacia mercados del exterior (Arglello, 2013).

De acuerdo a la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), la salmonelosis humana causa
importantes pérdidas econémicas, ligadas basicamente al estudio del origen de casos y brotes
asi como a su tratamiento. Los costes incluyen los tratamientos recibidos, las pérdidas laborales y
la repercusion que puede tener sobre la industria alimentaria (Socket, 1991). Se calcula que los
costes anuales asociados a la enfermedad en personas ascienden a 600 millones de euros en la
UE de los cuales 90 millones de euros son costes indirectos atribuibles al consumo de carne de

cerdo contaminada (FCC Consortium, 2010).
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Control de la salmonelosis v su papel en la linea de sacrificio porcina

El control de la salmonelosis se basa en dos pilares fundamentales: la reduccién de los
niveles de prevalencia en los animales y la proteccion de la infeccion en el hombre. En las
granjas las actuaciones encaminadas a mejorar la higiene y la bioseguridad, el control de la
recontaminacion de los piensos, asi como la aplicacién de determinadas estrategias alimentarias,
contribuyen eficazmente a minimizar la presencia de Salmonella. Por otra parte, evitar la
toxiinfeccion alimentaria a partir de productos de origen animal requiere una higiene rigurosa en
el procesado tecnoldgico, culinario y de distribucién de los alimentos, asi como de la intervencion
del veterinario en el control sanitario de los alimentos y la gestidn de la seguridad alimentaria. En
este sentido, la actuacién del veterinario abarca también el control sanitario en el transporte y
espera de los animales previo al sacrificio, asi como en el faenado de las canales en el matadero

y el procesado de piezas carnicas en la sala de despiece.

La transmision de Salmonella del cerdo a las personas se puede originar a través de la
contaminacién de la carne de cerdo por determinados serotipos (Typhimurium, Rissen, Derby).
En un alto porcentaje de casos esta contaminacién ocurre en la linea de sacrificio o faenado
donde el procesamiento de las canales constituye el principal factor de riesgo para que
Salmonella penetre en la cadena alimentaria. Sin embargo, la via alimentaria no constituye la
Unica posibilidad de infeccion cerdo-persona; diversos autores han descrito casos de
salmonelosis humana asociados al contacto directo con cerdos infectados en granjas o con

canales contaminadas (Molback et al., 1999; Schiellerup et al., 2001; Hendriksen et al., 2004).

Las salmonelas excretadas por las heces contaminan la piel y anejos y por extension
los productos derivados de la cadena alimentaria. Si estos productos son consumidos
directamente, sin un tratamiento térmico previo, la toxiinfeccion estara asegurada. En los
mataderos los procesos iniciales de faenado en la linea de sacrificio contribuyen
significativamente a la contaminacion final de la canal, especialmente si el agua de
escaldado se encuentra contaminada; por ello se recomienda asegurar una elevada

temperatura del agua de escaldado (62 °C), y aplicar un apropiado protocolo de limpieza y
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desinfeccion de los equipos de lavado, al menos una vez al dia, con el fin de reducir los

potenciales niveles de contaminacién (Hald et al., 2003).

Por tanto, sélo los programas de control integrado que tengan en cuenta simultaneamente
la granja y el matadero, incluyendo eslabones como el transporte, el reposo o el sacrificio, tienen

posibilidades de tener éxito.
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2.OBJETIVOS
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral es la evaluacion y mejora del estatus sanitario de la
cabafia del cerdo ibérico, asi como de su cadena alimentaria.

Los objetivos especificos planteados son:

1. Evaluar la seroprevalencia y difusion de infecciones/infestaciones de especial interés para la
salud publica (brucelosis, salmonelosis, toxoplasmosis, triquinelosis) en la cabafia de cerdo
ibérico. Publicacion: “A serological survey of Brucella spp., Salmonella spp., Toxoplasma

gondii and Trichinella spp., in Iberian fattening pigs reared in free-range systems”.

2. Determinar la prevalencia de Salmonella spp. en la cabafa de cerdo ibérico, identificando los
principales serotipos y fagotipos implicados asi como sus perfiles de resistencia
antimicrobiana. Publicacion: “Prevalence and antimicrobial susceptibility of Salmonella

infections in free-range pigs”.

3. Determinar la prevalencia de Salmonella spp. en camiones, corrales de espera, linea de
sacrificio y despiece a lo largo de la cadena de sacrificio del matadero de cerdo ibérico y
caracterizar genéticamente los aislados obtenidos para determinar la contaminacion potencial
de las canales. Publicacién: “Salmonella prevalence and characterization in a free-range pig

processing plant: Tracking in trucks, lairage, slaughter line and quartering”.
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3. ESTUDIOS

A serological survey of Brucella spp., Salmonella spp., Toxoplasma
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processing plant: Tracking in trucks, lairage, slaughter line and

guartering

- 37 -



Manuela Hernandez Garcia

- 38 -



Seguimiento de Salmonella en la cadena de produccion del cerdo ibérico

Transboundary and
Emerging Diseases

A SEROLOGICAL SURVEY OF BRUCELLA SPP., SALMONELLA SPP., TOXOPLASMA
GONDII AND TRICHINELLA SPP. IN IBERIAN FATTENING PIGS REARED IN FREE-
RANGE SYSTEMS

M. Hernandez , J. Glmez-Laguna, C. Tarradas, I. Luque, R. Garcia-Valverde, L. Reguillo and R.J.

Astorga

Publicado en Transboundary and Emerging Diseases, (2013) doi:10.1111/tbed.12049

-39 -



Manuela Hernandez Garcia

- 40 -



Seguimiento de Salmonella en la cadena de produccion del cerdo ibérico

A SEROLOGICAL SURVEY OF BRUCELLA SPP., SALMONELLA SPP., TOXOPLASMA
GONDII AND TRICHINELLA SPP. IN IBERIAN FATTENING PIGS REARED IN FREE-
RANGE SYSTEMS

M. Hernandez **, J. Gbmez-Laguna ", C. Tarradas %, I. Luque % R. Garcia-Valverde *, L. Reguillo
2 and R.J. Astorga *

L CICAP - Agrifood Research Centre, Ctra. De la Canaleja s/n, 14400 Pozoblanco, Cérdoba, Spain

2 Animal Health Department, Veterinary Faculty, University of Cordoba, Campus Universitario de

Rabanales, Campus de Excelencia Internacional Agroalimentario, CeiA3, 14071 Cérdoba, Spain

" These authors contributed equally to this work.

Summary

Zoonotic agents such as Brucella spp., Salmonella spp., Toxoplasma gondii and Trichinella spp.,
all considered high risk zoonotic pathogens by the European Food Safety Agency (EFSA), may
cause no symptoms of infection in free-range pigs yet still have a significant public health impact.
A serological survey was therefore performed to determine the history of occurrence of these
pathogens in such pigs in southern Spain. A total of 709 serum samples were collected at abattoir
from pigs from 79 farms, and analysed for specific antibodies against the above pathogens using
commercially available ELISA kits. Encysted Trichinella spp. larvae were also sought following
the artificial digestion method of diaphragm pillar muscle. The results showed Salmonella spp. to
be widely distributed among the sampled herds (73.42%, 95% confidence interval [Clgs] 65.6-
81.78), and Toxoplasma gondii to be present in over half (58.23%, Clgs 47.33-69.07). The
seroprevalence of Brucella spp. was very low (3.8%, Clgs 0.18-7.42) and antibodies against
Trichinella spp. were not detected. No encysted Trichinella spp. larvae were microscopically

detected.

Keywords: free-range pigs; zoonoses; Salmonella; Brucella; Toxoplasma gondii; seroprevalence.
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Introduction

Consumers demand safe pork products from pigs maintained under good animal welfare
conditions. However, ensuring food safety can be difficult when pigs are reared in outdoor systems
due to their close contact with wild animals (Funk and Grebeyes, 2004). Data from the World
Health Organization (WHO) indicate that, in the last 10 years, about 75% of human diseases has

been related to the presence of pathogens in products from animal origin (EFSA-ECDC, 2011).

Pork is the most consumed meat per capita in Europe, followed by poultry and beef. Pigs, however,
pose potential zoonotic risks due to their carriage of bacterial and other pathogens, including
Brucella spp. (401 human cases in 2009 in the European Union Member States, EU-MS),
Salmonella spp. (108,614 human cases in 2009 in the EU-MS), Toxoplasma gondii (1,259 human
cases in 2009 in the EU-MS) and Trichinella spp. (748 human cases in 2009 in the EU-MS). All
these pathogens are considered high zoonotic risk agents by the European Food Safety Authority
(EFSA-ECDC, 2011). Transmission to humans occurs via contact with infected animals or
contaminated tissue, or through the ingestion of contaminated products. This paper reports a
serological survey to determine exposure to these pathogens in Iberian pigs reared in free-range
systems in Spain. Encysted Trichinella spp. larvae were also sought by the artificial digestion

reference method.

Materials and Methods

Animal sampling

Seven hundred and nine Iberian fattening pigs belonging to 79 herds finished on family-run, free-
range farms in southern Spain (Andalusia) were randomly sampled during 2008 and 2009. The
examined animals belonged to a total population of 300 herds with an average of 200 finishing pigs

per herd. Between October and March (minimum 60 days) all animals fed only on the natural
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forage they could find (e.g., acorns, roots, etc.). All weighed 92-115 kg (8-12 months of age) at the
start of this period (the minimum average weight gain was 46 kg). Before this finishing period, all
were raised under the same free-range system, but were provided compound feed. All the studied
farms belonged to the same stockbreeding cooperative. This cooperative has its own abattoir that
adheres to all European regulations regarding slaughtering practices (Council Directive

93/119/EEC).

Blood and muscle samples (from the diaphragm pillars) were collected on six dates with a mean
interval of nine days (December 2008 to March 2009). An average of 13 herds were sampled on
each date. The sample size required to estimate prevalence of antibodies was determined using Win
Episcope v.2.0 software on the basis of the number of samples required for a previous unknown

prevalence, assuming a 95% level of confidence and an accepted error of 9%.

Serological analysis

Blood samples were collected into Vacutainer tubes (Becton Dickinson, Plymouth, United
Kingdom) from 5-10 pigs per herd at the abattoir. Serum was harvested and frozen at -70 °C until
testing for specific antibodies against Salmonella spp., Brucella spp., Trichinella spp. and
Toxoplasma gondii using commercial ELISA kits following the manufacturers’ instructions (Table

1).

Artificial digestion

Muscle samples from the diaphragm pillars were subjected to pooled artificial digestion using the
magnetic stirrer method (European Commission regulation EC-2075/2005). Encysted Trichinella
spp. larvae were then sought microscopically. Briefly, one hundred grams pooled samples (taken

from a stock prepared from 1 g of the diaphragm pillar of each animal studied) were chopped in a
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blender, added to a digestion fluid (1% hydrochloric acid solution + 1% pepsin in tap water) and
stirred using a magnetic stirrer for 30-60 min at 44-46 °C. The digest was allowed to settle for 15—
20 min and the upper two-thirds of the fluid were decanted. The remaining fluid and deposit were
poured through a 355 um mesh into a conical flask and allowed to settle for 15-20 min. The
maximum possible quantity of supernatant fluid was aspirated without disturbing the sediment.
The latter was then washed with warm (37 °C) tap water and allowed to settle in this water for
another 15-20 min. The washed sediment was then transferred to a 50 ml tube, allowed to settle,
and a final 10 ml sediment volume aspirated. These samples were then poured into a gridded Petri
dish and examined forencysted Trichinella larvae using a dissecting microscope (x15-40

magnification).

Results

Specific serum antibodies against Salmonella spp., Brucella spp. and Toxoplasma gondii
Antibodies against Salmonella spp. were detected in 148/709 pigs (20.9% individual prevalence;
95% confidence interval, Clgs 17.9-23.8%) from 58/79 herds (73.4% herd prevalence; Clgs 65.6-
81.8%), ranging from 10% to 90% positive pigs/herd (median = 25%) , when a cut-off optical
density (OD) % of 40 was used. In addition, antibodies against Salmonella spp. were detected in
309/709 pigs (43.58% individual prevalence; Clgs 39.93-47.23%) from 74/79 herds (93.67% herd
prevalence; Clgs 88.30-99.04%), ranging from 10% to 100% positive pigs/herd (median = 40%) ,
when a cut-off OD% of 20 was used. Antibodies against Toxoplasma gondii were detected in
192/709 pigs (27.1% individual prevalence; Clgs 23.9-30.4%) from 46/79 herds (58.2% herd
prevalence; Clgs 47.33-69.07%), with 10% to 100% positive pigs/herd (median = 40%) (Table 1).
Antibodies against Brucella spp. were detected in 6/709 pigs (0.9% individual prevalence; Clgs
0.2-1.5%) from 3/79 herds (3.8% herd prevalence; Clgs 0.2-7.4), with 2/10 pigs positive on two

farms and 4/10 pigs positive on the third positive farm.
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Serum antibodies against Trichinella spp. and direct detection of encysted Trichinella spp. larvae
Antibodies against Trichinella spp. were detected in 3/709 pigs (0.4% individual prevalence; Clgs
0.1-1.2%) from 3/79 herds (3.8% herd prevalence; Clgs 0.2-7.4; 1/10 positive animals per positive
farm). However, the artificial digestion test returned negative results for all the sampled animals, as

did a second ELISA test using a kit from another manufacturer (Table 1).

Table 1. Prevalence of free-range herds and pigs seropositive for Brucella spp., Salmonella
spp., Toxoplasma gondii and Trichinella spp.

Infectious agent Detection kit Number of positive samples

(% prevalence)

Herds Pigs
(n=79) (n=709)
Salmonella spp. SalmotypePig Screen+E, Labor Diagnostik Leipzig 58 (73.4) 148 (20.9)
(Leipzig, Germany) (cut-off >40%)
(cut-off >20%) 74 (93.67) 309 (43.58)
Toxoplasma gondii ID Screen Toxoplasmosis Indirect, IDVet Innovative 46 (58.23) 192 (27.1)
Diagnostics (Montpellier, France) (cut-off >50%)
Brucella spp. Ingezim Brucella Porcina, Ingenasa (Madrid, Spain) 3 (3.80) 6 (0.85)
(cut-off >40%)
Trichinella spp. ELISAL: PrioCheck Trichinella Ab, Prionics (Madrid, 3(3.80) 3(0.42)
Spain) (cut-off >15%)
ELISAZ2: ID Screen Trichinella Indirect, IDVet Innovative 0 (0.0) 0 (0.0)
Diagnostics (Montpellier, France) (cut-off >50%)
Artificial digestion of muscle 0 (0.0) 0 (0.0)

Discussion

For cut-offs OD% of 40 and 20 (Salmonella antibody detection), the herd prevalence determined
for Salmonella spp. was 73.4% and 93.67%, and the individual prevalence 20.9% and 43.58%,
respectively. A cut-off OD% of 40 is a “convenient cut-off” when a moderate to high
seroprevalence of Salmonella spp. is expected, while a cut-off OD% of 20 is of interest when the
seroprevalence is expected to be negligible (Alban et al., 2002). Although the inter-annual
variability should be taken into account, previous studies have reported similar values in pigs

reared in intensive units in northern Spain and in the same region as that examined in the present
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study (using a cut-off OD% of 40) (Mejia et al., 2006; Pérez-Barrios et al., 2010). In this sense,
our group recently reported a similar prevalence for Salmonella spp. (isolated from the ileocolic
lymph nodes) in pigs in indoor and outdoor systems, but with differences in the main serovars

isolated (GOmez-Laguna et al., 2010).

Seropositivity for Toxoplasma gondii has been documented in pigs worldwide, indicating them to
be frequently exposed to this protozoan parasite (Garcia-Bocanegra et al., 2010; Veronesi et al.,
2010). A previous study reported a 15.1-20.0% seroprevalence for Toxoplasma gondii in
intensively-reared herds in Andalusia (Garcia-Bocanegra et al., 2010). All-in-all-out production
systems, cleaning measures, the age of the animals, the control of rodents and cats, and the
methods used to dispose of carcasses have all been related to differences in Toxoplasma gondii
seroprevalence (Garcia-Bocanegra et al., 2010; Veronesi et al., 2010). The high prevalence of anti-
Toxoplasma gondii antibodies observed in the present study may be related to factors such as the
presence of reservoirs of infection (wild animals, rodents), moderate winter temperatures,
contaminated water sources and pig ‘wallows’ in the environment (Funk and Gebreyes, 2004;

Callaway et al., 2005; Beral et al., 2012; Deksne and Kirjusina, 2012).

Generally, porcine brucellosis has a low prevalence in domestic pigs, although it can be higher in
South America and Southeast Asia (OIE, 2009b). In the present study, antibodies against Brucella
spp. were only detected in six animals from three herds. A higher seroprevalence of Brucella suis
is reported in feral pigs and wild boars, and has been linked to brucellosis in people who hunt them

and handle material taken from them (Starnes et al., 2004; Mufioz et al., 2010; Wu et al., 2012).

Three animals tested positive for Trichinella spp. based on ELISA, but no positive results were

returned by the artificial digestion reference method. Although ELISA provides a rapid means of
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detecting specific antibodies, false negatives and/or false positives can be returned, associated with
either a delayed onset of the antibody response or the type and quality of the antigen employed. A
previous report describes the specificity of the PrioCheck Trichinella Ab ELISA test to be 99.5-
99.8% (Frey et al., 2009). Earlier studies have showed a detection limit of ELISA of 0.01 larvae
per gram of tissue (OIE, 2009a), whereas artificial digestion results in a detection limit of
approximately 3 larvae per gram of tissue when only 1 g of muscle sample per pig is examined
(Forbes and Gajadhar, 1999). Although in our study the discrepancy in the results between both
techniques cannot be clarified, the World Organisation for Animal Health recommend the use of
serological tests in surveillance assays, but direct detection methods for individual carcass

inspection (OIE, 2009a).

Antibodies against all the pathogens examined in this study have previously been detected in wild
boars, with similar seroprevalence trends observed (Ruiz-Fons et al., 2006; Montagnaro et al.,
2010; Boadella et al., 2012). Measures to control the contact between domestic and wild pigs

should be encouraged.

The seroprevalence of Salmonella spp. and Toxoplasma gondii were high in the present work,
whereas that of Brucella spp. was low and no antibodies against Trichinella spp. were detected.
Our study measures specific antibodies against selected pathogens but does not isolate them,
making not feasible to guarantee an association between the high seroprevalence observed with the

presence of these organisms in meat products.

In conclusion, despite Brucella spp. and Trichinella spp. are pathogens with impact on public

health, the low seroprevalence values recorded in our study point out a low risk of infection

associated to the examined population. On the contrary, a higher risk of infection posed by
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Salmonella spp. and/or Toxoplasma gondii might be expected from the targeted population of this
study due to their high seroprevalence, which suggests that control measures should be adopted to

minimise their farm-to-fork transmission.
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Abstract

An epidemiological study of the prevalence of salmonella infection 67 free-range pig herd in
southern Spain is reported. Microbiological assessment was performed on ileocolic lymph
nodes collected at slaughter according to ISO 6579:2002 procedures. Overall, 33% of the
herds were found to be infected and the prevalence of positive pigs was 5.3%. Salmonella
serotypes most frequently detected were S. Anatum and Typhimurium, although uncommon
serotypes such as S. Hessarek and S. Mikawasima were also isolated. All isolates were tested
against 16 antimicrobials and exhibited resistance to streptomycin (46%), tetracycline (30%),
sulphonamides (25%) and ampicillin (23%). Multi-drug resistance, defined as resistance to
>4 antimicrobials, was 36%. This study provides useful new information relating to the
prevalence, identity and antimicrobial resistance patterns of salmonella infection in free-
range pigs, information that will contribute to informed debate on the merits of such farming

methods.

Keywords: Salmonella; Free-range; Serotypes; Pig; Antimicrobial resistance
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Introduction

In Spain, Iberian pigs of 8 — 12 months old and 92 — 115 kg bodyweight are typically
finished in free-range systems between October and March, typically averaging a weight gain
of 46 kg over this period. The biosecurity of such welfare-friendly production systems can be
compromised due to close contact between pigs, their environment and feral animals (Funk
and Gebreyes, 2004). The capacity of Salmonella spp. to persist in the environment may
facilitate the infection of wild birds, rodents and/or arthropods species, which may in turn
contribute to the subsequent transmission of these pathogens to domestic animals (Singer et

al., 1977; Funk and Gebreyes, 2004).

In intensive pig production systems, factors such as use of pelleted feed, high stocking
density and herd size and lack of control of vectors that transmit the organism, have been
associated with an increased prevalence of salmonella infection (Funk and Gebreyes, 2004;
Garcia-Feliz et al., 2009). However, such increased infection prevalence has also been
reported in pigs reared in free-range systems (van der Wolf et al., 2001). The objective of this
study was to determine the prevalence of salmonella infection in pigs reared in free-range
systems, as well as the distribution of serotypes, phage types and antimicrobial resistance

patterns.

Materials and Methods

A total of 67 free-range herds were randomly selected from a total of 122 farms
incorporating approximately 16,000 animals in Cordoba province in southern Spain
(Andalusian Agriculture Concealing, SIGGAN data system 2010*) and sampled during 2008

and 2009. Sample size was assessed by Win Episcope (version 2.0) software on the basis of

% See: https://ws128.juntadeandalucia.es/agriculturaypesca/adsg/
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the number of samples required to determine a previously unknown prevalence. A 95%
confidence level and 8% accepted error were assumed and confidence intervals of prevalence

calculated.

Twelve pigs/herd (total of 804 animals) were randomly selected and one or two ileocolic
lymph nodes (1 g of lymph node /pig) were collected/pig at slaughter. These samples were
cultured individually following the 1SO 6579:2002 protocol on the day of sampling. Colonies
identified as Salmonella spp. were transferred to tripticase soy agar plates (Difco, Becton
Dickinson) for phenotype characterisation (sero- and phage typing) by agglutination

techniques. Phagetyping was only carried out on S. Typhimurium serotypes.

Forty three isolates were tested against 16 antimicrobials using the Kirby-Bauer method on
Mdeller-Hinton agar. This agar contained: ampicillin (10 pg/disk), ceftiofur (30 pg/disk),
ceftriaxone (30 pg/disk), cephotaxime (30 pg/disk), nalidixic acid (30 pg/disk), enrofloxacin
(5 pg/disk), ciprofloxacin (5 pg/disk), gentamicin (10 pg/disk), streptomycin (10 pg/disk),
neomycin (30 pg/disk), apramycin (15 pg/disk), sulphonamide compounds (200 pg/disk),
trimethoprim-sulphamethoxazole (1.25 and 23.75 pg/disk), chloramphenicol (30 pg/disk),
florphenicol (30 pg/disk) and tetracycline (30 pg/disk) (Oxoid). An E. coli ATCC 25922
reference strain was used as a quality control. Isolates were classified as susceptible,
intermediate or resistant according to The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
M100-S15/2005; M31-A3/2008). Isolates resistant to >4 antimicrobials were considered

multi-drug resistant (MDR).
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Table 1. Salmonella serotypes isolated from 804 free-range pigs in southern Spain.

Serotypes Number of Phage types (hnumber of isolates)
isolates
Anatum 24
Typhimurium 10 S4,5+,12:1:1,2 / U302 (1), U311 (1), 193 (1), 195 (1), 203 (
Var. 4,5-,12:i:1,2 / 40 (1), 195 (2), RDNC *(1), NT * (2)
Muenchen 4
Goldcoast 1
Derby 1
Newport 1
Mikawasima 1
Hessarek 1
Total 43

*RDNC, reacted but did not conform.

°NT, isolates not typed.

Results

Salmonella spp. were isolated from 5.3% (43/804) of the pigs and from 33% (22/67; ClI,
25.4 - 40.6) of the herds. Forty three isolates of S. enterica were made and 8 different
salmonella serotypes found (Table 1). A unique, specific serotype was found in 19/22 herds
but in three herds, two different serotypes were detected, i.e. S Typhimurium and S. Anatum,
and S. Muenchen and S. Goldcoast, respectively. Phagetyping revealed a wide range of DT
types among the S. Typhimurium (U302, U311, 193, 195, 203) and S. Typhimurium var.
Copenhagen (4,12:i:1,2) (40, 195, PNR, NT) isolates (Table 1). The antimicrobial resistance
study found that 58% (25/43) of the isolates were resistant or of intermediate susceptiblity
and 42% (18/43) fully susceptible to the 16 antimicrobials assessed (Table 2). Thirteen of the
twenty-five isolates were resistant to one or two antimicrobials, whereas nine isolates (36%),

mostly the Typhimurium serotype, were MDR.

-56 -



Seguimiento de Salmonella en la cadena de produccion del cerdo ibérico

Table 2. Antimicrobial susceptibility of salmonella isolates and breakpoints, zone

diameter (mm), from 804 free-range pigs in southern Spain.

Antimicrobial

Susceptible (%)

Intermediate (%0)

Resistant (%)

Ampicillin (A) 76.8 (>17) 0 (14-16) 23.2 (<13)
Ceftiofur (Eft) 100 (>21) 0 (18-20) 0 (<17)
Ceftriaxone (Cro) 100 (>21) 0 (14-20) 0 (<13)
Cephotaxime (Ctx) 100 (=23) 0 (15-22) 0 (<14)
Nalidixic acid (Na) 81.4 (>19) 11.7 (14-18) 6.9 (<13)
Enrofloxacin (Enr) 100 (=23) 0 (17-22) 0 (<16)
Ciprofloxacin (Cip) 100 (>21) 0 (16-20) 0 (<15)
Gentamicin (Cn) 97.7 (=15) 0 (13-14) 23 (<12)
Streptomycin (S) 25.5(>15) 28 (12-14) 46.5 (<11)
Neomycin (N) 65.1 (=17) 18.6 (15-16) 16.3 (<14)
Apramycin (Apr) 86 (=15) 11.7 (13-14) 2.3 (<12)
Sulphonamides (S3) 69.8 (=17) 4.7 (13-16) 25.5(<£12)
Trimethoprim-

Sulphametoxazole (Sxt) 88.4 (=16) 0 (11-15) 11.6 (<10)
Chloramphenicol (C) 88.4 (>18) 2.3 (13-17) 9.3 (<12)
Florfenicol (Ffc) 86 (>22) 11.7 (19-21) 2.3 (<18)
Tetracycline (T) 51.2 (>19) 18.6 (15-18) 30.2 (<14)

Breakpoints taken from The Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) documents

M100-S15/2005 and M31-A3/2008.

Discussion

This study found a 5.3% individual animal prevalence of salmonella infection, with 33% of
herds containing at least one infected animal. Rubio et al. (2008), reported an individual
prevalence of 24.2% in feedlot pigs in northwest Spain, whereas van der Wolf et al. (2001)
found a higher salmonella seroprevalence in free-range than in intensive systems. Although
several factors have been associated with salmonella infection in intensive systems (Funk
and Gebreyes, 2004; Garcia-Feliz et al., 2009), the high incidence of reservoirs of infection

such as birds, rodents and water supplies in the environment, as well as the existence of pig
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‘wallows’ likely contribute to the infection transmission in free-range settings (Funk and

Gebreyes, 2004; Callaway et al., 2005).

Whereas S. Rissen, S. Derby and S. Typhimurium are the serotypes most commonly isolated
from pigs in feedlots (Astorga et al., 2007), the current study found that S. Anatum and S.
Typhimurium were the serotypes most commonly recovered from animals reared in free-
range systems. Furthermore, the uncommonly found serotypes S. Hessarek and S.
Mikawasima were cultured in our study. S. Hessarek has occasionally been isolated from
foxes and wild birds (Singer et al., 1977; Handeland et al., 2008), and S. Mikawasima has
been found in freshwater reservoirs (Polo et al., 1999), and is associated to food-borne
disease (Kaneko et al., 2007). The results of the present study suggest free-range pigs may be

a further potential source of these uncommon serotypes.

Salmonella phagetype 104b is the phagetype most frequently associated with feedlot pigs
(Astorga et al., 2007). Our study found a much more diverse range of phagetypes in these
free-range animals. Moreover, our finding that free-range pig herds were often infected with

two different salmonella serotypes was not unexpected (Schwartz, 1999).

Conclusions

Although the herd prevalence of salmonella infection was similar in free-range and feedlot
pigs, isolates from free-range animals had lower levels of resistance and higher levels of
susceptibility to antimicrobials (Astorga et al., 2006). In our study, 36% of the isolates were
MDR, contrasting with the results of a previous study that found that 64% .of isolates from
feedlot pigs were MDR (Astorga et al., 2006). These differences may relate to the overuse of

antimicrobials in intensive production systems (Mellon et al., 2001). In summary, the current
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study provides useful new information relating to the prevalence, identity and antimicrobial
resistance patterns of salmonella infection in free-range pigs, information that will contribute

to informed debate on the merits of such farming methods.
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Abstract

New consumer tendencies are focused on products derived from systems which allow
both a high animal welfare conditions together with a high food safety level. However,
sometimes animal welfare regulations make the adoption of adequate bio-security measures
difficult, representing a barrier for animal health and food safety. Thus the aim of this study
was to determine the prevalence of Salmonella at different points of the pig slaughtering
process (Trucks, Lairage, Slaughter line and Quartering, TLSQ) from pigs reared in free-
range systems. From eight samplings a total of 126 Salmonella isolates out of 1160 different
samples were recovered (10.86%). The highest percentage of isolates were detected at the
points of pre-scalding (29/80, 36.25%), trucks (13/56, 23.21%), caecal contents (17/80,
21.25%), tonsils (14/80, 17.50%), ileocaecal lymph nodes (13/80, 16.25%) and lairage (9/64,
14.06%). Furthermore, eighteen isolates were obtained from different environmental samples
from slaughter line and quartering plant (knives and surface of tables) (5.63%) and three
isolates at the quartering plant samples (ham, shoulder and loin) (3.75%). Fourteen different

serotypes were isolated: Bredeney, Rissen, Derby, Typhimurium, Montevideo, Israel,
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Anatum, Emek, Monophasic Salmonella Typhimurium (mST), Choleraesuis, Durban,
Kentucky, London and Sandiego. S. Typhimurium phage types U311, 193, 104b and UT
were identified. Moreover, mST strain was phage typed as U311. From TLSQ1, TLSQ2 and
TLSQ4, different strains of S. Derby, S. Rissen and S. Bredeney serotypes were isolated from
pig and environmental samples, pointing to a potential cross contamination. Molecular typing
(Pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) of these strains confirmed the cross contamination.
In the remaining samplings, different serotypes were obtained in each sampled point of the
chain, assuming that the isolated serotypes belonged to different epidemiological origins. Our
results show the isolation of different serotypes of Salmonella spp. from both pigs and
environmental samples, which constitutes a great risk for the contamination of pork from
free-range pigs both prior and post slaughter. These data support the intensification of the
cleaning and disinfection in the pre-slaughter environment (i.e. trucks, lairage), especially
when a higher workload is present, as well as the inclusion of new strategies to decrease or
eliminate the risk of Salmonella spp. infection or recontamination from the environment in

pork from organic or eco-friendly systems.

Keywords: Free-range pig; Salmonella; Truck; Lairage; Slaughter line; Quartering.

Introduction

Salmonella is considered as the second most important foodborne pathogen worldwide, just
after Campylobacter spp., and is commonly recovered from poultry and pigs and their
products in the European Union (EFSA, 2011). Focusing on pig and pork production, Spain
occupies second place in both pig and pork production and is considered as the highest pork

consumer between the 27 member states of Europe (Marquer, 2010).
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Pigs may acquire Salmonella infection from different sources at the final stages of the pig
production with transport and lairage identified as critical points. At these points, stress
factors may induce carrier pigs to shed the pathogen at a higher rate and increase the
susceptibility of Salmonella-free pigs to infection (Hurd et al., 2002; Mannion et al., 2008;
Dorr et al., 2009). Therefore, several authors have pointed out the significant role of the
lairage in Salmonella dissemination (Vieira-Pinto et al., 2006; Duggan et al., 2010; Busser et
al.,, 2011; Kirchner et al., 2011). In addition, cross contamination with environmental
Salmonella serotypes may occur on the slaughter line or during quartering and play a critical
role in Salmonella contamination of pork products. In this sense, the molecular tracking of
Salmonella isolates throughout the pig production chain represents a suitable tool to
determine the cross contamination between the environment and the pig carcass (Busser et

al., 2011).

Modern consumer concerns are focused on products derived from organic and eco-friendly
pig rearing systems, which are gaining increased importance in the swine industry. These
rearing systems usually allow a better quality of animal welfare conditions but this comes at
a cost to biosecurity due to their close contact with wild animals (Funk and Grebeyes, 2004),
which might have implications in food safety. Interestingly, similar values of Salmonella
prevalence at herd and individual levels have been reported in pigs reared as in indoor as in
outdoor systems, but with significant differences among the Salmonella serovars isolated
(Gémez-Laguna et al., 2011). In this sense, it is needed to carry our studies to assess the
impact of free-range rearing systems on pork production. Taking into account that different
Salmonella serotypes may be isolated from the farm and the slaughterhouse, the aims of the
present study were to determine the prevalence of Salmonella spp. in Trucks, Lairage,

Slaughter line and Quartering (TLSQ) along a free-range pig production plant and to
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genetically characterize the Salmonella isolates recovered in order to determine carcass

contamination.

Material and Methods

Sampling

During 2009 and 2010 a systematic sampling from eight different free-range pig production
units was carried out (TLSQ1 to TLSQ8 assays). Ten fattening pigs per herd were sampled.
The traceability for each pig was strictly followed along the abattoir. Six different stages of
the production chain and different samples were tested in each TLSQ assay (Table 1): i)
trucks at its arrival to the abattoir and after cleaning and disinfection (floor, walls, ceiling,
mat and entrance ramp); ii) lairage, prior entry of the pigs (cleaned and disinfected) and just
after departure to slaughter (dirty) (floor, walls, drinking nipple, and drainage); iii) ten pig
carcasses per herd at five different stages (pre-scalding, post-scalding, post-flaming, post-
evisceration and post-washed) of slaughter-dressing (carcass swabs collected from each pig
by swabbing a 100 cm? area of ham, back, and shoulder); iv) tonsils, ileocaecal lymph nodes
and caecal contents; v) environmental samples (scalding and sterilization water, knives and
axes from the slaughter line; sterilization water, tables, knives and mesh gloves from

quartering environment); vi) quartering samples (ham, shoulder and loin).

At this abattoir only free-range pigs were slaughtered coinciding always with the time frame
from September to June next year. During this working periods a systematic cleaning and
disinfection protocol was carried out following each slaughtering. From June to September,
meanwhile no slaughter was performed, a more exhaustive and meticulous cleaning and
disinfection protocols of the abattoir were carried out, including the dismantling of the

equipments.
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Salmonella isolation and identification
All samples were collected into sterile container or plastic bag with sponges and transported
from the slaughterhouse to the laboratory to be processed on the same day according to ISO

6579: 2002 procedure for Salmonella culture and isolation.

Truck, lairage, carcass and environmental samples were collected into sterile container (for
feces, tonsils, ileocaecal lymph nodes or meat samples) and/or with sponges (for swabs from
carcasses and surfaces) into plastic bags, diluted 1 in 10 in buffered peptone water (Oxoid,
Deutschland GmbH, Wesel, Germany) and incubated 24 h at 37 °C. Sterile dehydrated
sampling sponges were pre-moistened with 10 ml of peptone water and the targeted surface
was swabbed by using an overlapping ‘S’ pattern to cover the entire surface. Then, 90 ml of
peptone water were added into the plastic bag containing the sponge and incubated 24 h at 37
°C. Fecal samples (25 g per sample) from each sampling stage (trucks and lairage) were
diluted in 225 ml of peptone water, homogenized using a Stomacher (IUL-Instruments,
Spain) for 1 min and incubated at 37 °C for 24 h. In addition, fecal samples from cecum (25 g
per pig) were collected after slaughtering and processed as described above. Tonsils and
ileocaecal lymph nodes were collected in the slaughterhouse from 10 pigs per examined herd.
Tonsils and ileocaecal lymph nodes were collected from each pig at slaughter (1 g per organ)
and after decontamination by flaming were diluted in 9 ml peptone water and incubated at 37
°C for 24 h. At quartering, twenty five grams of three different meat pieces (ham, shoulder
and loin) were taken aseptically, diluted in 225 ml of buffered peptone water, and

homogenized for 1 min and incubated at 37 °C for 24 h.

For the selective enrichment, 100 ul (x3) of pre-enriched broth was transferred onto
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Rappaport-Vassiliadis Medium Semisolid Modified (MSRV) (Oxoid) and incubated at 42
°C, carrying out two readings at 24 and 48 h, according to ISO 6579:2002. Subsequently, a
double culturing on Xylose lysine deoxycholate agar (XLD) and Salmonella Chromogenic
agar base (CM1007, Oxoid) (37 °C, 24 h) was carried out. Presumptive Salmonella isolates
were biochemically confirmed by lysine iron agar (Difco, Becton Dickinson, Barcelona,
Spain), Kligler’s iron agar (Oxoid), and motility indole ornithine agar (Difco, Becton
Dickinson). When confirmed, these isolates were stored at - 80 °C on Microbank beads (Pro-

Lab Diagnostics, Quimigranel S.A., Spain) until typing.

Salmonella Typing

Salmonella isolates were typed by means of agglutination techniques using commercially
available antisera (Statens Serum Institut, Denmark), and a Phage’s panel provided by the
International Reference Laboratory of Phage typing (Colindale, London, England). All these
procedures were specifically carried out at the National Center of Microbiology (Institute of

Health Carlos 111, Madrid, Spain).

The Pulsed-Field Gel Electrophoresis (PFGE) technique was performed as outlined by the

PulseNet protocol (http://www.pulsenetinternational.org/protocols/Pages/default.aspx) by

using CHEF-DRIII System (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Pulse ramping was
from 2.2 to 63.8 s over 20 hours. The PFGE patterns were analyzed by means of InfoQuest
FP software version 4.5 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA). Clustering of patterns
was done by the unweighted-pair group method with arithmetic averaging and the Dice
coefficient. The Dice similarity coefficient was used with optimization and position tolerance
setting of 0.5 and 1.5%. Only strains with an indistinguishable profile were considered to

represent a single clone.
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Statistical analysis

A descriptive study was initially carried out at the different sampled stages of the pig
slaughtering process (truck, lairage, slaughter line, tonsils, lymph nodes, caecal contents,
environmental samples and quartering) and the 95% confidence interval (Clgs) was assessed
by means of the software Winepi (Veterinary Medicine Faculty, University of Zaragoza,
Spain). Following, a transversal observational analysis was performed comparing the
different phases examined from the pig entry till the quartering plant to determine the role of
each phase as a protection or as a risk factor (Odds Ratio/Clgs, and y* estimate, Winepi);

results with a P value < 0.05 were considered as statistically significant.

Results

Salmonella prevalence at each stage of the production chain

A total of 126 Salmonella isolates from 1160 different samples (10.86%) were
recovered. The highest percentage of isolates was detected at the point of pre-scalding
(29/80, 36.25%); Clgs 32.87-39.53), trucks (13/56, 23.21%; Clgs 12.16-34.26), caecal contents
(17/80, 21.25%; Clgs 12.25-30.15), tonsils (14/80, 17.50%; Clgs 9.13-25.82), ileocaecal
lymph nodes (13/80, 16.25%; Clgs 8.13-24.27) and lairage (9/64, 14.06%; Clgs 5.55-22.57)
(Table 1). For the remaining sampling points examined (pig and abattoir), the number of
isolates recovered was low (7/80, 2/80, 0/80 and 1/80 positive samples in post-scalding, post-
flaming, post-evisceration and post-washed stages, respectively), of note however were 18
isolates obtained from different environmental samples (knives and surface of tables)
(5.63%; Clgs 3.08-8.12) and 3 isolates in the quartering plant samples (ham, shoulder and
loin) (3.75%; Clgs 1.28-10.45) (Table 1). The highest number of isolates was obtained either
coinciding either with the highest workload at the abattoir, when more than 400 pigs were

slaughtered, or with months with warmer temperatures (i.e. June).
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Table 1. Number of Salmonella isolates and prevalence (%) in each TLSQ (Trucks, Lairage, Slaughter line and Quartering) assay in the
examined free-range pig processing plant (TLSQ1 to TLSQS8 assays)

TLSQ Date of sampling V\//Ao?'itlgz);ga T1 T2 L1 L2 si1 S2 S3 S4 S5 To Ln C E Q Total
1 June 2009 201 2 1 2 0 11 0 0 0 0 2 6 7 2 0 33
2 January 2010 1056 2 0 0 1 3 0 0 0 0 6 6 4 0 1 23
3 February 2010 1073 0 0 3 0 0 0 2 0 0 0 0 2 8 1 16
4 March 2010 530 1 1 0 1 4 6 0 0 0 0 0 1 8 1 23
5 April 2010 361 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 0 3
6 May 2010 192 0 3 0 0 5 0 0 0 0 0 0 1 0 0 9
7 June 2010 401 1 1 0 0 6 1 0 0 0 5 1 1 0 0 16
8 October 2010 341 1 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 3
Total of S. isolates - - 7 6 6 3 29 7 2 0 1 14 13 17 18 3 126
Total of samples - - 24 32 32 32 80 80 80 80 80 80 80 80 320 80 1160
Prevalence (%) - - 29.17 18.75 1875 9.38 36.25 875 250 0.00 1.25 1750 16.25 21.25 5.63 3.75 10.86

& Abattoir workload shows the total number of pig carcasses slaughtered the day that sampling was carried out.
T1, truck prior cleaning and disinfection; T2, truck after cleaning and disinfection; L1, lairage prior entry of the pigs (cleaned and disinfected); L2, lairage after exit
of the pigs; Slaughter line (carcasses samples): S1 (pre-scalding), S2 (post-scalding), S3 (post-flaming), S4 (post-evisceration), S5 (post-washing); To, tonsils; Ln,

ileocaecal lymph nodes; C, caecal contents; E, environmental samples from slaughter line and quartering plant; Q, quartering samples (ham, shoulder and loin).
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Salmonella serotypes isolated from each TLSQ

From trucks, lairage, environmental and pig samples the distribution of serotypes and phage
types was as follow (Tables 2 and 3): Bredeney (37 strains), Rissen (35), Derby (25),
Typhimurium (11), Montevideo (4), Israel (4), Anatum (2), Emek (2), Monophasic
Salmonella Typhimurium (mST) (1), Choleraesuis v. Kunzendorf. (1), Durban (1), Kentucky
(1), London (1) and Sandiego (1). S. Typhimurium phage types U311 (8 strains), 193 (1),
104b (1) and UT (1) were identified. Monophasic strain belonged to U311 phage type.

Table 2. Salmonella serotypes isolated along the pig slaughtering process in the
examined free-range pig abattoir and processing plant (assays TLSQ1 to TLSQ8).

Sample type  Positive (n)/ Serotypes and Phage types (n)
Tested (n))
Trucks 13/56
Tl 7124 Derby (2); Rissen (2), Typhimurium U311 (1); Kentucky (1);
™ 6/32 Montevideo (1)
Montevideo (3); Rissen (1); Typhimurium 104b (1); Sandiego (1)
Lairage 9/64
L1 6/32 Derby (2); Typhimurium U311 (2); Choreasuis (1); Bredeney (1)
L2 3/32 Derby (1); Rissen (1); mST U311 (1)
Slaughter line 83/640
S1 29/80 Bredeney (17); Typhimurium U311 (5), NT (1); Derby (2); Anatum (2);
52 7/80 Rissen (1); London (1)
3 2/80 Bredeney (6); Derby (1)
sS4 0/80 Rissen (2)
S5 1/80 )
To 14/80 Rissen (1)
Ln 13/80 Rissen (7); Israel (4); Derby (2); Durban (1)
c 17/80 Derby (6); Rissen (6); Bredeney (1)
Quartering 3/80 Derby (7); Rissen (5); Bredeney (3); Emek (2)

Rissen (1); Typhimurium 193 (1); Bredeney (1)
Environment 18/320
Es 9/128 Rissen (5); Derby (2); Bredeney (2)
Eq 9/192 Bredeney (6); Rissen (3)

T1, trucks prior cleaning and disinfection; T2, trucks after cleaning and disinfection; L1, lairage prior
entry of the pigs; L2, lairage after exit of the pigs; S1, pre-scalding; S2, post-scalding; S3, post-
chilling; S4, post-evisceration; S5, post-washing; To, tonsils; Ln, ileocaecal lymph nodes; C, caecal
contents; Q, quartering samples (ham, shoulder and loin); Es, Environment slaughter line (scald and
sterilization water, knives and axes); Eq, Environment quartering (sterilization water, tables, knives
and mesh gloves).
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The phenotypic characterization was carried out on the 126 selected isolates from TLSQ1 to
TLSQ8. In three assays (TLSQ1, TLSQ2 and TLSQ4) S. Derby, S. Rissen and S. Bredeney,
respectively, were isolated from both pig and environmental samples (Table 3). In the
remaining assays (TLSQ3, TLSQ5, TLSQ6, TLSQ7 and TLSQ8), different serotypes were
obtained from each sampled point of the pig slaughtering process (trucks, lairage, slaughter

line or quartering) (Table 3).

PFGE and phylogenetic analysis

PFGE was used to characterise the genotype of Salmonella serotype strains when the same
Salmonella serotype was isolated from pig and environmental samples in a TLSQ sampling
(TLSQI1 ‘Derby’, TLSQ2 ‘Rissen’ and TLSQ4 ‘Bredeney’). PFGE-Xbal showed different
pulsotypes (PFPs) or genotypes (Fig. 1). TLSQ1 ‘Derby’ strains showed three different
genotypes: PFP;, with nine strains from pig samples (pre-scalding, S1; tonsils, To; lymph
nodes, Ln; and caecal content, C) and slaughter line environment (Es); PFP,, eleven from
trucks, lairage, and pig samples (Ln, C); PFP3, two from lairage and pig samples (C); among
the three PFPs a genetic similarity coefficient value range of 45-100% was obtained. TLSQ2
‘Rissen’ strains showed four different genotypes: PFP4, sixteen from trucks, quartering and
pig samples (To, Ln, C); PFPs, one from pig samples (Ln); PFPg, one from pig samples (S1)
and PFP;, one from pig samples (C). A genetic similarity coefficient value range of 86.6-
100% was obtained. Finally, TLSQ4 ‘Bredeney’ strains showed an indistinguishable

genotype, PFPg.
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Table 3. Salmonella serotypes and sample source in the examined free-range pig
processing plant (1/3).

TLSQ Sample type Positive (n)/ Serotypes and Phage types (n)
Tested (n)
1 Trucks 317
T1 2/3 Derby (2)
T2 1/4 Rissen (1)
Lairage 2/8
L1 2/4 Derby (2)
L2 0/4 -
Slaughterline 26/80
S1 11/10 Bredeney (8); Anatum (2); Derby (1)
S2 0/10 -
S3 0/10 -
S4 0/10 -
S5 0/10 -
To 2/10 Derby (2)
Ln 6/10 Derby (6)
C 7/10 Derby (7)
Quartering 0/10 -
Environment 2140
Es 2/16 Derby (2)
Eq 0/24 -
2 Trucks 217
T1 2/3 Rissen (1); Typhimurium U311 (1)
T2 0/4 -
Lairage 1/8
L1 0/4 -
L2 Ya Monophasic 4,5,12:i:- U311 (1)
Slaughterline 19/80
S1 3/10 Rissen (1); Typhimurium U311 (1), NT (1)
S2 0/10 -
S3 0/10 -
S4 0/10 -
S5 0/10 -
To 6/10 Rissen (6)
Ln 6/10 Rissen (6)
C 4/10 Rissen (4)
Quartering 1/10 Rissen (1)
Environment 0/40
Es 0/16 -
Eq 0/24 -
3 Trucks 0/7
T1 0/3 -
T2 0/4 -
Lairage 3/8
L1 3/4 Typhimurium U311 (2); Choleraesuis var. kunzendorf (1)
L2 0/4 -
Slaughterline 4/80
S1 0/10 -
S2 0/10 -
S3 2/10 Rissen (2)
S4 0/10 -
S5 0/10 -
To 0/10 -
Ln 0/10 -
C 2/10 Emek (2)
Quartering 1/10 Typhimurium 193 (1)
Environment 8/40
Es 5/16 Rissen (5)
Eq 3/24 Rissen (3)
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TLSQ Sample type Positive (n)/ Serotypes and Phage types (n)
Tested (n)
4 Trucks 217
T1 1/3 Kentucky (1)
T2 1/4 Montevideo (1)
Lairage 1/8
L1 0/4 -
L2 1/4 Rissen (1)
Slaughterline 11/80
S1 4/10 Bredeney (4)
S2 6/10 Bredeney (6)
S3 0/10 -
S4 0/10 -
S5 0/10 -
To 0/10 -
Ln 0/10 -
C 1/10 Bredeney (1)
Quartering 1/10 Bredeney (1)
Environment 8/40
Es 2/16 Bredeney (2)
Eq 6/24 Bredeney (6)
5 Trucks 0/7
T1 0/3 -
T2 0/4 -
Lairage 0/8
L1 0/4 -
L2 0/4 -
Slaughterline 3/80
S1 0/10 -
S2 0/10 -
S3 0/10 -
S4 0/10 -
S5 1/10 Rissen (1)
To 1/10 Rissen (1)
Ln 0/10 -
C 1/10 Rissen (1)
Quartering 0/10 -
Environment 0/40
Es 0/16 -
Eq 0/24 -
6 Trucks 317
T1 0/3 -
T2 Y Montevideo (2); Sandiego (1)
Lairage 0/8
L1 0/4 -
L2 0/4 -
Slaughterline 6/80
S1 5/10 Bredeney (5)
S2 0/10 -
S3 0/10 -
S4 0/10 -
S5 0/10 -
To 0/10 -
Ln 0/101/10 -
C 0/10 Bredeney (1)
Quartering -
Environment 0/40
Es 0/16 -
Eq 0/24 -
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TLSQ Sample type Positive (n)/ Serotypes and Phage types (n)
Tested (n)
7 Trucks 217
T1 1/3 Montevideo (1)
T2 1/4 Typhimurium 104b (1)
Lairage 0/8
L1 0/4 -
L2 0/4 -
Slaughterline 14/80
S1 6/10 Typhimurium U311 (4); London (1); Derby (1)
S2 1/10 Derby (1)
S3 0/10 -
S4 0/10 -
S5 0/10 -
To 5/10 Israel (4); Durban (1)
Ln 1/10 Bredeney (1)
C 1/10 Bredeney (1)
Quartering 0/10 -
Environment 0/40 -
Es 0/16 -
Eq 0/24 -
8 Trucks /7
T1 1/3 Rissen (1)
T2 0/4 -
Lairage 2/8
L1 1/4 Bredeney (1)
L2 1/4 Derby (1)
Slaughterline 0/80
S1 0/10 -
S2 0/10 -
S3 0/10 -
S4 0/10 -
S5 0/10 -
To 0/10 -
Ln 0/10 -
C 0/10 -
Quartering 0/10 -
Environment 0/40 -
Es 0/16 -
Es 0/24 -

T1, trucks prior cleaning and disinfection; T2, trucks after cleaning and disinfection; L1, lairage prior
entry of the pigs (cleaned and disinfected); L2, lairage after exit of the pigs; S1, pre-scalding; S2, post-
scalding; S3, post-flaming; S4, post-evisceration; S5, post-washing; To, tonsils; Ln, ileocaecal lymph
nodes; C, caecal contents; Q, quartering samples (ham, shoulder and loin); Es, Environment slaughter line
(scald and sterilization water, knives and axes); Eq, Environment quartering (sterilization water, tables,

knives and mesh gloves).

-75 -



Manuela Hernandez Garcia

Dice (Opt:0.80%) (Tol 1.5%-1.5%) (H>0.0% S=0.0%) [0.0%-100.0%)
PFGE-Xbal PFGE-Xbal

Key Serotype SourceType

4785/11 Derby lairage (previous entry pigs) PFP3
4808/11 Derby caecal content PFP3
479011 Derby pre-scalding PFP1
4798/11 Derby tonsils PFP1
4799/11 Derby tonsils PFP1
4801/11 Derby lymph node PFP1
4803/11 Derby lymph node PFP1
4804/11 Derby lymph node PFP1
48071 Derby caecal content PFP1
4813/111 Derby slaughteriine (knives) PFP1
4814/11 Derby slaughteriine (axes) PFP1
4782/11 Derby truck (previous C+D) PFP2
478311 Derby truck (previous C+D) PFP2
4786111 Derby lairage (previous entry pigs) PFP2
4800/11 Derby lymph node PFP2
4802/11 Derby lymph node PFP2
4805/11 Derby lymph node PFP2
4806/11 Derby caecal content PFP2
4809/11 Derby caecal content PFP2
4810/11 Derby caecal content PFP2
481111 Derby caecal content PFP2
4812111 Derby caecal content PFP2
4815/11 Rissen truck (previous C+D) PFP4
4821111 Rissen tonsils PFP4
4822/11 Rissen tonsils PFP4
4823/11 Rissen tonsils PFP4
4824/11 Rissen tonsils PFP4
48251 Rissen tonsils PFP4
4826/11 Rissen tonsils PFP4
482711 Rissen lymph node PFP4
4829/11 Rissen lymph node PFP4
4830/11 Rissen lymph node PFP4
433111 Rissen lymph node PFP4
4832/11 Rissen lymph node PFP4
4833/11 Rissen caecal content PFP4
. 483511 Rissen caecal content PFP4
4836/11 Rissen caecal content PFP4
4837111 Rissen quartering (ham+shoulder+ioin)  PFP4
4828/11 Rissen lymph node PFP5
4818/11 Rissen pre-scalding PFP6
| 4834/11 Rissen caecal content PFP7
0408/11 Bredeney pre-scalding PFP8
0409/11 Bredeney pre-scalding PFP8
0410/11 Bredeney pre-scalding PFP8
0411/11 Bredeney pre-scalding PFP8
0412/11 Bredeney post-scalding PFP8
0413/11 Bredeney post-scalding PFP8
0414/11 Bredeney post-scalding PFP8
0415/11 Bredeney post-scalding PFP8
0416/11 Bredeney post-scalding PFP8
0417/11 Bredeney post-scalding PFP8
0418/11 Bredeney caecal content PFP8
0419/11 Bredeney quartering (ham+shoulder+ioin)  PFP8
0421/11 Bredeney slaughteriine (knives) PFP8
0422111 Bredeney slaughtherline (knives) PFP8
0423/11 Bredeney quartering (knives) PFP8
0424/11 Bredeney quartering (knives) PFP8
0425/11 Bredeney quartering (tables) PFP8
0426/11 Bredeney quartering (tables) PFP8
0427111 Bredeney quartering (tables) PFP8
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Fig. 1. Dendrogram. Pulsed field gel electrophoresis (PFGE) profiles of Salmonella
Derby, Rissen and Bredeney strains (TLSQ1, 2 and 4 assays) showing genetic
similarity index among isolates from truck, lairage, slaughter line carcasses and

environment, tonsils, ileocaecal lymph nodes, ileocacecal contents, and quartering

samples.

Statistical analysis results

Statistical analysis results showed that scalding was a protection factor in the chain. The
comparative statistical analysis between pre- and post-scalding detected an Odds Ratio of
0.3583 (Clgs 0.142-0.905) being x> 4.95 (p 0.025). The remaining phases of the slaughter line

chain showed no statistical correlation (no protection factor).

On the other hand, the comparative study in trucks (OR 0.56 Clgs 0.511-6.288, ¥* 0.83, p
0.36) and lairage (OR 2.23 Clgs 0.506-9.834, ¥* 3.97, p 0.04) showed no statistical association

between cleaning and disinfection practices and isolation of Salmonella.

Discussion

Our results confirm the potential role of transport, lairage and slaughter line for
contamination of pig carcasses in the pre- and post-slaughter environment. Cross-
contamination in the slaughter line has been reported as an important source of Salmonella

contamination for pig carcasses (Swanenburg et al., 2001).

In the present study, several uncommon serotypes and phage types were obtained from
carcass and environment samples (Montevideo, Israel, Emek, Durban, Kentucky and
Sandiego). Interestingly, these serotypes are different from those previously recovered from
pigs reared in intensive and outdoor systems from the same geographical area (Astorga et al.,

2007; Goémez-Laguna et al., 2011). In addition, S. Typhimurium phage types U311, 193,
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104b and UT were identified, and mST strain was phage typed as U311. Contrary, Kirchner
et al (2011) detected U302 and U288 as the most frequent phage types isolated from pig
abattoirs. Moreover, phage types 104, 193 and 120 are frequently isolated in human cases of
salmonellosis (Anon, 2008). Whereas common phage types, such as 104 or 193, were
obtained in our study from pork meat from free-range pigs pointing to a role on the common
outbreaks of human Salmonella, the uncommon serotypes and phage types recovered might
have an impact on the consumer’s health, with especial attention to immunosuppressed

patients.

Others studies have reported differences in Salmonella serotypes and prevalence between
farms and slaughterhouses (Hurd et al., 2002), suggesting that the transport and lairage may
represent relevant risk factors in pigs at slaughter. In Spain, Argiello et al. (2011) reported
significantly higher scores in a study carried out in two pig slaughterhouses and cutting
plants where meat from finishing pigs reared in intensive farms was processed. These authors
found that the prevalence at the lairage level prior to the entry of pigs was 39.4% compared
with a level of 18.75% observed in our study. In the slaughter line, a prevalence of 33.3%
and 58.3% was recorded at the post-evisceration point in the two slaughterhouses examined
by Argiello et al. (2011), whereas no Salmonella was isolated in the present study.
Nonetheless, the results obtained in our study highlight the prevalence of 29% found at the
pre-scalding point. Furthermore, in our study different Salmonella serotypes were isolated in
trucks and lairage (18.75%) after cleaning and disinfection, pointing out that the procedures

followed for cleaning and disinfection were not efficient to eliminate this pathogen.

Mannion et al. (2010) reported the role of transport, lairage and slaughter line equipment in

the dissemination of Salmonella in pigs in the pre- and post-slaughter environments. In this
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study, the prevalence of Salmonella both in the total number of isolates obtained as well as in
pig samples was similar than that observed in the present study (16.8% vs 10.9%, and 8.5%
vs 11.9, respectively). However, marked differences were observed in the prevalence in the
environmental samples (40% vs 5.63% in the present study). These results highlight pigs as a
source of Salmonella, however, the environment can also play a minor role in cross

contamination of pig carcasses as was found in our study compared to others.

However, from TLSQ1, TLSQ2 and TLSQ4 S. Derby, S. Rissen and S. Bredeney serotypes,
respectively, were isolated 'from trucks to quartering', or 'from slaughter line to quartering’,
pointing to a potential cross contamination between environmental and pig samples. This
cross contamination was confirmed by means PFGE-Xbal for the three TLSQs. Pulsotypes
from TLSQ1 and TLSQ2 showed same clones or genotypes for S. Derby and S. Rissen in
tonsil, ileocaecal lymph node and/or caecal content of the same pig, highlighting pigs as a
carrier with the ability to contaminate multiple contacts (Kich et al., 2011). Several authors
have described as the presence of Salmonella in the intestinal tract of pigs represents an
increased risk for carcass contamination since it is also associated with the presence of the

pathogen in tonsils (Blaha et al., 1997; Vieria Pinto et al., 2006).

In this sense, Hurd et al. (2001) showed that after 2 hours of oral ingestion Salmonella may
be detected in mesenteric lymph nodes. In our research the waiting time prior to slaughter
was approximately of 15-20 hours, suggesting potential cross contamination of animals
during holding. This hypothesis was confirmed by detection of the same clone in lairage
(prior to cleaning and disinfection), trucks (previous cleaning and disinfection), and in
tonsils, lymph nodes and/or caecal contents of the same pigs in TLSQ1 (PFP,, PFP3) and

TLSQ2 (PFP,), suggesting a cross contamination from transport or lairage to pigs or
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viceversa (Kirchner et al., 2011). Moreover, in PFP; (TLSQ1), the same clone was isolated
from tonsils, lymph nodes and/or caecal contents and from environmental samples, but not
from lairage or trucks samples, which support the hypothesis of a cross contamination from

pigs to the environment.

PFGE-Xbal from TLSQ4 showed an indistinguishable banding pattern for all the strains
analysed (PFPg) pointing to the same epidemiological origin and confirming cross
contamination between pre-scalding to quartering. The lack of isolation of the same
Salmonella clone from pig samples, such as tonsils, lymph nodes or caecal contents, suggests
that a contaminated environment might be the responsible for the cross contamination in this
assay. In the remaining TLSQ assays different serotypes were obtained from each stage
sampled (trucks, lairage, slaughter line or quartering), assuming that the serotypes isolated at
the different stages of the pig slaughtering process belonged to different epidemiological

origins.

Hald et al. (2003) investigated the occurrence of Salmonella in 12 pig slaughterhouses from
five European countries, detecting a higher prevalence during the warmer months as well as
increased environmental contamination as the slaughter day progressed. The polishing and
pluck removal processes were found to contribute significantly to the total carcass
contamination, especially if the scalding water is also contaminated. These authors
recommended ensuring sufficiently high temperatures of scalding water (62 °C) and
appropriate cleaning and disinfection protocols of the polishing equipment at least once a day
in order to reduce the level of carcass contamination. In agreement with Hald et al. (2003), a
higher number of Salmonella isolates was obtained in the present study when the workload

was higher and/or in the warmer months (i.e. June), which points out the necessity of
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implementing the cleaning and disinfection protocols during these periods. Moreover,
scalding acted as a protection factor in our study, being the temperature of the scalding water
controlled at the abattoir in a daily basis to maintain within the range 59-62 °C by a thermal

probe.

European regulations require the use of disinfection equipment in the slaughterhouse with a
water temperature of at least at 82 °C. Heres et al. (2011), reported an alternative system
called Inspexx®200, containing peracetic acid and peroctanoic, which was able to
significantly reduce bacterial contamination of knives and was also significantly faster than
hot water. Other interventions which may help to reduce the incidence of Salmonella in the
process have been suggested in order to control or minimize the threat of salmonellosis
associated with pork products. Among them, the installation of hot water showers at 80 °C or
showers with chlorinated water with added organic acids, have also been reported as useful
in the treatment of pig carcasses contaminated with S. Typhimurium (Kich et al., 2011).
Preliminary results from our research group have also showed that tertiary and quaternary
ammonium as well as polyenzyme solutions may be helpful to diminish Salmonella
prevalence at the abattoir when used to disinfect cutting materials or surfaces (data not
published). In addition, ozonated water has been proposed as an effective alternative to
chlorinated water to control aerobic flora contamination before entry of pig carcasses to the

quartering room (Quessy et al., 2011).

Conclusion
This study showed the isolation of different serotypes of Salmonella spp. from both pigs and
environmental samples, which constitutes a great risk for the contamination of pork from

free-range pigs both prior and post slaughter. These data support the conclusion that, for

-81-



Manuela Hernandez Garcia

Salmonella spp. Hazard Analysis and Critical Control Points (HACCP) at the pig
slaughterhouse must include the cleaning and disinfection for trucks and lairage, an intensive
cleaning and disinfection programs in the pre-slaughter environment as well as the inclusion
of new chemical agents or treatments which allow decreasing or eliminating the risk of
Salmonella spp. infection or recontamination from the environment. Moreover these

measures should be strengthening when a higher workload is present in the slaughterhouse.
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A continuacion se destacan las principales conclusiones obtenidas a partir de cada uno de

los estudios publicados en esta Tesis Doctoral:

1. Estudio I: “A serological survey of Brucella spp., Salmonella spp., Toxoplasma gondii

and Trichinella spp., in Iberian fattening pigs reared in free- range systems”

Nuestro estudio detecta un alto riesgo de infeccion frente a Salmonella spp.
y Toxoplasma gondii, debido a la alta seroprevalencia hallada en la poblacion
muestreada (73.4% y 58.2%, respectivamente), lo que sugiere que deberian
adoptarse medidas de control para minimizar su potencial transmisién de la
granja a la mesa. Por el contrario, los bajos niveles de circulacion detectados
frente a Brucella spp. y Trichinella spp. (3.8% y negativa, respectivamente),
patégenos con elevado peligro para la salud puablica, indican que estos

microorganismos representan un bajo riesgo de infeccién para la poblacién.

2. Estudio II: “Prevalence and antimicrobial susceptibility of Salmonella infections in

free-range pigs”

La prevalencia de infeccion por Salmonella spp. en las explotaciones
muestreadas (33%) es similar a la observada previamente en sistemas
intensivos en la misma zona geogréfica, aunque los serotipos identificados
son diferentes a los comUnmente aislados en los sistemas intensivos,
detectandose serotipos poco comunes procedentes de especies silvestres (p.e.
Mikawasima, Hessarek, Muenchen).

Los niveles de resistencias antimicrobianas (MDR) en los serotipos aislados
en las explotaciones de cerdo ibérico muestreadas son sensiblemente

menores a las evidenciadas en sistemas productivos intensivos (36% vs 64%).
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3. Estudio Ill: “Salmonella prevalence and characterization in a free-range pig

processing plant: Tracking in trucks, lairage, slaughter line and quartering”

El aislamiento de genotipos idénticos de Salmonella spp. a partir, tanto de
muestras de origen animal como de muestras ambientales, pone de manifiesto
la existencia de contaminacién cruzada y el riesgo de contaminacion de la
carne procedente del cerdo ibérico tanto en el ambiente pre- como post-
sacrificio.

Los puntos de mayor contaminaciéon por Salmonella spp. en el matadero de
cerdo ibérico son el transporte (23.21%), los corrales (14.06%) y las muestras
de origen animal (contenido fecal, 21.25%; tonsilas, 17.50%; nodulos linfaticos
ileocodlicos, 16.25%). El escaldado es un factor de proteccidon frente a la
contaminacién por Salmonella spp. (36.25% vs 8.75%),

El Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC) para Salmonella
spp. en porcino ibérico debe incluir estrictos protocolos de limpieza y
desinfeccion de transporte y corrales de espera y del ambiente pre-sacrificio,
asi como la inclusibn de nuevos agentes quimicos o0 equipamientos que
controlen y eviten la contaminacibn o recontaminacion ambiental y la

contaminacién cruzada.
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Aunqgue las enfermedades de caracter zoondésico pueden cursar de forma inaparente o
subclinica en los animales, éstas tienen una importante repercusion en el ambito de la
salud publica. Este aspecto es de especial interés en sistemas de produccidon extensivos en
los que los animales domésticos estan en contacto tanto con otros animales domésticos
como con especies silvestres, favoreciendo la circulacion de patégenos entre ellos. Entre
estos patégenos cabe destacar las infecciones por Brucella spp. y Salmonella spp. y las
infestaciones por Toxoplasma gondii y Trichinella spp., todas ellas consideradas de alto
riesgo zoondsico por la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). Por esta razon,
hemos realizado un estudio serolégico que permita conocer de forma indirecta la presencia
y difusion de estos agentes en el cerdo Ibérico. Durante el bienio 2008-2009 recopilamos un
total de 709 sueros procedentes de 79 explotaciones de cerdo Ibérico. Los sueros
obtenidos fueron analizados mediante kits comerciales de ELISA para la deteccion de
anticuerpos especificos frente a los patbgenos hombrados con anterioridad. La presencia
de larvas enquistadas de Trichinella spp. fue analizada mediante la técnica de digestion
artificial a partir de los musculos de los pilares del diafragma. Los resultados obtenidos en
nuestro estudio permiten concluir que la infeccién por Salmonella spp. (73.42%, intervalo de
confianza del 95% [ICqs5] 65.6-81.78), y la infestacion por Toxoplasma gondii (58.23%, ICgs
47.33-69.07) estan ampliamente difundidas en las granjas y animales analizados, a
diferencia de Brucella spp. y Trichinella spp. que presentaron una escasa prevalencia
(3.8%, ICys 0.18-7.42; y 0%, respectivamente). No se observd ninguna larva de Trichinella
spp. enquistada.

Debido a la elevada seroprevalencia detectada frente a Salmonella spp., se realizé un
segundo estudio orientado a determinar la prevalencia de Salmonella spp., y los principales
serotipos, fagotipos y patrones de resistencia antimicrobiana en cerdos ibéricos criados en
la dehesa. Para ellos, un total de 804 nddulos linfaticos ileocdlicos procedentes de tantos
animales de 67 explotaciones se analizaron siguiendo el método descrito en la norma ISO
6579:2002. Los resultados mostraron una baja prevalencia individual (5.3% animales

positivos), aunque un 33 por ciento de las explotaciones resultaron infectadas (22/67). Los
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serotipos mas frecuentemente detectados fueron Anatum y Typhiumurium, aislandose
también serotipos “atipicos” como Muenchen, Hessarek y Mikawasima. Todos los serotipos
sueron analizados frente a un panel de 16 antimicrobianos y presentaron resistencia frente
a estreptomicina (49%), tetraciclina (30%), sulfonamida (25%) y ampicilina (23%). El
porcentaje de cepas multirresistentes (MDR24) también fue reducido (36%). El estudio
comparativo con los resultados obtenidos previamente en cerdo blanco, muestran
estrechas similitudes en los datos prevalencia aunque diferencias significativas en los
serotipos, fagotipos y resistencias antimicrobianas.

Las nuevas tendencias del consumidor estan orientadas al consumo de productos
derivados de sistemas de produccion que favorezcan el bienestar animal a la vez que un
alto nivel de seguridad alimentaria. No obstante, las normativas aplicadas en bienestar
animal a veces dificultan las medidas de bioseguridad a implantar en las granjas,
representando una barrera entre la sanidad animal y la seguridad alimentaria. Asi, el objeto
del tercer estudio de esta Tesis Doctoral consisti6 en determinar la prevalencia de
Salmonella spp. en diferentes puntos de la cadena de sacrificio del cerdo ibérico, desde el
transporte al matadero, incluyendo los corrales de espera y toda la linea de sacrificio, hasta
el despiece. Se realizaron 8 muestreos a partir de los cuales se obtuvieron 126 muestras
positivas a Salmonella spp. de un total de 1160 (10.86%). Los porcentajes de aislamientos
mas altos se detectaron en los puntos de pre-escaldado (29/80; 36.25%), transporte (13/56;
23.21%), heces (117/80; 21.25%), tonsilas (14/80; 17.50%), nddulos linfaticos ileocélicos
(13/80; 16.25%) y corrales (9/64; 14.06%). Sin embargo, 18 aislamientos se obtuvieron a
partir de muestras ambientales tanto en la linea de sacrificio como en la sala de despiece
(cuchillos y superficies de contacto directo) (5.63%) y 3 aislamientos a partir de muestras de
carne en el despiece (lomo, jamén y paleta) (3.75%). Un total de 14 serotipos diferentes
fueron identificados (Bredeney, Rissen, Derby, Typhimurium, Montevideo, Israel, Anatum,
Emek, S. Typhimurium monofasica (mST), Choleraesuis, Durban, Kentucky, London y
Sandiego). Asimismo, los fagotipos U311, 193, 104b y UT de S. Typhimurium fueron

identificados. Diferentes cepas de S. Derby, S. Rissen y S. Bredeney fueron aisladas a
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partir de muestras de origen animal y ambientales en 3 de los 8 muestreos realizados,
apuntando a una potencial contaminacién cruzada, la cual fue confirmada mediante la
caracterizacién molecular de las cepas mediante técnica de campo pulsado (PFGE, Pulsed-
Field Gel Electrophoresis). En los muestreos restantes se obtuvieron diferentes serotipos a
lo largo de la cadena de produccién, asumiendo que los serotipos aislados presentaban
diferentes origenes epidemiolégicos.

Nuestros resultados muestran que los aislamientos de diferentes serotipos de Salmonella
spp. a partir tanto de los animales como de las muestras ambientales constituyen un
elevado riesgo de contaminacion de la carne del cerdo ibérico tanto en el ambiente pre-
como post-sacrificio. Estos datos apoyan la necesaria intensificacion en las labores de
limpieza y desinfeccién en el ambiente previo al sacrificio (transporte y corrales de espera),
en especial cuando existe una mayor carga de trabajo, asi como incluir nuevas estrategias
para reducir o eliminar el riesgo de infeccién o recontaminacion con Salmonella spp. de la

carne de cerdo procedente de sistemas de explotacion extensivos o ecoldgicos.
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6. SUMMARY
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Zoonotic agents such as Brucella spp., Salmonella spp., Toxoplasma gondii and Trichinella
spp., all considered high risk zoonotic pathogens by the European Food Safety Agency
(EFSA), may cause no symptoms of infection in free-range pigs yet still have a significant
public health impact. A serological survey was therefore performed to determine the history
of occurrence of these pathogens in such pigs in southern Spain. A total of 709 serum
samples were collected at abattoir from pigs from 79 farms, and analysed for specific
antibodies against the above pathogens using commercially available ELISA kits. Encysted
Trichinella spp. larvae were also sought following the artificial digestion method of
diaphragm pillar muscle. The results showed Salmonella spp. to be widely distributed
among the sampled herds (73.42%, 95% confidence interval [Clgs] 65.6-81.78), and
Toxoplasma gondii to be present in over half (58.23%, Clgs 47.33-69.07). The
seroprevalence of Brucella spp. was very low (3.8%, Clgs 0.18-7.42) and antibodies against
Trichinella spp. were not detected. No encysted Trichinella spp. larvae were microscopically
detected.

Due to the high seroprevalence detected against Salmonella spp., an epidemiological study
was carried out to determine the prevalence of Salmonella spp. infection, as well as the
distribution of serovars, phage types and antimicrobial resistance patterns, in pigs reared in
free-range systems in southern Spain. A total of 804 animals belonging to 67 free-range pig
herd in southern Spain were sampled. Microbiological assessment was performed on
ileocolic lymph nodes collected at slaughter according to ISO 6579:2002 procedures.
Overall, 33% of the herds were found to be infected and the prevalence of positive pigs was
5.3%. Salmonella serotypes most frequently detected were S. Anatum and Typhimurium,
although uncommon serotypes such as S. Muenchen, S. Hessarek and S. Mikawasima
were also isolated. All isolates were tested against 16 antimicrobials and exhibited
resistance to streptomycin (46%), tetracycline (30%), sulphonamides (25%) and ampicillin
(23%). Multi-drug resistance, defined as resistance to 24 antimicrobials, was 36%. The

comparison of these results with those previously obtained from pigs reared in intensive
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systems shows similar prevalence but significant differences in serotypes, phage types and
antimicrobial resistance pattern.

New consumer tendencies are focused on products derived from systems which allow both
a high animal welfare conditions together with a high food safety level. However, sometimes
animal welfare regulations make the adoption of adequate bio-security measures difficult,
representing a barrier for animal health and food safety. Thus the aim of the third study of
this PhD Thesis was to determine the prevalence of Salmonella at different points of the pig
slaughtering process (Trucks, Lairage, Slaughter line and Quartering, TLSQ) from pigs
reared in free-range systems. From eight samplings a total of 126 Salmonella isolates out of
1160 different samples were recovered (10.86%). The highest percentage of isolates were
detected at the points of pre-scalding (29/80, 36.25%), trucks (13/56, 23.21%), caecal
contents (17/80, 21.25%), tonsils (14/80, 17.50%), ileocaecal lymph nodes (13/80, 16.25%)
and lairage (9/64, 14.06%). Furthermore, eighteen isolates were obtained from different
environmental samples from slaughter line and quartering plant (knives and surface of
tables) (5.63%) and three isolates at the quartering plant samples (ham, shoulder and loin)
(3.75%). Fourteen different serotypes were isolated: Bredeney, Rissen, Derby,
Typhimurium, Montevideo, Israel, Anatum, Emek, Monophasic Salmonella Typhimurium
(mST), Choleraesuis, Durban, Kentucky, London and Sandiego. S. Typhimurium phage
types U311, 193, 104b and UT were identified. Moreover, mST strain was phage typed as
U311. From TLSQ1, TLSQ2 and TLSQ4, different strains of S. Derby, S. Rissen and S.
Bredeney serotypes were isolated from pig and environmental samples, pointing to a
potential cross contamination. Molecular typing (Pulsed-field gel electrophoresis, PFGE) of
these strains confirmed the cross contamination. In the remaining samplings, different
serotypes were obtained in each sampled point of the chain, assuming that the isolated
serotypes belonged to different epidemiological origins. Our results show the isolation of
different serotypes of Salmonella spp. from both pigs and environmental samples, which
constitutes a great risk for the contamination of pork from free-range pigs both prior and post

slaughter. These data support the intensification of the cleaning and disinfection in the pre-
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slaughter environment (i.e. trucks, lairage), especially when a higher workload is present, as
well as the inclusion of new strategies to decrease or eliminate the risk of Salmonella spp.

infection or recontamination from the environment in pork from organic or eco-friendly

systems.
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7. ANEXO: PERSPECTIVAS, ENFOQUE FUTURO
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Con este apartado, se pretende de manera esquematica describir una propuesta de
accion para la mejora del futuro sanitario del sector ibérico tomando como referentes los
resultados evidenciados en esta tesis doctoral y la experiencia de la doctoranda en el sector
sanitario de la cadena de produccion de los productos carnicos elaborados con carne de
cerdo ibérico.

Es una propuesta personal, muy discutible por el resto de profesionales pero puede
sentar un pequefio precedente para un gran proyecto de pais.

Andlisis DAFQO del sector ganadero porcino ibérico:

Este estudio ha evidenciado los siguientes aspectos:

DEBILIDADES FORTALEZAS

Diferencias en el perfil de serotipado de Sistema tradicional extensivo o]
Salmonella spp. semiextensivo.
Contacto con animales domésticos vy Baja resistencia a antibioticos.

silvestres, que actlan como vectores que

16 0,
dificultan el control de patégenos. Poblacién controlada que representa el 10 %

de la cabafia de porcino.
El ecosistema es variable, la climatologia

afecta directamente a los aprovechamientos

de la dehesa y el resultado final del cebo.

Escaso grado de tecnificacion del sector.

AMENAZAS OPORTUNIDADES

Estado de crisis mundial La carne de cerdo ibérico tiene mayor precio

. . . ue la del cerdo blanco.
Los precios elevados de las materias primas q

Productos delicatessen (jamén, lomo,

Las exportaciones precisan de medidas paleta).

sanitarias mas estrictas.
Exportaciones en auge, el mercado
internacional demanda estos productos de
calidad.

El consumidor no estd debidamente
informado de las calidades de los productos
del cerdo ibérico.

La PAC 2014 con la cuota verde garantiza o

Exigencias de los consumidores desde el . .
9 apoya los sistemas auto-sostenibles

punto de vista de garantias de seguridad
alimentaria.

Nuestra propuesta ante este andlisis es la mejora sanitaria del ganado porcino a
través de la implantacion integral de un programa de vigilancia y control frente a Salmonella
spp. Paises con programas de erradicacion como Suecia, Finlandia y Noruega han
alcanzado una prevalencia muy baja de Salmonella spp. en cerdos, mientras que en otros

paises europeos con mayor nimero de ganado y con mayor industrializacién se ha optado
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por programas de vigilancia y control que reduzcan al maximo el riego para la salud publica
como seria el caso de Dinamarca, Irlanda, Gran Bretafia, Alemania y Holanda (Arguello,
2013).

Teniendo en cuenta la importancia econémica que representa el ganado porcino
para Europa, Espafia y Andalucia en particular, asi como la creciente preocupacion del
consumidor por tener acceso a productos de calidad que garanticen la seguridad
alimentaria, Espafia podria poner en marcha su programa de control en el ganado porcino
ibérico optando por incluir toda la cadena productiva desde la ganaderia hasta el producto
en la mesa.

A modo de ejemplo este Programa para ganado ibérico deberia abordar las
siguientes fases:

1. Actuaciones en las explotaciones:

Partiendo de la premisa que no proponemos un programa de erradicacion integral
de la Salmonella en ganado porcino, ya que la tolerancia 0 no se pueda aplicar a todo el
sistema, se podria comenzar con el control y vigilancia, aplicando las medidas
necesarias para alcanzar un control eficaz que minimice o reduzca el peligro.

Las primeras actuaciones irian encaminadas a conocer el riesgo de infeccién por
Salmonella spp., para lo que se analizarian por un lado los animales, a partir de
muestras de sueros y contenidos fecales, y por otro lado el ambiente de las
explotaciones (p.e. comederos, aguas, alimentacion).

Segun los riesgos detectados se plantearian actuaciones, entre las cuales se
barajaria el uso de acidificantes u otros aditivos, bien en piensos o en el agua de
bebida, asi como el uso de autovacunas que permitirian el desarrollo de defensas en el
animal de manera especifica frente al germen en cuestion minimizando el uso de
tratamientos antibidticos, lo que a su vez ayudaria a evitar la aparicion de
bioresistencias que afecten a la poblacion humana (De Busser et al., 2013).

El ganadero debe entender que es el primer eslabon de la produccion y el industrial

debe comprender que su producto depende de este control. Esto conduciria a que el
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industrial se comprometa a realizar un “pago por calidad”, a pagar un precio mayor por
animales procedentes de ganaderias en control, ya que es beneficioso para el sistema.
De esta misma forma se conseguiria que el consumidor sea fiel y confie en los
productos de alta calidad y esté dispuesto a pagar un precio superior por ellos.

Llegado a este punto las actuaciones se continuarian en los procesos industriales. A
continuacion se adjunta un breve diagrama comparando un matadero de cerdo blanco
con un matadero de cerdo ibérico, donde se evidencian los puntos de mayor riesgo y los

puntos de proteccién que eliminan este riesgo.

Matadero de Cerdo Blanco

ZONA SUCIA

EXEE -~ TS — E

Aturdido/sacrificio J

ZONA LIMPIA

evscsracion | [[esauinpo | [ puestomspecaonoran |

Tinel de frio J‘ _f— Clasificacién canales J

Camara de oreo J

.| PUNTO DE PROTECCION .| PUNTO DE RIESGO
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Matadero de Cerdo Ibérico

70ONA SUCIA
Aturdido/sacrificio J
ZONA LIMPIA

cuan — [TevisceRagion 1 ——ficackieo | —» [Tispecc oricial ]

Duchado }7 Puesto expurgue J — J
_j—V Refrigeracion carne J

.\ PUNTO DE PROTECCION . PUNTO DE RIESGO

2. Actuaciones en transporte y corrales de espera:

El siguiente eslabdn es el transporte y los corrales de espera que no solo tienen un
efecto directo en la calidad de la carne sino en el éxito de las medidas y procedimientos
de control aplicado en el matadero para evitar la contaminaciéon cruzada. Si tenemos
los mejores rebafios controlados, pero los medios de transporte o las instalaciones no
estan debidamente higienizados el programa sanitario fracasara. Los mataderos deben
aplicar medidas de limpieza y desinfeccién programadas segun los riesgos de las
instalaciones, establecer unos protocolos estrictos de higienizacién de los camiones de
transporte. EI matadero debe disponer de productos quimicos y Utiles necesarios para
gue los transportistas aseguren la correcta desinfeccion de sus vehiculos.

Los corrales de espera deben estar disefiados para garantizar una adecuada
ventilacion y disponer de un equipamiento adecuado para facilitar la higienizacion de

los corrales después de cada uso incluyendo suelos, paredes, bebederos y arquetas.
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Es importante que se incluyan estas instalaciones en los programas mensuales de
desinsectacion del establecimiento.
3. Actuaciones en la zona de sacrificio 0 zona sucia

Aqui se encuentra el primer punto de proteccién o de reducciéon del riesgo de
contaminacién. La piel del cerdo puede llegar contaminada por lo que resulta
indispensable el uso de doble cuchillo en el sacrificio, asimismo, la temperatura de
escaldado debe superar los 60 °C y el doble flameado de las canales ayuda a
garantizar unas canales “estériles” a la entrada del faenado.

4. Actuaciones en la zona de faenado o zona limpia

La siguiente zona de actuacion es el faenado, la cual debe de ser entendida como la
profesionalidad de los operarios. Resulta fundamental la formacién de los operarios asi
como sus habilidades, debiendo estar apoyados por instalaciones que persigan y
aseguren la no contaminacion de los Gtiles. En primer lugar seria necesario disponer de
un equipo sellador de cular, esterilizadores a 82 °C y el numero de Utiles necesarios
para respetar el tiempo de esterilizacion durante las operaciones. Estas medidas deben
de ir acompafiadas de la correcta desinfeccion e higienizacion de todos los utiles e
infraestructuras al final de cada jornada. La formacion continua y la motivacion del
empresario a esos operarios que asumen su trabajo como profesionales también es
necesaria, asi como que el operario conozca su responsabilidad en la cadena ya que
cuando se entienden los peligros de las acciones realizadas en el trabajo es mas
sencillo hacerlas de manera correcta.

A lo largo de la cadena de sacrificio hay algunas actividades que se consideran
basicas para el control de diferentes microorganismos, en especial para el caso de
enterobacterias como Salmonella spp., y una de ellas consiste en el uso de
equipamientos que ayudan a realizar el sellado del cular. Aunque estos equipos son
costosos, a la larga son inversiones (y no gastos) que se rentabilizan en cada
exportacion de carne libre de patdégenos, y que ayudan a generar una marca de calidad

y confianza en los clientes. Otro punto importante es el control de la contaminacién de
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las canales, para lo que se requieren puestos de desvio de canales contaminadas, un
encargado de expurgue asi como un controlador de calidad que controle el sistema.
Seria muy interesante desarrollar un sistema que ayude a detectar y corregir los fallos
a lo largo de la cadena de sacrificio, ya que si el nimero de fallos es elevado el
porcentaje de canales contaminadas o sin control es elevado y compromete la
seguridad de los productos elaborados.
5. Actuaciones en el despiece

El dltimo eslabdn a considerar en el control de Salmonella spp. en el cerdo ibérico
seria el despiece de canales no refrigeradas, teniendo en cuenta que esta situacion
podria considerarse de peligro al facilitar el crecimiento descontrolado de patégenos y
otros gérmenes que deterioren la carne. No obstante, como se evidencia en este
estudio no es asi, habiendo varios factores de interés para el control en esta fase:

e Las canales tienen que llegar al despiece en las mejores condiciones sanitarias,
cercanas a la esterilidad. Una canal contaminada que llega a las mesas de
despiece puede contaminar una cinta o un util y dar lugar a contaminaciones
cruzadas.

¢ Elritmo de la cadena de despiece debe ser constante, y lo mas rapido posible.

e La refrigeracion de la sala de despiece se debe mantener por debajo de los 15
°C, con la finalidad no de refrigerar la carne o de mantenerla en refrigeraciéon sino
para enlentecer el crecimiento de los posibles gérmenes que hay en las
instalaciones y en los utiles.

¢ Higienizacién durante el proceso, que conlleva paradas intermedias y aplicacion
de productos desinfectantes que no generen residuos en la carne elaborada,
tanto en mesas como en Utiles de corte y de proteccion.

e Refrigeracién de la carne despiezada, de forma que a medida que se van
llenando las cajas de carne éstas se vayan refrigerando de manera ordenada en
camaras de refrigeracion, sin estar excesivamente apiladas. La carne se

despieza alrededor de los 27-25 °C y debe alcanzar los 7 °C en un tiempo récord,
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menos de 7 horas. En la medida que esto sea posible se obtendra carne mas
higienizada, segura y éptima.

e La capacidad de la camara de refrigeracion debe de estar adecuada a las épocas
en las que haya una mayor produccion.

o La estiba de la mercancia debe garantizar que el frio circule por las cajas, las
cajas deben colocarse en pallets de poca altura que permitan la circulacién del
aire y aprovechen todo el espacio disponible.

La carne asi producida con niveles bajos de contaminacion es la materia prima para
elaborar los productos céarnicos en los cuales esté el valor afiadido de la produccion de
cerdo ibérico.

En la industrializacion, ya sea para elaborar jamoén o paleta ibérica o para elaborar
embutidos, el hecho de partir de una materia prima en buenas actitudes sanitarias es
fundamental, y a lo largo de este proceso de elaboracion se deben adoptar una serie de
medidas que ayuden a mantener la calidad sanitaria del producto, como disminuir el
namero de calas en los secaderos o disminuir la dosis de los conservantes, lo que permitira
a su vez obtener productos con mayor humedad, mas sabrosos, mas sanos, y con mejor

aceptacion por el consumidor.

Las exportaciones de productos carnicos es un gran atractivo para el sector del
cerdo ibérico, es necesaria para la viabilidad y continuidad de las empresas, y aunque hay
gue innovar en nuevos productos ante todo hay que asegurar la viabilidad e inocuidad de
los productos elaborados. Las condiciones legales en materia de sanidad en los mercados
internacionales son estrictas y su incumplimiento suponen pérdidas elevadas no sélo por la
devolucién de la mercancia sino por el impacto negativo sobre los clientes y las alertas que
generan en el departamento de sanidad del pais de destino, que afectan al territorio
nacional, derivando la mayoria de las veces en inspecciones al servicio de Sanidad Exterior

Espaiiol.
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La importancia por tanto, en primer lugar del analisis de la situacién sanitaria de los
rebafios, y su incidencia en la carne producida, debe ser una herramienta basica para todos
los industriales del sector. Con estos datos se deben elaborar el Sistema de Autocontrol de
los establecimientos, incluyendo los Programas de Prerrequisitos, el APPCC vy los

Procedimientos Operacionales e Instrucciones Técnicas de cada puesto.
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