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Salmonella spp. representa un importante problema de salud publica mundial y es
una amenaza emergente de zoonosis bacteriana en la industria avicola. Los lotes de aves
infectadas son uno de los mas importantes reservorios de Salmonella enterica que
pueden ser transmitidas al ser humano a través de la cadena alimentaria. Ante las
crecientes presiones de las autoridades sanitarias, es crucial implementar medidas de
control para salvaguardar la salud del consumidor. Por ello, el objetivo general de este
trabajo de tesis fue generar informacién sobre la susceptibilidad de las cepas regionales
de Salmonella enterica frente a diversos agentes antimicrobianos, seleccionados por sus
diferentes mecanismos de accién y su uso frecuente en la produccién avicola nacional.
Para ello, se determin6 la prevalencia de bacterias del género Salmonella y de las
serovariedades Enteritidis (SE), Typhimurium (ST) y Gallinarum (SG) en granjas de
gallinas ponedoras y pollos parrilleros comerciales de las zonas de mayor concentraciéon
avicola de la provincia de Entre Rios. Ademas, se caracterizaron los aislamientos de SE,
ST y SG en cuanto a la susceptibilidad a diferentes antimicrobianos, capacidad de
producir biopeliculas y se evalud la eficiencia de bacterias acido lacticas probidticas
seleccionados en la prevencion de la formacién de biopeliculas en las cepas de
Salmonella spp. que se aislaron en este estudio. Se estudiaron muestras ambientales
(guano, hisopado de cama, alimento, y huevos) y animales (hisopados cloacales de aves
vivas y organos e hisopados cloacales de aves muertas) de 63 granjas de gallinas de
postura y 93 granjas de pollos parrilleros. A su vez, se obtuvieron del mercado minorista
666 higados de pollos para consumo. Se consideré como contaminada a aquella granja
en la que al menos en una de las muestras examinadas hubiera sido aislada Salmonella
spp. La prevalencia de esta bacteria en granjas de gallinas de postura fue de del 46 %
(29/63). No obstante, sobre un total de 1.807 muestras analizadas para aislamiento de
Salmonella spp., solo el 5 % de las mismas (93) fueron positivas a esta bacteria. Las
muestras de guano fueron las que presentaron mayor porcentaje de aislamientos, con un
valor del 19 % (29/154). Se obtuvieron un total de 234 aislamientos; de los cuales fueron
identificadas 64 como SE, 2 como ST y 36 como SG, obteniendo asi porcentajes de
aislamiento por granja de 14, 2 y 6 % para los serotipos Enteritidis, Typhimurium y
Gallinarum, respectivamente. Del mismo modo la prevalencia de Salmonella spp. en
granjas de pollos parrilleros fue del 62 % (58/93). A su vez, sobre un total de 1.093
muestras analizadas para aislamiento de Salmonella spp., sélo el 11 % de las mismas
(123) fueron positivas a esta bacteria. Las muestras de hisopado de cama fueron las que
presentaron mayor porcentaje de aislamiento con un valor del 36 % (64/176). Se
obtuvieron un total de 259 aislamientos, los cuales fueron identificados 30 como SE, 10
como ST y 14 como SG, obteniendo asi porcentajes de aislamiento por granja de 13, 3 y
1 % para los serotipos Enteritidis, Typhimurium y Gallinarum, respectivamente. En
referencia a los higados de pollos para consumo, de las 666 muestras procesadas, 32
(4,8 %) fueron positivas al aislamiento de Salmonella spp. Se aislaron un total de 50
cepas, de las cuales 9 (18 %) y 2 (4 %) fueron identificadas como SE y ST,
respectivamente.

En la caracterizacion de los aislamientos se incluyeron las 169 cepas de
Salmonella spp. tipificadas como SE (105), ST (14) y SG (50). La totalidad de las cepas
resultaron resistentes a la eritromicina y fueron sensibles a la mayoria de los antibiticos
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ensayados. Solo 16 cepas de SG presentaron multirresistencia (MDR). Por otro lado, los
aceites esenciales de orégano y espartillo lograron inhibir el 100 % y 97 % de las cepas,
respectivamente, mientras que el 81 % de las cepas resultaron ser resistentes al aceite
esencial de romero. De 17 productos desinfectantes, en 16 de ellos se comprobé que la
dosis propuesta por el fabricante fue suficiente para inhibir el 100 % de las cepas
ensayadas. Asimismo, se estudié la produccién de biopeliculas por diferentes técnicas y
condiciones, encontrando consistencia en los resultados entre ellas. Un total de 88 cepas
fueron fuerte o moderadamente adherentes en el ensayo de tincion con cristal violeta y
produjeron biopelicula en la interfaz liquido-aire en 5 o menos dias, mostrando el
morfotipo RDAR, lo que indicé la presencia de fimbrias curli y celulosa. Se demostro la
capacidad de las bacterias acido lacticas y sus sobrenadantes para modificar la formacién
de biopeliculas, con las cepas de SE disminuyendo significativamente la formacién de
biopeliculas cuando se realizaron ensayos de preincubacién y coincubacion con L. kefiri
CIDCA 8321 y L. plantarum CIDCA 83114, mientras que las cepas de ST mostraron
diferencias en la formacién de biopeliculas solo cuando se enfrentaron a L. kefiri CIDCA
8321. Sin embargo, el sobrenadante de cultivo libre de células de L. plantarum CIDCA
83114 fue capaz de disminuir la formacion de biopeliculas en el serotipo Enteritidis.

El presente trabajo de tesis aporta datos de prevalencia de Salmonella spp. en
granjas de gallinas de postura, de pollos parrilleros e higados de pollo para consumo en la
zona de mayor densidad de granjas de la provincia de Entre Rios, Argentina. Ademas,
detalla informacion referida a la caracterizacion de las cepas de SE, ST y SG en cuanto a
la susceptibilidad a diferentes agentes antimicrobianos (antibidticos, desinfectantes y
aceites esenciales) y produccion de biopeliculas, asi como el efecto de bacterias acido
lacticas en la prevencion de la formacion de biopeliculas.

Palabras claves: Salmonella spp., Prevalencia, Antimicrobianos, Biopeliculas, Bacterias
acido lacticas.
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1. PRODUCCION AVICOLA EN ARGENTINA

En el ultimo medio siglo, en los sectores de produccion de carne y huevos de la
industria avicola mundial se ha asistido a un incremento significativo de la productividad
de las poblaciones de aves de corral modernas. Las sinergias son consecuencia de los
progresos realizados en todas las actividades principales relacionadas con el manejo y
alojamiento de las aves de corral, la nutricion y la formulacion de raciones alimenticias, la
aplicacion de los conocimientos sobre genética en los programas de cria comercial y un
mejor diagndstico y control de las enfermedades avicolas (FAO, 2013).

La importancia de la avicultura en la mesa del argentino es significativa, donde
el huevo y pollo representan aproximadamente el 50 % de la proteina que se consume en
ese pais (Secretaria de Comunicacion, 2020). La carne de pollo es una de las carnes mas
consumidas en Argentina. En el ano 2023, la Industria Avicola Argentina ha ofrecido al
mercado interno una cifra cercana a los 45,9 kg/habitante/afio (SENASA, 2023). En
Argentina, existen alrededor de 5.230 establecimientos avicolas; 2.704 se dedican a la
produccion de pollos parrilleros, 1.017 a la produccién de huevos, y el 19,7 % restante a la
reproduccion, incubacion, recria de las diferentes lineas genéticas y otros (SENASA,
2017). La poblacion promedio de aves industriales en el pais es de 139 millones, de las
cuales un 71,3 % corresponde a pollos de engorde, un 27 % a gallinas de postura, un 1,6
% a reproductores padres y abuelos de ambas lineas genéticas y el resto a producciones
no industriales. Las areas de produccion avicola nacionales se concentran en mayor
proporcion en las provincias de Entre Rios 47 % y Buenos Aires 30 %. Le siguen Santa
Fe 7 % Cérdoba 6 %, y Mendoza 3 % (Mair, 2023). La faena de las aves se lleva a cabo
en las 97 plantas de faena de aves registradas en la “Direccion Nacional de Control
Comercial Agropecuario”, de las cuales 55 cuentan con habilitacion de SENASA y 42 con
habilitaciéon provincial y/o municipal. La faena de aves habilitada por SENASA se
distribuyé mayoritariamente en las provincias de Entre Rios (50,6 %) y Buenos Aires (35,2
%) y en menor medida, en Santa Fe (4,7 %), Cérdoba (4,6 %) y Rio Negro (2,2 %). El 2,7
% restante se reparte entre las provincias de Mendoza, Salta, Jujuy y La Rioja (SENASA,
2023). Las exportaciones de carne aviar y subproductos del afo 2022 totalizaron 227,2
mil toneladas por un valor de 384,1 millones de U$S FOB (Secretaria de Agricultura,
Ganaderia y Pesca, 2023). Las lineas genéticas utilizadas por las empresas argentinas en
la produccion de pollo de engorde son Cobb, Ross, Arbor Acres y Hubbard (Ruiz, 2020).

Del mismo modo, la produccién de huevo en Argentina se encuentra concentrada
principalmente en las provincias de Buenos Aires (40 %) y Entre Rios (27 %) seguido por
Cdrdoba (9 %), Mendoza (5 %) y Salta (4,5 %). La produccion de huevos demandé 1,5
millones de toneladas de maiz y 500.000 de soja en 2022. Ademas, emple6 a 18.000
personas en forma directa y 12.000 de manera indirecta (Agrofy News, 2023).
Generalmente, las lineas genéticas de aves de postura utilizadas por los productores son
Hy-Line, Lohmann y H&N, que son importadas de otros paises (Ruiz, 2020). Ademas, se
cuentan con lineas genéticas propias desarrolladas por el Instituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), que son ponedoras autosexantes conocidas como Negra INTA y
Rubia INTA. Las mismas son utilizadas para una avicultura con fines semi-intensiva, de
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postura a piso (Dottavio y Di Masso, 2010). Ademas, existe el pollo INTA Campero para
disponer de una poblacién doble propésito con adecuados niveles productivos de carne y
huevos y de rusticidad para ser utilizada en sistemas semi-intensivos (Canet et al., 2021).
En cuanto al tipo de alojamiento de las gallinas y la tecnologia adoptada, en Argentina
conviven distintos sistemas de produccion, entre los clasicos, antiguos, abiertos, y los
galpones automaticos. Incluso la mayoria de las granjas que tienen automatizacion,
también tienen parte de los galpones antiguos (Rodriguez et al., 2016).

Si bien la estacionalidad de la produccion produce cierta volatilidad, la tendencia
de la produccion de huevos en cascara es claramente creciente. Durante el periodo 2000-
2001 la produccién se mantuvo relativamente estable con un volumen promedio de 5.900
millones de huevos. La crisis econémica del afio 2002 provocé una caida del 18 % en la
produccion, registrandose el minimo del periodo bajo analisis (4.557 millones de huevos).
El crecimiento sostenido de la produccion comenzé a partir del 2003, afio en que se abrid
el mercado externo para el huevo en cascara, al mismo tiempo que se incrementé la
cantidad de huevos destinados a la industria de escala nacional. El periodo mas
expansivo en la produccion se observd entre 2003 y 2013, registrandose una tasa de
crecimiento anual promedio del orden del 9 % con una produccién promedio de 8.414
millones de huevos frescos. A partir de 2014 y hasta el afio 2020 se produjo un
crecimiento promedio de la produccion del 3 % anual (se pas6é de 11.774 a 13 862
millones de huevos en cascara), observandose una disminucion del 3,5 % de la
produccién en el afio 2018 producto de la reduccion de las existencias de aves de
postura. La produccion de casi catorce mil millones de huevos frescos marcd, a fines del
afio 2020, un récord histérico (Paolilli et al., 2021). En cuanto a las exportaciones, la
industria del huevo exporté 1.653 toneladas de huevo industrializado, 1.196 toneladas de
albumina de huevo y 1.589 toneladas de yema de huevo. No hubo importaciones de
huevos y sus derivados durante el 2018 (Secretaria de Agroindustria, 2018).

2. PRODUCCION AVICOLA EN LA PROVINCIA DE ENTRE RiOS

Con 22.000 empleos directos generados en el sector privado, la cadena de valor
avicola entrerriana es una de las principales actividades econdémicas y sociales de la
provincia, y se destaca por su participacién en produccién y comercializacién de diversos
productos en el ambito nacional e internacional (Ministerio de Produccion, Turismo y
Desarrollo Econémico de Entre Rios, 2020). En la provincia de Entre Rios, la produccion
de aves se encuentra distribuida por casi todo el territorio, concentrandose el 68 % de las
granjas en los departamentos de Uruguay, Colén, Gualeguaychu y Gualeguay; el 25 % en
los departamentos Parana, Diamante, Tala, Nogoya, Villaguay y el 7 % en los
departamentos San Salvador, Concordia, Federacion, La Paz, Federal, Victoria e Islas del
Ibicuy. Se ubican nuevos asentamientos de granjas en sitios que ofrecen importantes
ventajas de bioseguridad, como lo son montes bajos y zonas de baja concentracion
poblacional avicola. Del total de granjas existentes en la provincia, el 87 % corresponde a
produccién de carne, el 7,5 % a la produccién de huevos de consumo, y el resto
corresponde a granjas de incubacion, recria, reproduccion, entre otras (Rios et al., 2019).
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La produccién de pollos parrilleros es realizada por empresas integradoras, que
poseen planteles de reproduccion (abuelos y padres), huevos fértiles, incubacion, pollitos,
alimento balanceado, plantas procesadoras de aves, ademas de ejecutar su
comercializacion. La crianza del pollo esta contratada como un servicio; algunas
empresas poseen granjas propias e integradas, otras poseen todo integrado. Este tipo de
integracién corresponde al 95 % de la produccién avicola de carne (Ministerio de
Produccion de Entre Rios, 2012; SENASA, 2015). La produccion de huevo se encuentra
mas automatizada que la de la carne. Por una parte, hay granjas independientes que
cuentan con instalaciones propias que se proveen de las aves y el alimento, que destinan
parte de la produccién al mercado minorista y el resto lo destinan al consumo mayorista o
a la produccién de ovoproductos. Por otra parte, existe cierta integracion en algunas
empresas donde la cadena se encuentra altamente concentrada (Filadoro, 2015).

3. RIESGOS SANITARIOS EN GRANJAS

Las pérdidas econdmicas ocasionadas por las enfermedades aviares oscilan entre
el 10 y 20 % del valor bruto de la produccion del sector avicola de los paises
desarrollados y probablemente sean mas elevadas en los paises en desarrollo (FAO,
2013). Distintos factores de riesgo pueden estar implicados en la contaminacién
microbiologica de las aves (Gama et al., 2003; Howard et al, 2012). Entre los mas
importantes, estan el movimiento de las personas encargadas de las granjas, la
exposicion a roedores, los insectos, los animales domésticos, aves silvestres, el agua vy el
alimento. Las aves pueden infectarse con bacterias del género Salmonella debido al
consumo de alimento balanceado contaminado, cuyos ingredientes pueden ser de origen
animal (expeller y harina de carne, hueso, pescado, entre los mas importantes) o vegetal
(maiz, expeller, harina y poroto de soja), siendo los ingredientes de origen animal la
principal fuente de contaminacién (Ruiz, 2016).

Los lotes de aves infectadas son uno de los mas importantes reservorios de
Salmonella enterica que pueden ser transmitidas al ser humano a través de la cadena
alimentaria. Los productores avicolas estan preocupados por las crecientes presiones de
las autoridades sanitarias, debido a la implicancia de estas bacterias en la salud publica,
demandando instaurar medidas de contralor para proteger al consumidor de las
enfermedades transmitidas por la carne y los huevos (Gast y Porter, 2020). La
contaminacion de la carne por Salmonella spp., ya sea la carcasa del ave o los trozados y
subproductos puede tener base en el mismo procesamiento en la planta de faena por
contaminacion cruzada, con el agua de la planta, envases contaminados, roedores,
moscas, falta de higiene y los mismos operadores que pudieran comportarse como
portadores de Salmonella spp. Otra posible fuente es la misma granja de origen de la cual
provienen las aves que se faenan y, en particular, la cama y el ambiente del galpén, que
pueden constituirse en la mas importante fuente de contaminacion de la planta y por tanto
del producto final. Cuando Salmonella spp. esta presente en el ambiente de la granja es
dificil de eliminar debido a que permanece en la materia fecal y el ambiente. La
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contaminacion bacteriana de los huevos frescos puede darse por dos vias: transovarica
(transmision vertical) o a través de la cascara (transmision horizontal). La transmision
vertical se considera la principal via de contaminacion por Salmonella spp. y resulta la
mas dificil de combatir, mientras que la transmisién horizontal puede disminuirse
eficazmente mediante medidas de limpieza y desinfeccion del entorno (Suarez y Mantilla,
2000; Gast y Porter, 2020).

4. GENERO SALMONELLA

Salmonella corresponde al nombre del género de una bacteria que pertenece a la
familia Enterobacteriaceae. Se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza y se la
puede encontrar tanto como comensal o patdégeno en el tracto gastrointestinal de
mamiferos domésticos y salvajes, reptiles, aves e insectos, causando un amplio espectro
de enfermedades en el hombre y en los animales (Caffer y Terragno, 2001). Las
enfermedades producidas por Salmonella spp. se denominan salmonelosis y presentan
una variacion en la morbilidad y mortalidad segun la especie afectada y los huéspedes
intervinientes (Tunes y Vigo, 2007).

Este género bacteriano comprende bacilos Gram negativos, de pequenas
dimensiones (0,7-1,5 ym de ancho x 2-5 ym de largo), rectos, la mayoria moviles (con
flagelos peritricos), con la excepcion de la serovariedad Gallinarum. Las colonias son de
2-4 mm de diametro. Son aerdbicos facultativos, reducen los nitratos a nitritos, en general
fermentan la glucosa con produccion de gas, producen sulfuro de hidrégeno y son
capaces de desarrollarse en medios de cultivos que solo disponen de citrato como Unica
fuente de carbono, no hidrolizan el indol ni la urea, no fermentan azlcares como lactosa,
sacarosa, salicina e inositol y descarboxilan la lisina y ornitina (Mglbac et al., 2006). Sin
embargo, existe un 1 % de las cepas de Salmonella spp. que son fermentadores lentos de
lactosa (Edwards y Ewing, 1986) y algunas también fermentan sacarosa (Gonzalez,
1966). El género Salmonella fue objeto de sucesivas modificaciones a través de los afos
en lo que respecta a su nomenclatura y taxonomia. Sin embargo, todavia se siguen
utilizando muchos de los métodos descriptos y desarrollados por Edwards y Ewing en la
década del 40, cuando definieron e identificaron las primeras cepas del género
Salmonella y de otros miembros de la familia Enterobacteriaceace (Caffer y Terragno,
2008). La nomenclatura del género ha evolucionado desde el concepto inicial -un serotipo,
una especie propuesto por Kauffman- sobre la base de la identificacion seroldgica de los
antigenos somaticos (O) y flagelares (H), respectivamente. (Brenner et al., 2000).

Estudios del ADN mediante técnicas de hibridacion mostraron que el género
Salmonella esta constituido por 2 especies: Salmonella enterica y Salmonella bongori. La
especie llamada Salmonella subterranea no pertenece al género Salmonella. Por su parte,
S. enterica tiene seis subespecies (a veces presentadas como subgrupos bajo
numeracion romana): enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica. Cada
subespecie, a su vez, se conforma de diversas serovariedades o serotipos, habiéndose
identificado hasta la fecha 2.659 (Tabla 1). La mas importante y numerosa es S. enterica
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subsp. enterica (o subgrupo 1), que comprende 1.586 serovariedades divididos en cinco
serogrupos (segun la antigua designacion de antigenos polisomaticos): A, B, C, Dy E
(Grimont y Well, 2007; OMSA, 2022). Por otro lado, el analisis de las secuencias de genes
de ARNr 16S indica que Salmonellae pertenecen a Gammaproteobacteria, junto a otras
Enterobacterias y Pseudomonas sp. S. enterica y S. bongori fueron separadas por analisis
de ADNr 16S y se encontré que estan muy relacionados a E. coli y al complejo Shigella
por los analisis de ADNr 16S y 23S (Fukushima, 2002; William et al., 2010; Hata et al,,
2016).

Tabla 1. Namero de especies, subespecies y
serovariedades del género Salmonella (OMSA, 2022)

. Subespecie de N° de
ATPEED O SRR Salmonella serovariedades

enterica (l) 1.586

salamae (II) 522

, arizonae (llla) 102

Salmonella enterica diarizonae (Illb) 338

houtenae (1V) 76

Indica (VI) 13

Salmonella bongori (V) - 22
Total 2.659

La mayoria de las serovariedades aisladas del hombre y de los animales de
sangre caliente pertenecen a la subespecie enterica y llevan un nombre por lo general
relacionado con el lugar geografico donde se la aislé por primera vez. Las serovariedades
de las otras subespecies tienen mayor probabilidad de presentarse en animales
poiquilotermos (de sangre fria) y en el ambiente, pero a veces se les asocia con la
enfermedad en humanos (OMSA, 2008).

La identificacién de una bacteria como Salmonella spp. no es dificultosa, pero
existen dos problemas; el primero es el complejo analisis antigénico y fagotipado
necesario para identificar las cepas con suficiente detalle para ser de ayuda en la
trazabilidad de la fuente de infeccidon. La segunda es como denominar a las cepas (por el
nombre o féormula antigénica) en el informe que se realiza para los clinicos y para los
oficiales de salud publica (Barrow y Feltham, 1993). Como las serovariedades no tienen
nivel taxondmico de especie, sus nombres no siguen las reglas del Cddigo Internacional
de Nomenclatura de Bacterias, de manera que sus nombres se deben escribir en letras
romanas (no italicas) y con mayuscula; por ejemplo, el nombre completo de la llamada
Salmonella Typhimurium es: Salmonella enterica subesp. enterica serovariedad
Typhimurium. Como este nombre es muy largo, a los fines practicos se usa directamente
Salmonella ser. Typhimurium (ST).

Las serovariedades pertenecientes a las subespecies restantes y a Salmonella
bongori, de baja incidencia en patologia humana o animal, se designan con el nombre de
la subespecie, seguido de la formula antigénica, por ej: Salmonella subesp. IV 50: b : -
(Salmonella enterica subesp. houtenae 50:b : -). Los nombres de todas las
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serovariedades estan contenidos en el Esquema de White-Kauffmann-Le Minor (Grimont
y Well, 2007). La actualizacion de ese esquema es responsabilidad del Centro de
Referencia e Investigacion de Salmonella de la Organizacién Mundial de la Salud (WHO-
Salm), perteneciente al Instituto Pasteur de Paris.

La subdivisiéon de las serovariedades se puede basar en los biovares, fagovares,
en la produccién de, o sensibilidad a bacteriocinas y sobre la resistencia a antibiéticos.
Los biovares presentan diferentes patrones de fermentacién de azicares mostrados por
cepas de la misma serovariedad. Esto esta determinado genéticamente por la presencia o
ausencia de enzimas. Por ejemplo, los biovares Gallinarum (SG) y Pullorum (SP) de la
serovariedad Gallinarum. Por su parte, los fagovares estan determinados por la
sensibilidad de los cultivos a series de bacteriéfagos en diluciones apropiadas (Grimont y
Weill, 2007).

4.1.SALMONELLA SPP.Y HOSPEDADORES

Desde el punto de vista de los hospedadores a los que infecta, Salmonella spp. se
pueden clasificar en tres grupos (Caffer y Terragno, 2001):

v' Las que no tienen preferencia por ningin hospedador en particular, por lo que
infectan tanto al hombre como a distintas especies de animales. En este grupo
se encuentran todas las serovariedades de S. enterica causantes de zoonosis.

v' Las que so6lo estan adaptadas al hombre y nunca causan enfermedad en los
animales: S. ser. Typhi, S. ser. Paratyphi Ay S. ser. Paratyphi C. Se transmiten
en forma directa o indirecta de una persona a otra.

v' Las que sélo estan adaptadas a una determinada especie animal y rara vez
causan enfermedad en el hombre: S. ser. Abortusovis en ovinos; S. ser.
Abortusequi en equinos y SG y SP en aves.

Por su parte, las infecciones de las aves con Salmonella spp. pueden agruparse
en tres categorias. La primera se refiere a las infecciones con una serovariedad inmovil
con sus dos biovares: SG y SP. Por lo general, estos biovares son especificos de
huésped para las especies aviares. La pulorosis, originada por SP, es una enfermedad
aguda septicémica de pollos y pavipollos. La tifosis aviar, causada por SG, es una
enfermedad septicémica aguda o crénica que afecta con mayor frecuencia aves adultas.
Estas dos enfermedades han causado graves pérdidas econdmicas a los productores
avicolas y han hecho que se pongan en practica extensos programas de control y de
erradicacion (Gast, 2008).

Otro tipo de infeccién es la producida por un grupo de serovariedades méviles de
Salmonella spp., referido de manera colectiva como Salmonella paratificas, que son las
principales causantes de enfermedades alimenticias en humanos y de zoonosis. Aunque
son muy comunes, las infecciones paratificas de las aves rara vez causan enfermedades
sistémicas agudas, excepto en aves jovenes muy susceptibles sometidas a condiciones
de estrés. Con mayor frecuencia, las infecciones en pollos y pavos por Salmonella
paratifica se caracterizan por la colonizacion asintomatica del aparato intestinal, algunas
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veces con persistencia hasta el sacrificio, lo cual permite la contaminacion de los
cadaveres. Algunas serovariedades, en especial Salmonella enterica subesp. enterica
serovariedad Enteritidis (SE), pueden depositarse en el contenido de huevos limpios e
intactos; por lo que el manejo inapropiado de los alimentos antes del consumo puede
permitir la multiplicacion de Salmonella spp. a concentraciones capaces de originar
enfermedades gastrointestinales graves en los consumidores humanos (Gast, 2008).
Otras serovariedades de importancia para las aves y el humano son: S. ser. Heidelberg,
S. ser. Kentucky, ST, y S. ser. Braenderup (Gast, 2013). Las serovariedades de
Salmonella spp. causantes de zoonosis constituyen un tema prioritario para la salud
publica y el rol de los alimentos en su diseminacion debe ser seriamente considerado por
la industria alimenticia para ejercer el control de estos microorganismos (Bell y Kyriakides,
2002). En particular, un gran numero de ellas han sido asociadas con el consumo de
carne de pollo, huevos y derivados (Foley et al., 2008).

El tercer tipo de infeccion es la causada por Salmonella enterica subespecie
arizonae, que con anterioridad se llamaba Arizona hinshawii. Este microorganismo,
aunque bioquimicamente distinto, causa una enfermedad que no se distingue en sus
aspectos clinicos de otras infecciones por Salmonella. La arizonosis es de particular
importancia econémica en pavos (Gast, 2008).

Solo el 10 % de las Salmonella spp. existentes han sido aisladas de las aves de
corral. Ademas, un subconjunto aun mas pequefio de las mismas representa la gran
mayoria de los aislamientos en este tipo de aves. La distribucidn de las serovariedades de
esta bacteria de fuentes avicolas varia geograficamente y cambia todo el tiempo, aunque
varias de ellas se suelen encontrar en una alta incidencia (Gast y Porter, 2020). En los
ultimos afios, la gravedad de los problemas en aves por Salmonella spp. se ha expandido
de manera considerable. En el pasado, la principal motivacion era controlar las
infecciones por esta bacteria en las aves, con el fin de disminuir las pérdidas por
enfermedad. En la actualidad, la salud publica, las presiones politicas y demandas por
parte del consumidor han originado de manera creciente la prevencion para evitar la
transmisién por los alimentos a los humanos, como una prioridad urgente para los
productores avicolas (Gast, 2013).

4.2.DETECCION DE SALMONELLA SPP.

El éxito en la deteccién de Salmonella spp. depende de la eleccion de un
procedimiento de muestreo representativo y del método de deteccion utilizado (Chacana y
Terzolo, 2003; Carrique-Mas y Davies, 2008). Las muestras pueden ser las aves
(hisopado cloacal, sangre, érganos), sus productos (huevo) y/o el ambiente (polvo, cama,
agua, alimento, guano). Existen diversos métodos para la deteccién de Salmonella spp.
en distintas matrices, los métodos rapidos y los de cultivo. El surgimiento de nuevas
tecnologias y la tendencia global de la industria alimenticia por mejorar y establecer
mejores controles durante el proceso de elaboracion y transporte de los productos hasta
llegar al consumidor han estimulado el desarrollo de nuevos métodos de diagndstico
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microbioldgicos orientados a garantizar la inocuidad alimentaria y a optimizar los procesos
de vigilancia epidemiolégica, disminuyendo los tiempos de deteccion del agente patégeno
y aumentando la especificidad y sensibilidad de las técnicas. En general, estos ensayos
pueden ser agrupados en tres categorias: métodos inmunolégicos, ensayos basados en el
acido nucleico y biosensores (Gonzalez Pedraza et al., 2014).

4.2.1.Métodos inmunolégicos

Se han desarrollado una gran variedad de ensayos con utilizacion de anticuerpos y
formatos basados en inmunoquimica (métodos seroldgicos). Los resultados obtenidos
siempre son considerados como presuntos positivos y se hace necesario la confirmacién
por métodos tradicionales. Entre las técnicas se encuentra los ensayos de aglutinacion
(entre ellos, la aglutinacion rapida en placa), ensayos de inmunoprecipitacion e
inmunoenzimaticos como el ELISA (ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima) o el
ensayo de flujo lateral (LFAs), y la técnica de inmunoseparacién magnética (ISM). La
prueba de ELISA se fundamenta en la deteccidén de los antigenos somaticos de superficie
y antigenos flagelares en cada serovariedad por el uso de anticuerpos unidos de manera
especificas a un antigeno determinado. Una modificacion de la técnica de ELISA es LFAs
0 ensayo inmunocromatografico de flujo lateral, método que emplea una membrana de
nitrocelulosa en la cual se inmoviliza una proteina, por lo general un anticuerpo o un
antigeno. Por su parte, la ISM es aplicada para capturar, separar, concentrar y purificar,
en presencia de un campo magnético, antigenos solubles, acidos nucleicos o
microorganismos viables a partir de diferentes matrices. La eficiencia de la técnica esta
determinada por la cantidad y calidad de la microbiota asociada, generandose mayor
namero de uniones inespecificas entre mayor sea esta en el momento de la
inmunocaptura, ademas, estas técnicas de concentracion al ser optimizadas para una
matriz determinada o microorganismo pueden no ser aplicables para otros alimentos
(Gonzalez Pedraza et al., 2014). Por otra parte, en general, la aglutinacion rapida en placa
(ARP) se realiza con suero, y permite detectar infeccion por SG y SP (Shivaprasad, 2003).
Como SE posee el mismo antigeno somatico del grupo D que SG y SP, la prueba de
sangre completa y otras relacionadas pueden utilizarse en el diagnéstico de la infeccion,
pero la sensibilidad es baja. Esta prueba esta incluida como prueba oficial en aves
reproductoras de distintos paises (OMSA, 2022). Con frecuencia, hay titulos de
anticuerpos séricos detectables mucho tiempo después de que se ha eliminado
Salmonella spp. de los tejidos y ha cesado la diseminacion por heces. Los anticuerpos
depositados en yemas de huevo, también se pueden utilizar para detectar aves infectadas
con Salmonella paratificas (Gast y Porter, 2020).

4.2.2.Métodos basados en el acido nucleico

Entre las técnicas moleculares aplicables a la deteccién de Salmonella spp., la
mas utilizada es la reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés polymerase chain
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reaction, PCR), cuyo objetivo principal es la multiplicacion in vitro de uno o varios
segmentos de ADN por accion una enzima ADN polimerasa, ADN dependiente
termoestable. Sin embargo, se presentan muchas variantes de este método como la PCR
multiple y la PCR en tiempo real (RT-PCR o qPCR). Ademas, se ha implementado junto
con técnicas como la hibridacion de ADN, el uso de biochips y de enzimas de restriccion,
entre otras, que facilitan el diagndstico microbiolégico molecular de patdégenos en
diferentes matrices. En el caso de los alimentos o muestras ambientales, la técnica de
PCR se realiza después de una etapa previa de enriquecimiento de la muestra,
demostrandose una alta probabilidad de detectar un bajo niumero de células. Asi, el
diagnostico molecular por la técnica de PCR se puede combinar con otros métodos,
pruebas microbiologicas tradicionales, sondas fluorescentes, ISM, filtracion, antes de cada
ensayo o mediante el previo enriquecimiento selectivo (Gonzalez Pedraza et al., 2014,
OMSA, 2022). Existen técnicas de PCR para detectar Salmonella spp. (Soria et al., 2012),
SE (Agron et al., 2001), ST (Lim et al., 2003), SG y SP (Batista et al., 2016).

4.2.3.Métodos microbioldgicos tradicionales

Los métodos microbiolégicos tradicionales para la deteccién de Salmonella spp.
(cultivo) no van encaminados al conteo de esta bacteria. Se considera una técnica cuyo
resultado se expresa cualitativamente, determinando su presencia o ausencia en
diferentes matrices (Gonzalez Pedraza et al., 2014; OMSA, 2022). En casos de
monitoreo, el aislamiento e identificacion de Salmonella spp. en una muestra se requieren
5 etapas (SENASA, 2002). La primera es la de preenriquecimiento (medios de cultivo
como agua de peptona tamponada, caldo tripteina de soja con o sin hierro, o caldo
lactosado, entre otros) para permitir que un escaso numero de Salmonella spp. se
multipliquen sin que mueran por los efectos téxicos de los medios de enriquecimiento
selectivo, y/o ayudar a la recuperacién de las células que presentan dafos subletales,
ocasionados por procesos como la congelacién, el calentamiento, la exposicion a
sustancias microbicidas o a la desecacion (OMSA, 2022). Luego de una incubacion de 6-
24 h a 37°C, las muestras se inoculan en medio de enriquecimiento selectivo, que pueden
tener diferentes ingredientes (Tabla 2).

Los medios de enriquecimiento selectivo pueden ser liquidos (diferentes tipos de
caldos tetrationatos, caldos selenitos, caldo Rappaport-Vassiliadis) 6 semisélidos (medio
semisolido Rappaport-Vassiliadis modificado-MSRV-), donde se incuban a 37 o 41,5-42
°C, segun el caso con o sin el agregado de antibiéticos, como la novobiocina. Esta ultima
se utiliza para inhibir bacterias como Proteus sp. Este paso disminuye la concentracién de
los microorganismos competidores y aumenta o mantiene estable la poblacion de la
bacteria de interés (Entis, 2002). Para el caso del medio semisdlido, las bacterias méviles
crecen radialmente y forman un halo de crecimiento. Si Salmonella spp. moéviles estan
presentes en la muestra, las mismas seran dominantes en el extremo del halo (Busse,
1995), desde doénde pueden ser selectivamente aisladas. Luego de la incubacién, se
inoculan en estrias por agotamiento en 2 a 3 placas de Petri con medios de cultivos
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soélidos selectivos- diferenciales (agar verde brillante; agar Mac Conkey, agar EF-18, agar
xilosa lisina desoxicolato-XLD-, agar entérico Hektoen, agar Salmonella-Shigella, agar
Rambach y/o agar sulfito de bismuto, entre otros; Tabla 3), que se incuban a 37 °C
durante 24-48 h. Estos medios contienen nutrientes, agentes selectivos y uno o mas
sistemas de reacciones diferenciales para distinguir las colonias de interés del resto de los
microorganismos (Entis, 2002), debido a las altas concentraciones de bacterias distintas
de Salmonella spp. en las muestras ambientales. Luego de la incubacién, por el color de
la colonia bacteriana, de cada placa se toman 2-3 colonias sospechosas de Salmonella
spp. para su caracterizacion bioquimica. En ausencia de colonias tipicas o sospechosas
de Salmonella spp., igualmente, se toman 2-3 colonias de la placa a fin de descartar este
género bacteriano (Andrews et al., 2023). En esta etapa se diferencian las bacterias por
su actividad metabdlica (Gonzalez Pedraza et al., 2014).

Tabla 2. Funciones de los ingredientes de los medios de cultivo de enriquecimiento
selectivo utilizados para el aislamiento de Salmonella spp.

Ingrediente Funcién

Lactosa, glucosa, manitol Fuente de carbono

Peptona de caseina, peptona de carne,
extracto de carne, peptona de harina de
soja, digestion enzimatica de caseina,
triptosa, hidrolizado acido de caseina

Fuente de nitrogeno

Extracto de levadura Fuente de vitaminas

Cloruro de magnesio, cloruro de sodio  Mantenimiento del equilibrio osmético

Fosfato dipotasico, fosfato

monopotasico, fosfato sédico Amortiguador de pH

Verde de malaquita, selenito de sodio,
sales biliares, tiosulfato de sodio, bilis Inhibidor de microbiota acompanante
de buey desecada, citrato de sodio, y/o bacterias Gram positivas
desoxicolato de sodio
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Tabla 3. Caracteristicas de las colonias bacterianas compatibles con Salmonella
spp- en los diferentes medios de cultivos selectivos diferenciales agarizados

Medio de cultivo

Agar MacConkey

Agar xilosa lisina
desoxicolato

Agar xilosa lisina tergitol
Agar Salmonella- Shigella
Agar verde brillante
Agar entérico Hektoen
Agar EF-18
Agar sulfito de bismuto
Agar eosina-azul de
metileno

Agar desoxicolato citrato

Agar lisina hierro
modificado
Salmonella agar segun
ONOZz
Agar Rambach
Agar Miller-Mallison

Color de las colonias compatibles
con Salmonella spp.

Transparentes
Transparentes con centro negro

Transparentes con centro negro
Transparentes con centro negro
Rosa, blanca o transparente sobre fondo rosa
Verde azulada, con o sin centro negro

Verde o verde azulada

Gris verdosa, negra, con brillo
metalico a su alrededor

Transparentes
Amairrillenta a tostado

Purpura con centro negro

Amarilla con centro negro
Roja
Transparentes con centro negro

Entre las pruebas bioquimicas que se pueden realizar se destacan (Tabla 4): agar

hierro dos o tres azucares (agar Kliger, del inglés triple sugar iron agar, TSI,
respectivamente), agar lisina hierro (del inglés Ilysine iron agar, LIA), orto-
nitrofenilgalactopiranosido (O.N.P.G.), agar fenilalanina, agar urea, medio sulfuro indol
movilidad (SIM), citrato de Simmons, test de rojo metilo y Voges-Proskauer.

Con la cepa aislada y compatible con Salmonella spp., se realiza la tipificacion
seroldgica o fenotipica (quinta etapa, pruebas de aglutinacion). Esta ultima tiene un alto
poder discriminatorio y proveé informacion con significado epidemiolégico, desde el punto
de vista de la vigilancia basada en el laboratorio. La disponibilidad y el costo de antisueros
de alta calidad es un problema en algunos paises y regiones (Caffer et al., 2014). La
tipificacion (Tabla 5) es util para determinar la férmula antigénica completa de
aislamientos de Salmonella spp. (Montville y Mathews, 2008). La serotipificacion basada
en la determinacién de los antigenos somaticos (Ag O), flagelares (Ag H) y capsular (Ag
Vi), si esta presente, de acuerdo con el Esquema de White-Kauffmann- Le Minor, permite
determinar las serovariedades reconocidas por el Centro de Referencia e Investigacion de
Salmonella -colaborador de la Organizaciéon Mundial de la Salud, del Instituto Pasteur de
Paris, Francia (Grimont y Well, 2007, Montville y Mathews, 2008, Caffer et al., 2014).
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Tabla 4. Reacciones bioquimicas de Salmonella spp.

(Barrow y Feltham 1993; Andrews et al., 2023)
Resultados

Prueba o sustrato i
Positivo

Glucosa (TSI) Fondo amarillo

Lisina descarboxilasa (LIA) Fondo violeta

H,S (hierro tres azicares -TSI, LIA

y sulfuro indol movilidad - SIM)  E"negrecimiento

Agar urea Color rosado

Color rosado en
superficie
Color rojo a
rosado

Prueba de indol (SIM)
Prueba de Voges-Proskauer

Prueba de rojo metilo Color rojo difuso
Citrato de Simmons Cremm;ezr:jtlo » color

Agar fenilalanina Color verde

O.N.P.G.

(ortonitrofenilgalactopiranosido) Color amarillo

Negativo
Fondo rojo

Fondo amarillo
Sin
ennegrecimiento
Sin cambios de
color
Color amarillo en
superficie
Sin cambios de
color
Color amarillo
difuso
Sin crecimiento,
sin cambio de
color
Sin cambios de
color
Sin cambios de
color

Reaccion en
especies de
Salmonella’

+

+: 90 % o mas positivos en 1 0 2 dias; —: 90 % o mas negativos en 1 o 2 dias;
%v: variable (Salmonella spp. méviles positivo e inmdviles negativo)

Tabla 5. Ejemplos de formulas antigénicas de las serovariedades de Salmonella
enterica subsp. enterica de acuerdo con el esquema de White- Kauffmann- LeMinor

Antigeno flagelar (H)

Serovariedad  Antigeno somatico (O)

Antigeno(s) H1

S. Enteritidis 1,9, 12 [f], g, m, [p]
S. Dublin 1,9, 12 [Vi] g, p
S. Gallinarum 1,9, 12 -
S. Heildelberg 1,4,512 r
S. Typhimurium 1,4,5 12 i
S. Virchow 6,7 r
S. Infantis 6,7, 14 r

Antigeno(s) H2
[1,7]

1,2
1,2
1,2
1,5
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4.3.SALMONELLA SPP.Y SALUD PUBLICA

La salmonelosis es una zoonosis de distribucion mundial, de origen alimentario
debido a que los alimentos contaminados constituyen el principal modo de transmisién
(Caffer y Terragno, 2001). El principal reservorio de Salmonella spp. se encuentra en los
animales y los microorganismos son transmitidos al hombre, ya sea por contacto directo o
a través de productos alimenticios contaminados de origen animal, tales como: huevos
crudos o parcialmente cocidos y sus productos; carne roja y sus derivados; carne de aves
de corral; leche cruda y productos lacteos (Caffer y Pichel, 2006). Salmonella spp.
generalmente infectan al hombre por via oral, una vez ingerido el microorganismo se
multiplica en el intestino e invade las células del huésped (Bell y Kyriakides, 2002). La
principal manifestacién clinica es una gastroenteritis aguda, acompanada de cefalalgia,
dolores abdominales subitos, diarrea, nauseas, fiebre y vomitos (Caffer y Pichel, 2006).
Las bacterias del género Salmonella se multiplican y colonizan el intestino delgado,
invadiendo posteriormente los tejidos, produciendo enterotoxinas, causando inflamacién y
consecuentemente diarrea. Cuando el patégeno vence el sistema de defensa de su
hospedador, puede alcanzar el flujo sanguineo y/o el sistema linfatico, causando una
enfermedad mas severa. Los nifios, adultos mayores de 60 afios y aquellos individuos
inmunocomprometidos o aquellos que padecen enfermedades crénicas son los mas
vulnerables a la salmonelosis (Bell y Kyriakides, 2002).

Epidemioldgicamente, las infecciones por Salmonella spp. pueden causar
pequeinos brotes en la poblaciéon en general, sin embargo, el 60-80 % de los casos son
esporadicos. A veces se producen grandes brotes en hospitales, jardines maternales,
geriatricos, restaurantes, etc. (Caffer y Terragno, 2008). Si bien Salmonella spp. se
detecta en productos avicolas, también se describieron brotes de salmonelosis causados
por el consumo de productos de la pesca, leche, ensaladas, etc. El agua es uno de los
vehiculos de transmision de este patdégeno como asi también las personas que trabajan
en el procesado y servicio de alimentos (Yousef y Carlstrom, 2006). Por ello, el rol de los
alimentos en su diseminacion debe ser considerado por la industria alimenticia en relacion
con el control de este microorganismo (Bell y Kyriakides, 2002). El incremento registrado
a escala mundial en las ultimas décadas se debe a los cambios integrales asociados a
factores que extienden su ocurrencia como el aumento de la poblacién, que determina
cambios en las caracteristicas demogréaficas y costumbres culturales, migraciones
internas y comercio inapropiado de alimentos. Distintos factores han contribuido también a
aumentar la frecuencia de la salmonelosis: la adaptacién de los microorganismos a
nuevas condiciones ambientales con la emergencia de microorganismos o reemergencia
de otros, aparicibn de grupos vulnerables o mas expuestos, aceleracién de la
urbanizacion, deficiencia en la vigilancia epidemiolégica, nuevos métodos de produccion
de alimentos en gran escala, cambios en las dietas de los consumidores (comidas fuera
del hogar, incremento en el uso de las comidas comerciales) y mayor facilidad de realizar
viajes internacionales. De este modo es necesario implementar medidas de control
adecuadas, conformando equipos multidisciplinarios e intersectoriales, con el fin de
reglamentar acciones conjuntas de educacion, control, supervision, investigacion y
realizacion de una vigilancia integrada (Abriata et al., 2016).
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El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades de Estados Unidos (del
inglés, CDC) estima que Salmonella spp. causa alrededor de 1,35 millones de
infecciones, 26.500 hospitalizaciones y 420 muertes en los Estados Unidos cada afio,
siendo el alimento la principal causa de ello (CDC, 2023). Por otra parte, la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) indica que la salmonelosis es la segunda
enfermedad zoondtica mas comun detras de la campilobacteriosis en la Unién Europea
(UE), y Salmonella spp. es una causa comun de los brotes de enfermedades de origen
alimentario. En la UE se registran cada afio mas de 91.000 casos de salmonelosis. La
EFSA ha calculado que la carga econdmica global de la salmonelosis humana podria
ascender a 3.000 millones de euros al afio (EFSA, 2023).

En Argentina, solo fiebre tifoidea, como enfermedad transmitida por alimentos, es
de notificacién obligatoria, segun la ley 15465/60. Actualmente, la vigilancia de la
salmonelosis en Argentina se realiza a través del Sistema Nacional de Vigilancia de la
Salud (S.N.V. S2.0) — Sistema Integrado de Informacion Sanitaria Argentina (S.I.S.A.),
que integran distintas fuentes y estrategias de vigilancia utilizadas hasta el 2018 (C2,
SIVILA, UC) y permite la participacién y vinculacién de los diferentes actores involucrados
en la vigilancia tanto clinico, de laboratorios y epidemiolégicos (Boletin Integrado de
Vigilancia, 2018). De acuerdo con la Agencia Gubernamental de Control (AGC) de la
ciudad de Buenos Aires, entre las bacterias mas frecuentemente encontradas en casos de
intoxicaciones alimentarias en dicha ciudad, Salmonella spp. se encuentra en el cuarto
lugar (AGC, 2011). A partir de 1972, por un brote de fiebre tifoidea (Salmonella ser.
Typhi), se serotipificaron las cepas en forma continua (Abriata et al., 2006). Caffer y Pichel
(2006) evaluaron la situaciéon epidemiolégica de la salmonelosis en los brotes
hospitalarios en Argentina, desde 1990 a 2005. Segun este estudio durante ese periodo
de tiempo, SE fue el serotipo mas frecuente en humanos, excepto durante dos afnos:
1991, ano en el cual fue superada por ST y en 1992 por Sl. En el periodo 2007-2017, de
acuerdo a datos obtenidos por el Laboratorio Nacional de Referencia de Salmonella, las
serovariedades prevalentes en humanos en nuestro pais, fueron ST seguida por SE
(Caffer, comunicacion personal).

4.4.REGLAMENTACIONES SOBRE SALMONELLA SPP. EN ARGENTINA

Dado que Salmonella spp. es una bacteria zoondtica, el Programa Nacional de
Control de Enfermedades Zoondticas en humanos del Ministerio de Salud de Argentina
tiene incorporada a esta bacteria dentro de las principales enfermedades zoonéticas del
pais (Ministerio de Salud, 2011). Este Programa tiene por objetivos vigilar, prevenir y
controlar las enfermedades zoondticas.

En Argentina, el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica (SINAVE),
dependiente del Ministerio de Salud de la Nacion, registra semanalmente todas las
notificaciones establecidas por la Ley Nacional 15.465, Enfermedades de denuncia
obligatoria (Senado y la Camara de Diputados de la Nacion Argentina, 1960). Salvo para
Salmonella ser. Typhi y S. ser. Paratyphi (A, B y C), causantes de fiebre tifoidea y
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paratifoidea, respectivamente, la salmonelosis no es de notificacion obligatoria en
humanos, a diferencia de lo que pasa en otros paises. En Argentina, S. ser. Typhiy S.
ser. Paratyphi estan en la categoria B. La misma reune enfermedades de Registro, que
por su naturaleza requieren la individualizacién de los "casos" para la realizacién de las
encuestas epidemiolégicas y la adopcién de medidas sanitarias.

Dentro de la lista unica de enfermedades de declaracion obligatoria para animales
terrestres y acuaticos propuesta en 2023 por la Organizacion Mundial de Salud Animal
(OMSA, 2023), que incluye diferentes enfermedades animales, infecciones e
infestaciones, las aves tienen incorporada a SG y SP, bacterias que no tienen importancia
para el humano. Por su parte, Argentina, segun la Res. SENASA 153/2021 (SENASA,
2021), indica que las enfermedades causadas por SG, SP y Salmonella spp. moviles
pertenecen al grupo Il y Il en el caso de las aves son de notificacién oficial obligatoria.
Para ello, debe notificarse de manera inmediata si es brote epidémico (dentro de las 24 h)
como caso confirmado individual.

El programa de control de salmonelosis de las aves en Argentina, incluido en el
Plan Nacional de Sanidad Avicola, tiene por objetivo controlar las salmonelosis
producidas por Salmonella spp. inmodviles (SG y SP) y moviles (SE, ST y S. ser.
Heidelberg) en planteles de aves reproductoras abuelos, reproductoras padres y en
plantas de incubacion de todo el pais (SENASA, 2016a). A su vez, a partir del 2016, el
SENASA, mediante Resolucién 86/2016, aprobé el Programa de vigilancia y control de la
contaminacion por Salmonella spp. en granjas avicolas comerciales, como parte
integrante del Plan Nacional de Sanidad Avicola, y detalla la frecuencia y método de
muestreo en las granjas de pollos parrilleros y gallinas de postura para monitorear la
presencia de SE, ST y S. ser. Heidelberg (SENASA, 2016b).

5. BIOSEGURIDAD E IDENTIFICACION DE FACTORES DE RIESGO EN
GRANJAS

Van Hoorebecke et al. (2010) identificaron que las medidas de manejo y la
bioseguridad, tales como practicas de limpieza y desinfeccion, son factores que protegen
y minimizan la introduccién y persistencia de Salmonella spp. dentro de las granjas.
Cualquier factor que predisponga a la poblacion de animales a la presencia de
enfermedades se denomina factor de riesgo. En Argentina la resolucion N? 542/10
(SENASA, 2010), hoy reemplazada por la resolucion N2 1699/2019, estipula los requisitos
de bioseguridad, higiene y manejo sanitario para la habilitacion sanitaria de
establecimientos avicolas de produccion comercial tales como establecimientos de
producciéon de huevos para consumo y demas tipos de producciones avicolas. A
diferencia de la resolucion promulgada en el afio 2010, la nueva resolucion posee algunos
puntos nuevos como ser (SENASA, 2019):

» Los establecimientos deben tener sistemas de desinfeccion para calzados y
equipamiento para el lavado de manos al ingreso y egreso de los galpones.
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» Las granjas de postura deben contar con un depdsito de huevos separados de la
granja.

» Todo establecimiento de produccidon comercial de aves debe estar respaldado por
un equipo de sacrificio sanitario, que elimine la totalidad de sus aves.

» El equipo de sacrificio debe garantizar la aplicacion de un método indoloro, que
consiga una rapida inconsciencia y muerte, que requiera una minima inmovilizacion,
evite la excitacion, sea irreversible y minimice el estrés animal. Asimismo, debe
garantizar la seguridad de los operarios, asi como de otras especies animales que
se encuentren en la explotacion.

» Todo establecimiento de produccion comercial debe disponer e indicar un lugar
fisico dentro o cercano a su predio, donde se procedera a realizar el enterramiento
de sus aves ante la implementacion de sacrificio sanitario.

» Todos los establecimientos avicolas deben disponer de manuales de buenas
practicas de manejo, higiene y bioseguridad.

» Todas las granjas (aves para carne, de huevos para consumo, y los nucleos de
aves reproductoras) deben cumplir con un periodo de descanso sanitario
obligatorio, comprendido entre la salida de las ultimas aves del lote y la entrada de
las primeras aves del siguiente. Durante dicho periodo se deben realizar las tareas
de tratamiento de cama usada o guano, limpieza, desinfeccion, desinsectacion,
desratizacion y preparacién para la entrada del nuevo lote. El tiempo minimo exigido
es inicialmente de diez (10) dias.

» Los establecimientos deben dar cumplimiento a los eventuales muestreos de
verificacion sobre la presencia de residuos de productos veterinarios y
contaminantes.

» Cuando los establecimientos de aves de huevo para consumo no registran
movimientos o falta de antecedentes sanitarios registrados en el sistema del
SENASA por un periodo de dos (2) afios de otorgada la habilitacion sanitaria
correspondiente es causal de la cancelacién de dicha habilitacion.

Las medidas de proteccidén y prevencion sanitaria que la granja debe adoptar para
una produccién segura se enmarcan dentro de las medidas de bioseguridad que sean
adoptadas. La palabra “bioseguridad”, para los productores avicolas, puede significar la
diferencia entre la salud y la enfermedad de sus lotes. Si el lote se encuentra sano,
aumenta la produccién y con ello, el beneficio (USDA, 2006). Un buen plan de
bioseguridad es como una cadena en la que todos los eslabones deben estar en buenas
condiciones. Si tan solo un eslabon esta roto, la cadena no va a funcionar. Igualmente, si
las medidas de bioseguridad sélo son implementadas en ciertas areas de la granja avicola
y no implementadas en otras no seran efectivas. Un plan de bioseguridad efectivo debe
tener las siguientes caracteristicas (Gernat, 2004):

a) Definir los objetivos y las responsabilidades.

b) Asignar responsabilidades a individuos

c) Proveer supervision a los individuos asignados con esas responsabilidades.

d) Aislar la granja para prevenir la entrada o salida de una enfermedad infecciosa.

e) Puede ser ajustado a medida que las condiciones locales y amenazas de
enfermedades cambian regionalmente.
Entre las medidas de bioseguridad que deberian adoptarse se mencionan (USDA,

47



Francisco Procura — 2024 Tesis Doctoral

1. Mantener distancia: para mantener el lote en el mejor estado sanitario, se
necesita aislarlo de los visitantes y de otras aves; esto se logra al:
a. Restringir el acceso a la propiedad.
b. Cercar el area donde se encuentran las aves, esto forma una barrera entre areas
“limpias” y “sucias”. El area limpia sera la zona alrededor de las aves.
c. Disponer de botas limpias para los visitantes.
d. Tener un programa de control de roedores.

2. Mantener la limpieza dentro del galpon:
a. Disponer un calzado y ropa para usar unicamente dentro del galpon.
b. Lavarse las manos con agua y jabén, y desinfectante antes de ingresar a trabajar con el
lote.
c. Limpiar jaulas y comederos.
d. Limpiar y desinfectar los equipos que estan en contacto con las aves y las heces.
e. Antes de desinfectar, eliminar todas las heces, basura, y plumas; luego limpiar las
superficies con agua y jabodn.

3. Evitar transportar la enfermedad a la granja:
a. Si se traslada a otro lugar de produccién, asegurarse de limpiar el transporte antes del
regreso a la granja.
b. No mezclar nuevas aves en un lote ya instalado; no mezclar aves viejas con jévenes.
c. No compartir materiales con granjas vecinas (equipamiento, jaulas etc.). En caso de
hacerlo, desinfectarlos antes del ingreso a la granja.
d. Nunca compartir pallets de madera o maples con otras granjas; estos materiales son
porosos y, por lo tanto, dificiles de desinfectar.

La bioseguridad debe ser vista como una de las areas mas importantes para un
buen manejo de la produccién. La aplicacion de un amplio rango de procedimientos
enfocados a prevenir o limitar la exposicion del lote a los diversos efectos de los
organismos patdgenos conforma el fundamento del éxito econémico en la produccién. Los
procedimientos a aplicar requieren de un plan detallado y deben delinearse dentro de un
plan veterinario practico y responsable. Las aplicaciones de estos procedimientos pueden
resultar en un costo-beneficio para alcanzar el objetivo de disminuir el impacto de las
enfermedades tanto de importancia veterinaria como en salud humana (Lister, 2008).

6. ANTIBIOTICOS

Los antibidticos son moléculas antimicrobianas naturales o sintéticas que se
utilizan contra diversas enfermedades causadas por infecciones bacterianas, pero no son
eficaces contra infecciones fungicas o virales. Actuan bloqueando selectivamente algunos
procesos cruciales en las células microbianas (Upmanyu y Malviya, 2020). Existen varias
formas de clasificar los antibidticos pero los esquemas de clasificacion mas comunes se
basan en sus estructuras moleculares, modo de accién y espectro de actividad. Los
antibioticos dentro de la misma clase estructural generalmente mostraran un patrén
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similar de efectividad, toxicidad y posibles efectos secundarios alérgicos (Etebu y
Arikekpar, 2016).

6.1. CLASIFICACION

Segun su efecto in vitro sobre las bacterias: bactericidas y bacteriostaticos. La
ensefanza comun a menudo explica que los antibidticos bactericidas "matan" las
bacterias y los antibiéticos bacteriostaticos "impiden el crecimiento" de las bacterias. La
verdadera definicion no es tan simple. Para definir con precisién cada categoria, se debe
comprender la concentracion inhibidora minima (CIM) y la concentracion bactericida
minima (CBM). La concentracion mas baja que inhibe el crecimiento bacteriano visible a
las 24 h es la CIM. El CBM es la concentracion de un antibiético que reduce la densidad
bacteriana 1.000 veces en 24 h. La actividad bacteriostatica se define ademas por una
proporcion de CBM a CIM superior a 4, mientras que una proporcion de CBM a CIM
inferior o igual a 4 es bactericida (Patel et al., 2023). Algunos antibiéticos bacteriostaticos
pueden exhibir actividad bactericida contra determinadas bacterias (Nemeth et al., 2015).
Por lo tanto, los antibidticos bacteriostaticos también matan bacterias, pero la definicion
de laboratorio hace que parezca que no lo hacen. Este concepto funciona a la inversa y
los antimicrobianos bactericidas también pueden ser bacteriostaticos contra determinadas
cepas y afecciones bacterianas. A su vez, segun su mecanismo molecular de accién
contra las células bacterianas, los antibidticos se dividen principalmente en cinco clases
principales, que se detallan abajo.

6.1.1. B-lactamicos

Los glicopéptidos y los B-lactamicos son tipos especificos de antibidticos que
interfieren con pasos criticos en la homeostasis de la biosintesis de la pared celular.
Contienen un anillo de 3 carbonos y 1 nitrdgeno, que es muy reactivo. La sintesis de la
pared celular bacteriana se inhibe porque estos antibiéticos inhiben la funcién proteica
esencial requerida para esta funcion y, por lo tanto, matan o inhiben el crecimiento de las
bacterias. Los miembros importantes de la familia de los B-lactamicos incluyen penicilinas,
cefalosporinas, monobactamicos y carbapenémicos (Upmanyu y Malviya, 2020).

6.1.1.1. Penicilinas

La penicilina fue descubierta e informada por primera vez en 1929 por Alexander
Fleming, se encontraba entre varios otros compuestos antibiéticos llamados penicilinas.
(McGeer et al., 2001). Las penicilinas estan involucradas en una clase de grupo diverso
de compuestos, la mayoria de los cuales terminan en el sufijo -cillin. Son compuestos de
betalactdmicos que contienen un nucleo con un anillo de acido 6-animopenicilanico
(lactama mas tiazolidina) y otras cadenas laterales del anillo (Zahner y Maas, 1972). Los
miembros de la clase de penicilina incluyen penicilina G, penicilina V, oxacilina
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(dicloxacilina), meticilina, nafcilina, ampicilina, amoxicilina, carbenicilina, piperacilina,
mezlocilina y ticarcilina (Boundless, 2016).

6.1.1.2. Cefalosporina

Los miembros de este grupo de antibidticos son similares a la penicilina en su
estructura y modo de accién. Forman parte de los antibiéticos mas prescritos vy
administrados. El primer miembro conocido de este grupo de antibiéticos fue aislado por
primera vez por Guiseppe Brotzu en 1945 del hongo Cephalosporium acremonium.
Aunque el farmaco fue aislado por primera vez por Guiseppe Brotzu, fue Edward Abraham
quien obtuvo el mérito de patentarlo al haber podido extraer el compuesto. Las
cefalosporinas contienen 7 nucleos de acido aminocefalosporanico y una cadena lateral
que contiene anillos de 3,6-dihidro-2H-1,3-tiazano (Talaro y Chess, 2008; Pegler y Healy,
2007). Se subdividen en generaciones (12 a 5%) segun el organismo objetivo, pero las
versiones posteriores son cada vez mas eficaces contra los patégenos gramnegativos.
Las cefalosporinas tienen una variedad de cadenas laterales que les permiten unirse a
diferentes proteinas de union a penicilina, sortear la barrera hematoencefalica, resistir la
degradacion por cepas bacterianas productoras de penicilinasa e ionizarse para facilitar la
entrada a las células bacterianas gramnegativas (Abraham, 1987).

6.1.1.3. Monobactamicos

El descubrimiento de esta clase de antibiéticos fue informado por primera vez por
Skyes y sus colaboradores. El antibidtico se obtuvo de la bacteria Chromobacterium
violaceum. Son parte de compuestos betalactamicos pero, a diferencia de la mayoria de
los otros betalactamicos, el anillo betalactamico de los monobactamicos es independiente
y no esta fusionado a otro anillo (Bonner y Sykes, 1984; Sykes y Bonner, 1985).
Aztreonam es el Unico antibiético monobactamico disponible comercialmente, con un
espectro de actividad estrecho.

6.1.1.4. Carbapenémicos

Segun se informa, la tienamicina se considera el primer “carbapenem” y sirve
como estandar para todos los demas carbapenems (Papp-Wallace et al., 2011). También
se han identificado muchos otros carbapenémicos (Cassidy et al, 1981; Kobayashi et al.,
1982). Los carbapenémicos ocupan un lugar muy importante en la lucha contra las
infecciones bacterianas, esto se debe a que son capaces de resistir la acciéon hidrolitica
de la enzima beta-lactamasa. Entre los varios cientos de betalactdmicos conocidos, los
carbapenémicos poseen el espectro de actividad mas amplio y la mayor potencia contra
bacterias Gram positivas y Gram negativas. Como resultado, a menudo se les llama
“antibioticos de ultimo recurso” y se administran cuando los pacientes con infecciones
enferman gravemente o se sospecha que albergan bacterias resistentes (Torres et al.,
2007). Ejemplos de carbapenem son: Imipenem, Meropenem vy Ertapenem.
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Lamentablemente, se ha informado de la aparicién de patdogenos bacterianos resistentes
a esta clase de antibiéticos que salvan vidas. Mas preocupante es el hecho de que la
resistencia bacteriana a los carbapenémicos esta aumentando a nivel mundial (Livermore
et al.,, 2011; Patel y Bonomo, 2011).

6.1.2. Macrodlidos

Los macrolidos pertenecen a la clase de antibioticos naturales y tienen un gran
anillo de lactona macrociclica. En 1952, el primer macrolido descubierto fue la
eritromicina, y mas tarde se desarrollaron otros macrdlidos, incluidas la azitromicina y la
claritromicina, modificando quimicamente la eritromicina. La accion de los macrolidos se
considera bacteriostatica, aunque su efecto a largo plazo es letal para los patdgenos.
Ejercen su efecto interactuando con el sitio P en la subunidad 50 S del ribosoma
bacteriano. De esta manera, evitan que la peptidiltransferasa agregue nuevos péptidos
durante la traduccion y, por lo tanto, inhibe el proceso de elongacion de la proteina.
También se observd un efecto similar con el anfenicol (cloranfenicol). Las lincosamidas
(clindamicina) y las estreptograminas (dalfopristina, quinupristina) también tienen un
efecto bacteriostatico sobre los patégenos y su mecanismo de accién es similar al de los
macrolidos. Sin embargo, ambos son incapaces de difundirse a través de la pared celular
de las bacterias Gram negativas. Por lo tanto, son eficaces Unicamente contra bacterias
Gram positivas. A diferencia de los macrélidos, la lincosamida y el cloranfenicol, que
inhiben el alargamiento de las proteinas durante la traduccion, las oxazolidinonas
(linezolid) blogquean el paso de iniciacion de las proteinas. Sin embargo, también se unen
a la subunidad 50 S del ribosoma, pero en un sitio de unién diferente, e inhiben la unién
de N-formilmetionil-ARNt al ribosoma. De esta forma evitan la formaciéon de un complejo
de iniciaciéon durante la traduccion (Upmanyu y Malviya, 2020).

6.1.3. Aminoglucésidos y Tetraciclina

Los antibidticos que inhiben el ribosoma 30 S incluyen las familias de antibiéticos
aminoglucésidos- aminociclitol y tetraciclina. Las tetraciclinas bloquean la disponibilidad
de aminoacil-ARNt para el ribosoma. La clase de antibidticos aminociclitol
(espectinomicina) y la familia de antibidticos aminoglucésidos (estreptomicina,
kanamicina, tobramicina, framicetina, gentamicina) se unen a la subunidad del ribosoma
30 S en su componente de ARNr 16 S. La espectinomicina actua sobre la estabilidad del
peptidil-ARNt. La espectinomicina se une a la subunidad del ribosoma 30 S e inhibe la
translocacion catalizada por el factor de elongacion sin causar una traduccion errénea de
proteinas (lan y Marilyn, 2001). Por otro lado, los aminoglucésidos y la interaccion 16 S
rRNA causan cambios conformacionales en el complejo formado entre el coddon de mRNA
y su aminoaciltRNA cargado en el ribosoma, causando ademas un desajuste de tRNA que
luego resulta en una mala traduccion de proteinas (Davis et al., 1986; Epe, 1984; Leach et
al., 2007). Los antibiéticos aminoglucésidos son bactericidas.
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6.1.4. Quinolonas

Los antibiéticos quinolonicos interfieren con el mantenimiento de la topologia
cromosomica al atacar la ADN girasa (topoisomerasa Il) y la topoisomerasa IV (topo V).
Atrapan estas enzimas en la etapa de escisién del ADN e impiden que las cadenas se
vuelvan a unir. Aunque existen similitudes funcionales entre topo IV y girasa, varias
especies bacterianas muestran diferencias en la susceptibilidad a los antibiéticos
quinolonas. Esta clase de antibidticos es un derivado del acido nalidixico, que se
descubrié como un subproducto de la sintesis de cloroquina (quinina). El acido nalidixico
se introdujo como compuesto antimicrobiano en la década de 1960 para tratar las
infecciones del tracto urinario. Esta y otras quinolonas de primera generacion (acido
oxolinico) rara vez se utilizan hoy en dia debido a su efecto toxico para las células
humanas. Las quinolonas de segunda (ciprofloxacina), tercera (levofloxacina) y cuarta
(gemifloxacina) se pueden clasificar segun su estructura quimica junto con las diferencias
cualitativas en cdmo estos farmacos matan las bacterias (Upmanyu y Malviya, 2020).

6.1.5. Sulfonamidas

El acido félico es un compuesto importante para la sintesis de bases nitrogenadas,
es decir, purina y pirimidina y por tanto la sintesis de acido nucleico. Las sulfonamidas no
solo bloquean la formaciéon de acido félico sino que su incorporacién a los precursores
provoca la formacién de un pseudometabolito que es reactivo y antibacteriano. La ventaja
de usar este medicamento es que las células de los mamiferos no tienen efectos
secundarios de la sulfonamida porque absorben y usan &cido félico preformado. La
combinacion de sulfonamidas y trimetoprima u otras diaminopirimidinas aumenta la
potencia de estos antibidticos (Choquet-Kastylevsky et al., 2002). Ademas del efecto
bacteriostatico, también poseen propiedades antifungicas y antipaludicas (Laurence et al.,
2006). Las trimetoprimas son otro tipo de antibidtico que también inhibe la sintesis de la
acido reductasa dihidrofélica bacteriana y, por tanto, actua sobre la misma via metabdlica
que las sulfonamidas. Cuando se usan en combinacién con sulfonamidas, estos farmacos
tienen actividad sinérgica (Upmanyu y Malviya, 2020).

6.2. USO DE ANTIBIOTICOS EN GRANJAS DE CRIA INTENSIVA

Los antibidticos son usados en medicina humana y veterinaria para el tratamiento
y prevencion de enfermedades. También pueden ser utilizados como agentes promotores
del crecimiento en concentraciones sub-terapéuticas en la alimentacion. Bacitracina,
clortetraciclina, tilosina, neomicina, oxitetraciclina, virginiamicina y otros se utilizan para
estos fines (Phillips et al., 2004; Apata, 2009, Van Bunnik y Woolhouse, 2017). La OMSA
(OIE, 2018), en su informe anual sobre los agentes antimicrobianos destinados a ser
utilizados en los animales, informd los resultados obtenidos de 155 paises (153 miembros
de la OMSA y 2 no miembros). Del total de paises, sdlo 45 (n=155, 29 %) usaban
antimicrobianos como promotores de crecimiento y de éstos soélo 30 paises (n=45; 67 %)
informaron una lista de agentes antimicrobianos utilizados como promotores de
crecimiento. Los agentes antimicrobianos mas enumerados a estos efectos fueron
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bacitracina y tilosina, que, de acuerdo con la “Lista de la OIE de agentes antimicrobianos
de importancia veterinaria”, se clasifican como agentes antimicrobianos veterinarios de
importancia elevada y agentes antimicrobianos veterinarios de importancia critica,
respectivamente. La colistina fue mencionada por 12 paises (Figura 1).

Dentro de los antimicrobianos se incluyen a los desinfectantes, antisépticos y a los
quimicoterapicos (antibidticos). Las clases de antibiéticos usados como terapéuticos en
avicultura incluyen aminoglucésidos, tetraciclinas, B-lactamicos, fluoroquinolonas,
macrolidos, polipéptidos, sulfonamidas y trimetoprima (Stolker y Brinkman, 2005). En
medicina veterinaria existen casos documentados de bacterias del género Salmonella
spp., y de otras enterobacterias como Escherichia coli que pueden afectar al hombre. Un
importante elemento de riesgo es el enorme potencial de intercambio genético que existe
en el intestino. Esta es una de las causas que explica que sean estos dos géneros Gram
negativos, los que representen los mayores riesgos de transferencia zoondtica de
resistencia (Errecalde, 2004).

Alcaine et al., (2007) informaron que de las 10 serovariedades de Salmonella spp.
comunmente reportadas por el CDC, aisladas de infecciones humanas en los Estados
Unidos, al menos 8 aislamientos mostraron resistencia a 5 o0 mas antimicrobianos. Estos
autores observaron que ST presentdé 1 o 2 patrones de multirresistencia, incluyendo
resistencia a antimicrobianos de los grupos de p-lactamicos, tetraciclinas,
aminoglucédsidos e inhibidores de la via del folato. Para S. ser. Heidelberg se observo
multirresistencia a antimicrobianos de los grupos de B-lactamicos, B-lactamicos +
inhibidores de B-lactamasas y cefalosporinas. Aunque SG es un huésped adaptado a
especies de aves y presenta un riesgo zoondtico minimo (Shivaprasad, 2000), el
incremento de la resistencia a los antimicrobianos en esta bacteria se ha convertido en un
problema (Kang et al., 2010). Lee et al., (2003) reportaron que SG en 1995 era
susceptible a la mayoria de los antibidticos convencionales. Sin embargo, cepas aisladas
en el afo 2001 fueron resistentes a varios de ellos. Por otro lado, Kang et al., (2010)
informaron que 105 aislamientos de SG, obtenidos de pollos entre 2002 y 2007,
demostraron 30 patrones de resistencia antimicrobiana diferentes. De estos 105
aislamientos, 103 (98,1 %) eran resistentes al acido nalidixico y 99 (94,3 %) eran
resistentes o resistentes de forma intermedia a la enrofloxacina y ciprofloxacina.
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Figura 1. Agentes antimicrobianos utilizados como promotores de
crecimiento en animales durante el aino 2017 (OMSA, 2018)

Por lo antes expuesto, el comité internacional de la OMSA (2019) unificé los
criterios para la clasificacién de los agentes antimicrobianos importantes para la medicina
veterinaria dividiéndolos en agentes antimicrobianos de importancia critica, agentes de
importancia elevada y agentes de importancia. Dentro de la categoria de agentes
antimicrobianos veterinarios de importancia critica, algunas clases son de importancia
critica tanto para la salud humana como para la sanidad animal, como es actualmente el
caso de las fluoroquinolonas y cefalosporinas de tercera y cuarta generaciéon. En 2016, la
colistina se agregd a la categoria de agentes antimicrobianos de importancia critica y de
prioridad maxima de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Por lo tanto, el uso
racional de los antimicrobianos debe basarse en el conocimiento de las estructuras y las
vias bioquimicas dentro de las bacterias y de las propiedades farmacodinamicas vy
farmacocinéticas de los mismos. Esto implica considerar la manera en que los
medicamentos actuan para inhibir el crecimiento o matar a los microorganismos y el grado
en que los medicamentos son capaces de penetrar en los sitios de infeccion in vivo
(AliAbadi y Lees, 2000).
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6.3.RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

Una ruta eficiente en la adquisicion de resistencia a los antimicrobianos es a través
de elementos genéticos moviles, incluyendo plasmidos, transposones e integrones
(Cabrera et al., 2006). Las cepas multirresistentes resultantes por la adquisicion de estos
elementos genéticos han sido encontradas en todo el mundo y son una gran
preocupacion en la salud publica y la inocuidad de los alimentos (Alcaine et al., 2007). La
resistencia a los antibidticos es la capacidad que tienen los microorganismos de resistir al
efecto de dichos farmacos, es decir que los microorganismos no mueren, y su crecimiento
no se detiene. Las bacterias encuentran inevitablemente maneras de resistir a los
antibidticos creados para destruirlos, haciéndolos ineficaces; por o que es necesario
evitar el desarrollo de una nueva forma de resistencia a través de cambios genéticos e
impedir que la resistencia que ya existe se propague (Dominguez, 2016). La deteccion y
monitoreo de la multirresistencia es importante para modificar la seleccion de los
antibioticos para el tratamiento de enfermedades bacterianas como la salmonelosis y para
evaluar el riesgo de expansion de cepas multirresistentes (Yang et al., 2002; Grazziani et
al., 2007). Por lo tanto, determinar el impacto de estas bacterias resistentes es un desafio
permanente, ya que muchas clases de antimicrobianos utilizados en animales destinados
a alimentos son analogos a los usados en la terapéutica humana y por lo tanto eso
llevaria a seleccionar fenotipos de resistencia similares (CDC, 2012). El desarrollo de
resistencia a los antimicrobianos puede ser (Alanis, 2005):

v Intrinseca (espontanea), basada en las mutaciones de genes codificados sobre el
cromosoma bacteriano, que ocurre de forma espontanea en ausencia de presion de
seleccion antimicrobiana.

v Adquirida, cuando un nuevo material genético es intercambiado entre los
organismos. Esto se produce cuando al menos una bacteria dentro de un grupo
heterogéneo lleva el determinante capaz de expresar la resistencia al antibiético.

Ambos tipos de resistencia espontanea o adquirida se puede transmitir
horizontalmente o verticalmente. La transmision horizontal de la resistencia puede ocurrir
a través de varios mecanismos, es decir el material genético puede ser transferido entre
los microorganismos a través de tres rutas principales:

» transformacion: algunas bacterias son capaces de captar ADN libre desde el
ambiente e incorporarlo a su cromosoma;

» transduccién: donde virus que infectan bacterias (bacteri6fagos) median la
transferencia de ADN entre bacterias via la transduccion, en el cual ADN de una
bacteria donante es empaquetado en la particula del virus y es transferido a una
bacteria receptora, durante la infeccion;

» conjugacion: es el mecanismo de transferencia de genes responsable de los
aspectos mas preocupantes de la resistencia antimicrobiana. Se forma un pilus
sexual (pequefio tubo) entre dos células bacterianas a través del cual se transfiere
ADN plasmidico.
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Estas mutaciones o genes de resistencia pueden acumularse en ciertas especies
bacterianas patégenas que conducen a fenotipos complejos cada vez mas reconocidos en
todo el mundo (Pournaras et al., 2010; Freitas et al., 2011). En general, se denominan
bacterias resistentes a mudltiples farmacos y, debido a esta particularidad, pueden
sobrevivir bajo la accion de diferentes compuestos antimicrobianos, lo que aumenta la
oportunidad de propagacién (Canton et al., 2003). Se han utilizado diferentes definiciones
para bacterias resistentes a multiples farmacos. Una iniciativa conjunta del Centro
Europeo para la Prevencion y el Control de Enfermedades, (ECDC) y el CDC redefinio
recientemente. Estas definiciones se establecen a nivel fenotipico, pero no consideran los
aspectos genéticos de los mecanismos de resistencia involucrados (Magiorakos et al.,
2012).

> resistente a multiples farmacos (MDR, por sus siglas en inglés Multi-Drug
Resistance): es la resistencia al menos a un agente perteneciente a tres o mas
categorias antimicrobianas.

» ampliamente resistente a los medicamentos (XDR, por sus siglas en inglés
Extensively-Drug -Resistence): es la resistencia al menos a un agente en todas las
categorias de antimicrobianos excepto a uno o dos de ellos (es decir, los
aislamientos bacterianos siguen siendo susceptibles a solo una o dos categorias).

» pandroga resistente (PDR, por sus siglas en inglés Pan Drug -Resistance): es la
resistencia a todos los agentes en todas las categorias de antimicrobianos.

Oftros términos también se han utilizado en la literatura cientifica para referirse a
fenotipos resistentes a multiples farmacos. Estos incluyen (Canton y Ruiz-Garbajosa,
2011):

e "co-resistencia": implica la transferencia de varios elementos genéticos al
mismo aislamiento bacteriano y/o la adquisicion de mutaciones en diferentes
loci genéticos que afectan a diferentes farmacos antibacterianos.

e "resistencia cruzada": se produce por mutaciones o por la adquisicion de
genes de resistencia que afectan a agentes antimicrobianos de la misma clase.

¢ "resistencia pleiotropica"”: afecta a varias clases de antimicrobianos debido al
mismo evento genético, como la mutacion o la adquisicion de un gen de
resistencia.

Ante la importancia del uso responsable de antibioticos en animales, el SENASA
cred el Programa Nacional de Vigilancia de la Resistencia Antimicrobiana en animales
destinados al consumo humano en el 2015 con el objetivo de prevenir la generacién y
difusion de bacterias que resisten la accion de los antibidticos. ElI programa busca
determinar y monitorear la resistencia a diferentes antimicrobianos en bacterias
comensales y zoondticas como Salmonella spp. para evaluar posibles medidas que
puedan retrasar o impedir la emergencia y diseminacion de bacterias resistentes vy, asi,
minimizar su riesgo en la salud publica y animal. (SENASA, 2015). Este trabajo acompana
a otros que vienen realizando profesionales del INTA y de diferentes Universidades en el
monitoreo de la resistencia a los antimicrobianos por parte de Salmonella spp. aisladas
desde aves y ambientes avicolas.
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Por otro lado, a fin de establecer los mecanismos necesarios para promover la
prevencion y el control de la resistencia a los antimicrobianos en Argentina, se declaré de
interés publico nacional la prevencién y el control de la resistencia a los antimicrobianos
en 2022 a través de la Ley 27.680. Esto convirtid a Argentina en el primer pais de la
region panamericana en obtener una ley destinada a promover el uso responsable de
antibidticos y regular cuestiones referidas al expendio y uso de estos medicamentos, es
decir venta bajo receta archivada, bajo el paradigma de “Una Salud”, un concepto que
abarca la salud humana, animal y ambiental (OPS, 2022).

7. ACEITES ESENCIALES COMO ALTERNATIVA A LOS ANTIBIOTICOS

La resistencia bacteriana es un grave problema asociado a multiples causas,
muchas de ellas inevitables, cuyo control requiere una actuacion multidisciplinar. El riesgo
mas grande para la salud humana derivado de la utilizacién de los antibiéticos en sanidad
animal es la transferencia de bacterias resistentes de los animales al hombre o de genes
portadores de resistencia entre las bacterias animales y humanas (FAO, 2004). Esta
inquietud por la seguridad alimentaria de la “granja a la mesa” ha promovido la busqueda
de nuevas alternativas entre productos de origen natural (Manzanilla et al., 2004; Dubois-
Brissonnet et al., 2011; Martinez, 2014; Mith et al., 2014).

Los aceites esenciales (AE) son sustancias olorosas producidas en el metabolismo
secundario de las plantas aromaticas y almacenadas en distintos 6rganos de la planta,
que se obtienen mediante destilacion o expresidon del material vegetal (Mith et al., 2014;
Villada, 2018). En su composicidon pueden intervenir varios compuestos de aromas
volatiles, como hidrocarburos (terpenos), alcoholes, aldehidos, cetonas, ésteres, éteres y
fenoles, variando en funciéon del grado de madurez de la planta, su origen geografico
(temperatura, caracteristica del terreno, fertilizantes, etc.), el método de extracciéon
(Oladimeji et al., 2001; Lahlou y Berrada, 2003; Martinez, 2014).

Si bien los compuestos mayoritarios de los AE pueden constituir hasta un 85
% deltotal, debido al efecto sinérgico de los componentes presentes en trazas, el aceite
esencial en su totalidad tiene mayor actividad que sus principales principios activos
(Bauer et al., 2001; Burt, 2004). De igual modo, debido a su complejidad quimica es muy
probable que el efecto antimicrobiano sea debido a la accion combinada de varios
mecanismos sobre distintas localizaciones de la célula (Skandamis et al., 2001; Carson et
al., 2002; Rota et al., 2004; Said et al., 2015).

Las propiedades medicinales de los AE han sido destacadas y utilizadas de forma
empirica por el hombre desde la antigledad, si bien, es en las ultimas décadas cuando se
han incrementado las investigaciones sobre sus propiedades farmacolégicas vy
antimicrobianas (Rota et al., 2004; Tiwari et al., 2005; Martinez 2014). Los trabajos
desarrollados han demostrado, en general, una notable sensibilidad a los AE, asi como
una reduccion considerable de las dosis de algunos antibiéticos si se usan combinados
con AE (Palaniappan y Holley, 2010; Becerril et al., 2012; Yap et al., 2014). Sin embargo,
y a diferencia de los antibiéticos, la mayoria de los AE son considerados productos GRAS
(generalmente reconocidos como agentes seguros) por la FDA y ello les hace buenos
candidatos para su uso como aditivos (Diaz-Sanchez et al., 2015). Actualmente, los AE
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estan autorizados para su utilizacion en alimentacion humana y animal como aditivos
alimentarios. Como consecuencia de ello, no existe un protocolo estandarizado ni puntos
de corte establecidos para determinar su actividad in vivo y el caracter sensible o
resistente de los microorganismos (Silva et al., 2013).

Los AE pueden extraerse directamente de la materia prima vegetal mediante el
uso de diferentes métodos, entre los cuales se encuentran el prensado, enfleurage,
maceracion, extraccién con solventes volatiles, y la destilacion por arrastre mediante
vapor de agua que es uno de los métodos mas utilizado y consiste en colocar la materia
prima vegetal o carga (fresca y previamente cortada) en una camara inerte. Una vez que
la carga se encuentre dentro de la camara, se somete a una corriente de vapor de agua
sobrecalentada. El calor que desprende el vapor rompe las camaras de almacenamiento
de la esencia en la carga y la fase gaseosa arrastra dicha esencia (debido a la volatilidad)
hacia la parte superior del recipiente. Dicho vapor se extrae por la parte superior del
recipiente (destilador) y se condensa mediante intercambio térmico. Se recolecta el
condensado, que luego es sometido a una separacion por densidad entre la esencia y
el hidrolato, ya que los AE son menos densos que el agua y flotara sobre la misma. Por
ultimo la extraccion con fluidos supercriticos que es un método de desarrollo reciente en
la cual la materia prima se corta en trozos pequefios 0 es molida, y luego de preparar la
carga, ésta se empaca en una camara de acero inoxidable donde se hace circular un
liquido en estado supercritico (por ejemplo, CO?). Las esencias son solubilizadas y
arrastradas por el liquido supercritico que actua como solvente extractor, eliminandolo
luego de la camara mediante descompresiones sucesivas hasta alcanzar la presién y
temperatura ambiente. El CO, cambia a fase gaseosa y se extrae del recipiente quedando
sélo el aceite esencial (Noguera, 2020).

7.1. Aceite esencial de orégano

El nombre comun del orégano es utilizado en varias especies: Origanum (familia:
Lamiaceae) y Lippia (familia: Verbenaceae), entre otras. Los principales compuestos
antimicrobianos identificados en los diferentes aceites esenciales de orégano son el
carvacrol y el timol. Sin embargo, su contenido puede variar segun la especie, temporada
de cosecha y origen geogréfico (Rodriguez-Garcia et al., 2016; Shange et al., 2019). El
timol y el carvacrol son los componentes antimicrobianos de mayor importancia presentes
en AE de orégano. Estos compuestos desintegran la membrana externa de las bacterias
Gram negativas, liberando parte del lipopolisacarido y, por lo tanto, aumenta la
permeabilidad del ATP (trifosfato de adenosina) en la membrana citoplasmatica
produciendo poros en esta, y lizando a la bacteria (Abdul Qadir et al., 2017; Zairi et al.,
2019).

Existen multiples estudios sobre la actividad antimicrobiana de los extractos de
diferentes tipos de orégano. Se ha encontrado que los AE de las especies del
género Origanum presentan actividad contra bacterias gram negativas como ST,
Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Yersinia enterocolitica y Enterobacter cloacae; y
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las gram positivas como Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Listeria
monocytogenes y Bacillus subtilis (Elgayyar et al., 2001, Aligiannis et al., 2001).

Tienen ademas capacidad antifungica contra Candida albicans, C.
tropicalis, Torulopsis glabrata, Aspergillus niger, Geotrichum'y Rhodotorula sp.; pero no
contra Pseudomonas aeruginosa (Sivropoulou et al., 1996). Se ha evaluado la actividad
antimicrobiana de los componentes aislados, asi como el del AE. Los fenoles carvacrol y
timol poseen los niveles mas altos de actividad contra microorganismos gram negativos,
excepto para P. aeruginosa, siendo el timol mas activo (Sivropoulou et al., 1996, Elgayyar
et al., 2001). Otros compuestos, como -cimeno y -terpineno no mostraron actividad contra
las bacterias estudiadas (Aligiannis et al., 2001, Sivropoulou et al., 1996). Los valores de
la CMI para los AE se han establecido entre 0,28-1,27 mg/ml para bacterias, y de 0,65-
1,27 mg/ml para hongos (Aligiannis et al., 2001).

7.2. Aceite esencial de romero

El romero (R. officinalis) es una planta de hojas fragantes, perennes y de color
verde (Basheer, 2018), con flores azul blanquecinas (Ali et al., 2019), nativa del
Mediterraneo, del norte y sur de Africa, asi como de Asia Occidental (Karadag et al,,
2019). Crece en muchos lugares del planeta (en suelos secos o moderadamente
humedos), alcanzando una altura de 1 a 2 metros. No tolera suelos anaerébicos o muy
mojados, pero si los de salinidad media (Borges et al., 2018). Florece en primavera,
soporta bien las podas, se multiplica por gajos o semillas, y se desarrolla bien tanto en el
suelo como en maceta (Agencia Santafesina de Seguridad Alimentaria, 2024).

El romero posee alrededor de un 0,5-25 % de AE con propiedades
antimicrobianas (Basheer, 2018), conformado en su mayor parte por 1,8-cineol (15-50 %),
alcanfor (15-25 %), a-pineno (10-25 %), canfeno (5,2-8,6 %) y borneol (3,2-7,7 %)
(Sumintarti et al., 2018). EI AE de mayor calidad es obtenido de sus hojas, donde se
encuentra la mayoria de las tricomas glandulares que lo secretan (Elyemni et al., 2019).
La actividad antimicrobiana de los extractos y AE del romero es atribuida principalmente al
a-pineno, el acetato de bornilo, el alcanfor y el 1,8-cineol (Ebrahimi et al., 2020). El acido
rosmarico es uno de los componentes fendlicos mas comunes en las plantas
pertenecientes a la familia Lamiaceae (Sik et al., 2020), cuyas propiedades y actividad
biologica se deben especialmente a la presencia de este metabolito (Sik et al., 2019). Se
ha reportado que en los extractos de romero alrededor del 24 % de las moléculas volatiles
que contiene pertenecen a los terpenos (como la verbenona), acetato de bornilo, alcanfor
y a/f cariofileno (Sadeh et al, 2019), se ha identificado una composicién mayor de a-
pineno, borneol y 1,8-cineol (Karadag et. al., 2019). Contiene rosmanol, isorosmanol,
rosmadial y metil carnosato, moléculas con propiedad antioxidante (Quintana et al., 2019).
También se ha aislado la salvigenina y la cirsimaritina (Karim et al., 2017), asi como
alcoholes triterpénicos, acido oleandlico, rosmaquinonas (Beltran et al., 2017). Otros
metabolitos de importancia encontrados son también el acido ursodlico y betulinico (Benelli
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y Oliveira, 2019). El aceite esencial del romero emite un intenso aroma a alcanfor, debido
al elevado contenido de esta molécula, con un peso de 14,5 % (Bilska et al., 2019).

7.3. Aceite esencial de espartillo

Las especies del género Elionurus comprende 15 especies distribuidas en areas
tropicales y subtropicales de Africa, Australia y América (Sara Moreno et al., 2018). En
América habitan 7 taxones y para la Argentina se mencionan 2 especies E.
muticus (Spreng.) Kuntze vy E. ftripsacoides Humb. & Bonpl. ex Willd. (Denham,
2012). Elionurus muticus es la especie del género mas ampliamente distribuida, habita
desde Brasil hasta la Argentina, como asi también en Africa. En Argentina, es posible
encontrarla en las provincias de Buenos Aires, Chaco, Cérdoba, Corrientes, La Pampa,
Misiones, Salta, Santa Fe y Santiago del Estero. Alli se la conoce con nombres comunes

tales como "pasto amargo", "pasto bravo", "espartillo", "espartillo guazu".

Elionurus muticus constituye un valioso recurso renovable. Con un manejo
apropiado, puede emplearse como especie forrajera para alimentar el ganado (Castro y
Ramos, 2003; Hess et al.,, 2007). Ademas, se han reportado diferentes usos de esta
especie en medicina popular debido a sus propiedades sudorificas, febrifugas,
afrodisiacas y antioxidantes (Dzingirai et al., 2007; Muchuweti et al., 2007). Las partes
aéreas brindan un aceite esencial aromatico que posee accidén analgésica y antibacterial
(Sara Moreno et al, 2018). Presenta también actividad antifungica, citotdéxica e
insecticida, por lo que se sugirié que podria emplearse en la agroindustria (Stuckert, 1904;
Vidal, 1954; Cacciabue et al., 2005; Sabini et al., 2006; Dzingirai et al., 2007; Hess et al.,
2007; Fuller et al., 2014; Colpo et al., 2014). Otra caracteristica interesante de E.
muticus es que mas del 80 % de la resina de sus aceites aromaticos esta compuesta por
citral (Scramin et al., 2000; Faller et al., 2014). Este compuesto posee un fuerte aroma
citrico motivo por el cual fue propuesto como un sucedaneo de la citronela (Kolb et al.,
2007; Fuller et al. 2014), de gran valor en las industrias aromaticas, de alimentos,
cosmética y farmacéutica (Heydorn et al., 2003; Koshima et al., 2006; Hess et al., 2007;
Colpo et al., 2014). Asimismo, la composicion quimica de los AE es muy variable en E.
muticus (Chagonda et al., 2000), habiéndose observado diferencias en sus principales
componentes en relacion a los cambios estacionales (Hess et al., 2007) y a la
procedencia geografica de las plantas (Fliller et al., 2010, 2014). La presencia del citral ha
sido detectada en plantas provenientes del centro-oeste de Brasil, aunque seria mas
abundante en algunas poblaciones del sur de Brasil y en particular, en el nordeste
argentino (Scramim et al., 2000; Cacciabue et al., 2005; Sabini et al., 2006; Kolb et al.,
2007; Hess et al., 2007; Fller et al., 2010). Sin embargo, a pesar de poseer un gran
potencial para su explotacion comercial (Kolb et al., 2012), esta especie aun permanece
subexplotada. La composicion quimica destaca netamente el contenido de citral (69,8 -
77,0 %): geranial (47,0 - 51,7 %), neral (22,8 - 25,3 %), con importante contenidos de
acetato de geranilo (7,8 - 10,3 %), y linalol (5,0 - 6,2 %), siendo los minoritarios con
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valores inferiores al 2,0 %: limoneno, metilheptenona, nerol, acetato de linalilo y a-
terpineol (Rosselot et al., 2018).

8. DESINFECTANTES

La desinfeccion es el conjunto de acciones mediante la cual, haciendo uso de
procedimientos fisicos o0 quimicos, se reduce el numero de microorganismos a un nivel
seguro en ambientes, superficies y objetos inanimados. Es una medida de saneamiento y
cumple la funcion de eliminar los agentes patdgenos y de modificar las condiciones
ambientales para interrumpir la cadena epizodtica, ayudando asi a la preservaciénde
la salud de los animales (OIRSA, 2021). Se ha tenido el concepto de que los
desinfectantes usados en sanidad animal son altamente toxicos, contrario a los
desinfectantes que se utilizan en la industria agroalimentaria, que no lo son y sus
concentraciones también son muy distintas. Los desinfectantes modernos se han ido
adaptando a las necesidades y sus composiciones son mas completas, que incluyen
compuestos no solamente biocidas; sino también surfactantes que favorecen Ila
penetracion de las sustancias activas. Estas sustancias se usan a lo largo de toda la
cadena de produccién y transformacién alimenticia durante la produccion y ayudan a
prevenir la propagacion de enfermedades de los animales (Ospina, 2015). La
desinfeccidn es una herramienta apropiada para luchar contra enfermedades no
transmitidas por vectores y que se transmiten por contacto con fluidos corporales y
otros materiales presentes en corrales, cuadras, establos, suelos, vehiculos o equipos.
La mayoria de estas enfermedades son causadas por bacterias, hongos, parasitos y
virus, que pueden sobrevivir en el medio ambiente fuera del cuerpo de los animales.
Incluyen las infecciones bacterianas entericas y respiratorias, las clostridiales y entre
otras la tuberculosis y la brucelosis (OIRSA, 2021).

8.1. FACTORES QUE PUEDEN COMPROMETER LA EFICACIA DE LOS
DESINFECTANTES

La limpieza previa a la aplicacién de desinfectantes es un paso crucial dentro del
proceso de limpieza y desinfeccién. La eficacia de un desinfectante también depende de
los organismos que se quieren combatir, de su modo de multiplicacién y de su
resistencia al medio ambiente y a las sustancias quimicas. La concentracion del
desinfectante, el tiempo de contacto con las superficies, y la temperatura ambiente, son
otros factores a considerar (Hernandez-Navarrete, 2014; OIRSA, 2021). Sin embargo, la
presencia o no de materia organica extranjera es un factor preponderante que determina
el éxito de cualquier operacion de desinfeccion, pues esta materia diluye y neutraliza
rapidamente las sustancias quimicas biocidas. Por esta razén, se debe cepillar
vigorosamente y baldear con abundante agua las superficies antes de aplicar los
desinfectantes. Esta limpieza prudente y minuciosa es imprescindible, y nunca podra ser
reemplazada, ni por una mayor cantidad de desinfectante ni por la aspersiéon en alta
presion. (Ministerio de Trabajo Empleo y Seguridad Social, 2021). Por ello, los
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desinfectantes y los métodos de desinfeccion deberan elegirse en funcién de los agentes
infecciosos considerados y la indole de los locales, los vehiculos y los objetos que hay
que someter a tratamiento (OMSA, 2023).

8.2. CLASIFICACION

Los desinfectantes se clasifican por su naturaleza quimica y cada clase tiene sus
caracteristicas, peligros, toxicidades y eficacia unicos contra varios microorganismos
(Dvorak, 2008). A continuacién se describen las principales clases de desinfectantes
quimicos y sus caracteristicas.

8.2.1. Acidos

Los desinfectantes &cidos funcionan destruyendo los enlaces de los acidos
nucleicos y precipitando las proteinas. Los acidos también cambian el pH del ambiente
haciéndolo perjudicial para muchos microorganismos (Maris, 1995). Las soluciones
concentradas de acidos pueden ser causticas, causar quemaduras quimicas y pueden ser
téxicas en altas concentraciones en el aire. Estas caracteristicas limitan su uso. La
actividad antimicrobiana de los acidos depende en gran medida del pH. Los acidos tienen
un uso definido, pero limitado como desinfectantes.

El acido acético generalmente se vende como acido acético glacial (95 % de acido
aceético) que luego se diluye con agua para obtener una concentracién de solucién de
trabajo del 5 %. La forma concentrada es corrosiva para la piel y los pulmones, pero la
dilucion tipica (5 %) se considera no téxica y no irritante. El 4cido acético generalmente se
aplica rociando, rociando o sumergiendo un articulo en una solucién diluida. El vinagre
doméstico es una solucion de acido acético al 4-5 % (por volumen). El 4cido acético tiene
poca actividad en presencia de materia organica (Morley, 2002).

8.2.2. Alcoholes

Los alcoholes son agentes antimicrobianos de amplio espectro que danan los
microorganismos al desnaturalizar las proteinas, causando dafio a la membrana vy lisis
celular (Ewart, 2001). Los alcoholes se utilizan para la desinfeccion de superficies,
lociones antisépticas topicas y desinfectantes para manos. Los alcoholes se consideran
de accién rapida capaces de matar a la mayoria de las bacterias dentro de los cinco
minutos posteriores a la exposicion, pero tienen una actividad virucida limitada y son
ineficaces contra las esporas. El etanol se considera virucida; el isopropanol no es eficaz
contra los virus no envueltos.

Una consideracién importante con los alcoholes es la concentracion utilizada,
siendo 6ptima 70-90 %, ya que se mejora la penetracion en el protoplasma bacteriano.
Las concentraciones mas altas (95 %) son en realidad menos efectivas porque se
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requiere cierto grado de agua para la eficacia (Ewart, 2001; Quinn y Markey, 2001). Los
alcoholes se evaporan rapidamente pero no dejan residuos. La actividad de los alcoholes
esta limitada en presencia de materia organica. Los alcoholes son altamente inflamables,
pueden dafar el caucho y el plastico y pueden ser muy irritantes para la piel lesionada
(Ewart, 2001, Morley, 2002).

8.2.3. Aldehidos

Los aldehidos son desinfectantes de amplio espectro altamente efectivos, que
generalmente logran la esterilizacion al desnaturalizar las proteinas y alterar los acidos
nucleicos (Ewart, 2001; Maris, 1995). Los agentes mas utilizados son el formaldehido y el
glutaraldehido (Quinn y Markey, 2001). Los aldehidos no son corrosivos para los metales,
el caucho, el plastico y el cemento, y son efectivos contra bacterias, hongos, virus,
micobacterias y esporas (Jeffrey, 1995; Morley, 2002). Estos quimicos son altamente
irritantes, téxicos para humanos o animales por contacto o inhalacién, y son
potencialmente cancerigenos; por lo que su uso es limitado (Quinn y Markey, 2001;
Green, 1998). Si se usan estos productos quimicos, se debe usar equipo de proteccion
personal (es decir, guantes de nitrilo, botas resistentes a liquidos, proteccion para los
0jos).

El formaldehido o formol se utiliza como desinfectante de superficies y fumigante y
se ha utilizado para descontaminar superficies de madera, ladrillos y grietas de equipos
electronicos y mecanicos. (Ewart, 2001). La eficacia del formaldehido depende de la
humedad relativa y la temperatura; lo 6ptimo es una humedad cercana al 70 % y una
temperatura cercana a los 14 °C. La formalina es una solucion al 37 % de formaldehido
en agua (Dvorak. 2008).

El glutaraldehido es un bactericida de accién rapida y mas potente que el formol
frente a bacterias, virus y algunos hongos y esporas y se usa principalmente como
desinfectante para equipos médicos (por ejemplo, endoscopios), pero puede proporcionar
esterilizacién en tiempos de contacto prolongados (Ewart, 2001). Para la desinfeccion de
alto nivel se utiliza una concentracién del 2 % (Quinn y Markey, 2001). Su eficacia
depende en gran medida del pH y la temperatura, y funciona mejor con un pH superior a 7
y temperaturas altas. Se considera mas eficaz que el formaldehido en presencia de
materia organica, jabones y aguas duras (Quinn y Markey, 2001; Green, 1998).

8.2.4. Alcalis

Los agentes alcalinos funcionan saponificando los lipidos dentro de las envolturas
de los microorganismos (Maris, 1995). La actividad de los compuestos alcalinos es lenta,
pero puede incrementarse elevando la temperatura. Los alcalis tienen buenas
propiedades microbicidas, pero son agentes muy corrosivos y se deben utilizar elementos
de proteccion personal (Jeffrey, 1995).
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El hidréxido de sodio (sosa caustica) es un alcali fuerte que se usa para
desinfectar edificios, pero es altamente caustico. Se debe usar ropa protectora, guantes
de goma y anteojos de seguridad al mezclar y aplicar el producto quimico. El hidroxido de
sodio siempre debe agregarse cuidadosamente al agua. Nunca vierta agua en hidréxido
de sodio; se producira una reaccion muy violenta, asi como la produccién de calor intenso
que puede derretir los envases de plastico. El hidroxido de sodio es corrosivo para los
metales. Se considera un desinfectante eficaz contra la fiebre aftosa (Dvorak. 2008).

El hidroxido de amonio es un desinfectante eficaz contra los quistes de coccidios,
sin embargo, las soluciones fuertes emiten vapores intensos Esta sustancia no se
considera eficaz contra la mayoria de las bacterias. La desinfeccion general debe seguir
al uso de este compuesto (Quinn y Markey, 2001).

El carbonato de sodio se ha utilizado en una soluciéon caliente (82 °C) para
desinfectar edificios que albergan animales con fiebre aftosa. Es mas efectivo como
limpiador que como desinfectante, ya que carece de eficacia contra algunas bacterias y la
mayoria de los virus (Quinn y Markey, 2001). Tiene poca actividad en presencia de
material organico y puede desactivarse con agua dura. Puede ser irritante y requiere ropa
protectora y es dafiino para la vida acuéatica.

El 6xido de calcio (cal viva) se convierte en cal cuando se mezcla con agua. Esto
tiene efectos biocidas sobre algunas bacterias y virus y, a veces, se esparce por el suelo
después de la despoblacion de las instalaciones infectadas y también se ha utilizado para
retardar la putrefaccion de los cadaveres enterrados después de la despoblacion.
(Dvorak. 2008).

8.2.5. Biguanidas

Las biguanidas son perjudiciales para los microorganismos al reaccionar con los
grupos cargados negativamente en las membranas celulares, lo que altera la
permeabilidad (Quinn y Markey, 2001; Maris, 1995). Las biguanidas tienen un amplio
espectro antibacteriano; sin embargo, tienen una eficacia limitada contra los virus y no son
esporicidas, micobacteriocidas ni fungicidas (Quinn y Markey, 2001; Jeffrey, 1995). Las
biguanidas solo pueden funcionar en un rango de pH limitado (5-7) y se inactivan
facilmente con jabones y detergentes. Estos productos son téxicos para los peces y no
deben descargarse al medio ambiente.

La clorhexidina es un derivado clorofenilbiguanidico, cuyo espectro de accién
abarca bacterias gram positivas y gram negativas (mas efectivo sobre las primeras),
actuando sobre la membrana celular. Es esporostatico solo al elevar la temperatura, y
también posee actividad sobre algunos hongos como Candida y algunos virus, siendo
poco activo sobre micobacterias (Font, 2001).
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8.2.6. Hal6égenos

Los compuestos halogenados son compuestos de amplio espectro que se
consideran de baja toxicidad, bajo costo y faciles de usar. Pierden potencia con el tiempo
y no son activos a temperaturas superiores a los 43 °C o a pH altos (>9) (Jeffrey, 1995).
Dado que estos compuestos pierden actividad rapidamente en presencia de desechos
organicos, luz solar y algunos metales, deben aplicarse sobre superficies completamente
limpias para su desinfeccion (Kennedy et al., 2000; Shulaw, 2001; Green, 1998; Grooms,
2003).

Los compuestos de cloro funcionan a través de su naturaleza electronegativa para
desnaturalizar proteinas (Maris, 1995) y se consideran de amplio espectro, siendo
efectivos contra bacterias, virus con y sin envoltura, micobacterias y hongos. En
concentraciones elevadas, los compuestos de cloro pueden ser esporicidas (Kennedy et
al., 2000; Grooms, 2003). El hipoclorito de sodio (NaOCI) es uno de los desinfectantes
que contiene cloro mas utilizados. El blanqueador de cloro comercial contiene hipoclorito
de sodio al 5,25 % en solucién acuosa y 50.000 ppm de cloro disponible (Grooms, 2003;
Maris, 1995). La actividad biocida esta determinada por la cantidad de cloro disponible de
la solucion. Las concentraciones bajas (2 a 500 ppm.) son activas contra bacterias
vegetativas, hongos y la mayoria de los virus. Se puede obtener una accién esporicida
rapida alrededor de 2.500 ppm, sin embargo, esta concentracion es muy corrosiva, por lo
que debe limitarse su uso. Las altas concentraciones también son irritantes para las
mucosas, los ojos y la piel (Grooms, 2003; Kennedy et al., 2000). Los compuestos de
cloro se inactivan rapidamente con la luz y algunos metales, por lo que siempre se deben
usar soluciones frescas. Los hipocloritos nunca deben mezclarse con acidos o amoniaco,
ya que esto provocara la liberacién de cloro gaseoso toxico (Shulaw, 2001).

Los compuestos de yodo son de amplio espectro y se consideran efectivos para
una variedad de bacterias, entre ellas micobacterias, hongos y virus (Jeffrey, 1995). Los
yodos funcionan desnaturalizando las proteinas para interferir con los sistemas
enzimaticos de los microorganismos (Maris, 1995). Los yodos, a menudo, se formulan con
jabones y se consideran relativamente seguros (Grooms, 2003). Los compuestos de yodo
concentrado pueden ser irritantes para la piel, pueden manchar la ropa o dafar el caucho
y algunos metales. Los agentes de yodo son inactivados por compuestos de amonio
cuaternario y desechos organicos (Shulaw, 2001).

Los yodoforos son complejos de yodo que tienen una mayor solubilidad y una
liberacion sostenida de yodo. Uno de los yodéforos mas utilizados es la povidona yodada.
Son buenos para uso general y la materia organica los inactiva menos facilmente que los
compuestos de yodo elemental. La dilucion de yoddforos en realidad aumenta la
concentracion de yodo libre y la actividad antimicrobiana (Dvorak. 2008).
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8.2.7. Agentes oxidantes

Los agentes oxidantes son compuestos basados en peréxidos de amplio espectro
que funcionan desnaturalizando las proteinas y los lipidos de los microorganismos (Maris,
1995). Los compuestos de perdxidos varian en su rango microbicida, pero se consideran
efectivos en superficies y equipos duros. En su forma diluida, estos agentes son
relativamente seguros, pero pueden ser irritantes y dafiar la ropa cuando se concentran
(Grooms, 2003).

El peroxido de hidrégeno en el hogar esta en forma diluida (3-10 %), mientras que
el uso industrial involucra soluciones concentradas (30 % o mas). En una concentracion
del 5-20 %, el peroxido de hidrégeno se considera bactericida, virucida (los virus no
envueltos pueden ser resistentes), fungicida y en altas concentraciones esporicida. Su
actividad contra micobacterias es limitada (Jeffrey, 1995). Se inactiva faciimente mediante
las catalasas celulares.

El 4cido peracético es un agente oxidante fuerte y es una formulacion de peroxido
de hidrogeno y acido acético. Se considera bactericida, fungicida, esporicida y virucida
(Quinn y Markey, 2001; Jeffrey, 1995). También es efectivo contra micobacterias y algas y
tiene cierta actividad en presencia de materia organica.

8.2.8. Fenoles

Los fenoles son desinfectantes de amplio espectro que funcionan desnaturalizando
las proteinas e inactivando las enzimas unidas a la membrana para alterar la
permeabilidad de la pared celular de los microorganismos. Los fenoles pueden ser
derivados del alquitran de hulla o formulaciones sintéticas y generalmente tienen una
apariencia lechosa o turbia cuando se agregan al agua, asi como un fuerte olor a pino
(Kennedy et al., 2000; Shulaw, 2001; Grooms, 2003). Los fenoles se formulan
normalmente en soluciones jabonosas para aumentar su poder de penetracion y, en
concentraciones del 5 %, se consideran bactericidas, tuberculocidas, fungicidas y
virucidas para los virus envueltos (Jeffrey, 1995). Los fenoles no son efectivos contra virus
sin envoltura y esporas y mantienen su actividad en agua dura y en presencia de materia
organica, y tienen alguna actividad residual después del secado. Los desinfectantes
fendlicos son generalmente seguros para los humanos, pero la exposicion prolongada a la
piel puede causar irritacion (Kennedy et al., 2000). Las concentraciones superiores al 2 %
son altamente toxicas para todos los animales, especialmente para los gatos. Existen
muchos derivados del fenol: los alquilfenoles (timol, cresol, xilenol), los bifenoles
(triclosan), nitrofenoles (acido picrico), fenolsalicilicos (acido salicilico), fenoles con
halégenos (hexaclorofeno) y polifenoles (resorcina, guayacol). El triclosan actua sobre la
membrana celular, impidiendo el aporte de nutrientes. Es activo frente a bacterias gram
positivas y gram negativas (Dvorak. 2008). Por su parte, el cresol (tricresol) es una mezcla
de los tres isémeros (orto, meta y para), con predominio del meta. Es hasta 10 veces mas
potente que el fenol y muy irritante, por lo que sélo se emplea como desinfectante para
uso hospitalario y doméstico en solucién jabonosa al 50 % (Dvorak. 2008).
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8.2.9. Compuestos de amonio cuaternario

También conocidos como “quats” o QAC, estos compuestos son detergentes
cationicos que son atraidos por las superficies cargadas negativamente de los
microorganismos, donde se unen de manera irreversible a los fosfolipidos en la
membrana celular y desnaturalizan las proteinas, lo que afecta la permeabilidad (Maris,
1995). Los QAC pueden ser de diferentes "generaciones" segun su quimica, siendo las
generaciones posteriores mas germicidas, menos espumantes y mas tolerantes a las
cargas organicas. Los QAC son altamente efectivos contra bacterias Gram positivas y
tienen buena eficacia contra bacterias Gram negativas, hongos y virus envueltos. No son
efectivos contra virus no envueltos o micobacterias y se consideran esporostaticos, pero
no esporicidas (Kennedy et al., 2000; Grooms, 2003; Jeffrey, 1995). Los QAC tienen algun
efecto residual, manteniendo las superficies bacteriostaticas por un breve tiempo. Son
mas activos a pH neutro o ligeramente alcalino, pero pierden su actividad a pH inferior a
3,5. Los QAC se consideran estables en el almacenamiento, pero, en general, se
inactivan facilmente con materia organica, detergentes, jabones y agua dura (esto puede
variar con la "generacion"). Los QAC son tdxicos para los peces y no deben descargarse
en fuentes de agua. El cloruro de benzalconio es bactericida o bacteriostatico, segun la
concentracién que se utilice. Es mas activo frente a bacterias Gram positivas que Gram
negativas, también sobre algunos protozoos, hongos y virus. No tiene accién sobre
esporas (Font, 2001).

9. BIOPELICULAS

Desde su evolucién, las bacterias han existido en dos estados separados: el
estado planctonico (flotacién libre) y el estado sésil (adherido a una superficie) (Bjarnsholt
et al., 2013). Las bacterias exhiben rasgos diferentes entre estos dos estados porque la
unioén bacteriana a una superficie provoca un cambio rapido en los niveles de expresion
de varios genes asociados con la maduracién y produccién de exopolisacarido (EPS),
también conocido como “limo” o EPS bacteriano. Se produce una barrera protectora
debido a esta transicién, que comienza inmediatamente después de que las bacterias
colonizan las superficies bibticas y abiéticas (Bjarnsholt et al., 2013; Gupta et al., 2016).
Esta barrera protege a las bacterias de los mecanismos de defensa naturales del huésped
y de amenazas externas, como los antibiéticos. Anthony van Leeuwenhoek observé por
primera vez bacterias asociadas a la superficie, pero la palabra "biopelicula" no se utilizd
ni se definid hasta un manuscrito de Costerton et al. en 1978. La importancia de las
biopeliculas fue reconocida por la Sociedad Estadounidense de Microbiologia en 1993.
Costerton et al. en 1999 caracterizaron mas completamente la biopelicula como una
poblacién organizada de microbios encerrados en una matriz polimérica producida por el
microbio que se adhiere a una superficie. Las biopeliculas impactan todas las facetas de
la vida humana, desde la salud publica hasta las preocupaciones industriales, e impactan
la economia, el uso de energia, la degradacion de los equipos, los productos
contaminados y las infecciones. La microscopia de barrido confocal ha ayudado a los
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cientificos a comprender la estructura extraordinariamente intrincada de las biopeliculas.
El uso de estas tecnologias de vanguardia ha descubierto que las biopeliculas son
poblaciones complejas de células envueltas en una matriz de EPS con canales de agua
permeables y depdsitos uniformes de células y limo recolectado (Sharma et al., 2023).

La comprensiéon moderna de este tema define las biopeliculas como una estructura
compleja inmovil que comprende una o multiples especies de bacterias, células huésped y
subproductos celulares, con las células unidas irreversiblemente al sustrato y rodeadas
por una sustancia polimérica extracelular producida por las bacterias. Una superficie que
proporciona humedad y nutrientes es el entorno ideal para el desarrollo de biopeliculas. El
microorganismo que vive como parte de la biopelicula muestra rasgos caracteristicos,
como la cooperacion colectiva, la captura de fuentes y una mayor supervivencia frente al
tratamiento con antimicrobianos (Sharma et al., 2023). La complejidad de la actividad y el
comportamiento de las biopeliculas requieren investigacion multidisciplinar para
desarrollar una solucion eficaz contra la devastacién que puede causar esta estructura.
En comparacion con las biopeliculas de una sola especie, las biopeliculas de multiples
especies mostraron caracteristicas nuevas a través de interacciones entre especies:
mayor masa de biopelicula, mayor recuento de células de la comunidad, mayor actividad
metabdlica de los miembros de la comunidad, mayor tolerancia a los antimicrobianos y
cambios en la organizacion y estructura espacial (Sadiq et al., 2021).

Un aspecto muy importante de las biopeliculas de Salmonella spp. en la
produccién avicola primaria es que pueden ser reservorios potenciales de este patégeno
en las granjas y en las plantas de procesamiento de alimentos, avanzando asi a través de
la cadena alimentaria a través de la contaminacién de los alimentos (Schonewille et al.,
2012). La adhesion de Salmonella spp. a las superficies de los alimentos fue el primer
informe publicado sobre la biopelicula bacteriana transmitida por los alimentos (Duguid et
al.,1966). A pesar de las posibilidades de combate, es importante comprender que la
propiedad de formacién de biopeliculas esta en funcién de la adaptacién al entorno del
huésped. Dado que el biofilm también puede formar un habitat para Salmonella spp. en
entornos agricolas y no solo en entornos de laboratorios, su control es de suma
importancia para la mejora general de la seguridad alimentaria. Se debe prestar especial
atencioén a los entornos que son notoriamente dificiles de descontaminar, por ejemplo, las
fabricas de piensos y la produccion avicola primaria (Schonewille et al., 2012).

9.1. ESTRUCTURAS Y ETAPAS IMPLICADAS EN LA FORMACION DE
BIOPELICULAS DE SALMONELLA SPP.

Las biopeliculas son estructuras complejas de microorganismos y numerosos
factores estan involucrados en el proceso de formacién, como el pH, la temperatura, el
tipo de material y la rugosidad de la superficie, la presencia de compuestos organicos e
inorganicos, la condicion de los flujos dinamicos, la presién osmatica, la concentracion de
oxigeno, la concentracion y biodisponibilidad de nutrientes y presencia de agentes
antimicrobianos en el medio (Donlan, 2002). Las caracteristicas fisicas de la superficie
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sélida en la industria de procesamiento de alimentos son muy importantes para la
formacion de biopeliculas porque influyen en la adherencia inicial, que depende de la
tension superficial critica de la superficie sélida (Bryers, 1987). La secuencia de eventos
en la formacion de biopeliculas en diferentes superficies esta regulada por la expresién
génica y la deteccion de quérum (Banerjee y Ray, 2016).

El modelo actual de formacién de biopeliculas se muestra en la Figura 2. El
proceso comienza cuando las bacterias plancténicas se adhieren a la superficie en la
union inicial. En este paso, las bacterias que flotaban en el medio liquido se convirtieron
en bacterias sésiles. Estas células adherentes poseen so6lo una pequena cantidad de
sustancia polimérica extracelular (EPS) y muchas son capaces de moverse de forma
independiente mediante movimientos espasmaédicos o deslizantes mediados por flagelos.
En esta etapa, la adhesion es reversible y muchas de las células pueden desprenderse de
la superficie y volver al estilo de vida plancténico. En una segunda etapa, el cambio de
union reversible a irreversible es un cambio de una interaccion débil de la bacteria con la
superficie a una union permanente con la presencia de EPS (Stoodley et al., 2002). La
monocapa adjunta comienza a crecer y forma una microcolonia. La produccién de EPS
ayuda a fortalecer el vinculo entre las bacterias y el sustrato y estabiliza la colonia de
cualquier estrés ambiental. El biofilm se convierte en una estructura organizada que
puede ser plana o con forma de hongo, segun la fuente de nutrientes. Los genes
especificos se expresan en esta etapa, incluidos los genes que codifican proteinas
involucradas en la traduccién, el metabolismo, el transporte y/o secreciéon de membrana y
la regulacion génica (Srey et al, 2013). En esta etapa, la maduracion se produce
mediante la sefalizacién de deteccion de quérum. Algunas bacterias del biofilm pueden
disociarse y pasar al medio lo que genera la dispersion del biofilm (Latasa et al., 2006; Shi
y Zhu, 2009). La influencia externa puede desencadenar procesos internos del biofilm,
como la degradacion enzimatica endogena o la liberacion de EPS o proteina de union a la
superficie, y esto posiblemente provoque el desprendimiento del biofilm (Srey et al.,
2013).
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Figura 2. Etapas en la formacioén de biopeliculas (Zhao et al., 2023)
A Adhesion reversible; B Adhesion irreversible; C Las células bacterianas sintetizan
y secretan sustancia polimérica extracelular (EPS); D Maduracién; E Dispersion.
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Los estudios han encontrado que los componentes de la superficie celular
bacteriana, como la celulosa, los flagelos y las fimbrias, son importantes para la unién de
Salmonella spp. a los productos frescos (Kroupitski et al., 2009). Los flagelos son
apéndices superficiales largos y delgados que se extienden hasta 20 ym y que son
importantes para la motilidad y la quimiotaxis. Las bacterias usan flagelos para moverse a
lo largo de la superficie de la planta antes de encontrar un sitio de unién favorable. Las
fimbrias son apéndices proteicos finos, similares a cabellos, que contienen adhesinas en
sus puntas con afinidad por diferentes moléculas de azucar y pueden tener varios
micrémetros de largo. La celulosa, que consta de unidades de glucosa unidas a 8 (1—-4)
secretadas por células bacterianas, puede dificultar la rotacion flagelar y limitar la
motilidad bacteriana. La produccién tanto de fimbrias como de celulosa esta regulada por
el gen csgD en Salmonella spp. (Tan et al., 2016).

Algunas estructuras son necesarias para el desarrollo de biopeliculas en diferentes
bacterias no relacionadas: exopolisacaridos (celulosa, poli-B-1,6-N-acetilglucosamina)
para formar la matriz de biopelicula, que estan reguladas por el mismo segundo
mensajero c-di-GMP y un grupo de proteinas de superficie llamadas Bap (proteina
asociada a biopelicula) para promover la adhesion a la superficie bidtica y/o abidtica. Bap
participa en el paso de unidn primaria y en la agregacion célula a célula en la maduracion
del biofilm (Latasa et al., 2006). El papel de BapA es complementario al de las fimbrias en
la conexion de células en Salmonella spp., ya sea fortaleciendo la interaccion mediada por
fimbrias o permitiendo las interconexiones de bacterias separadas por largas distancias.
Aparentemente, es necesario mediar el reclutamiento bacteriano en la pelicula de
biopelicula. BapA se secreta a través de un sistema de secrecion de proteinas de tipo |
(BapBCD) situado aguas abajo del gen bapA y se encontré que estaba débilmente
asociado con la superficie celular. BapA debe secretarse para el desarrollo de
biopeliculas. La expresion de bapA esta coordinada con la de genes que codifican curli
fimbriae y celulosa, mediante la accion de csgD (Latasa et al., 2005). Tanto la sintesis de
curli como la de celulosa estan correguladas por una red reguladora compleja, en la que
el regulador de tipo LuxR CsgD juega un papel clave (Rémling et al., 2000). CsgD también
promueve la produccion de celulosa a través de la transcripcion de adrA, un gen que
codifica un miembro de la familia de proteinas GGDEF involucrado en la activaciéon
postranscripcional de la sintesis de celulosa mediada por c-di-GMP (Rémling et al., 2000;
Zogaj et al., 2001; Garcia et al., 2004; Simm et al., 2004). Las cepas de Salmonella spp.
que no pueden sintetizar celulosa no pueden formar biopeliculas y esto no puede
compensarse con la sobreproduccion de BapA (Latasa et al., 2005).

Las mediciones de la expresién génica utilizando indicadores de luciferasa
indicaron que la produccién de fimbrias agregativas finas (Tafi) puede iniciar la formacion
de patrones superficiales de colonias caracteristicos del morfotipo rdar (rojo, seco y
rugoso) cuando se cultivan en medios que contienen rojo congo. Este morfotipo es un
fenotipo multicelular caracterizado por fimbrias y formacién de patrones de colonias
mediadas por celulosa; lo que potencia la resistencia de Salmonella spp. a la desecacion
en ausencia de nutrientes (White et al., 2006). EI morfotipo rdar es el estado de
biopelicula mejor caracterizado, es un comportamiento multicelular coordinado y
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proporciona una ventaja de supervivencia a través de una mayor resistencia a la
desecacion y desinfeccion (White et al.,, 2006), lo que permite que las células sobrevivan
durante varios afos (Apel et al., 2009). Se supone que este morfotipo representa un
estado mas significativo en la transmision de Salmonella spp. entre huéspedes (White y
Surette, 2006). Ademas, esta controlado principalmente por la expresién de los operones
divergentes agfDEFG y agfBAC (csgDEFG/BAC), que codifican fimbrias agregativas
delgadas (Tafi o curli) (Hammar et al., 1995; White et al., 2006). AgfD es un regulador
positivo de la produccién de Tafi al activar la transcripcion de agfB y estimula la
produccion de celulosa mediante la activaciéon transcripcional de adrA (Hammar et al,,
1995). La formacion de biopeliculas de Salmonella spp. aun no se comprende
completamente en términos de predisposiciones genéticas y efectos de las condiciones
ambientales. Teniendo en cuenta la cantidad de industrias afectadas negativamente por el
desarrollo de biopeliculas, es probable que la investigacion en la formacion de
biopeliculas mantenga el interés industrial en el futuro.

9.2.METODOS DE DETECCION Y CUANTIFICACION DE BIOPELiCULAS
PRODUCIDAS POR MICROORGANISMOS

Se han desarrollado numerosas metodologias basadas en diferentes
aproximaciones para la deteccion y analisis de la formacion de biopeliculas por parte de
microorganismos. Estas técnicas estan dirigidas a evaluar viabilidad (cuantificacién de
células viables), componentes de matriz extrapolimérica (deteccién especifica de
sustancias extrapoliméricas, EPS) o biomasa (evaluacién de EPS y bacterias, tanto vivas
como muertas) (Peeters et al., 2008).

La tincidon con cristal violeta (CV) se utiliza para la deteccion y cuantificacion de la
biomasa del biofilm (Christensen et al., 1985). EI CV es un colorante proteico basico que
tine las moléculas de superficie con carga negativa y la matriz extracelular de
polisacaridos tanto de EPS como de células viables y muertas. Permite la cuantificacion
del biofilm total, sin distinguir células vivas y muertas (Pitts et al., 2003). Esta tincion ha
demostrado ser una técnica sencilla, rapida y econdmica para estudiar de forma rutinaria
la formacion de biopeliculas. Sin embargo, la principal desventaja es su baja repetitividad,
principalmente debido al desprendimiento y remocién de biomasa durante el paso de
lavados para la eliminacion de células y el colorante se desliga del biofilm (Gémez-Suarez
et al., 2001). Esta pérdida de biomasa puede reducirse mediante fijaciones con etanol
absoluto, metanol o calentamiento (1 hora a 60 °C) antes de la tincion (Stepanovi¢ et al.,
2007). El método de enumeracién de recuento de colonias (CCEM) es la técnica mas
utilizada para evaluar células vivas y se basa en la capacidad de las bacterias para la
divisién celular inicial y forma colonias en medios de agar (Donlan y Costerton, 2002). Sin
embargo, esta técnica presenta ciertas limitaciones: por un lado, la fraccion de células
separadas del biofilm para hacer la enumeracién podria no ser representativa de las
células viables en el biofilm y, por el otro, el estrés ambiental puede inducir en las
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bacterias un estado viable pero no cultivable, debido a alteraciones en el metabolismo
(Shen et al., 2010).

Existe una gran diversidad de técnicas utilizadas para la determinacion de
biopeliculas entre las cuales se pueden nombrar los ensayos colorimétricos que utilizan
sales de tetrazolio como  2,3-Bis-(2-Metoxi-4-Nitro-5-Sulfofenil)-2H-Tetrazolio-5
Carboxanilida (Xu et al, 2016; Riss et al.,, 2013) y resazurina (Peeters et al., 2008).
También se utilizan diferentes técnicas de microscopia para la visualizacién y estudio de
biopeliculas. La microscopia de barrido laser confocal (CLSM) es probablemente la
microscopia de fluorescencia mas utilizada para estudiar biopeliculas, lo que permite
evaluar la estructura espacial de las biopeliculas y visualizar la distribucion de las células
en la matriz de biopeliculas (Neu y Lawrence, 2014) y la microscopia electronica de
barrido (SEM, por sus siglas en inglés) se basa en la dispersion superficial y la absorcion
de electrones que logran una gran profundidad que produce una apariencia tridimensional
y permite la visualizacién de biopeliculas especiales conocidas y la distribucion de
bacterias y EPS dispersos en biopeliculas (Hasan et al., 2015). SEM se ha utilizado para
estudiar la capacidad de las bacterias para desarrollar biopeliculas en diferentes sustratos
y varias condiciones ambientales (Pande et al., 2016; De Oliveira et al., 2014).

Como se mencioné anteriormente, la formaciéon de biopeliculas es un proceso
complejo regulado por varios conjuntos de genes involucrados en la produccion vy
adhesion de la matriz extracelular. Se han realizado técnicas moleculares no solo para la
deteccion de la formacioén de biopeliculas, sino también para estudiar los mecanismos de
regulacién involucrados en la formacion de biopeliculas por parte de Salmonella spp. La
expresion relativa de genes involucrados en la produccion de curli, fimbrias y celulosa
(csgD, csgB, adrA y bapA) ha permitido detectar la formacion de biopeliculas por
Salmonella spp. en cascaras de huevo (Pande et al., 2016).

Debido a la problematica que representa la formacién de biopeliculas en la
industria, se han desarrollado nuevas metodologias para su deteccion y estudio en esta
area. La Tomografia de Coherencia Optica (OCT) es una metodologia basada en la
interferencia que se produce entre la luz reflejada y dispersada por la muestra
(biopelicula) y la luz de referencia. Otra metodologia, la técnica de imagenes
hiperespectrales, se basa en la integracion de sefales de fluorescencia espectral
obtenidas después de la radiaciéon UV de la muestra y se ha utilizado para la deteccion de
biopeliculas de E. coli O157:H7 y Salmonella spp. en varias superficies (Jun et al., 2010).
Basados en esta tecnologia, se han utlizado sistemas portatiles de imagenes
hiperespectrales que detectan la fluorescencia en 3 longitudes de onda para monitorear la
desinfeccioén de superficies en la industria (Wiederoder et al., 2013).

Existen diferentes productos comerciales para detectar biofilms en superficies
abiertas y son una herramienta eficaz para el control de la higiene. Por ejemplo, BioFinder
(Itram Higiene®), TBF® 300 y TBF® 300S (Betelgeux) son productos especializados para
la deteccion de biofilm mediante una simple inspeccion visual basada en la muerte
selectiva de la matriz exopolimérica del biofilm producida por diferentes tipos de
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microorganismos. Gracias a su sencilla aplicacién y tipo de respuesta, no requiere
manipulacién por parte de personal técnico (Itram Higiene, 2020, Betelgeux, 2020).

9.3. IMPORTANCIA DE LAS BIOPELICULAS EN LA INDUSTRIA AVICOLA

La eliminacion de Salmonella spp. de los galpones de produccion intensiva de
huevos y pollos parrilleros es una tarea dificil (Davies y Breslin, 2003; Gradel et al., 2005).
Los principales riesgos de contaminacion por Salmonella spp. de las parvadas de aves de
corral pueden ser el estado de Salmonella spp. de la parvada anterior (Rose et al., 2000);
limpieza y desinfeccion ineficientes durante el periodo entre crianzas (Rose et al., 2003;
Davies y Breslin, 2003; Gradel et al., 2005); presencia de Salmonella spp. en pollitos
bebes (Cardinale et al., 2004); cama (Rojas et al., 2002), alimento y agua contaminada
(Heyndrickx et al., 2002); presencia de portadores contaminados (Davies y Breslin, 2003);
roedores, moscas Yy escarabajos; y desinfeccion inadecuada de los camiones del
matadero (Ramesh et al., 2002).

Se ha demostrado que la formacion de biopeliculas de Salmonella spp. confiere
resistencia frente a varios factores de estrés que se encuentran tanto en el entorno del
huésped como en el que no lo es. La industria avicola es intensiva y aplica
consistentemente un sistema de todo dentro y todo fuera con el objetivo de minimizar la
presion de infeccidn y atacar organismos especificos como Salmonella spp. Por lo tanto,
la desinfeccidon durante las pausas de produccion es una parte rutinaria del manejo de los
galpones avicolas. Varios agentes quimicos estan disponibles comercialmente para la
eliminacion de Salmonella spp. Sin embargo, diferentes estudios revelaron que los
métodos de limpieza y desinfeccién fueron ineficaces contra esta bacteria en una
situacion de campo (Ramesh et al., 2002). Rose et al. (2000) y Davies y Breslin (2003)
demostraron que, existe alta prevalencia de Salmonella spp. en muestras ambientales
después de la limpieza y desinfeccién en galpones de gallinas ponedoras en Francia y
Reino Unido, respectivamente, lo que demuestra que la desinfeccidn fue ineficaz contra la
bacteria en una situacion de campo.

Las biopeliculas pueden desempefiar un papel crucial en la supervivencia de
Salmonella spp. en condiciones ambientales desfavorables, como en las granjas avicolas
y los mataderos de pollos (Wang et al, 2013). Pueden formar biopeliculas en los
alimentos producidos, y también en areas de procesamiento y granjas avicolas, como
paredes, pisos, tuberias y drenajes, y en superficies de contacto, como acero inoxidable,
aluminio, nylon, caucho, plastico, poliestireno y vidrio (Steenackers et al., 2012; Vivian,
2014). Las bacterias en biopeliculas generalmente estan bien protegidas contra el estrés
ambiental y, como consecuencia, son extremadamente dificiles de erradicar, lo que
contribuye a la resistencia y persistencia de las bacterias en las superficies. Varios
autores han evaluado en el pasado la adhesion bacteriana y la subsiguiente formacion de
biopeliculas por cepas de Salmonella spp. en superficies abidticas (Steenackers et al.,
2012). Sin embargo, muy pocos informes compararon la capacidad de formar biopeliculas
de los serotipos de Salmonella enterica aislados de aves de corral (Marin et al., 2009;
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Akinola et al., 2020), y no se ha explorado la relacion entre los parametros cinéticos de
crecimiento y la capacidad de formacién de biopeliculas.

Las células bacterianas en biopeliculas expresan propiedades distintas de las
células plancténicas, como una mayor resistencia a los biocidas y antibiéticos a través de
varios mecanismos, como la difusién reducida de las moléculas activas a través de la
biopelicula debido a la matriz polimérica extracelular, alta concentracién de bacterias en la
biopelicula, modificacion del estado fisioldgico: disminucion del metabolismo y de la tasa
de crecimiento (la poblacion que crece mas lentamente puede ser mas resistente),
alteracion de la permeabilidad de la membrana a través de la disminucion de la sintesis
de porinas, induccidn de operones multirresistentes y de bombas de expulsion,
sobreproduccion de enzimas que degradan compuestos antimicrobianos y quiescencia
(Haiby et al., 2010; IFT, 2006; Lewis, 2008; Pan et al., 2006; Shi y Zhu, 2009; Smith y
Hunter, 2008). Aunque las bacterias dentro de las biopeliculas son mas resistentes a los
biocidas y antibidticos, el vinculo entre el uso de biocidas contra las biopeliculas
bacterianas y la posible aparicion de resistencia a los antibidticos no es sencillo (Jurgens
et al.,, 2008; Scenihr, 2009). La resistencia cruzada ocurre cuando un antimicrobiano
selecciona (presidn selectiva) genes que expresan mecanismos de resistencia comunes a
diferentes grupos de antimicrobianos. La impermeabilidad de la barrera y las bombas de
expulsién son los principales mecanismos implicados en la resistencia cruzada entre
biocidas y antibidticos (Thorrold et al, 2007; Tkachenko et al., 2007). Aunque varios
autores reportan interacciones entre biopeliculas bacterianas y el desarrollo de resistencia
a antibidticos y biocidas, se dispone de muy poca informacion sobre la resistencia cruzada
de bacterias sésiles a antibidticos y biocidas. Por ejemplo, se ha observado en cepas de
Salmonella spp. resistencia cruzada entre aditivos (p. e€j., nitrato de sodio) y tetraciclinas,
provocada por una mayor expresion de bombas de expulsién (Potenski et al., 2003). La
proteccion cruzada ocurre cuando la adaptaciéon a un antimicrobiano modifica la respuesta
fisioldgica de la bacteria (p. €j., disminuye su tasa de crecimiento), lo que resulta en una
disminuciéon temporal de la susceptibilidad a varios antimicrobianos no relacionados
(Alonso-Hernando et al., 2009; IFT, 2006; Mah y O'Toole, 2001).

Durante el transporte, las aves pueden eliminar Salmonella spp. y, por lo tanto,
contaminar los contenedores de transporte (Boonprasert et al., 2014). Si los contenedores
no se limpian y descontaminan adecuadamente después del transporte, los
microorganismos depositados del viaje anterior pueden contaminar las parvadas
posteriores transportadas en los mismos contenedores de transporte sucios. Por lo tanto,
es necesario un sistema adecuado de limpieza y descontaminacién de los contenedores
de transporte de aves para garantizar que las aves no estén expuestas a patdogenos en
esta etapa del procesamiento. Varios agentes quimicos estan disponibles comercialmente
para la eliminacion de Salmonella spp. en una situacion de suspension o sin biopelicula.
Sin embargo, la descontaminacién de las superficies de los contenedores de transporte
plantea un desafio diferente, ya que las células bacterianas estan protegidas del
desinfectante por materia fecal (himeda o seca), si los contenedores de transporte no se
limpian previamente de manera adecuada. Carr et al. (1999) encontraron que la mayoria
de los desinfectantes eran ineficaces contra Salmonella spp. en una situacion de campo,
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debido a bacterias persistentemente adheridas y protegidas, probablemente en un estado
de biopelicula. Debido a que la materia organica disminuye su eficiencia, existe una
mayor demanda de desinfectante durante el proceso de descontaminacion. Los
desinfectantes mas efectivos contra las células bacterianas en suspension pueden no ser
tan efectivos cuando se tratan células bacterianas incrustadas en una biopelicula. La
presencia de biopeliculas, asi como la carga organica, aumentara la demanda del
compuesto desinfectante (Maillard et al., 2023).

9.4. RESISTENCIA DE BIOPELICULAS FRENTE A AGENTES QUIMICOS

9.4.1.Desinfectantes

Se han realizado varios estudios para comparar la susceptibilidad entre el biofilm y
las células plancténicas de Salmonella spp. frente a los desinfectantes quimicos. Las
biopeliculas de Salmonella spp. en superficies de plastico, cemento y acero inoxidable
son mucho mas resistentes a los desinfectantes como el cloro y yodo en comparacion con
las células plancténicas (Joseph et al., 2001). Se necesita exposicion a una solucion de
100 ppm de cloro o 50 ppm de yodo durante al menos 15 minutos (dependiendo de la
superficie) para eliminar completamente las biopeliculas, mientras que las células
planctonicas mueren por completo después de la exposicién a una solucion de 10 ppm de
cloro o yodo durante 10 o 5 min, respectivamente. Estos resultados han sido corroborados
por Mgretrg et al. (2009), quienes encontraron que los desinfectantes a base de
hipoclorito (aproximadamente 400 ppm), glutaraldehido y tensioactivos catidnicos
(alquilaminoacetato, cloruro de didecilmetilamonio y cloruro de benzalconio) no mostraron
un efecto suficiente sobre las biopeliculas de Salmonella spp. en superficies de acero
inoxidable a las concentraciones recomendadas para el usuario después de 5 min de
exposicion, mientras que fueron efectivos contra Salmonella spp. en suspension. Sin
embargo, se encontré que la exposiciéon a desinfectantes acidos a base de perdxido y un
producto que contenia 70 % de etanol elimina las biopeliculas después de 5 minutos.
Wong et al. (2010) describieron que las biopeliculas de Salmonella spp. en clavijas de
poliestireno también son menos susceptibles a los desinfectantes gluconato de
clorhexidina, acido citrico, cloruro de benzalconio y otros compuestos de amonio
cuaternario, en comparacion con las células planctdnicas. Sin embargo, se encontré que
el hipoclorito de sodio erradica completamente las biopeliculas en las clavijas de
poliestireno después de 1 minuto de exposicion a una concentracién de aproximadamente
1.300 ppm, mientras que el etanol al 70 % no logroé eliminar las biopeliculas después de 5
minutos de exposicion. Ramesh et al. (2002) concluyeron, a partir de un estudio
comparativo del efecto de diferentes clases de desinfectantes (hipoclorito de sodio, clorito
de sodio, amonio cuaternario, yodo, enzimas y fenol) sobre las biopeliculas de Salmonella
spp. en superficies de acero galvanizado, que un desinfectante a base de hipoclorito con
una concentracion de hipoclorito de sodio de 500 ppm fue el inhibidor de biopelicula mas
efectivo.
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Se han realizado varios estudios para conocer la base mecanica del aumento de la
resistencia de Salmonella spp. a los desinfectantes en biopeliculas en comparacién con
las células plancténicas. Solano et al. (2002) compararon la influencia de 30 ppm de
hipoclorito de sodio en la supervivencia de biopeliculas de SE y mutantes de celulosa
formados sobre vidrio. El 75 % de las células de tipo salvaje sobrevivieron a una
exposicion de 20 min al desinfectante, mientras que solo sobrevivio el 0,3 % de las células
mutantes deficientes en celulosa, lo que indica claramente la funcién protectora de la
celulosa. Ademas, Scher et al. (2005) informaron una mayor resistencia al hipoclorito de
las células de ST formadoras de biopelicula en comparacién con un doble mutante bcsA
csgBA. La celulosa y el curli también parecen jugar un papel en la proteccion de estas
bacterias en el perejil contra la cloracion. Otros mecanismos, como la capacidad de
penetrar en el tejido vegetal o biopeliculas preexistentes y la produccion de diferentes
polisacaridos distintos de la celulosa, posiblemente también proporcionen y/o mejoren la
proteccion contra este tratamiento (Lapidot et al., 2006; Lapidot y Yaron, 2009). En
referencia a ello, White et al. (2006) investigaron la influencia de 60 ppm de clorito de
sodio en células plancténicas en fase estacionaria y colonias rdar de ST que se habian
almacenado durante 3 meses en plastico y se encontré que las colonias secas de ST de
tipo salvaje y una cepa mutante csgA deficiente en curli eran altamente resistentes
(reduccién de menos de 1 log después del tratamiento) en comparacion con las células
plancténicas (reduccién de 6 log), mientras que las colonias mucoides de la cepa bcsA
deficiente en celulosa resultaron ser susceptibles (reduccién logaritmica de 4). Las
colonias csgD fueron incluso mas susceptibles (reduccioén logaritmica de 6), lo que indica
que, ademas de la celulosa, los componentes adicionales regulados por csgD, ademas de
curli, confieren proteccion contra el hipoclorito de sodio. Por otra parte, Stocki et al. (2007)
hallaron que csgD también media la resistencia de las colonias rdar secas a un
desinfectante a base de perdxido de hidrégeno, un desinfectante de amonio cuaternario y
clorofenol, indica que la proteccién por los componentes de la matriz regulada por csgD
parece ser un mecanismo general de resistencia. Tabak et al. (2007) estudiaron el efecto
del desinfectante triclosan sobre Salmonella spp. plancténica (fases logaritmica vy
estacionaria), sobre células asociadas a biopeliculas y sobre bacterias derivadas de
biopeliculas alteradas. Si bien se observo un fuerte efecto del triclosan (1000 pg/ml) en las
células en fase logaritmica, se encontré un efecto menor e idéntico en las células
derivadas de biopeliculas y en fase estacionaria y solo se encontré un efecto débil en las
células asociadas a biopeliculas. La mayor resistencia de las células asociadas al biofilm
en comparacion con las células derivadas del biofilm sugiere que la matriz también juega
un papel importante en la resistencia al triclosan. Esto se corroboré aun mas con el
hallazgo de que las deleciones en los genes que codifican para la sintesis de curli y
celulosa hacen que la biopelicula sea mas susceptible. Ademas, la resistencia al triclosan
se atribuyd a una respuesta adaptativa especifica del biofilm que se obtuvo mediante una
expresion mejorada de acrAB (que codifica una bomba de expulsion) y marA (activador de
acrAB), lo que resulté en un aumento de la expulsién de triclosan y de los genes de
sintesis de celulosa bcsA y besE, lo que resultdé en una mayor produccion de EPS. Varios
estudios encontraron que la resistencia adaptativa también juega un papel en la
resistencia de las biopeliculas de Salmonella spp. contra el cloruro de benzalconio
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(Mangalappalli-lllathu y Korber, 2006; Mangalappalli-lllathu et al., 2008). De hecho, las
biopeliculas adaptadas al cloruro de benzalconio por exposicién a concentraciones
subinhibitorias, durante un cierto periodo de tiempo, adquirieron la capacidad de
sobrevivir a una exposicion normalmente letal de cloruro de benzalconio y luego reanudar
el crecimiento. La adaptacién se produjo simultaneamente con la regulacion positiva de
proteinas claves involucradas en la respuesta al choque por frio, la respuesta al estrés, la
desintoxicacion y un aumento general en la biosintesis de proteinas, lo que explica los
mecanismos responsables de la resistencia adaptativa (Steenackers et al., 2012).

9.4.2. Antibidticos

Ademas de una mayor resistencia a los desinfectantes, las biopeliculas de
Salmonella spp. también confieren resistencia a los antibidticos. Olson et al. (2002)
compararon el efecto de los antibidticos enrofloxacina, gentamicina, eritromicina,
tilmicosina, ampicilina, oxitetraciclina y trimetoprim-sulfadoxina sobre células plancténicas
y sobre biopeliculas preestablecidas en clavijas de poliestireno de aislados clinicos de ST
y Salmonella ser. Bredeney y se encontrd que las poblaciones plancténicas son sensibles
(CIM <20 pg/ml para al menos 1 de los aislamientos) a todos los antibiéticos excepto a la
eritromicina y la tilmicosina, mientras que las biopeliculas de Salmonella spp. solo son
sensibles a la enrofloxacina y la ampicilina (S. ser. Bredeney solamente). Ademas, Tabak
et al. (2009) informaron que las biopeliculas de ST preformadas en microplacas son hasta
2.000 veces mas resistentes a la ciprofloxacina en comparacion con las células
plancténicas. Esto es particularmente preocupante ya que la ciprofloxacina, junto con las
cefalosporinas de tercera generacién, como la ceftriaxona y la cefotaxima, se usa
comunmente para tratar infecciones por Salmonella no tifoidea (Parry y Threlfall, 2008).
Por otro lado, Majtan et al. (2008) probaron el efecto de concentraciones subinhibitorias
de gentamicina, ciprofloxacina y cefotaxima sobre la cantidad de biopelicula formada en
microplacas de poliestireno por aislamientos clinicos de Salmonella spp. Si bien las sub-
CIM de gentamicina y ciprofloxacina redujeron la cantidad de biopelicula formada por
todos los aislamientos probados, se observé un aumento significativo en la formacion de
biopelicula y la produccion de EPS con cefotaxima a Y2 CIM en tres aislamientos. Estos
resultados respaldan la idea de que los antibiéticos no son solo armas bacterianas para
combatir a los competidores, sino también moléculas de sefializaciéon que pueden regular
las comunidades microbianas (Linares, et al., 2006).

Por otro lado, Papavasileiou et al. (2010) investigaron 194 cepas de S. enterica,
aisladas de nifos infectados, por su capacidad para formar biopeliculas en discos de
silicona y compararon las biopeliculas de las cepas aisladas con sus formas plancténicas
correspondientes con respecto a la susceptibilidad a 9 agentes antimicrobianos. Alrededor
del 56 % de las cepas pudieron formar biopeliculas. Las biopeliculas mostraron una
mayor resistencia antimicrobiana a todos los antibiéticos en comparacion con las
bacterias plancténicas, con las tasas de resistencia mas altas para la gentamicina (90 %)
y la ampicilina (84 %). Por otro lado, Miladi et al. (2017) evaluaron la susceptibilidad
antibacteriana y la erradicacion del biofilm del &cido nalidixico en combinacién con tres
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compuestos naturales carvacrol, timol y eugenol , contra doce cepas de ST y mostré una
erradicacion de la biopelicula formada.

9.5. ESTRATEGIAS DE PREVENCION

Dado que la produccion de biofilm les confiere a las bacterias resistencia frente a
los agentes desinfectantes, desarrollar estrategias para prevenir su formaciéon en
ambientes de industrias alimentarias es la mejor manera de erradicarlos (Coughlan et al.,
2016). Ademas de adoptar medidas de limpieza y desinfeccion mas efectivas, debe
tenerse en cuenta el disefio de instalaciones y equipos ya que tienen esquinas, grietas,
valvulas y juntas inaccesibles, que son puntos vulnerables para la acumulacion de
biopeliculas (Chmielewski y Frank, 2003). El uso de equipamiento adecuado junto con
programas de higiene efectivos permite la eliminacion de materiales no deseados, como
microorganismos, residuos de desinfectantes y otros materiales (Dosti et al, 2005;
Simoes et al., 2006).

9.6. ESTRATEGIAS DE ERRADICACION

Una vez que el biofilm ya esta establecido, la accidbn mecanica es una de las
principales medidas para su eliminacion o control (Maukonen et al., 2003), porque la
friccidn actua sobre la ruptura de la matriz, exponiendo capas mas profundas y haciendo
mas accesibles los microorganismos. En general, los desinfectantes no penetran en la
matriz de biopeliculas después de un procedimiento de limpieza ineficiente y, por lo tanto,
no destruyen toda la biopelicula (Simbes et al., 2006), alcanzando solo las capas
externas. Por lo tanto, la limpieza es el primer paso para mejorar el saneamiento de los
equipos e instalaciones (Hayes y Forsythe, 1998). Aunque la utilizacién de altas
temperaturas puede reducir la necesidad de fuerzas mecanicas, se ha reportado que
tratamientos a altas temperaturas no aumentan la eficiencia de eliminacién de biopeliculas
(Marion-Ferey et al., 2003). La erradicacion de las biopeliculas podria lograrse mediante
la combinacion de tratamientos con diferentes espectros y modos de accion (Bridier et al.,
2011). Con este objetivo, se han evaluado numerosos procesos, asociando quimicos,
tratamientos naturales o fisicos. Por ejemplo, una combinacién de triclosan y sales de
amonio cuaternario o furanonas halogenadas, antibidticos/desinfectantes, y nano y
microemulsiones han sido capaces de inhibir la formacién de biopeliculas de Salmonella
spp. (Steenackers et al., 2012).

A su vez, se han desarrollado estrategias alternativas para su erradicacion tales
como la utilizacion de enzimas (Meireles et al., 2016; Coughlan et al., 2016), bacteriéfagos
Gutiérrez et al., 2016; Harper et al., 2014), inhibidores de los sistemas de comunicacién
(quorum sensing). ElI quorum sensing implica reconocimiento de moléculas de
sefalizacién dependiente de la densidad de bacterias, que resultan en la modulacién de
expresion génica (Skandamis y Nychas, 2012). La regulacion de la expresion génica se
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ha propuesto como componente esencial de la fisiologia de los biofilms (Parsek y
Greenberg, 2005). Ramos et al. (2010) han demostrado que sobrenadantes libres de
células de bacterias acido lacticas disminuyen las sefiales de quérum sensing (acyl
homoserin lactonas) producidas por Pseudomonas aeuruginosa, un mecanismo utilizado
por las bacterias para coordinar la formacién de biofilms. Algunos investigadores han
propuesto que la inhibiciéon de la deteccion del quérum puede representar un antibiético
natural (Simdes et al., 2010). Varios inhibidores del quorum sensing, como las furanonas
bromadas, han tenido éxito interfiriendo con la formacion de biopeliculas (Ni et al., 2009;
Sintim et al., 2010).

9.6.1. Probidticos, bacterias acido lacticas y bacteriocinas

El término probidtico es una palabra que significa “a favor de la vida” y se utiliza
para designar las bacterias que tienen efectos beneficiosos para los seres humanos y los
animales. En la actualidad, se define como "microorganismos vivos que, cuando se
consumen en cantidades apropiadas, confieren al huésped efectos saludables” (Hill et al.,
2014). Las investigaciones sobre probioticos se han incrementado significativamente en
los ultimos afios, principalmente aquellas orientadas a la aplicacién en seres humanos y a
la produccién animal. En este sentido, el mayor consumo de probidticos por el hombre es
en la forma de productos lacteos que contienen bacterias acido lacticas y/o
bifidobacterias. Ademas de estas bacterias, algunas levaduras poseen también
propiedades benéficas, siendo el género Saccharomyces el mas documentado (Abid et
al., 2022). En el caso de la produccién animal, los probiéticos pueden aportar beneficios
en la mucosa y microbiota intestinal, disminuir el riesgo de infecciones y el desarrollo de
enfermedades en el tracto digestivo y tener efectos beneficiosos sobre el sistema inmune.
Los probidticos son ingeridos por las aves de corral y crean cambios fisiologicos en la
estructura del tejido intestinal; esto provoca variaciones inmunoldgicas en el tracto
gastrointestinal. Estos cambios inmunoldgicos aumentan la resistencia del animal a las
bacterias patégenas (El Hack et al., 2020).

Las bacteriocinas son péptidos biolégicamente activos producidos por bacterias
que tienen propiedades bactericidas contra cepas de la misma especie y otras especies
relacionadas. Actuan generalmente destruyendo la integridad de la membrana
citoplasmatica mediante la formacién de poros, lo que resulta en un desbalance de
metabolitos o la disipacién de la fuerza motriz de protones necesaria para la produccion
de energia y sintesis de proteinas y acidos nucleicos (Simons et al., 2020,). El peroxido
de hidrégeno es producido por las bacterias acido lacticas constituyendo un mecanismo
de defensa antimicrobiano no especifico. Se ha comprobado que Levilactobacillus (ex
Lactobacillus) brevis, Ligilactobacillus (ex Lactobacillus) salivarius y Lactobacillus gasseri
productores de H,O, que adhirieron a células epiteliales desplazando patégenos
vaginales y co-agregan e inhiben el crecimiento de Gardnerella vaginalis (Mastromarino et
al., 2002). Los acidos organicos tales como el lactico y el acético producidos durante el
metabolismo de las bacterias lacticas han sido ampliamente considerados como factores
antimicrobianos. Se ha demostrado que el sobrenadante de L. casei subsp. rhamnosus
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inhibié el crecimiento de E. coli enterotoxigénica (ETEC) y enteropatogénica (EPEC),
Klebsiella pneumoniae, Shigella flexneri, ST, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus
faecalis y Clostridium difficile (Forestier et al., 2001).

Las bacterias acido lacticas (BAL) formadoras de biofilms se han utilizado como
estrategia para la competencia y exclusién de patégenos transmitidos por alimentos en
entornos de procesamiento de alimentos (Goksel et al.,, 2022). Ouali et al. (2014)
mostraron que las biopeliculas que forman bacterias lacticas funcionan como una barrera
natural o un microorganismo de exclusion competitiva frente a microorganismos presentes
en el ambiente de procesamiento de alimentos, incluyendo Salmonella spp. Varias
investigaciones han mostrado que las bacterias acido lacticas son capaces de formar
biofilms de especies multiples en varios nichos y pueden evitar la radicaciéon de
microorganismos patdgenos de manera eficiente mediante mecanismos de competencia,
antagonismo e inhibicién. Los biosurfactantes son compuestos anfifilicos que pueden ser
producidos por las bacterias acido lacticas y estan implicados en la dinamica de los
biofilms, permitiendo la absorcion y desorcidn bacteriana, crear canales para el flujo de
agua y nutrientes hacia zonas mas profundas del biofilm y en el desprendimiento de las
bacterias para formar biofilm en otros ambientes (Boles et al., 2005). Se ha demostrado
que estos biosurfactantes pueden tener actividad anti-adhesivas e inhibitorias de
patdgenos tales como Escherichia coli, Staphylococcus epidermis, Staphylococcus aureus
y levaduras tales como Candida sp. (Rodrigues et al., 2004, 2006a,b; Gudina et al., 2010).
Por otro lado, se han utilizado biofilms de las bacterias acido lacticas, productores y no
productores de bacteriocinas, como biofilms protectores para el control de patdégenos
como Listeria monocytogenes, ST 'y Escherichia coli O157:H7 formadores de
biofilms, encontrandose una disminucién de hasta seis unidades logaritmicas en los
recuentos de bacterias patdgenas con respecto a los controles. Estos resultados sugieren
que las BAL podrian ser utilizados como una alternativa para el control de la formacién de
biofilms de bacterias patdégenas en la industria alimentaria, sin que esto implique un riesgo
para los consumidores (Gomez et al., 2016).

9.6.2. Proteinas de superficie y metabolitos

Las proteinas de la superficie bacteriana son estructuras que permiten la
interaccion entre ellas o con otras estructuras del medio. Estan especialmente asociadas
a fendémenos tales como autoagregacion, floculacion, colonizacion y formacion de
biofilms, ya que estan involucradas en la adhesion a superficies biéticas como otras
bacterias o células eucariotas y/o superficies abiéticas. En general, las moléculas
superficiales que estan involucradas en la adhesion se denominan adhesinas. Estas
adhesinas pueden encontrarse localizadas sobre la superficie de la pared celular,
formando apéndices celulares proteicos como las fimbrias o formando la capa S. La capa
S es una estructura regular ubicada sobre la superficie externa de la célula, formada por
subunidades de proteina o glicoproteina que se autoensamblan formando una red
cristalina bidimensional de 5 a 25 nm de espesor que cubre por completo al
microorganismo durante todas las etapas del crecimiento (Sleytr et al., 2001).
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Se ha demostrado la presencia de proteinas de capa S en distintos L. kefiri
aislados de kefir (Garrote et al., 2004). Mientras que algunas BAL como L. kefiri presentan
capa S cuyo tamafo puede variar, en otras especies como L. plantarum estas estructuras
estan ausentes. La capacidad de las BAL de adherirse a las superficies e incluso formar
biofilm sumado con las proteinas superficiales con capacidad de autoemsamblarse sobre
diferentes superficies podrian ser utilizados como una estrategia alternativa de biocontrol
de patdgenos presentes en la industria alimentaria, especialmente aquellos capaces de
formar biofilms, como Salmonella spp. Singh et al. (2018) estudiaron la propiedad
antimicrobiana y la formacion de biofilm de bacterias lacticas y los sobrenadantes libres
de células sobre dos cepas patogeénicas Pseudomonas aeuruginosa y Staphylococcus
aureus. Encontraron que los sobrenadantes de diferentes BAL presentaron inhibicion en
el crecimiento de los patdgenos e inhibieron la formacién de biofilm entre un 72-86 % y
que las BAL disminuyeron la actividad metabdlica de los patdégenos estudiados. Dado que
los sobrenadantes neutralizados también inhiben la formacién de biofilm, aunque en
menor grado, se cree que esta capacidad puede ser por efecto conjunto de los acidos y
compuestos proteicos (Singh et al., 2018). Incluso se observa actividad anti-biofilm de las
BAL tratados con calor y de sus sobrenadantes, sin encontrar diferencias significativas
entre las células vivas y las muertas (Ciandrini et al., 2017).
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HIPOTESIS

¢ El conocimiento de la incidencia de Salmonella spp. en granjas de pollos patrrilleros,
gallinas ponedoras y huevo fresco para consumo humano junto a la sensibilidad a los
antimicrobianos de dichas bacterias proporcionara informacién objetiva sobre el estado
de salud de las aves y las caracteristicas microbiolégicas del huevo producido en Entre
Rios. Estos datos permitiran conocer con mayor profundidad la epidemiologia de esta
bacteria.

OBJETIVO GENERAL

e Generar informacion sobre la susceptibilidad de las cepas regionales vigentes de
Salmonella enterica frente a distintas sustancias antimicrobianas, seleccionadas por
sus distintos mecanismos de accion y por su frecuente uso en la produccion avicola
nacional.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Determinar la prevalencia de Salmonella enterica serovariedades Enteritidis (SE),
Typhimurium (ST) y Gallinarum (SG) en granjas de gallinas ponedoras y pollos
parrilleros comerciales de las zonas de mayor concentracion avicola de la provincia de
Entre Rios.

e Evaluar la eficacia de bacterias acido lacticas probiodticas seleccionados en la
prevencion de la formacion de biopeliculas en las cepas de Salmonella spp. que se
aislen en este estudio.

e Caracterizar las cepas de Salmonella spp. de mayor importancia en salud humana y
avicola que se aislen en este estudio con respecto a distintas sustancias
antimicrobianas.

o Estudiar la relacion entre la susceptibilidad a diferentes desinfectantes y la capacidad
de producir biopeliculas (biofiims) en las cepas de Salmonella spp. de mayor
importancia en salud humana y avicola.
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CAPITULO 1

COMPARACION DE TECNICAS UTILIZADAS EN EL
AISLAMIENTO DE SALMONELLA SPP. EN
MUESTRAS DE GUANO DE AVES DE POSTURA
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1. INTRODUCCION

Una granja es un complejo sistema de nichos biolégicos en los que las bacterias,
como Salmonella spp., sobreviven y se multiplican (Guard-Petter, 2001). Salmonella spp.
se ha adaptado y puede sobrevivir en una amplia gama de entornos diferentes, de modo
que un gran numero de infecciones humanas se asocian no sélo con fuentes de alimentos
de origen animal, sino también con mascotas, reptiles, frutas, verduras, legumbres y otros
seres humanos (Centros Control y Prevencion de Enfermedades, 1997; Batz et al., 2012).
Los productos avicolas y asociados con las aves de corral son ampliamente reconocidos
como uno de los vehiculos mas importantes para las infecciones humanas por esta
bacteria (Batz et al., 2012).

Los microorganismos del género Salmonella pueden ingresar a las granjas
avicolas de diferentes maneras, como por ejemplo, a través del alimento o del agua de
bebida, pollitos infectados de un dia, animales domeésticos, humanos, equipo (Gast, 2008;
Shivaprasad, 2003; Gast, 2013). Una vez que la granja esta contaminada, es muy dificil
eliminar las Salmonella spp. del ambiente. Por otro lado, el ave que se infecta con este
patégeno constituye el medio mas importante de persistencia y diseminacion del
microorganismo (Shivaprasad, 2003). En las aves de corral, Salmonella paratifoidea
corresponde a numerosos serotipos de Salmonella spp. méviles (no adaptados al
huésped). Por el contrario, los biovares inmoviles de Salmonella spp. son especificos de
huésped para las especies aviares y dan lugar a la pulorosis, causada por SP, y la tifosis
aviar, causada por SG, enfermedades septicémicas agudas o crénicas que afectan con
mayor frecuencia a los pollitos y aves adultas, respectivamente. Estas dos enfermedades
han causado graves pérdidas econdémicas a los productores avicolas y han hecho que se
pongan en practica extensos programas de control y de erradicacion (Gast, 2008). Las
aves que sobreviven a la tifosis permanecen en la granja como portadoras Salmonella por
materia fecal (Chacana y Terzolo, 2003; Shivaprasad, 2003).

Los serovares comunmente asociados con infecciones humanas son SE y ST
(Foley et al., 2008). Con mayor frecuencia, las infecciones de Salmonella paratifoideas en
pollos se caracterizan por la colonizacion sin signos clinicos en esos animales y en
ocasiones persistente del tracto intestinal y los 6rganos internos, lo que puede conducir a
la contaminacion de la canal terminada. Ademas, SE es la principal serovariedad de
Salmonella spp. asociada con infecciones relacionadas con huevos y sus productos
derivados en el Reino Unido, la mayoria de los paises europeos y América del Norte. Sin
embargo, otras serovariedades también se han visto implicadas en una serie de brotes
asociados con huevos (Threlfall et al., 2014). Mientras que en Argentina, la salmonelosis
(solo fiebre tifoidea), como enfermedad transmitida por alimentos, es de notificacion
obligatoria, segun la ley 15465/60. De acuerdo a la Agencia Gubernamental de Control de
la ciudad de Buenos Aires, entre las bacterias mas frecuentemente encontradas en casos
de intoxicaciones alimentarias en dicha ciudad, Salmonella spp. se encuentra en el cuarto
lugar (AGC, 2011). Caffer y Pichel (2006) evaluaron la situacion epidemioldgica de la
salmonelosis en los brotes hospitalarios en Argentina, desde 1990 a 2005. Segun este
estudio durante ese periodo de tiempo, SE fue el serotipo mas frecuente en humanos,
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excepto durante dos afios: 1991, ano en el cual fue superada por ST y en 1992 por S. ser.
Infantis. En el periodo 2007-2017, de acuerdo a datos obtenidos por el Laboratorio
Nacional de Referencia de Salmonella, las serovariedades mas prevalentes en humanos
en nuestro pais, fueron ST seguida por SE (Caffer, comunicacion personal).

Las aves pueden permanecer portadoras durante largos periodos de tiempo, lo
que plantea un problema importante en la produccién avicola (Williams, 1981). La
transmision vertical de esta bacteria puede resultar en la contaminacion interna o externa
de los huevos. Las cascaras de huevo a menudo se contaminan con Salmonella
paratificas por contaminacion fecal durante la oviposicion. La transmisién horizontal puede
estar mediada por mecanismos que incluyen el contacto directo de ave a ave, la ingestidon
de heces o basura contaminadas, agua contaminada o por personal y equipo. Por tanto,
el guano de las aves infectadas son fuente de bacterias, tanto en transmisién horizontal
como vertical (Gast y Porter, 2020). Por lo tanto, el control de Salmonella spp. en aves de
corral es crucial para el éxito de la industria avicola (Gama et al., 2003). El Plan Nacional
de Sanidad Avicola para Salmonella spp. en varios paises se basa en el muestreo en los
periodos de produccion y cria utilizando muestras de guano y métodos de cultivo en el
procedimiento de laboratorio, como referencia en ponedoras (Kyprianou, 2006; Ministerio
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimiento, 2010; SENASA, 2016; USDA 2017).

Los métodos utilizados para aislar e identificar Salmonella spp. se basan en el
preenriquecimiento en medios no selectivos, enriquecimiento selectivo, e inoculacion en
medios selectivos-diferenciales, y el posterior aislamiento e identificacion bioquimica y
serolégica. Existen numerosos medios agarizados para el aislamiento de Salmonella spp.
(Gast y Porter, 2020; Waltman y Gast, 2016) y se han realizado diversos estudios a fin de
evaluar la capacidad de los métodos para la deteccion de esta bacteria en distintas
matrices (Rybolt et al., 2004; Myint et al., 2006; Eriksson y Aspan, 2007; Love y Rostagno,
2008; Singer et al., 2009). Algunos métodos de aislamiento demostraron que SE y ST se
pueden recuperar a partir de una concentracion inicial de 2,2 x 10° unidades formadoras
de colonias (UFC)/25 g de guano, en muestras de aves de corral contaminadas
artificialmente, a diferencia de las Salmonella spp. inmoviles que se recuperaron en
concentraciones de 6,9 x 10?2 UFC/25g para SG y no se logré detectar para SP (Soria et
al., 2012). Existen una gran variedad de medios de cultivos y técnicas de aislamientos
(Gast y Porter, 2020). Por ello, los objetivos del presente capitulo fueron:

e Comparar las técnicas de cultivo en términos de su capacidad para recuperar
concentraciones bajas de Salmonella spp. en muestras de guano de gallinas de
postura contaminadas artificialmente.

e Evaluar la capacidad discriminatoria de las técnicas utilizadas mediante el célculo
de exactitud (EXA), sensibilidad (SE), especificidad (ESP), valor predictivo positivo
(VPP) y valor predictivo negativo (VPN) de cada técnica y medio de cultivo
agarizado selectivo-diferencial, y la concordancia entre ellos.

e Estudiar el aislamiento de Salmonella spp. inmdviles en muestras de guano estéril,
contaminadas artificialmente con una cepa de Escherichia coli spp.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1. GUANO CONTAMINADO ARTIFICIALMENTE CON SALMONELLA SPP.
2.1.1. Muestras utilizadas en los ensayos de inoculacién

Las muestras de guano fueron obtenidas de granjas de gallinas ponedoras
localizadas en la provincia Entre Rios, Argentina. Antes de realizar los ensayos, cada
muestra se analizé por cuatriplicado por el método utilizado por Soria et al., (2012) para
garantizar la ausencia de Salmonella spp. Ademas, se realizoé el recuento de aerobios
mesofilos totales, enterobacterias y hongos de las muestras. Para ello, se utilizé agar de
tripteina de soja (ATS, Acumedia-Neogen), agar MacConkey (MC, Acumedia-Neogen) y
agar Dicloran Rosa de bengala (Oxoid, Hampshire, Inglaterra). Este ultimo con la adicion
de cloranfenicol (Anedra, China) a una concentracion de 0,25 g/l.

2.1.2. Cepas de Salmonella spp. empleadas para los ensayos de inoculacion

Las cepas de Salmonella spp. utilizadas en los ensayos de inoculacion se detallan
en la Tabla 6. Las mismas provienen de las colecciones del Laboratorio de Bacteriologia
del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) Estacién Experimental
Agropecuaria (EEA) Balcarce, del Laboratorio de Sanidad Aviar del INTA EEA
Concepcion del Uruguay y de las colecciones de cultivo de Estados Unidos (ATCC,
American Type Culture Collection). Cada cepa de Salmonella spp. se activd a partir de
agar nutritivo (Acumedia-Neogen) y se incubé durante 18-24 h en caldo tripteina de soja
(CTS, Acumedia-Neogen) a 35 + 2 °C. La pureza de los cultivos se confirmé por
inoculacion en MC y AST. El numero de microorganismos viables se calcul6 por el método
de Miles et al. (1938) y se expres6é como UFC/ml. Las células fueron sedimentadas por
centrifugacién en una centrifuga de mesa a 302 x g durante 15 min a temperatura
ambiente (25 £ 2 °C). El sobrenadante se descart6 y el sedimento se lavd dos veces con
solucion fisiolégica estéril (NaCl al 0,85 % m/v). Finalmente, la cepa bacteriana se
resuspendié en 5 ml de solucidn fisioldgica estéril.

2.1.3. Determinacion de las bacterias dafadas

Para conocer la verdadera concentracion de las cepas que se inocularon en los
ensayos, se determind el dafno natural de las bacterias mediante recuento en placas en
ATS y MC. En el primer medio se contaron las células totales (danadas y no danadas); y
en MC se contaron las células no dafadas. El dafio celular se expres6 como la
proporcion de células dafiadas sobre el total de la poblacién total (Liao y Fett, 2003):

Dano celular (%) = UEC/ml en ATS - UFC/ml en MC x 100
UFC/ml en ATS
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Tabla 6. Cepas de Salmonella spp. utilizadas en los ensayos de inoculacion

Salmonella spp. Origen y/o coleccién de cultivo
Sa’m"”g’(j’Bsgg/fgte”“d'S Guano de ave, INTA EEA C. del Uruguay
Salmonella ser. Enteritidis

ATCC 13076
Salmonella ser. Typhimurium
ATTC 13311
Salmonella ser. Typhimurium
CUB 59/10
Salmonella ser. Gallinarum biovar
Gallinarum CUB 55/10
Salmonella ser. Gallinarum biovar
Gallinarum CUB 05/10
Salmonella ser. Gallinarum biovar
Pullorum INTA Balcarce 90/142
Salmonella ser. Gallinarum biovar
Pullorum ATCC 13036

Coleccion de cultivo de los Estados Unidos
Coleccion de cultivo de los Estados Unidos
Huevo, INTA EEA C. del Uruguay
INTA EEA Balcarce
Huevo, INTA EEA C. del Uruguay
INTA EEA Balcarce

Coleccion de cultivo de los Estados Unidos

2.1.4. Preparacién de los inéculos de Salmonella spp. en muestras de guano de
aves de postura

En una bolsa estéril para homogeneizadores tipo Stomacher® se pesaron 25 g de
guano comprobadamente libre de bacterias del género Salmonella spp. Una vez que las
cepas a estudiar fueron cultivadas, tal como se describid en el punto 2.1.2., se realizaron
diluciones seriadas al décimo de cada una en solucién fisiolégica estéril. A cada una de
las bolsas se le inoculd 1 ml de diluciones de las diferentes cepas de Salmonella. Las
diluciones inoculadas estuvieron entre 1,0 y 2,2 x 108 UFC/25 g de las diferentes cepas
de Salmonella spp. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado, por lo que se
consideraron 3 muestras de cada dilucién para cada cepa de Salmonella spp. en los
ensayos. Teniendo en cuenta las diferentes técnicas a utilizar y que las mismas se
realizaron por triplicado, se construyeron un total de 384 muestras de guano inoculadas
con las diferentes diluciones de las Salmonella spp. a ensayar. A su vez para cada
conjunto de prueba se realizaron en paralelo, como controles negativos, 3 muestras sin
inocular la cepa en estudio.

2.1.5. Recuperacion de las cepas de Salmonella spp. en el guano inoculado

La Figura 3 muestra el diagrama de flujo de las cuatro técnicas diferentes que se
realizaron para la deteccion de Salmonella spp. en guano de ave. Las muestras de guano
que habian sido previamente contaminadas con diferentes concentraciones de Salmonella
spp. se preenriquecieron en 225 ml de agua de peptona bufferada (APB, Merck,
Darmstadt, Alemania), las mismas se incubaron a 35 + 2 °C durante 4-6 h.
Posteriormente, por un lado se transfirio 1 ml del cultivo a 10 ml de caldo tetrationato
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(Acumedia-Neogen) adicionado con 20 ml/l de solucion iodo-ioduro de potasio (6 g de
iodo; 5 g de ioduro de potasio; 20 ml de agua desmineralizada), solucion verde brillante
(0,1 %, Sigma, Steinheim, Alemania) y 40 mg/ml de novobiocina (Sigma, Steinheim,
Alemania). El cultivo se incubd a 35 + 2°C durante 18-24 h (TT). Por otro lado, se transfirio
1 ml del caldo de preenriquecimiento a 10 ml de caldo tetrationato base Hajna
(Acumedia), suplementado con 40 ml/l de solucion de yoduro de potasio yodado (8 g de
yodo, 5 g de yoduro de potasio, 40 ml de agua desmineralizada) y 40 mg /ml de
novobiocina (Sigma) y se incubaron a 35 £ 2 °C durante 18-24 h (TTH). A su vez, se
inocularon 3 alicuotas de 30 ul del cultivo preenriquecido en medio semisdlido Rappaport-
Vassiliadis modificado (MSRV, Acumedia-Neogen) suplementado con 1 ml por litro de una
solucion de novobiocina (Sigma, Steinheim, Alemania) al 2 %. Las placas fueron
incubadas a 41,5 = 1°C durante 18-24 h (MSRV). Paralelamente, se enriquecieron las
muestras contaminadas artificialmente con 225 ml de caldo tetrationato (Acumedia-
Neogen) adicionado con 20 ml/l de solucion iodo-ioduro de potasio (6 g de iodo; 5 g de
ioduro de potasio; 20 ml de agua desmineralizada), solucién verde brillante (0,1 %, Sigma,
Steinheim, Alemania) y 40 mg/ml de novobiocina (Sigma, Steinheim, Alemania). El cultivo
se incubd a 35 + 2°C durante 18-24 h (TTD).

En las cuatro técnicas se procedio a realizar la inoculacion en los medios sélidos
selectivos diferenciales, en los casos que se repicara desde el caldo se tomé una ansada
del mismo y se realizé la inoculacion por agotamiento en agar entérico Hektoen (HE;
Acumedia-Neogen), agar Salmonella-Shigella (SS; Merck) y agar sulfito bismuto (SB;
Acumedia-Neogen), mientras que para el caso que se repico a partir de MSRV se tomd
desde el centro de la alicuota sembrada y, de existir, de la zona turbia que se extiende
desde la gota inoculada (periferia) inoculandose en los mismos medios sélidos selectivos
diferenciales. En todos los casos se las incub6 a 35 + 2 °C durante 18-24 h. Finalmente,
se tomaron, al menos, 2 colonias sospechosas de Salmonella spp. por cada placa de agar
selectivo-diferencial y se confirmaron mediante pruebas bioquimicas utilizando TSI
(Britania), LIA (Acumedia-Neogen), agar citrato Simmons (Merck), SIM (Merck), agar
tartrato de Jordan, agar fenilalanina (Hi-Media, Mumbai, India) y agar urea (Britania).
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PREENRIQUECIMIENTO
25 g de guano + 225 ml de APB
4-6ha35+2°C

! ! !

ENRIQUECIMIENTO ENRIQUECIMIENTO ENRIQUECIMIENTO ENRIQUECIMIENTO
SELECTIVO SELECTIVO SELECTIVO SELECTIVO
1 ml + 10 ml de caldo 1 ml + 10 ml de caldo 3 alicuotas de 30 pl en 25 g de guano + 225
I . TmH MSRV ml de caldo TT
18-24ha35+2°C 18-24ha35+2°C 18-24ha415+1°C 18-24ha35+2°C

}

INOCULACION EN MEDIO SOLIDO SELECTIVOS-DIFERENCIAL
Inoculacién por agotamiento en agar HE, SSy SB 18-24 ha 35+ 2 °C |

|

CONFIRMACION BIOQUIMICAS

Figura 3. Diagrama de flujo para el aislamiento de Salmonella spp. en muestras de
guano por 4 técnicas diferntes (MSRV, TTH, TT, y TTD)

APB= agua de peptona bufferada; MSRV= medio semisdlido Rappaport Vassiliadis modificado; TT= caldo Tetrationato; TTH= Caldo Tetrationato
Hajna; SS= agar Salmonella Shigella; HE= agar entérico Hektoen; SB= agar sulfito bismuto
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2.1.6. Criterios de capacidad discriminatoria y limite de deteccién de las técnicas y
medios de cultivos utilizados para la recuperacién de Salmonella spp.

Una muestra positiva en al menos uno de los medios selectivos-diferenciales
utilizados se consideré positiva para los métodos bacteriolégicos empleados. El limite de
deteccién de las técnicas se definio como la menor dilucién en la cual cada cepa de
Salmonella spp. pudo ser recuperada. Para realizar el analisis estadistico se definieron los
siguientes indices:

o Verdaderos positivos (VP): la muestra fue definida como tal cuando fue positiva a
Salmonella spp. en al menos un medio de cultivo selectivo-diferencial utilizado.

o Verdaderos negativos (VN): la muestra fue definida como tal cuando fue negativa a
Salmonella spp. en todos los medios de cultivos selectivos-diferenciales utilizados.

o Falso negativo (FN): la muestra se definid como tal cuando Salmonella spp. no fue
detectada por un medio de cultivo selectivo-diferencial en una muestra donde fue aislada
por otro medio de cultivo selectivo-diferencial.

o Falso positivo (FP): la muestra fue definida como tal cuando Salmonella spp. fue
detectada en una muestra donde no habia esta bacteria.

De esta forma los parametros estadisticos relativos realizados fueron
determinados por las siguientes formulas (Soria et al., 2017):

o Exactitud (Exa) es la capacidad para clasificar correctamente muestras conteniendo
Salmonella spp. como positiva, y muestras que no contienen Salmonella spp. como
negativa.

Exa = VP + VN
VP + VN + FP +FN
o Sensibilidad (Sen): es una medida de la capacidad para clasificar una muestra
conteniendo Salmonella spp. como positiva para este microorganismo.
Sen = VP
VP + FN
o Especificidad (Esp): es una medida de la capacidad para clasificar una muestra que no
contiene Salmonella spp. como negativa para este microorganismo
Esp= VN
VN + FP
¢ Valor predictivo negativo (VPN): es una medida de la probabilidad que una muestra
con resultado negativo para Salmonella spp. sea correctamente determinada.
VPN= VN
VN + FN
¢ Valor predictivo positivo (VPP): es una medida de la probabilidad que una muestra con
resultado positivo para Salmonella spp. sea correctamente determinada.
VPP = VP
VP + FP
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Para comparar los resultados de los aislamientos para todas las muestras
analizadas, se uso la prueba de hipétesis para diferencia de proporciones, asumiendo que
todos los valores eran igualmente probables. Cada valor de Exa, Sen, Esp, VPP y VPN de
la prueba fueron informados con sus respectivos intervalos, con un nivel de confianza del
95 %. Los datos fueron analizados mediante el software INFOSTAT (Di Rienzo et al,
2014). Los valores informados definieron el limite de un intervalo que, con un 95 % de
seguridad, contenian los verdaderos valores de Exa, Sen, Esp, VPP y VPN. Los
resultados fueron considerados estadisticamente significativos con un valor de p < 0,05.

2.1.7. Concordancia de las técnicas y medios de cultivos utilizados para la
recuperacion de Salmonella spp.

Para evaluar la concordancia del aislamiento entre los diferentes medios
agarizados selectivos-diferenciales para la deteccion de Salmonella spp. en los diferentes
tipos de muestras estudiadas se utilizo el coeficiente Kappa (Martin, 1977) y la prueba de
McNemar. El estadistico Kappa fue calculado para evaluar el grado de concordancia para
clasificar las muestras como positivas o negativas mas alla del azar (Dawson y Trapp,
2004). El nivel de concordancia se determind comparando el valor obtenido con la escala
de valores predeterminados: 0,93 a 1,00 (concordancia excelente); 0,81 a 0,92 (muy
buena concordancia); 0,61 a 0,80 (concordancia buena); 0,41 a 0,60 (concordancia débil);
0,21 a 0,40 (concordancia ligera); 0,01 a 0,20 (concordancia pobre) y menor a 0,01
(concordancia nula). La prueba de McNemar se calculé utilizando una aproximacién de
chi-cuadrado a p < 0,05 (GraphPad Software, 2023).

2.1.8. Analisis estadistico

Los recuentos bacterianos en MC y ATS fueron comparados a través de una
prueba de analisis de varianza de una via para determinar el efecto de los medios de
cultivos sobre las poblaciones bacterianas. Para comparar los resultados de todos los
ensayos, se realizd una prueba de hipétesis para una diferencia de proporciones
utilizando el software INFOSTAT (Di Rienzo et al., 2014). Los valores informados
definieron los limites de un intervalo que, con una certeza del 95 %, contenian el valor real
de EXA, Se, PPV o NPV. Los resultados solo se consideraron estadisticamente diferentes
con p < 0,05. Los parametros de EXA, SE, VPP y VPN de la prueba se informaron bajo el
supuesto de que todos los valores son igualmente probables. Ademas, se utilizé la prueba
Z para probar la significancia estadistica de los coeficientes kappa. Por otro lado, la
prueba de McNemar se calculé usando una aproximacién de chi-cuadrado a p < 0,05
(GraphPad Software, 2023).
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2.2. GUANO ESTERIL CONTAMINADO ARTIFICIALMENTE CON
SALMONELLA SPP. INMOVIL'Y ESCHERICHIA COLI

La presencia de microorganismos de la microbiota acompariante en la muestra de
guano, puede incidir en la deteccion de Salmonella spp. debido a la competencia por los
nutrientes, enmascaramiento del crecimiento, un comportamiento similar para la prueba
efectuada o la liberacion de compuestos que inhiben el crecimiento del microorganismo
de interés, es por ello que se disefi6 el ensayo con cepas de Salmonella spp. inmovil y E.
coli spp. en diferente relacion de concentracion. Se seleccioné E. coli debido a que se usa
como indicador de contaminacién fecal debido a su relacién con el grupo tifoide-
paratifoide y a su alta concentracién en diferentes tipos de muestras.

2.2.1. Muestras utilizadas en los ensayos de inoculacién

Las muestras de guano fueron obtenidas de granjas de gallinas ponedoras
localizadas en la provincia Entre Rios, Argentina. Las mismas fueron sometidas a la
esterilizacién a través de calor humedo, utilizando un autoclave (30 minutos a 1 atm de
presion).

2.2.2. Cepas empleadas para los ensayos de inoculacién

Las cepas utilizadas en los ensayos de inoculacion, se detallan en la Tabla 7. Las
mismas provienen de las colecciones del Laboratorio de Bacteriologia del INTA EEA
Balcarce y del Laboratorio de Sanidad Aviar del INTA EEA Concepcion del Uruguay. Cada
cepa se activo tal como se describio en el punto 2.1.2.

Tabla 7. Cepas utilizadas en los ensayos de inoculacion.
Salmonella spp. Origen y/o coleccién de cultivo

Salmonella ser. Gallinarum biovar
Gallinarum CUB 55/10
Salmonella ser. Gallinarum biovar
Pullorum INTA Balcarce 90/142

Escherichia coli CUB 25/17 Medula 6sea de ave, INTA EEA C. del Uruguay

INTA EEA Balcarce

2.2.3. Determinacion de las bacterias dafadas

Se procedi6é de la misma forma que el punto 2.1.3.

2.2.4. Preparacion de los indculos de Salmonella spp. y E. coli en muestras de
guano de aves de postura

En una bolsa estéril para homogeneizadores tipo Stomacher® se pesaron 25 g de
guano esterilizado, una vez que las cepas a estudiar fueron cultivadas, segun el punto
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2.1.2. se realizaron diluciones seriadas al décimo de cada una en solucién fisioldgica
estéril. A cada una de las bolsas se le inoculd 1 ml de diluciones de las diferentes cepas.
Se realizaron diferentes combinaciones de cepas y concentraciones de inéculo inicial. Las
combinaciones fueron:

1) Salmonella spp. inmévil (Sl) en concentracién de 10* UFC/ml.

2) Escherichia coli (EC) en concentracién de 10* UFC/ml.

3) EC en concentracion de 10" UFC/ml.

4) S| + EC en concentraciones de 10* UFC/ml cada una (Relacion 1:1).

5) SI + EC en concentraciones de 10* y 10" UFC/ml, respectivamente (Relacion

1:1000).

Las Sl se ensayaron por separado y fueron una del biovar Gallinarum y una del
biovar Pullorum. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado, a su vez para cada
conjunto de prueba se realizaron en paralelo controles negativos, 3 muestras sin inocular
la cepa en estudio.

2.2.5. Estudio de la competencia bacteriana entre Salmonella spp. inméviles y E.
coli inoculadas en guano estéril

Se realizaron recuentos de las cepas en los caldos en las diferentes etapas de las
técnicas y se procedio al aislamiento de las cepas como se describié para el caso de
recuperacion de las cepas de Salmonella spp. en el guano inoculado (punto 2.1.5.). Los
recuentos fueron realizados por la técnica de la gota segun Miles et al., (1938). De esta
forma, las diferentes combinaciones se preenriquecieron en 225 ml de APB (Merck) y se
la incub6 a 35 £2 °C durante 4-6 h. Luego de transcurrido dicho tiempo se realizé el
recuento en los agares ATS Y MC. A su vez, por un lado se transfirio 1 ml del cultivo a 10
ml de caldo tetrationato (Acumedia-Neogen) adicionado con 20 ml/l de solucién iodo-
ioduro de potasio (6 g de iodo; 5 g de ioduro de potasio; 20 ml de agua desmineralizada),
solucién verde brillante (0,1 %, Sigma) y 40 mg/ml de novobiocina (Sigma). El cultivo se
incubd a 35 £ 2°C durante 18-24 h. (TT). Por otro lado, se transfiri6 1 ml del caldo de
preenriquecimiento a 10 ml de caldo tetrationato base, Hajna (Acumedia), suplementado
con 40 ml/l de solucion de yoduro de potasio yodado (8 g de yodo, 5 g de yoduro de
potasio, 40 ml de agua desmineralizada) y 40 mg /ml de novobiocina (Sigma) y se
incubaron a 35 £ 2 °C durante 18-24 h (TTH). A su vez, se inocularon 3 alicuotas de 30 pl
del cultivo preenriquecido en medio MSRV (Acumedia-Neogen) suplementado con 1 ml
por litro de una solucién de novobiocina (Sigma) al 2 %. Las placas fueron incubadas a
41,5 £ 1°C durante 18-24 h (MSRV). En caso de los caldos tetrationatos se realizaron los
recuentos en ATS y MC luego de haber transcurrido el tiempo de incubacion.

Posteriormente, se realizé la inoculacion en los medios solidos selectivos-
diferenciales, en los casos que se repicara desde el caldo se tom6 una ansada del mismo
y se realiz6é la inoculacién por agotamiento en agar HE (Acumedia-Neogen), agar SS
(Merck) y agar SB (Acumedia-Neogen), mientras que para el caso que se repico a partir
de MSRYV se tomé desde el centro de la alicuota sembrada vy, de existir, de la zona turbia
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que se extiende desde la gota inoculada (periferia) inoculandose en los mismos medios
solidos selectivos diferenciales. En todos los casos, se las incubd a 35 + 2 °C durante 18-
24 h. Paralelamente, se enriquecieron las muestras con las diferentes combinaciones,
con 225 ml de caldo tetrationato (Acumedia-Neogen) adicionado con 20 ml/l de solucién
iodo-ioduro de potasio (6 g de iodo; 5 g de ioduro de potasio; 20 ml de agua
desmineralizada), solucion verde brillante (0,1 %, Sigma) y 40 mg/ml de novobiocina
(Sigma). El cultivo se incubé a 35 x 2°C durante 18-24 h (TTD). Transcurrido el tiempo se
realizé el recuento como se detallé anteriormente, y, a su vez se sembraron en los
mismos medios selectivos diferenciales para realizar el aislamiento de las bacterias
inoculadas (Figura 4).
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25 g de guano estéril
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10" UFG/m 10° UFC/ml. 10" UFC/ml + Escherichia coli 10° UFC/mi + Escherichia coli 10" UFC/ml
| | | ] ]
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225 ml de APB > 225 ml de caldo TT
46ha35+2°C 18-24ha35+2°C
]
Recuento
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ENRIQUECIMIENTO ENRIQUECIMIENTO ENRIQUECIMIENTO
SELECTIVO SELECTIVO SELECTIVO Recuento
1 ml+10 mlde caldo TT 1 ml + 10 ml de caldo TTH 3 alicuotas de 30 pl en MSRV
18-24ha35+2°C 18-24ha35+2°C 18-24ha415+1°C
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INOCULACION EN MEDIOS SOLIDOS SELECTIVOS-DIFERENCIAL <

Inoculacion por agotamiento en agar HE. SSy SB 18-24 ha 35+ 2 °C

¥

CONFIRMACION BIOQUIMICAS

Figura 4. Diagrama de flujo para realizar el estudio de la competencia de Salmonella spp. inmoévil y
una cepa de E. coli en guano estéril por 4 técnicas de aislamiento diferentes

APB= agua de peptona bufferada; MSRV= medio semisdélido Rappaport Vassiliadis modificado; TT= caldo tetrationato; TTH= Caldo tetrationato
Hajna; SS= agar Salmonella Shigella; HE= agar entérico Hektoen; SB= agar sulfito de bismuto.
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3. RESULTADOS
3.1. GUANO CONTAMINADO ARTIFICIALMENTE CON SALMONELLA SPP.
3.1.1. Muestras utilizadas en los ensayos de inoculacién

Los recuentos de aerobios mesdfilos totales, enterobacterias y hongos realizados
en las 8 muestras de guano ensayadas se muestran en la Tabla 8. Dichas muestras
tenian entre de 8,8 x 10%a 9,0 x 10" UFC/g aerobios meséfilos totales, 2,1 x 10° a 8,9 x
10® UFC/g enterobacterias y 3,6 x 10° a 3,5 x 10° UFC/ g hongos.

Tabla 8. Recuentos de bacterias totales, enterobacterias y hongos realizados en las
8 muestras de guano ensayadas

Guano Aerobios meséfilos Enterobacterias Hongos
totales (UFC/g) (UFCl/g) (UFC/g)

1 1,0 x 10" 1,3x 108 3,6 x10°

2 1,0 x 10° 6,0 x 10’ 2,3x10°

3 8,8x 10" 4.4 x10° 2.2 x10°

4 9,0x10™ 3,3x10° 8,9x10°

5 9,0x10™ 3,3x10° 8,9x10°

6 8,8 x 108 2,1 x10° 8,9x 10°

7 3,0x10° 7.8 x10’ 4,3x10*

8 6,0 x 10 8,9 x10° 3,5x10°
Promedio 4,3x10" 2,8 x 10° 9,7 x10°

3.1.2. Determinacion de las bacterias danadas

El dafio natural de las bacterias encontrado mediante el recuento en placas en
ATS y MC estuvieron entre 8,26 % y 11,54 %. Sin embargo, el recuento de Salmonella
spp. (log UFC / ml) en ATS y MC no fue significativamente diferente para todas las cepas
utilizadas (Tabla 9).

3.1.3. Limite de deteccion de las técnicas utilizadas para la recuperacion de
Salmonella spp.

El limite de deteccion de los diferentes métodos en las diferentes cepas de
Salmonella spp. estudiadas se muestra en las Tabla 10 y Tabla 11. En lo que respecta a
las cepas de Salmonella spp. movil se encontrd que se recuperaron en las diluciones mas
bajas para la técnica de MSRV (2,2-10 UFC/ 25 g), mientras que las técnicas que usaron
tetrationato mostraron valores variables en cuanto al limite de deteccién debido a que
cada cepa mostré valores diferentes, encontrandose valores de entre 7,8 x 102 y 2,7 X
10*,2,2x10* y1,0x10°y 2,2 x 10? y 1,0 x 10* UFC/ 25 g para las técnicas de TT, TTH
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y TTD, respectivamente. Para el caso de Salmonella spp. inmdvil, se necesité 1,3 x 10" a

1,1 x 10° UFC/25 g para recuperarlas en la técnica de MSRV y de entre 1,1 x 10°a 1,3 x

10° UFC/25 g para recuperarlas en las técnicas que utilizaron el caldo tetrationato.

Tabla 9. Porcentaje del dano natural de cada cepa de Salmonella spp. Los valores
representan el promedio * desvio estandar

Cepa de Salmonella spp.

Salmonella ser. Enteritidis
CUB 08/12
Salmonella ser. Enteritidis
ATCC 13076
Salmonella ser. Typhimurium
ATTC 13311
Salmonella ser. Typhimurium
CUB 59/10
Salmonella ser. Gallinarum biovar
Gallinarum CUB 55/10
Salmonella ser. Gallinarum biovar
Gallinarum CUB 05/10
Salmonella ser. Gallinarum biovar
Pullorum INTA Balcarce 90/142
Salmonella ser. Gallinarum biovar
Pullorum ATCC 13036

log UFC/ml
Agar tripteina Agar

de soja MacConkey
8,01 £0,03° 7,97 £0,05°
9,34 +0,02° 9,30 £ 0,02°
9,89 +0,03° 9,84 +£0,04°
9,43+0,06° 9,38 +£0,06°
10,1 £ 0,042 9,99+ 0,06°
9,11+0,08° 9,06 £ 0,05°
10,1 £ 0,042 10,1 £ 0,03
10,1 £ 0,062 10,1+ 0,052

%
bacterias
injuriadas

8,82
8,26
11,54
11,11
8,41
10,2
9,45

9,92

? Los valores seguidos por letras mindsculas iguales en la misma fila no son significativamente

diferentes (p < 0,05).
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Tabla 10. Resultados obtenidos al inocular las cepas de Salmonella ser. Enteritidis
(SE), S. ser. Typhimurium (ST) en guano de aves y posterior aislamiento mediante
los métodos medio semisoélido modificado Rappaport-Vassiliadis (MSRV), caldo
tetrationato (TTD y TT) y caldo tetrationato Hajna (TTH)

N° de muestras positivas/N° total de

Siizizgﬁa irﬁacnu%:c?gn muestras segun la metodologia para
Spp. (UFC/25g) detectar Salmonella spp.

MSRV T TTH TTD

1,0 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3

1,0 x 107 3/3 3/3 3/3 3/3

Salmonella 1,0 x 10° 3/3 2/3 2/3 3/3

ser. 1,0 x 10° 3/3 3/3 0/3 2/3

Enteritidis 1,0 x 10* 3/3 2/3 0/3 1/3

CUB 08/12 1,0 x 10° 3/3 0/3 0/3 0/3

1,0 x 10° 3/3 0/3 0/3 0/3

1,0 x 10’ 1/3 0/3 0/3 0/3

2,2x10’ 3/3 3/3 3/3 3/3

2,2 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3

Salmonella 2,2 X 105 3/3 2/3 2/3 3/3

ser. 2,2x10* 3/3 1/3 1/3 2/3

Enteritidis 2,2x10° 3/3 0/3 0/3 2/3

ATCC 13076 2,2 x 10° 3/3 0/3 0/3 1/3

2,2x10' 2/3 0/3 0/3 0/3

2,2 x 10° 1/3 0/3 0/3 0/3

7,8 x 10’ 3/3 3/3 3/3 3/3

7,8 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3

Salmonella 7.8x10° 3/3 3/3 3/3 3/3

ser. 7,8 x 10* 3/3 3/3 1/3 2/3

Typhimurium 7,8 x 10° 3/3 2/3 0/3 1/3

ATTC 13311 7,8 x 10° 3/3 1/3 0/3 0/3

7,8x10' 2/3 0/3 0/3 0/3

7,8 x 10° 1/3 0/3 0/3 0/3

2,7 x 10’ 3/3 3/3 3/3 3/3

2,7 x 10° 3/3 3/3 3/3 3/3

Salmonella 2,7x10° 3/3 3/3 3/3 3/3

ser. 2,7 x 10* 3/3 2/3 0/3 2/3

Typhimurium 2,7x10° 3/3 0/3 0/3 2/3

CUB 59/10 2,7 x 10° 1/3 0/3 0/3 0/3

2,7 x10' 1/3 0/3 0/3 0/3

2,7 x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3
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Tabla 11. Resultados obtenidos al inocular las cepas de Salmonella ser. Gallinarum
biovar Gallinarum (SG) y S. ser. Gallinarum biovar Poullorum (SP) en guano de aves
y posterior aislamiento mediante los métodos medio semisélido modificado
Rappaport-Vassiliadis (MSRV), caldo tetrationato (TTD y TT) y caldo tetrationato
Hajna (TTH)

Cepas de Rango de N° de muestras positivas/N° total de
Salmonella inoculacion muestras segun la metodologia para
spp- (UFC/259) detectar Salmonella spp.

MSRV TT TTH TTD

1,1 x 10" 3/3 2/3 2/3 2/3

Salmonella 1,1 x10° 2/3 0/3 1/3 0/3
ser. 1,1 x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3
Gallinarum 1,1 x 10" 0/3 0/3 0/3 0/3
biovar 1,1 x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3
Gallinarum 1,1 x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3
CUB 55/10 1,1 x 10* 0/3 0/3 0/3 0/3
1,1 x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3

1,3 x 10° 2/3 2/3 2/3 1/3

Salmonella 1 ,3 X 108 2/3 0/3 0/3 1/3
ser. 1,3x 107 1/3 0/3 0/3 0/3
Gallinarum 1,3 x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3
biovar 1,3x10° 0/3 0/3 0/3 0/3
Gallinarum 1,3 x 10* 0/3 0/3 0/3 0/3
CuB 05/10 1,3x10° 0/3 0/3 0/3 0/3
1,3 x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3

Salmonella 1,3x10" 2/3 1/3 1/3 2/3
ser. 1,3 x 10° 2/3 0/3 1/3 2/3
Gallinarum 1,3 x 108 1/3 0/3 0/3 0/3
biovar 1,3x 10’ 0/3 0/3 0/3 0/3
Pullorum 1,3 x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3
INTA 1,3 x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3
Balcarce 1,3 x 10* 0/3 0/3 0/3 0/3
90/142 1,3x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3
1,3x 10" 3/3 2/3 1/3 2/3

Salmonella 1,3 x 10° 2/3 1/3 1/3 1/3
ser. 1,3 x 108 3/3 0/3 0/3 0/3
Gallinarum 1,3x 107 1/3 0/3 0/3 0/3
biovar 1,3 x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3
Pullorum 1,3x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3
ATCC 13036 1,3 x 10 0/3 0/3 0/3 0/3
1,3x 10° 0/3 0/3 0/3 0/3
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3.1.4. Criterios de capacidad discriminatoria de las técnicas utilizadas para la
recuperacion de Salmonella spp.

En relacion al rendimiento de los métodos y considerando el estudio por separado
entre cepas moéviles e inmoviles, para el caso de las cepas de Salmonella spp. movil el
método MSRV mostré valores superiores para SE, EXA y VPN (Tabla 12), encontrandose
diferencia significativa a favor de este método para el caso de las dos cepas de
Salmonella del serotipo Enteritidis para SE y EXA con valores de 0,92 y 0,88 y de 0,93 y
0,89 para SE y EXA, respectivamente. En cuanto a las tres técnicas que utilizan el
tetrationato, se encontré que no hubo diferencia significativa entre las mismas con valores
que estuvieron entre 0,33 y 0,63 para SE y EXA. Mientras que para el caso de las dos
cepas del serotipo Typhimurium se encontré que no hubo diferencias significativas entre
MSRV y TT, pero sicon TTH y TTD. A su vez comparando las técnicas que utilizaron el
tetrationato, no se encontraron diferencias significativas entre si. Por otro lado, si bien los
valores obtenidos para VPN del método MSRV fue, al menos, el doble respecto a los
otros métodos, no se encontré diferencias significativas entre los métodos en los serotipos
de Salmonella spp. moviles ensayadas.

Por su parte, los valores de SE, EXA y VPN estuvieron entre 0,04 a 0,38; 0,15 a
0,44 y 0,12 a 0,17, respectivamente, para Salmonella spp. inmoviles (Tabla 13). En el
caso de tres cepas, de las cuales dos eran del biotipo Gallinarun y una del biotipo
Pullorum; individualmente, no hubo diferencias significativas en los parametros estudiados
para las 4 técnicas de aislamiento ensayadas, aunque la técnica MSRV mostré valores
promedios superiores en los parametros estudiados. Mientras que en la cepa del biovar
Pullorum restante (ATCC 13036) se encontr6 que la técnica MSRV mostré valores
estadisticamente superiores a las técnicas TTH y TTD en los parametros de SE y EXA,
respectivamente. A su vez, no se encontré diferencia significativa entre las técnicas de
TT, TTH y TTD. Tomando a todas las cepas de Salmonella ser. Gallinarum en su
conjunto, la técnica de MSRYV fue la que consiguid valores mas altos de SE y EXA. Del
mismo modo, considerando a todas las cepas inmodviles en su conjunto, la técnica de
MSRV mostré estadisticamente los parametros mas altos. Por otro lado, la ESP y el VPP
fue 1 para todas las cepas estudiadas en las 4 técnicas de aislamiento ensayadas.

3.1.5. Concordancia de las técnicas utilizadas para la recuperacion de Salmonella
spp.-

En el analisis de los datos, utilizando los coeficientes kappa se observo que la
concordancia fue variable entre los métodos (Tabla 14 y Tabla 15). Para las cepas
moviles, la concordancia estuvo entre ligera a buena, mientras que este parametro estuvo
entre débil y muy buena para cepas inmdviles. La concordancia entre MSRV vy los otros
métodos estuvo entre ligera a débil o débil para las cepas moéviles e inmoviles,
respectivamente, existiendo diferencias significativas (p <0,05) entre los métodos. La
concordancia entre las diferentes técnicas que utilizan el tetrationato fue de buena a
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excelente para las cepas moviles e inmdviles y, en general, no hubo diferencias
significativas entre las mismas.

Tabla 12. Sensibilidad (SE), exactitud (EXA) y valor predictivo negativo (VPN) de las
técnicas medio semisélido modificado Rappaport-Vassiliadis (MSRV), caldo
tetrationato (TTD y TT) y caldo tetrationato Hajna (TTH) para los serotipos moéviles
de Salmonella spp. en muestras de guano de aves de postura contaminadas
artificialmente. Los valores entre paréntesis indican un intervalo de confianza de 95
% para cada parametro

Cepa de Metodologia para detectar Salmonella spp. de las
Salmonella Parametro muestras de guano
spp. MSRV TT TTH TTD
SE 0,922 0,54° 0,33° 0,50°
Salmonella (0,74-0,97)  (0,35-0,72)  (0,18-0,54)  (0,31-0,69)
ser. EXA 0,932 0,59° 0,41° 0,56°
Enteritidis (0,76-0,98)  (0,41-0,76)  (0,24-0,59)  (0,37-0,72)
CUB 08/12 VPN 0,60° 0,212 0,16° 0,20°
(0,22-0,88)  (0,08-0,48)  (0,06-0,38)  (0,07-0,46)
SE 0,882 0,38° 0,38° 0,58°
Salmonella (0,68-0,95) (0,21-0,57)  (0,21-0,57)  (0,39-0,76)
ser. EXA 0,892 0,44° 0,44° 0,63°
Enteritidis (0,72-0,96)  (0,28-0,63)  (0,28-0,63)  (0,44-0,78)
ATCC 13076 VPN 0,502 0,172 0,172 0,232
(0,18-0,82)  (0,06-0,40)  (0,06-0,40)  (0,08-0,51)
SE 0,882 0,632 0,42°°¢ 0,50°°¢
Salmonella (0,68-0,95) (0,43-0,79)  (0,24-0,61)  (0,31-0,69)
ser. EXA 0,892 0,67%° 0,48°° 0,56°°
Typhimurium (0,72-0,96)  (0,48-0,81)  (0,31-0,66)  (0,37-0,72)
ATTC 13311 VPN 0,502 0,252 0,18° 0,202
(0,18-0,82)  (0,09-0,54)  (0,06-0,41)  (0,07-0,46)
SE 0,712 0,46%° 0,38°¢ 0,54%¢
Salmonella (0,51-0,85)  (0,28-0,65)  (0,21-0,57  (0,35-0,72)
ser. EXA 0,742 0,52%¢ 0,44°¢ 0,59%¢
Typhimurium (0,55-0,87)  (0,34-0,69)  (0,28-0,63)  (0,41-0,76)
CUB 59/10 VPN 0,30° 0,192 0,172 0,212
(0,11-0,61)  (0,07-0,23)  (0,06-0,40)  (0,08-0,48)
SE 0,842 0,50° 0,38°¢ 0,53°
Total (0,76-0,90)  (0,40-0,60)  (0,28-0,48)  (0,43-0,63)
Salmonella EXA 0,862 0,56"¢¢ 0,441 0,58°
<pp. movil (0,78-0,91)  (0,46-0,65)  (0,35-0,54)  (0,49-0,69)
) VPN 0,443 0,20° 0,17° 0,21°
(0,28-0,63)  (0,12-0,32)  (0,10-0,27)  (0,13-0,33)

a,b,c,d

Los valores seguidos por letras minusculas diferentes en la misma fila son significativamente
diferentes (p <0,05).
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Tabla 13. Sensibilidad (SE), exactitud (EXA) y valor predictivo negativo (VPN) de las
técnicas medio semisélido modificado Rappaport-Vassiliadis (MSRV), caldo
tetrationato (TTD y TT) y caldo tetrationato Hajna (TTH) para los serotipos inmoéviles
de Salmonella spp. en muestras de guano de aves de postura contaminadas
artificialmente. Los valores entre paréntesis indican un intervalo de confianza de 95
% para cada parametro

Cepa de Metodologia para detectar Salmonella spp. de las
Salmonella Parametro muestras de guano
spp.- MSRV TT TTH TTD
Salmonella SE 0,218 0,08° 0,13% 0,08?
ser. (0,09-0,41) (0,03-0,26) (0,05-0,31) (0,03-0,26)
Gallinarum EXA 0,30° 0,19° 0,22° 0,19°
biovar (0,16-0,49) (0,08-0,37) (0,11-0,41) (0,08-0,37)
Gallinarum VPN 0,14 0,12° 0,137 0,12
CUB 55/10 (0,05-0,34)  (0,04-0,30) (0,05-0,31)  (0,04-0,30)
Salmonella SE 0,212 0,08° 0,08° 0,08°
ser. (0,09-0,41) (0,03-0,26) (0,03-0,26) (0,03-0,26)
Gallinarum EXA 0,30° 0,19° 0,19° 0,19°
biovar (0,16-0,49) (0,08-0,37) (0,08-0,37) (0,08-0,37)
Gallinarum VPN 0,142 0,12° 0,12% 0,12%
CUB 05/10 (0,05-0,34) (0,04-0,30) (0,04-0,30) (0,04-0,30)
Salmonella SE 0,21° 0,04° 0,08? 0,08°
ser. (0,09-0,41) (0,01-0,20) (0,03-0,26) (0,03-0,26)
Ga;'ig'\f;:’m EXA 0,30° 0,15° 0,19° 0,19°
Pullorum (0,16-0,49) (0,06-0,33) (0,08-0,37) (0,08-0,37)
INTA Balcarce VPN 0,142 0,12° 0,12° 0,12°
90/142 (0,05-0,34) (0,04-0,29) (0,04-0,30) (0,04-0,30)
Salmonella SE 0,38° 0,13%¢ 0,08°¢ 0,13*¢
ser. (0,21-0,57) (0,05-0,31) (0,03-0,26) (0,05-0,31)
Gallinarum EXA 0,442 0,22%¢ 0,22%° 0,19°¢
biovar (0,28-0,63) (0,11-0,41) (0,11-0,41) (0,08-0,37)
Pullorum VPN 0,172 0,13? 0,12° 0,13°
ATCC 13036 (0,06-0,40) (0,05-0,31) (0,04-0,30) (0,05-0,31)
SE 0,25° 0,08° 0,09° 0,09°
(0,17-0,35)  (0,04-0,16) (0,05-0,17) (0,05-0,17)
Total a b b b
Salmonella EXA 0,33 019 0,19 0,19
spp. inmévil (0,25-0,43) (0,12-0,27) (0,13-0,28) (0,13-0,28)
VEN 0,142 0,12° 0,12° 0,12°
(0,08-0,23) (0,07-0,20) (0,07-0,20) (0,07-0,20)

2P os valores seguidos por letras minusculas diferentes en la misma fila son significativamente
diferentes (p <0,05).
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Tabla 14. Concordancia (coeficiente Kappa y test de McNemar) entre las diferentes técnicas
de cultivo para muestras de guano contaminadas artificialmente con Salmonella spp. moévil.

Cepa de Comparacion Concordancia entre las técnicas
Salmonella spp. entre las técnicas ~ ggeficiente Kappa' Valor p’
MSRV/TT 0,35 0,0077
MSRV/TTH 0,17 0,0005
Salmonella ser.
Enteritidis MSRV/TTD 0,31 0,0044
CuB 08/12 TTTTH 0,62 0,0736
TT/TTD 0,78 1,0000
TTH/TTD 0,69 0,1336
MSRV/TT 0,25 0,0015
MSRV/TTH 0,25 0,0015
Salmonella ser. MSRV/TTD 0,47 0,0233
Enteritidis 3
ATCC 13076 TT/TTH 1,00 -
TT/TTD 0,63 0,0736
TTH/TTD 0,63 0,0736
MSRV/TT 0,53 0,0412
MSRV/TTH 0,29 0,0026
Salmonella ser.
Typhimurium MSRV/TTD 0,37 0,0077
ATTC 13311 TTTTH 0,64 0,0736
TT/TTD 0,78 0,2482
TTH/TTD 0,85 0,4795
MSRV/TT 0,58 0,0412
MSRV/TTH 0,45 0,0133
Salmonella ser. MSRV/TTD 0,71 0,1336
Typhimurium
CUB 59/10 TT/TTH 0,84 0,4795
TT/TTD 0,85 0,4795
TTH/TTD 0,70 0,1336
MSRV/TT 0,42 0,0001
MSRV/TTH 0,29 0,0001
Total Salmonella MSRV/TTD 0,46 0,0001
spp- movil TT/TTH 0,77 0,0015
TT/TTD 0,76 0,5791
TTH/TTD 0,72 0,0003

"Indica que kappa es significativamente distinto de cero (p< 0,05).

Determinado con la prueba de chi-cuadrado de McNemar para muestras pareadas.

® No se puedo realizar la prueba de McNemar’'s debido a que en todos los casos se aislo
Salmonella spp. de ambos medios agarizados.
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Tabla 15. Concordancia (coeficiente Kappa y test McNemar) entre las diferentes técnicas de
cultivo para muestras de guano contaminadas artificialmente con Salmonelia spp. inmovil.

Cepa de Comparacion Concordancia entre las técnicas
Salmonella spp. entre las técnicas  Ggeficiente Kappa' Valor p?
MSRV/TT 0,52 0,2482
Salmonella ser. MSRV/TTH 0,71 0,4795
Gallinarum
biovar MSRV/TTD 0,52 0,2482
Gallinarum CUB TT/TTH 0,78 1,0000
55/10 i i .
TT/TTD 1,00 -
TTH/TTD 0,78 1,0000
MSRV/TT 0,52 0,2482
Salmonella ser. MSRV/TTH 0,52 0,2482
Gallinarum MSRV/TTD 0,52 0,2482
biovar 3
Gallinarum CUB TT/TTH 1,00 -
05/10 TT/TTD 0,46 0,4795
TTH/TTD 0,46 0,4795
MSRV/TT 0,29 0,1336
Salmonella ser. MSRV/TTH 0,52 0,2482
Gallinarum MSRV/TTD 0,52 0,2482
biovar Pullorum
INTA Balcarce TT/TTH 0,65 1,0000
90/142 TT/TTD 0,65 1,0000
TTH/TTD 1,00 3
MSRV/TT 0,40 0,0412
MSRV/TTH 0,28 0,0233
Salmonella ser.

Gallinarum MSRV/TTD 0,40 0,0412
biovar Pullorum TT/TTH 0.78 1.0000
ATCC 13036 i i -

TT/TTD 1,00 -
TTH/TTD 0,78 1,0000
MSRV/TT 0,44 0,0002
MSRV/TTH 0,48 0,0003
Total Salmonella MSRV/TTD 0,48 0,0003
spp. inmovil TT/TTH 0,81 1,0000
TT/TTD 0,81 1,0000
TTH/TTD 0,76 0,6171

'Indica que kappa es significativamente distinto de cero (p< 0,05).

Determinado con la prueba de chi-cuadrado de McNemar para muestras pareadas.
*No se puedo realizar la prueba de McNemar’s debido a que en todos los casos se aislé
Salmonella spp. de ambos medios agarizados.

105



Francisco Procura Tesis Doctoral

3.1.6. Criterios de capacidad discriminatoria de los medios utilizados para la
recuperacion de Salmonella spp.

En relacion al rendimiento de los medios de cultivos selectivos-diferenciales,
considerando las cepas de Salmonella spp. movil, los medios de cultivos HE y SS se
comportaron de manera similar en la mayoria de los casos en lo que respecta a SE, EXA
y VPN, y solo se observd diferencias significativas entre los medios de cultivos en la
técnica de TTH para el parametro de SE. Sin embargo hubo diferencias significativas
entre los métodos de aislamiento para los mismos medios de cultivos selectivos-
diferenciales, siendo el MSRV periferia el que presentod valores mayores (Tabla 16, Tabla
17 y Tabla 18). Para el caso particular de la cepa de ST CUB 59/10, cuando se realizé el
ensayo no se evidencio halo blanco alrededor del punto de inoculacién (periferia). Que
luego al repetir el ensayo se logré evidenciar dicha periferia.

Por otro parte, las cepas de Salmonella spp. inmévil mostraron la misma tendencia
que las cepas moviles, debido a que los medios de cultivo H y SS mostraron valores
superiores a los de SB. Sin embargo, no se encontrd diferencia significativa entre estos
dos medios de cultivo en ninguna de las técnicas ensayadas. A su vez, hubo diferencias
significativas entre los métodos de aislamiento para los mismos medios de cultivos
selectivos diferenciales, siendo el MSRV el que presenté valores mayores para los
parametros de SE y EXA, mientras que no hubo diferencias significativas para los
diferentes medios para el caso de VPN (Tabla 19, Tabla 20 y Tabla 21).
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Tabla 16. Sensibilidad (SE) de los medios de cultivo agarizados selectivos
diferenciales en los métodos medio semisélido Rappaport-Vassiliadis modificado
(MSRV), caldo tetrationato (TTD, TT) y caldo tetrationato Hajna (TTH) para las cepas

de Salmonella spp. mévil inoculadas

SE segun metodologia para detectar Salmonella spp. de las

Cepa de LIS muestras de guano
Sal?:p’:.e”a cu?t?vo MSRV MSRV T TTH TTD
Centro Periferia
0,88"° 0,92"2 0,54"° 0,33"° 0,42"°
Salmonella  HE  (71497) (076-099) (0.35-0.72) (0,17-0,53) (0,24-0,61)
Entse‘:i:'i dis ss 0,832 0,922 0,42° 0,29%° 0,38*°
CUB 08/12 (O,66-0A,94) (0,76-0A,99) (0,24-0A,§1) (0,14-%8) (0,21-0A,§7)
SB 0,832 0,882 0,38 0,17 0,38
(0,66-0,94) (0,71-0,97) (0,21-0,57) (0,06-0,34) (0,21-0,57)
HE 0,25"° 0,88"° 0,29"° 0,33""° 0,58"°
Salmonella (0,11-0,44) (0,71-0,97) (0,14-0,48) (0,17-0,53) (0,38-0,76)
ser. ss 0,25""° 0,832 0,33""° 0,217° 0,50"°
Enteritidis (0,11-0,44) (0,66-0,94) (0,17-0,53) (0,08-0,39) (0,31-0,69)
ATCC 13076 SB 0,08"° 0,71%2 0,29" "¢ 0,177"¢ 0,33"°
(0,01-0,24) (0,52-0,86) (0,14-0,48) (0,06-0,34) (0,17-0,53)
s HE 0,832 0,832 0,58"2¢ 0,38""° 0,42""°
almonella (0,66-0,94) (0,66-0,94) (0,38-0,76) (0,21-0,57) (0,24-0,61)
Typh?;rl'mum ss 0,832 0,882 0,54"° 0,38"° 0,42°
ATTC 13311 (0,66-0,94) (0,71-0,97) (0,35-0}\,12) (0,21-0A,§7) (0,24-0A,§1)
SB 0,79 0,792 0,46 0,21 0,42
(0,61-0,92) (0,61-0,92) (0,28-0,65) (0,08-0,39) (0,24-0,61)
HE 0,58"2 SD' 0,38"° 0,332 0,54"°
Salmonella (0,38-0,76) (0,21-0,57)  (0,17-0,53) (0,35-0,72)
ser. ss 0,46™°2 SD' 0,38"° 0,332 0,50"°
Typhimurium (0,28-0,65) (0,21-0,57) (0,17-0,53) (0,31-0,69)
CUB 59/10 SB 0,29°° SD' 0,132 0,29"° 0,38"°
(0,14-0,48) (0,03-0,29) (0,14-0,48) (0,21-0,57)
HE 0,632 0,88"° 0,45"°¢ 0,34"°¢ 0,49™°
Total (0,54-0,72) (0,79-0,94) (0,35-0,55) (0,26-0,44) (0,39-0,59)
Salmonella ss 0,59"? 0,88"° 0,42"°¢ 0,30°° 0,45"°
<pp. movil (0,49-0,69) (0,79-0,94) (0,32-0,52) (0,22,0,40) (0,35-0,55)
' SB 0,50"? 0,80"° 0,317¢°¢ 0,21°¢ 0,38"2°
(0,40-0,60) (0,70-0,87) (0,23-0,41) (0,14-0,30) (0,28-0,48)

' SD: sin datos. No hubo periferia

abed ) os valores seguidos por diferentes letras minusculas en la misma fila para cada parametro
son significativamente diferentes (p < 0,05).

AB Los valores seguidos por diferentes letras mayusculas en la misma columna para cada cepa son
significativamente diferentes (p < 0,05).

SS = agar Salmonella-Shigella; HE = agar entérico Hektoen; SB = agar sulfito de bismuto.

107



Francisco Procura

Tesis Doctoral

Tabla 17. Exactitud (EXA) de los medios de cultivo agarizados selectivos
diferenciales en los métodos medio semisélido Rappaport-Vassiliadis modificado
(MSRV), caldo tetrationato (TTD, TT) y caldo tetrationato Hajna (TTH) para las cepas

de Salmonella spp. mévil inoculadas

EXA segun metodologia para detectar Salmonella spp. de las

Sgl‘rar!:):nczla Medd;os muestras de guano
spp. cultivo g'esr:t‘r‘c’, P';"r?f':xa T TTH TTD
sal " HE 0,89™ 0,93™ 0,59™ 0,417 0,48™
almonelia (0,74-0,97) (0,79-0,99) (0,41-0,76) (0,24-0,59) (0,31-0,66)
Entse‘:i:'i dis ss 0,85™ 0,93 0,48™ 0,37 0,44™
CUB 08/12 (0,69-OA95) (0’79'0;\99) (0,31-0;\{()56) (0’21'0,1?5) (0’27'0,;?3)
SB 0,85 0,93 0,44 0,26 0,44
(0,69-0,95) (0,79-0,99) (0,27-0,63) (0,12-0,44) (0,27-0,63)
HE 0,33"° 0,89"° 0,37°"° 0,417°° 0,63"°
Salmonella (0,18-0,52)  (0,74-0,97) (0,21-0,55) (0,24-0,59) (0,45-0,79)
ser. ss 0,33"° 0,85"° 0,417° 0,30"° 0,56"°
Enteritidis (0,18-0,52)  (0,69-0,95) (0,24-0,59) (0,15-0,48) (0,37-0,73)
ATCC 13076 sB 0,19"° 0,74"° 0,37"° 0,26"° 0,41"°
(0,07-0,35) (0,56-0,88) (0,21-0,55) (0,12-0,44) (0,24-0,59)
HE 0,85"° 0,85"° 0,63"2° 0,44"° 0,48"°
Salmonella (0,69-0,95) (0,69-0,95) (0,45-0,79) (0,27-0,63) (0,31-0,66)
Typh?;rl'mum ss 0,852 0,892 0,59° 0,44"° 0,48""
ATTC 13311 (0,69-0,95) (0,74-0,97) (0,41-0,76) (0,27-0,63) (0,31-0,66)
SB 0,82"° 0,82"° 0,52"° 0,30"° 0,48"°
(0,65-0,93) (0,65-0,93) (0,34-0,69) (0,15-0,48) (0,31-0,66)
HE 0,63"° Sp' 0,44"° 0,417 0,59"2
Salmonella (0,45-0,79) (0,27-0,63) (0,24-0,59) (0,41-0,76)
ser. ss 0,52"° Sp' 0,44"° 0,417 0,56"2
Typhimurium (0,34-0,69) (0,27-0,63)  (0,24-0,59) (0,37-0,73)
CUB 59/10 B 0,37%2 sp' 0,22"2 0,372 0,44"°
(0,21-0,55) (0,10-0,40) (0,21-0,55) (0,27-0,63)
HE 0,68"° 0,90"° 0,51"° 0,42"° 0,55"2°
Total (0,58-0,76) (0,81-0,94) (0,42-0,60) (0,33-0,51) (0,45-0,64)
Salmonella ss 0,64"° 0,90"° 0,48"° 0,38"° 0,5172°
<pp. Movil (0,54-0,72) (0,81-0,94) (0,39-0,47) (0,29-0,47) (0,42-0,60)
' SB 0,56"° 0,83"° 0,39"°¢ 0,30™¢ 0,44"2°
(0,46-0,65) (0,73-0,89) (0,30-0,48) (0,22-0,39) (0,35-0,54)

' SD: sin datos. No hubo periferia

abed ) os valores seguidos por diferentes letras minusculas en la misma fila para cada parametro
son significativamente diferentes (p <0,05).
AB | os valores seguidos de diferentes
significativamente diferentes (p <0,05).

SS = agar Salmonella-Shigella; HE = agar entérico Hektoen; SB = agar sulfito de bismuto.

letras mayusculas en la misma columna son
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Tabla 18. Valor predictivo negativo (VPN) de los medios de cultivo agarizados
selectivos-diferenciales en los métodos medio semisélido Rappaport-Vassiliadis

Cepa de
Salmonella

spp.

Salmonella
ser.
Enteritidis
CUB 08/12

Salmonella
ser.
Enteritidis

ATCC 13076

Salmonella
ser.

Typhimurium
ATTC 13311

Salmonella
ser.

Typhimurium

CUB 59/10

Total
Salmonella
spp. movil

Medios

de

cultivo

HE

SS

SB

HE

SS

SB

HE

SS

SB

HE

SS

SB

HE

SS

SB

modificado (MSRV), caldo tetrationato (TTD, TT) y caldo tetrationato Hajna (TTH)
para las cepas de Salmonella spp. movil inoculadas

VPN segun metodologia para detectar Salmonella spp. de las
muestras de guano

MSRV
Centro
0,50"2

(0,18-0,82)
0,43"2

(0,15-0,75)
0,43"2

(0,15-0,75)
0,14"2

(0,04-0,33)
0,14"2

(0,04-0,33)
0,132

(0,03-0,29)
0,43"2

(0,15-0,75)
0,43"2

(0,15-0,75)
0,38"°

(0,12-0,69)
0,232

(0,07-0,48)
0,192

(0,05-0,41)
0,152

(0,04-0,34)
0,26"°

(0,15-0,40
0,24"2

(0,14-0,37)
0,20"2

(0,12-0,32)

' SD: sin datos. No hubo periferia
2 | os valores seguidos por diferentes letras mindsculas en la misma fila para cada parametro son
significativamente diferentes (p <0,05).

AB

Los valores seguidos de diferentes

significativamente diferentes (p <0,05).
SS = agar Salmonella-Shigella; HE = agar entérico Hektoen; SB = agar sulfito de bismuto

MSRV
Periferia
0,60"2
(0,24-0,90)
0,60"2
(0,24-0,90)
0,50"2
(0,18-0,82)
0,50"2
(0,18-0,82)
0,43"2
(0,15-0,75)
0,30"2
(0,09-0,59)
0,43"2
(0,15-0,75)
0,50"2
(0,18-0,82)
0,38"2
(0,12-0,69)

sD'
sD'

sD’

0,57"°
(0,36-0,76)

0,57"°
(0,36-0,76)

0,44"°
(0,28-0,63)

TT

0,217
(0,06-0,46)
0,182
(0,05-0,39)
0,177
(0,05-0,37)
0,152
(0,04-0,34)
0,16"2
(0,04-0,36)
0,152
(0,04-0,34)
0,232
(0,07-0,48)
0,217
(0,06-0,46)
0,152
(0,04-0,34)
0,17"2
(0,05-0,37)
0,17"°
(0,05-0,37)
0,132
(0,03-0,29)
0,18"2
(0,11-0,30)
0,18"2
(0,10-0,28)
0,152
(0,09-0,25)

letras mayusculas en

TTH

0,16"°
(0,04-0,36)
0,15"°
(0,04-0,34)
0,13"°
(0,03-0,30)
0,16"°
(0,04-0,36)
0,14"°
(0,04-0,33)
0,13
(0,03-0,30)
0,17"°
(0,05-0,37)
0,17"°
(0,05-0,37)
0,14"°
(0,04-0,33)
0,16"°
(0,04-0,36)
0,16"°
(0,04-0,36)
0,15"°
(0,04-0,34)
0,16"°
(0,09-0,26)
0,15"°
(0,09-0,25)
0,14"2
(0,08-0,22)

TTD

0,18"2
(0,05-0,39)
0,177
(0,05-0,37)
0,177
(0,05-0,37)
0,23"2
(0,07-0,48)
0,20"°
(0,06-0,43)
0,16"°
(0,04-0,36)
0,18"2
(0,05-0,39)
0,18"2
(0,05-0,39)
0,18"2
(0,05-0,39)
0,217
(0,06-0,46)
0,20"°
(0,06-0,43)
0,17"°
(0,05-0,37)
0,20"?
(0,12-0,31)
0,18"2
(0,11-0,30)
0,172
(0,10-0,27)

la misma columna son
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Tabla 19. Sensibilidad (SE) de los medios de cultivo agarizados selectivos
diferenciales en los métodos medio semisélido Rappaport-Vassiliadis modificado
(MSRV), caldo tetrationato (TTD, TT) y caldo tetrationato Hajna (TTH) para las cepas
de Salmonella spp. inmovil inoculadas

c d Medios SE seguin metodologia para detectar Salmonella
Salm:r?:Ilaespp de spp. de las muestras de guano
" cultivo  MSRV T TTH TTD
0,212 0,082 0,13"2 0,082
Sag"ﬁ.”e”a ser.  HE  509.041) (0,03-026) (0,05-0,31) (0,03-0,26)
abi'x‘;:'m ss 0,212 0,04"2 0,132 0,04"2
. (0,09-0,41)  (0,01-0,20)  (0,05-0,31)  (0,01-0,20)
Gallinarum CUB A A A A
55/10 SB 0,137 0,00™* 0,13%2 0,00*?
(0,05-0,31)  (0,00-0,14)  (0,05-0,31)  (0,00-0,14)
0,172 0,082 0,002 0,00"?
Sa(’;’"ﬁ.”e”a ser.  HE  547.036) (0,03-026) (0,01-0,20) (0,00-0,14)
abi':f:r‘m ss 0,17"2 0,04"2 0,08"2 0,08"2
. (0,07-0,36)  (0,01-0,20)  (0,03-0,26)  (0,03-0,26)
Gallinarum CUB A A A A
05/10 SB 0,047 0,00™* 0,00*? 0,00*?
(0,01-0,20)  (0,00-0,14)  (0,00-0,14)  (0,00-0,14)
0,252 0,042 0,042 0,08"?
sa(’;";ﬁl’:l‘;’:z ser. HE  (0,12:045) (0,01-0,20) (0,01-0,20) (0,03-0,26)
. 0,172 0,042 0,082 0,08"2
biovar Pullorum - SS 5 57.936) (0,01-0,20) (0,03-026) (0,03-0,26)
INTA Balcarce A A A A
90/142 SB 0,137 0,00"° 0,00*° 0,042
(0,05-0,31)  (0,00-0,14)  (0,00-0,14)  (0,01-0,20)
HE 0,332 0,08"° 0,08"° 0,08"°
Salmonella ser. (0,18-0,54)  (0,03-0,26) (0,03-0,26)  (0,03-0,26)
Gallinarum ss 0,172 0,042 0,042 0,08"2
biovar Pullorum (0,07-0,36)  (0,01-0,20)  (0,01-0,20)  (0,03-0,26)
ATCC 13036 SB 0,2172 0,00"° 0,04"2° 0,00"°
(0,09-0,41)  (0,00-0,14)  (0,01-0,20)  (0,00-0,14)
0,24"2 0,07"° 0,07"° 0,06™°°
HE  0,17-033) (0,04-0,14 (0,04-0,14  (0,03-0,13)
Total 01882 004"8% 0,08~ 0,077°
Salmonellas SS  (0,41-027) (0,02-0,10) (0,04-0,16) (0,04-0,14)
spp. inmovil
sB 0,132 0,00°° 0,02°° 0,01°°
(0,07-0,21)  (0,00-0,04) (0,01-0,07)  (0,00-0,06)

2 | os valores seguidos por diferentes letras mindsculas en la misma fila para cada parametro son
significativamente diferentes (p <0,05).

AB

Los valores seguidos de diferentes

significativamente diferentes (p <0,05).
SS = agar Salmonella-Shigella; HE = agar entérico Hektoen; SB = agar sulfito de bismuto.

letras mayusculas en

la misma columna son
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Tabla 20. Exactitud (EXA) de los medios de cultivo agarizados selectivos
diferenciales en los métodos medio semisélido Rappaport-Vassiliadis modificado
(MSRVS5), caldo tetrationato (TTD, TT) y caldo tetrationato Hajna (TTH) para las
cepas de Salmonella spp. inmoévil inoculadas

Cepa de Medios EXA segun metodologia para detectar Salmonella
Salmonella de spp. de las muestras de guano
spp. cultivo MSRV T TTH TTD
Salmonella HE 0,30"? 0,192 0,22"2 0,192
ser. (0,16-0,49) (0,08-0,37) (0,11-0,41) (0,08-0,37)
Gallinarum sS 0,30"? 0,152 0,22"2 0,152
biovar (0,16-0,49) (0,06-0,33) (0,11-0,41) (0,06-0,33)
Gallinarum SB 0,22"° 0,112 0,15"° 0,117
CUB 55/10 (0,11-0,41)  (0,04-0,28) (0,06-0,33)  (0,04-0,28)
Salmonella HE 0,26"2 0,192 0,152 0,112
ser. (0,13-0,45) (0,08-0,37) (0,06-0,33) (0,04-0,28)
Gallinarum ss 0,26"2 0,152 0,192 0,192
biovar (0,13-0,45) (0,06-0,33) (0,08-0,37) (0,08-0,37)
Gallinarum sB 0,157° 0,112 0,112 0,11%2
CUB 05/10 (0,06-0,33) (0,04-0,28) (0,04-0,28) (0,04-0,28)
Salmonella HE 0,332 0,152 0,152 0,192
ser. (0,19-0,52) (0,06-0,33) (0,06-0,33) (0,08-0,37)
Gallinarum SS 0,26"° 0,152 0,19"° 0,192
biovar (0,13-0,45) (0,06-0,33) (0,08-0,37) (0,08-0,37)
Pullorum INTA Aa Aa Aa Aa
Balcarce SB 0,22 0,11 0,11 0,15
90/142 (0,11-0,41)  (0,04-0,28) (0,04-0,28) (0,06-0,33)
Salmonella HE 0,4172 0,19%2 0,19%2 0,19%°
ser. (0,24-0,59) (0,08-0,37) (0,08-0,37) (0,08-0,37)
Gallinarum SS 0,26"° 0,15"° 0,15"° 0,192
biovar (0,13-0,45) (0,06-0,33) (0,06-0,33) (0,08-0,37)
Pullorum B 0,30"2 0,1172 0,152 0,112
ATCC 13036 (0,16-0,49) (0,04-0,28) (0,06-0,33) (0,04-0,28)
HE 0,32"? 0,18"° 0,18"° 0,17*°
(0,24-0,42) (0,12-0,26) (0,12-0,26) (0,11-0,25)
Total 02773 0.15°° 0.19°° 0.18°°
Salmonella SS  (019-036) (0,09-0.23) (0,12-0.27) (0,12-0,26)
spp. inmovil = =~ = =
SB 0,22"° 0,11°° 0,13%2P 0,12"°
(0,15-0,31)  (0,07-0,18) (0,08-0,21) (0,07-0,20)

2% os valores seguidos por diferentes letras mindsculas en la misma fila para cada pardmetro son
significativamente diferentes p <0,05).

A.B,

Los valores seguidos de diferentes

significativamente diferentes (p <0,05).
SS = agar Salmonella-Shigella; HE = agar entérico Hektoen; SB = agar sulfito de bismuto.

letras mayusculas en

la misma columna son
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Tabla 21. Valor predictivo negativo (VPN) de los medios de cultivo agarizados
selectivos-diferenciales en los métodos medio semisélido Rappaport-Vassiliadis
modificado (MSRV), caldo tetrationato (TTD, TT) y caldo tetrationato Hajna (TTH)

para las cepas de Salmonella spp. inmévil inoculadas

Medios VPN segin metodologia para detectar Salmonella
Cepa de
Salmonella spp de spp. de las muestras de guano
*  cultivo MSRV 1T TTH TTD
sal p HE 0,14"2 0,122 0,132 0,12"2
‘"G";ﬁi':‘irz :ler- (0,05-0,34)  (0,04-0,30) (0,05-0,31)  (0,04-0,30)
Aa Aa Aa Aa
biovar sS 0,14 0,12 0,13 0,12
. (0,05-0,34) (0,04-0,29) (0,05-0,31) (0,04-0,29)
Gall cuB
e 0132 01172 01272 01172
55010 SB (0,05-0,31) (0,04-0,28) (0,04-0,29) (0,04-0,28)
sal " HE 0,132 0,122 0,122 0,112
armonera ser. (0,05-0,32)  (0,04-0,30)  (0,04-0,29)  (0,04-0,28)
Gallinarum 0133 01272 01272 012”3
biovar SS ’ ’ ’ ’
. (0,05-0,32) (0,04-0,29) (0,04-0,30) (0,04-0,30)
Gall cuB
510 01272 01172 01172 01172
05/10 SB (0,04-0,29) (0,04-0,28) (0,04-0,28) (0,04-0,28)
sal " HE 0,14"2 0,122 0,122 0,122
armonera ser. (0,05-0,35)  (0,04-0,29)  (0,04-0,30)  (0,04-0,30)
Gallinarum 013% 01272 01272 012”3
biovar Pullorum SS ’ ’ ’ ’
(0,05-0,32) (0,04-0,29) (0,04-0,29) (0,04-0,30)
INTA Bal
Y 0,13"% 01173 01173 0,12°%
90/142 ’ . . ;
SB (0,05-0,31)  (0,04-0,28) (0,04-0,28) (0,04-0,29)
0,16"2 0,122 0,122 0,122
Salmonellaser. T (0,06-0,38) (0,04-0,30) (0,04-0,30) (0,04-0,30)
Gallinarum ss 0,132 0,122 0,122 0,122
biovar Pullorum (0,05-0,32)  (0,04-0,29) (0,04-0,29) (0,04-0,30)
ATCC 13036 sB 0,14"2 0,112 0,122 0,112
(0,05-0,34) (0,04-0,28) (0,04-0,29) (0,04-0,28)
0,14"2 0,122 0,122 0,122
HE (0,08-0,23) (0,07-0,20) (0,07-0,20) (0,07-0,19)
Total Salmonella ss 0,132 0,112 0,122 0,122
spp. inmovil (0,07-0,22)  (0,07-0,19) (0,07-0,20) (0,07-0,20)
sB 0,132 0,112 0,112 0,112
(0,07-0,21)  (0,07-0,18) (0,07-0,19) (0,07-0,19)

2 | os valores seguidos por diferentes letras mindsculas en la misma fila para cada parametro son
significativamente diferentes (p <0,05).

ABLos valores seguidos de diferentes letras mayusculas en la misma columna son
significativamente diferentes (p <0,05).

SS = agar Salmonella-Shigella; HE = agar entérico Hektoen; SB = agar sulfito de bismuto.
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3.1.7. Concordancia de los medios utilizados para la recuperacion de Salmonella
spp.

En el andlisis de los datos, utilizando los coeficientes kappa y el test de McNemar
se observd que la concordancia fue variable entre los medios de cultivo selectivos
diferenciales (Tabla 22 y Tabla 23). Para el caso de las cepas moviles, la concordancia
estuvo entre buena a excelente para los casos de HE vs SS, no encontrandose
diferencias significativas entre ellos, y entre buena y muy buena para HE vs SB y SS vs
SB, encontrandose diferencias significativas para los casos de MSRV centro, TT, y TTH
solo en HE vs SB. Por otro lado, la concordancia estuvo entre débil y buena para cepas
inmoviles para el caso de HE vs SS, no encontrandose diferencias significativas entre
ellos. Para los casos de HE vs SB y SS vs SB, las concordancias fueron variables y
estuvieron entre nula y buena, y solo la diferencia fue significativa en las técnicas de TTH
y TTD, y MSRV y TT para los casos de HE vs SB y SS vs SB, respectivamente.
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Tabla 22. Concordancia (coeficiente Kappa y test de McNemar) entre diferentes
medios de cultivo selectivos-diferenciales en las distintas técnicas para muestras

de guano contaminadas artificialmente con Salmonella spp. méviles.

Cepa de

Salmonella Técnicas

spp.

Salmonella
ser.
Enteritidis
CUB 08/12

Salmonella
ser.
Enteritidis
ATCC
13076

Salmonella
ser.
Typhimuriu
m
ATTC 13311

Salmonella
ser.
Typhimuriu
m
CUB 59/10

Total
Salmonella
spp. movil

"Indica que kappa es significativamente distinto de cero (p< 0,05).
2 Determinado con la prueba de chi-cuadrado de McNemar para muestras pareadas.

MSRV C
MSRV P
T
TTH
TTD
MSRV C
MSRV P
TT
TTH
TTD
MSRV C
MSRV P
TT
TTH
TTD
MSRV C
MSRV P
TT
TTH
TTD
MSRV C
MSRV P
TT
TTH
TTD

Comparacion entre los medios de cultivos selectivos-diferenciales

HE/SS

Coeficiente
Kappa'

0,90
1,00
0,78
0,91
0,59
1,00
0,90
0,91
0,70
0,85
1,00
0,90
0,93
0,83
0,68
0,78
sp*
0,83
0,82
0,93
0,93
0,94
0,86
0,82
0,77

Valor p?
1,0000

3

0,2482
1,0000

1,0000
3

1,0000
1,0000
0,2482

0,4795
3

1,0000
1,0000
0,4795
0,6171
0,2482
sp*
0,4795
0,4795
1,0000
0,1336
0,4795
0,1306
0,2888
0,3865

HE/SB

Coeficiente
Kappa'

0,90
0,89
0,70
0,58
0,76
0,44
0,65
0,81
0,58
0,56
0,91
0,91
0,78
0,63
0,84
0,35
sp*
0,40
0,91
0,70
0,73
0,83
0,69
0,68
0,71

Valor p?

1,0000
1,0000
0,1336
0,1336
1,0000
0,1336
0,1336
0,4795
0,1336
0,0412
1,0000
1,0000
0,2482
0,1336
0,4795
0,0455
sp*
0,0412
1,0000
0,1336
0,0019
0,1336
0,0019
0,0009
0,0098

SS/SB

Coeficiente
Kappa'

1,00
0,89
0,76
0,66
0,83
0,44
0,75
0,72
0,60
0,69
0,91
0,81
0,85
0,63
0,84
0,19
sp*
0,40
0,72
0,77
0,72
0,83
0,71
0,66
0,78

Valor p?

3

1,0000
1,0000
0,2482
0,4795
0,1336
0,2482
1,0000
1,0000
0,1336
1,0000
0,4795
0,4795
0,1336
0,4795
0,3428
sp*
0,0412
1,0000
0,2482
0,0389
0,1336
0,0162
0,0265
0,0704

®*No se puedo realizar la prueba de McNemar’s debido a que en todos los casos se aislé Salmonella spp. de

ambos medios agarizados.

*SD: sin datos. No hubo periferia
SS = agar Salmonella-Shigella; HE = agar entérico Hektoen; SB = agar sulfito de bismuto; C = centro; P =

periferia.
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Tabla 23. Concordancia (coeficiente Kappa y test de McNemar) entre diferentes
medios de cultivo selectivos-diferenciales en las distintas técnicas para muestras
de guano contaminadas artificialmente con Salmonella spp. (Salmonella ser.
Gallinarum biovares Gallinarum- SG- y Pullorum -SP-)

Comparacion entre los medios de cultivos selectivos-diferenciales

Cepa de
Salmonella Técnicas HE/SS HE/SB SS/SB
SPP- Cc:gi;:‘i)zqte Valor p? Cc;a;i:;?te Valor p? Co;af::;qte Valor p?
MSRV 1,00 3 0,71 0,4795 0,71 0,4795
SG CUB TT 0,65 1,0000 0,00 0,4795 0,00 1,0000
5510 TTH 1,00 3 0,47 0,4795 0,47 0,4795
TTD 0,65 1,0000 0,00 0,4795 0,00 1,0000
MSRV 0,71 0,4795 0,36 0,2482 0,36 0,2482
SG CUB TT 0,65 1,0000 0,00 0,4795 0,00 1,0000
05/10 TTH 0,65 1,0000 0,00 1,0000 0,00 0,4795
TTD 0,00 0,4795 indeterminado 3 0,00 0,4795
MSRV 0,76 0,4795 0,61 0,2482 0,84 1,0000
g:ltl:';;che TT 1,00 B 0,00 1,0000 0,00 1,0000
90/142 TTH 0,65 1,0000 0,00 1,0000 0,00 0,4795
TTD 1,00 3 0,65 1,0000 0,65 1,0000
MSRV 0,58 0,1336 0,70 0,2482 0,87 1,0000
SPATCC TT 0,65 1,0000 0,00 0,4795 0,00 1,0000
13036 TTH 0,65 1,0000 0,47 0,4795 1,00 3
TTD 0,46 0,4795 0,00 0,4795 0,00 0,4795
MSRV 0,76 0,0771 0,63 0,0026 0,72 0,1306
Sa,;c’;zL,,a T 0,71 0,2482 0,00 0,0233 0,00 0,1336
inﬂ“’g‘}“ TTH 0,79 1,0000 0,38 0,0412 0,38 0,0412
TTD 0,59 1,0000 0,27 0,0736 0,24 0,0412

' Indica que kappa es significativamente distinto de cero (p< 0,05).

? Determinado con la prueba de chi-cuadrado de McNemar para muestras pareadas.

*No se puedo realizar la prueba de McNemar’s debido a que en todos los casos se aislé
Salmonella spp. de ambos medios agarizados.

SS = agar Salmonella-Shigella; HE = agar entérico Hektoen; SB = agar sulfito de bismuto.
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3.2.GUANO ESTERIL  CONTAMINADO ARTIFICIALMENTE CON
SALMONELLA SPP. INVOVILY E. COLI

3.2.1.Recuentos de Salmonella spp. inméviles y E. coli inoculadas en guano estéril
y porcentaje de cepas dafhadas

Los resultados de los recuentos del ensayo de inoculacion de cepas de Salmonella
spp. inmoviles y E. coli (EC) se muestran en la Tabla 24. En cuanto a la inoculacién de
las cepas individualmente (control) en guano se observo que EC en concentraciones de
10* UFC/ml solo se logré contar en APB, mientras que la misma cepa, pero inoculada en
concentraciones de 10’ UFC/ml se logré contar en las cuatro técnicas ensayadas, siendo
el recuento mas elevado el de APB, seguidos por TTD, TTH y TT. SG (10* UFC/mI) no
pudo contarse en el enriquecimiento directo con TTD, mientras que se obtuvieron valores
de recuentos en las 3 técnicas restantes, siendo el mayor de ellos en las técnicas de TTH
yTT. En lo que refiere a los recuentos de SP (10* UFC/ml), se logré contar en todos los
enriquecimientos, teniendo los recuentos mas elevados en los caldos que utilizan
tetrationato. En los casos que se pudo realizar el recuento de las cepas individualmente
no se encontro diferencias significativas entre los agares ATS y MC. A su vez,
comparando los recuentos para el mismo medio de cultivo en las diferentes técnicas se
encontré que hubo recuentos superiores para APB para ambos medios en el caso de EC
para la concentracion de 10" UFC/ml. Para el medio MC se encontré diferencia estadistica
en el recuento entre TT y TTH. Del mismo modo, para el caso SG se encontré que para
MC y ATS el recuento en APB fue menor que en TT y TTH, Para el caso de SP en MC
se encontré diferencia en el recuento en todos los casos, menos para la comparaciéon de
TT y TTH; y para el medio ATS se encontré diferencia en el recuento entre el medio APB
con el resto y entre los TT se encontré que no hubo diferencia entre TTDy TTHy entre TT
y TTH.

En lo que respecta a la combinacién de EC + SG en relacion 1:1 se observé que
EC soélo se pudo contar en APB, mientras que SG se pudo contar en APB, TT y TTH,
siendo los recuentos mas altos en este ultimo. A su vez, para ambas cepas se encontrd
diferencias entre los recuentos de agar ATS y MC solamente para los recuentos
realizados en APB. Cuando la inoculacién de EC + SG fue en relacion 1000:1 también se
observé que EC se pudo contar solamente en APB, pero con valores superiores a los
hallados cuando se inoculd en la relacion 1:1, también con diferencia entre los recuentos
en ATS y MC. Por su parte, SG solo se pudo contar en las técnicas de enriquecimiento de
TT y TTH, y sin diferencias entre los recuentos en ATS y MC.

Por ultimo, al enfrentar EC + SP en relaciéon 1:1 se observé que, al igual que para
el caso de EC + SG en relacién 1:1, solo se logré contar EC en APB. Por otro lado, SP se
logré contar en todos los caldos, teniendo los recuentos mas elevados en los medios con
tetrationato y sélo con diferencias significativas en los recuentos entre ATS y MC para los
realizados en APB. Cuando se inocularon EC + SP en relacion 1000:1 en guano se
observé que EC se pudo contar solo en APB, con diferencias entre los recuentos de ATS
y MC. Por su parte SP, se pudo contar en las cuatro técnicas siendo los mayores
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recuentos los encontrados en TTD y TTH, seguidos por TT y APB, sin diferencia entre los
recuentos en ATS y MC.

Por otro lado, realizando la comparacion de las mismas cepas de igual
concentracién inoculadas con los diferentes tratamientos, se encontré que para el caso de
los recuentos realizados en APB, las EC inoculadas en una concentracién de 10* no
mostraron diferencias entre ellas, mientras que la misma cepa en concentracién de 10’
demostré diferencias significativas entre el control y los recuentos realizados cuando se
inocularon junto a las Salmonella spp. tipo inmovil. A su vez, los resultados indicaron
diferencias entre los recuentos realizados en los tratamientos con SG y SP. SG mostré
diferencias en el recuento cuando fue coincubada con EC en relacion 1/1000, con
respecto al control y a la coincubacién en relacion 1/1, estos dos ultimos no mostraron
diferencias significativas entre si. Por otro lado, el recuento de SP resulto ser diferente
comparando el control con las coincubaciones en relaciéon 1/1 y 1/1000 con EC, pero
estas dos ultimas no mostraron diferencias entre si.

Para el caso de TTD solo se pudieron realizar los recuentos para la cepa de SP,
encontrandose diferencias entre el control y las coincubaciones en relacion 1/1 y 1/1000
con EC, pero estas dos ultimas no mostraron diferencias entre si. En los caldos TT, las
EC solo pudieron contarse en la cepa control en la concentracién mas alta, mientras que
la cepas inméviles pudieron ser contadas en todos los casos; para SG no se encontro
diferencias entre el control y los recuentos realizados en la coincubacién con EC en
relacion 1/1 y 1/1000; mientras que SP no mostrd diferencias entre el control y en la
coincubacion con EC en relacién 1/1 y 1/1000, pero si hubo significancias entre las
coincubaciones.

Por ultimo, para los recuentos realizados en TTH, las SG mostraron diferencias de
los recuentos entre el control y la coincubacién con EC en relacién 1/1000. Caso contrario
sucedid para la coincubacion en relacion 1/1, donde no se hallé significancia con el
control, y, a su vez, hubo diferencias entre los recuentos obtenidos en las coincubaciones
con EC. Para el caso del recuento de SP, no se encontré diferencia significativa entre el
control y la coincubacién con EC en las relaciones 1/1'y 1/1000.
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Tabla 24. Recuentos de cepas inoculadas en guano estéril y porcentaje de cepas injuriadas (% Cl) para agua peptona bufferada
(APB), caldo tetrationato directo (TTD), caldo tetrationato luego de preenriquecimiento (TT) y caldo tetrationato segun Hajna luego de
preenriquecimiento (TTH) por inoculacion en agar tripteina de soja (ATS) y agar MacConkey (MC). Los valores representan el
promedio % desvio estandar. Las cepas bacterianas utilizadas fueron Salmonella. ser. Gallinarum biovar Gallinarum (SG) CUB 55/10,
S. ser. Gallinarum biovar Poullorum (SP) INTA Balcarce 90-142 y E. coli (EC). Los valores representan el promedio * desvio estandar

APB TTD T TTH

Tratamiento Bacteria AI:rosg UFCIm(I: % Cl AI:rosg UFCIT/:C % Cl ATLSog UFCIm:\nc % Cl A1I'-;g UFCIm:\nc % Cl
10° EC EC %Z%E %ﬂ%f 1,0  ND' ND' - ND' ND' : ND' ND' ;
wee w U JHi e SNE SEA o0 R0 O se WE, A% 4
10° SG SG (i NS ;ﬁ’ai 135  ND' ND' - Oggz, Ee g’g’ai 8,7 0,71’;39, Ee 3’29;53 4,0
10* SP SP ol oomen 136 (LO%E. JTLE 14 % OM% ss D& iR 73
£C +SG EC ‘8?1(313 36?2733 93  ND? ND2 - ND? ND? ; ND? ND? ]
(1:1) SG ?8?233 36,1107;5 217 ND? ND® - %g%f %ﬂ%ai 9,1 702123* %?1373 4.1

EC 5 SG EC 70’752202-' %’ﬁ%f 82  ND? ND? ND? ND? ND? ND?

(1.000:1) SG ND? ND? ; ND? ND? - %’42773 %’11‘;3 5.1 76,5192§ ig'ﬁia 3.1
£C+SP EC ‘8711312" 30’,81823 59  ND? ND2 - ND? ND? ; ND? ND? ;

(1:1) SP %ﬁ%&' 20’,22?1’:: 20,7 70’,‘5233 70’%173 14 70”22%;* %,71263 6,7 312121/ %i%é’ 11,9
Ec + 5P EC %fﬁf 66,11653-” 12  ND? ND* - ND? ND? : ND? ND? ;

(1.000:1) sP 20’,5232" 26,2107;: 14,0 2%‘23 70”13473 1,4 50’?1563 56,622031 5,4 70’1113;)3 %’,1171;" 13,4

% | os valores seguidos por letras mintsculas diferentes en la misma fila son significativamente diferentes para la misma técnica (p <0,05).

A8 Los valores seguidos por letras mayusculas diferentes en la misma fila son significativamente diferentes para las diferentes técnicas entre los mismos
medios para las cepas puras (p <0,05).

" ND: no detectado. Limite de deteccién 4,00 x 10> UFC/m.

% ND: no detectado. Limite de deteccion 1,00 x 10° UFC/ml.
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3.2.2.Aislamiento de Salmonella spp. inmdéviles y E. coli inoculadas en guano estéril

Los resultados de los aislamientos de las cepas inoculadas estan detallados en la
Tabla 25. En cuanto a los ensayos con las cepas puras (control) en concentraciones
iniciales de 10* UFC/25g en guano se observd que SP pudo ser aislada en las cuatro
técnicas estudiadas (TTD, TT, TTH y MSRV), mientras que SG se aislo en tres de ellas
(TT, TTH y MSRV) y EC solo se aislé en la técnica MSRYV. Sin embargo, esta misma cepa
al ser inoculada en concentracién de 10’ UFC/25g pudo aislarse en todas las técnicas
ensayadas. Con respecto a la inoculacion de EC + Sl en relacién 1:1 en guano, se
observé que EC sélo se aislo en MSRV para ambos casos y SG pudo ser aislada en
MSRYV, TTH y TT, mientras que SP se aislé en todas las técnicas utilizadas. Por otro lado,
en la inoculacion de EC + Sl en relacion 1000:1 en guano se observé que EC se aislo en
MSRYV, y en MSRV y TT para el enfrentamiento de SG y SP, respectivamente. Mientras
que SG pudo ser aislada en MSRV, TTH y TT, y SP se aislé en todas las técnicas
utilizadas.

Tabla 25. Aislamiento mediante los métodos medio semisélido Rappaport-
Vassiliadis modificado (MSRV), caldo tetrationato (TTD y TT) y caldo tetrationato
Hajna (TTH) de las cepas de Salmonella. ser. Gallinarum biovar Gallinarum (SG)
CUB 55/10, S. ser. Gallinarum biovar Poullorum (SP) INTA Balcarce 90-142 y E. coli
(EC) en guano de aves contaminados artificialmente

N° de muestras positivas/N° total de muestras
Tratamiento
TTD TT TTH MSRV
EC (10%) 0/6 0/6 0/6 6/6
EC (10" 6/6 6/6 6/6 6/6
SG (10%) 0/6 6/6 6/6 6/6
SP (10%) 6/6 6/6 6/6 6/6
EC+SG EC 0/6 0/6 0/6 4/6
(1:1) SG 0/6 6/6 6/6 6/6
EC+SG EC 0/6 0/6 0/6 6/6
(1000:1)  SG 0/6 6/6 6/6 6/6
EC+SP EC 0/6 0/6 0/6 4/6
(1:1) SP 6/6 6/6 6/6 2/6
EC+SP EC 0/6 2/6 0/6 4/6
(1000:1)  SP 6/6 4/6 6/6 2/6
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4. DISCUSION

En este capitulo se estudiaron 4 métodos de aislamiento para la deteccién de
Salmonella spp. méviles e inméviles en muestras de guano de gallina de pos tura
contaminado artificialmente. Los enfoques para disminuir el tiempo de deteccién incluyen
reducir la duracion de los enriquecimientos no selectivos y/o selectivos, cambiar las
formulaciones de caldo y alterar las temperaturas de incubacién. Sin embargo, diferentes
autores encontraron resultados contradictorios, mientras que algunos (Chen et al., 1993;
Daquigan et al., 2016) reportaron que Salmonella spp. se pudo recuperar después de 5 a
6 h en un caldo de preenriquecimiento no selectivo y superar los efectos toéxicos del
enriquecimiento selectivo, otros autores (Mohr et al., 1974; van Schothorst y van Leusden,
1975; D’'Aoust y Maishment, 1979) demostraron que un menor tiempo de incubacién no
logré recuperar esta bacteria.

Para el caso de las Salmonella spp. méviles, los resultados indicaron que el
método de MSRV fue mejor que los métodos de tetrationato (TT y TTD) y tetrationato
Hajna (TTH) para la recuperacion de la bacteria inoculada en este tipo de muestra.
Eriksson y Aspan (2007) encontraron que un método similar al MSRV, pero con diferentes
medios de cultivos selectivos diferenciales (agar xilosa lisina desoxicolato y agar verde
brillante), fue el método mas sensible y especifico, cuando se comparé con el método
NMKL71 (Nordic Committee on Food Analysis 71:5: 1999), 3 métodos comerciales
basados en ELISA y 4 basados en PCR en muestras fecales de bovinos, cerdos y aves
contaminadas artificialmente con diferentes serovariedades de Salmonella spp., incluidas
las estudiadas en este trabajo de tesis. Fujihara et al. (2016) informaron que se aislo
Salmonella spp. con mayor éxito a partir de muestras fecales contaminadas
artificialmente después del enriquecimiento en caldo de tetrationato Hajna o en agar
Rappaport semisélido modificado que en caldo Rappaport. Sin embargo, Soria et al.
(2012), utilizando guano de aves de postura contaminado artificialmente, encontraron que
la SE y EXA de un método similar al TT, con agar xilosa lisina desoxicolato con o sin
tergitol 4, y agar EF-18, como medios de cultivos sélidos selectivos-diferenciales, fueron
tan altos como un método similar a MSRYV, con los mismos medios de cultivos selectivos-
diferenciales sefalados anteriormente, para cepas SE y ST. Esos autores utilizaron 2
cepas de Salmonella spp. que se utilizaron en este trabajo de tesis (ST ATCC 13311y SE
ATCC 13076) y el limite de deteccion para SE ATCC 13076 fue mejor en ese informe, que
en los resultados obtenidos en este trabajo. Las diferencias en la concentracion inicial de
bacterias totales y enterobacterias en las muestras de guano y/o los medios de cultivo
selectivos diferenciales utilizados podrian explicar estos resultados.

En este estudio no se indujo dafio sobre la bacteria inoculada. El recuento de
Salmonella spp. en ATS y MC no fue significativamente diferente para todas las cepas y el
porcentaje de células dafiadas estuvo entre 8,26 y 11,54 %. Se utilizd un
preenriquecimiento en APB para estimular el crecimiento de Salmonella spp. y permitir la
recuperacion de células danadas (Gast, 2013; Soria y Bueno, 2016). Se sabe que el
preenriquecimiento no es aconsejable cuando se analizan muestras con contenido
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intestinal o heces, con un gran niumero de organismos competidores que podrian superar
a Salmonella spp. en el caldo no selectivo (Gast, 2013). Sin embargo, la concordancia
entre TTD y TT fue buena en nuestro estudio, sin ninguna diferencia significativa (p >
0,05) entre estos métodos. Por ello, no se encontré ninguna ventaja con el uso de un
enriquecimiento selectivo sin el paso de preenriquecimiento en las muestras de guano
para las cepas de Salmonella spp. moviles. El método estandar I1SO 6579-1:2017/Amd 1:2020
(ISO, 2020) para la deteccion de Salmonella spp. en heces de animales, se incluye en
muchos planes nacionales de sanidad avicola, esta técnica utiliza en el paso de
enriquecimiento selectivo el medio MSRYV para la deteccion de Salmonella spp. mévil. La
eficacia de este medio se basa en la capacidad de Salmonella spp. para migrar a través
del medio selectivo por delante de los microorganismos moviles competidores,
produciendo asi halos opacos de crecimiento (Oxoid, 2006). Gelinski et al, (2002)
consideraron un halo blanco con un radio mayor a 10 mm como una migracién positiva
alrededor del punto. Sin embargo, Fujihara et al. (2016) informaron que la SE de MSRV
no estaba restringida por el volumen de indculo y que el didmetro de la zona de migracion
en este medio dependia de los serovares de Salmonella spp. En este ensayo, una cepa
ST (CUB 59/10) mostrd solo una zona periférica en alguna concentracion inicial de la
misma. Esta cepa pudo aislarse de la zona central, cuando no habia una zona periférica.
Wu et al. (2012) reportaron que otra cepa de ST (LB5010) no mostré un efecto "halo" en
el medio MSRYV, y el medio permanecioé azul alrededor de la gota inoculada. Sin embargo,
en este trabajo de tesis cuando se repitid el ensayo con diferentes muestras de guano,
usando ST CUB 59/10, los halos opacos de crecimiento aparecieron en medio MSRV.
Esto indicé que el diametro de la zona de migracién también dependié de la muestra.

El tipo de muestra, y especialmente la composicidn de la microbiota acompariante,
es de considerable importancia para la eficacia de un medio de cultivo especifico. El
crecimiento de bacterias que no son Salmonella spp. pueden alterar la lectura de las
placas, ya que pueden no obtenerse colonias bien aisladas de Salmonella spp. (Busse,
1995). Petersen (1997) informo que la combinacion de los 2 medios de cultivos disminuyo
la cantidad de resultados falsos negativos, lo que lleva un costo adicional. En este
estudio, se utilizaron tres medios de cultivo selectivos-diferenciales (HE, SS y SB), y hubo
diferencias significativas entre los métodos de aislamiento para los mismos medios de
cultivo, lo que fortalecié el uso de los pasos de preenriquecimiento y enriquecimiento.
Aunque los coeficientes kappa mostraron que la concordancia fue de buena a excelente
en los 3 medios de cultivos selectivos-diferenciales para Salmonella spp. méviles, en
general, el agar SB mostré valores mas bajos en estos parametros. Resultados similares
fueron informados por Cox et al., (1972), quienes compararon varios medios de cultivo
para el aislamiento de Salmonella spp. de guano de aves de corral y de los productos
alimenticios para aves de corral. Estos autores encontraron el mayor porcentaje de
aislamientos positivos en agar SS (41,6 %), mientras que los agares HE y SB tuvieron
22,2 % y 13,8 % de recuperacion positiva, respectivamente.
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Si bien los valores de concordancia entre técnicas para la recuperacion de cepas
inmoviles estuvieron entre débil a muy buena, los limites de deteccion fueron mas altos
que los encontrados en las cepas moéviles. Se conoce que, a diferencia de otras
Salmonella, las inméviles (SP y SG) no son intensamente excretadas a través de las
heces (Berchieri et al., 1995) y que su excrecion depende de la susceptibilidad del lote a
la infeccion por estas bacterias. Proux et al., (2002) revelaron que, si el control de este
tipo de Salmonella spp. se basa exclusivamente en el analisis bacteriolégico de guano e
hisopados ambientales, es dificil de detectarlas; ya que sélo pudieron aislar a estas
bacterias mediante cultivos que fueron efectuados a partir del higado y bazo de pollitos
infectados, mientras que el guano y los hisopados ambientales fueron todos negativos en
los cultivos efectuados en ese mismo lote de aves. Por otro lado, el anexo D de la norma
ISO 6579 indica que Salmonella spp. inmdviles no parecen tener la capacidad de
sobrevivir por tiempos prolongados en muestras ambientales y, por lo tanto, son
raramente detectadas en muestras de guano, independientemente del método que se
utilice. En el mismo anexo D y Poppe et al., (2004) se indica que el medio MSRV es
inadecuado para el aislamiento de cepas de Salmonella spp. inmdviles. Sin embargo, en
el presente estudio de tesis, de manera similar que lo informado por Soria et al., (2012),
se pudo recuperar este tipo de Salmonella, pero con limites de deteccién relativamente
altos (1,3 x 10" a 1,1 x 10° UFC/25g). A su vez, se observo que la presencia de otras
bacterias, como E. coli, en el guano alteraron la tasa de aislamiento de SG y SP. Esto
demuestra que, a diferencia de lo que ocurre con los serovares moviles de Salmonella
spp., son necesarias altas concentraciones de SG y/o SP en guano para que se puedan
aislar estas bacterias, dado que la microbiota acompafante afecta de sobremanera la
tasa de aislamiento de las mismas.
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5. CONCLUSIONES

v El método de MSRYV es mejor que los métodos de que utilizan tetrationato (TTD, TT y
TTH) para la deteccion de Salmonella spp. en muestras de guano contaminadas
artificialmente, tanto para las cepas moviles como para las inmoviles.

v Los limites de deteccién, en guano contaminado artificialmente son mejores en
Salmonella spp. méviles que inmoviles.

v La microbiota acompafiante y la concentracién inicial de Salmonella spp. son
determinantes, en la tasa de aislamiento de Salmonella spp. inmoviles en guano.

v La combinaciéon de HE y SS como medios sdlidos selectivos- diferenciales se puede
utilizar para disminuir el nUmero de resultados falsos negativos.
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CAPITULO 2

PREVALENCIA DE SALMONELLA SPP. EN
GRANJAS DE GALLINAS DE POSTURA, DE
POLLOS PARRILLEROS E HIGADOS DE POLLO
PARA CONSUMO
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1. INTRODUCCION

La actividad avicola comprende la produccion de carne aviar y la de huevos para
consumo. Ambos productos derivan de cadenas productivas que, si bien poseen aspectos
en comun desde el punto de vista de la biologia, son diferentes en cuanto a la genética
que les da inicio, las instalaciones, los actores, los establecimientos, entre otros
delimitando claramente actividades distintas con caracteristicas propias (Lamelas et al.,
2011).

Al momento de los ensayos de esta tesis, en la provincia de Entre Rios se
encontraban aproximadamente el 43 % de las granjas avicolas del pais (Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca, 2016). Aunque la produccion de aves en Entre Rios se
encuentra ampliamente distribuida por casi todo su territorio, del total de granjas de pollos
parrilleros existentes, se destacaba la costa del rio Uruguay, la cual concentraba
alrededor del 70 % (Schell et al., 2011), principalmente los departamentos de Uruguay,
Colon y Gualeguaychu (Martinez y Borghello, 2019). A su vez, a nivel nacional, el 21 %
de las granjas avicolas se dedicaba a la produccién de huevos y el 654 % de la
produccion de huevos se localizaba en las provincias de Buenos Aires (42,7 %) y Entre
Rios (22,7 %). Esta ultima tenia aproximadamente 292 granjas de ponedoras
comerciales, mas del 70 % de las mismas estaban concentradas en la costa del rio
Parana principalmente los departamentos de Parana y Diamante (Schell et al., 2011,
Lamelas et al., 2011).

Salmonella spp. puede ser introducida en las granjas de cria aves de corral de
varias maneras, ya sea con pollitos infectados, animales domésticos, roedores, humanos,
equipos, agua y alimento (Shivaprasad, 2003; Gast, 2008). Las infecciones con bacterias
del género Salmonella son responsables de una variedad de enfermedades agudas y
cronicas en las aves. Estas enfermedades continian causando significativas pérdidas
economicas en diferentes paises. Del mismo modo, los lotes de aves infectadas son uno
de los mas importantes reservorios de Salmonella enterica que pueden ser transmitidas al
ser humano a través de los diversos pasos en la cadena alimentaria, como la produccion,
procesamiento, distribucion, comercializacion, manipulacion y preparacion (Gast y Porter,
2020). La infeccién por Salmonella spp. en humanos constituye una de las principales
causas de morbilidad en el pais, siendo uno de los patégenos mas frecuentemente
aislados en infecciones de transmisién alimentaria. En Europa y en Argentina, se observa
que tanto Salmonella enterica serovariedad Enteritidis (SE) y serovariedad Typhimurium
(ST) son las serovariedades mas frecuentemente asociadas con enfermedades humanas
(Foley et al., 2008; Loharikar et al., 2013). A su vez los serotipos como ST y SE pueden
infectar a las aves y persistir en el producto final induciendo o no la enfermedad clinica en
estos animales durante la crianza (Gama et al., 2003).

Por otro lado, las infecciones producidas por Salmonella ser. Gallinarum con las
dos biovariedades Gallinarum (SG) y Pullorum (SP) ocasionan infecciones sistémicas
agudas en las aves. La morbilidad y mortalidad debidas a la infeccion por estas
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biovariedades dependen de distintas variables: edad y estado nutricional de las aves,
manejo de los lotes e infecciones concurrentes. Las mayores tasas de mortalidad, en
algunos casos, suelen llegar al 100 %. Las pérdidas econdmicas causadas por estas
biovariedades pueden ser muy altas, no solo por la pérdida de animales debido a la
mortalidad, sino también por los costos veterinarios involucrados, eliminaciéon de las aves
muertas, saneamiento de las instalaciones infectadas, entre otros (Chacana y Terzolo,
2003). La infeccidon por SG puede ocurrir tanto por via horizontal, como vertical. La
transmisién horizontal es mas significativa para esta biovariedad (Barrow y Freitas Neto,
2011). La transferencia horizontal puede ocurrir por la ingesta de heces infectadas o por
canibalismo. En cuanto a la tasa de transmision vertical, la presencia de SG en los huevos
provenientes de gallinas infectadas es relativamente baja. Se ha encontrado que sélo un 3
% de los huevos puestos por gallinas infectadas transportaban la bacteria (Chacana y
Terzolo, 2003). Por otro lado, la transmisién vertical esta asociada con infecciones
persistentes en ausencia de casos clinicos (Berchieri Junior et al., 2000).

Dentro de los productos avicolas comercializados se encuentran las menudencias
que representan cerca de 5 % del peso vivo, o unos 12.500 kg en una faena de 100 mil
aves/dia de 2,5 kg de peso vivo (Nunes, 2020). Las menudencias (visceras comestibles)
incluyen el higado, el corazén, la molleja y el cuello de pollo (Cédigo Alimentario
Argentino, 2023). Las menudencias (predominantemente el higado) pueden estar
contaminadas con bacterias, por ejemplo, Salmonella spp. (El-Aziz, 2013; Molla y Mesfin,
2003), que presenta un importante problema de salud publica mundial, con una morbilidad
sustancial, ademas de tener un impacto econdémico significativo (Sharma y Carlson,
2000).

La contaminacion con Salmonella spp. en productos avicolas puede ocurrir en
cualquier paso de la cadena alimentaria, que consiste en la produccién, procesamiento,
distribucion, comercializacion minorista, manipulacion y preparacion (Dookeran, et al.,
2012). La modernizacion de las granjas avicolas y la globalizacién del comercio de cria de
aves también han influido en la contaminacién bacteriana de los productos avicolas
(Velge et al., 2005). En Argentina, el Programa Nacional de Control de Enfermedades
Zoonoticas del Ministerio de Salud, creado en 2011, ha incorporado la salmonelosis a las
principales enfermedades zoonéticas del pais (Ministerio de Salud, 2011). Diferentes
estudios en este pais muestran la importancia de SE y ST en gastroenteritis en nifios y
adultos (Mancini, 2013; Torres et al., 2016).

Distintos serotipos de Salmonella spp. afectan a las aves y seres humanos, por lo
que su deteccion es importante para instaurar medidas de control (Gast y Porter, 2020). Al
no haber datos, o estar desactualizados, de prevalencia de esta bacteria en granjas de la
zona de mayor concentracion avicola de Entre Rios, los objetivos de este capitulo fueron:

e Determinar la prevalencia de Salmonella spp. y de los serovares Enteritidis,
Typhimurium y Gallinarum en granjas de gallinas de postura y pollos parrilleros, e
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higados de pollo para consumo en la zona de mayor densidad de granjas avicolas
de la provincia de Entre Rios.

o Estudiar la capacidad discriminatoria de las técnicas y los medios de cultivos
soélidos selectivos-diferenciales, que se utilizaron para el aislamiento Salmonella
spp. en cada estudio, y la concordancia entre ellos.

o Identificar factores de riesgos para Salmonella spp. en granjas de gallinas
ponedoras y pollos parrilleros en la zona de mayor densidad de granjas avicolas
de la provincia de Entre Rios.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MUESTREO

2.1.1. Tamaino de muestra

2.1.1.1. Granjas de gallinas de postura

En la época que se muestred, la provincia de Entre Rios tenia un total de 292
granjas de gallinas ponedoras comerciales (Schell et al., 2011). Mas del 70 % (217) de las
mismas estaban concentradas en los departamentos de Parana con 185 granjas (63 %) y
Diamante con 32 granjas (11 %). Es por ello que se seleccionaron estos dos
departamentos para ser muestreados (Figura 5).

BNTES

SANTA FE

URUGUAY

ISLAS DELJIBICUY

BUENOS AIRES

Figura 5. Mapa de Entre Rios. En verde se destacan los departamentos donde se
encuentran las granjas de gallinas ponedoras que fueron muestreadas

Para calcular el numero de granjas, se considero una prevalencia esperada del 50
% (sin datos previos), un nivel de confianza del 95 % y una precisién del 10,3 %. En base
a ello, el calculo fue determinado por las siguientes ecuaciones (Mateu y Casal, 2003):

n=2Zpgq (Ecuacion 1)
BZ
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donde:

- n=tamafio de muestra para poblacion infinita.

Z= nivel de confianza (1,96 para el 95 % de confianza).

p= probabilidad de éxito, o proporcién esperada (0,50 segun estudios previos).
g= probabilidad de fracaso, es decir 1 —p (1 — 0,50 = 0,50).

B= precisién, es decir error maximo admisible en términos de proporcién (0,103).

n=1,96°x 0,5x(1-0,5) = 90
0,103?

El valor de n indica el tamafo de la muestra para una poblacion infinita, pero en
este caso se trabajo con una poblacién finita por lo tanto se aplicé la Ecuacién 2:

n = 1 (Ecuacion 2)
1/n + 1/N
donde:

-n' = tamafio de muestra necesario.
-n = tamafo de muestra segun ecuacion 1 (90).
-N = tamano de la poblacién (217).

n'= 1 = 63
(1/90) + (1/217)

De esta forma considerandose a n como 90 granjas y N como 217 granjas,
aplicando la ecuacién 2, la cantidad de granjas a muestrear (n") fue de 63. De esta forma,
se podria afirmar que si la prevalencia es realmente del 50 %, en el 95 % de los casos la
misma oscilara entre un 40 % y un 60 %.

2.1.1.2. Granjas de pollos parrilleros

Segun los datos disponibles en el momento del muestreo de un total de 2.490 de
granjas y plantas de incubacién que poseia la provincia de Entre Rios, 822 pertenecian al
departamento Uruguay, 492 al departamento Coldn y 251 al departamento Gualeguaychu.
Un total de 1.565 granjas se encontraban en estos tres departamentos (Schell et al.,
2011). Es por ello que se tomaron muestras de estos 3 departamentos (Figura 6).
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FELIQANO & SEERIENES

SANTA FE FEDERATON

URUGUAY

BUENOS AIRES ISLAS DELJIBICUY

Figura 6. Mapa de Entre Rios. En rojo se destacan los departamentos donde se
encuentran las granjas de pollos parrilleros que fueron muestreadas

Para calcular el nimero de granjas a muestrear se defini6 una prevalencia
esperada de Salmonella spp. del 45 % (en base a resultados preliminares de SENASA,
tomando 10 empresas del pais, (SENASA, 2012), nivel de confianza del 95 % y una
precision del 9,8 %. En base a ello el calculo fue determinado por las Ecuaciones 1 y
Ecuaciones 2 detalladas anteriormente (Mateu y Casal, 2003):

n=1,96> 045 (1-0,45) =99
0,098
n'= 1 = 93

(1/99) + (1/1565)

De esta forma considerandose a n como 99 granjas y N como 1565 granjas,
aplicando la ecuacion 2, la cantidad de granjas a muestrear (n") fue de 93 granjas. En

base a ello, se podia afirmar que si la prevalencia era realmente del 45 %, en el 95 % de
los casos, la misma oscilara entre un 35,2 % y un 54,8 %.
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2.1.1.2. Higados de pollos parrilleros

Al momento de comenzar los muestreos en los departamentos Uruguay, Colén y
Gualeguaychu (Schell et al., 2011), ademas de ser los tres departamentos con el mayor
numero de granjas de pollos parrilleros, concentraban la mayoria de frigorificos de aves
que poseia la provincia de Entre Rios (Ministerio de Produccion, Turismo y Desarrollo
Economico, 2015). Existian un total de 9 frigorificos de aves, de los cuales 5 se
encontraban en el departamento de Uruguay, 3 en el de Colén y 1 en el de
Gualeguaychu. Para calcular el numero de muestras, se consideré una prevalencia
esperada del 50 % (al no contar con datos previos), un nivel de confianza del 99 % y una
precision del 5 %. En base a ello, el calculo fue determinado por la Ecuacién 1 detallada
anteriormente (Mateu y Casal, 2003):

n=258%x0,5x(1-0,5) = 666
0,052

El valor de n indica el tamafio de la muestra para una poblacion infinita, en este
caso se consideraron muestras infinitas debido a que no se sabia la cantidad de pollos
faenados por los 9 frigorificos seleccionados. De esta forma, se puede afirmar que si la
prevalencia es realmente del 50 %, en el 99 % de los casos la misma oscilara entre un 45
% y un 55 %.

2.1.2. Criterio del muestreo

Para las granjas avicolas, teniendo en cuenta la cantidad existente de las mismas
en cada departamento al momento del muestreo se estimé el porcentaje de
representatividad para cada uno de ellos. De esta forma para el caso de las granjas de
gallinas ponedoras, dentro de los 217 establecimientos existentes al momento del
muestreo, Parana poseia un 85 %, mientras que Diamante el 15 % (Schell et al., 2011).
De este modo se dividié el numero de granjas a muestrear de acuerdo al porcentaje que
fue aportado por cada departamento. Se realiz6 un muestreo aleatorio estratificado entre
septiembre de 2015 y diciembre de 2016 y se recibi6 la colaboracién de veterinarios del
sector avicola. Se tomaron muestras en 63 granjas, de las cuales 51 pertenecian al
departamento Parana y 12 del departamento de Diamante. Se tomé como minima unidad
de muestreo por granja un galpén. Como criterio para la toma de muestra se fij6é que, si la
granja tenia de 1 a 4 galpones en produccion se tomarian muestras de 1 galpdn, en
cambio cuando tuvieran mas de 4 galpones en produccion se tomarian muestras de 2 de
ellos, siempre seleccionando los galpones que tuvieran aves de mayor edad. Esto ultimo
debido a la mayor probabilidad de contaminacion por Salmonella spp. en aves de mayor
edad (Van Hoorebeke et al., 2010).

Y para el caso de granjas de pollos parrilleros de los 1.565 establecimientos,
Uruguay poseia el 53 %, Coldén el 31 %, y Gualeguaychu el 16 % (Schell et al., 2011). De
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este modo se dividié el numero de granjas de pollos parrilleros a muestrear de acuerdo al
porcentaje que fue aportado por cada departamento. Se realizé6 un muestreo aleatorio
estratificado entre abril de 2014 y junio de 2015 y se recibi6 la colaboracion de empresas
del sector. Se tomaron muestras en 93 granjas, de las cuales 47 pertenecian al
departamento Uruguay, 31 al de Colon y 15 al de Gualeguaychu. Se tomé como minima
unidad de muestreo por granja un galpén. A su vez, para el caso de las muestras de
alimento balanceado y aves muertas se tomdé el criterio de que en aquellos
establecimientos con 5 0 mas galpones se muestrearon dos de ellos. Mientras que para la
toma de muestra de cama en los galpones se tomaron muestras de dos galpones
independientemente de la cantidad que existiera en la granja. En todos los casos fueron
seleccionados los galpones donde las aves tenian como minimo 28 dias de edad y
preferentemente en los lotes de mayor edad dado que tienen mas probabilidades de estar
contaminadas con Salmonella spp. (Van Hoorebeke et al., 2010).

Para el caso del higado para consumo, teniendo en cuenta la cantidad de
frigorificos existentes se dividié el tamafo de muestra que se debia tomar por la cantidad
de ellos. De esta forma se tomaron 74 muestras por frigorifico. Se realizé un muestreo
aleatorio simple entre octubre de 2015 y mayo de 2016.

2.1.3. Tipos de muestras

Para el estudio de granjas de pollos parrilleros y gallinas de postura se escogieron
3 (alimento, aves muertas e hisopado de cama) y 5 (alimento, aves muertas, hisopado
cloacal, huevo y guano) tipos de muestras, respectivamente. Las mismas fueron
refrigeradas y trasladadas hasta el Laboratorio de Sanidad Aviar de la Estaciéon
Experimental Agropecuaria INTA Concepcion del Uruguay, Entre Rios. Para el estudio de
prevalencia de Salmonella spp. en frigorificos de aves se escogié como muestra higados
de pollos. La eleccidon de esta muestra fue debido, por un lado, al impedimento del ingreso
a los frigorificos de aves y, por otro lado, a que el higado es uno de los érganos blancos
de esta bacteria (Gast y Porter, 2020).

2.1.3.1. Alimento

Las muestras se extrajeron desde las tolvas internas. Si el galpén no contaba con
las mismas, el alimento se tomd6 desde los comederos o bien desde el silo exterior. En
todos los casos, se recolectaron 3 muestras de 3 + 1 kg de alimento en bolsas plasticas
por galpén. Para la toma de muestras se utilizé otra bolsa a fin de ayudar a llegar al peso
preestablecido como muestra, o si la muestra se tomaba de los silos externos se tomé
directamente de las compuertas que existen en los mismos.
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2.1.3.2. Hisopados de cama

Las muestras consistian en dos pares de cofias estériles embebidas en una
solucién estéril de cloruro de sodio al 0,85 % p/v. Las cofias se colocaron en los pies
sobre bolsas de polietileno, que se colocaban una vez ingresado al galpdn, para evitar
contaminaciones externas al galpén, y se procedié a caminar por el galpéon en forma de
zig-zag, considerando el uso de 1 par de cofias para el 50 % de superficie y el otro par
para la superficie restante, las muestras se colocaron en bolsas estériles para
homogeneizadores tipo Stomacher® (Bueno et al., 2016; Barroso, 2012).

2.1.3.3. Aves muertas

Se recolectaron hasta 10 aves muertas del dia por galpén muestreado. En el caso
de que en dicho galpdén no se encontraran aves muertas o las mismas ya hubiesen sido
eliminadas, se procedidé a muestrear aves muertas de otro galpén. Las muestras fueron
introducidas en bolsas plasticas de residuos para ser transportadas.

2.1.3.4. Guano

En las granjas con galpones convencionales, el guano se recolecté con cucharas
plasticas estériles de unos 60 puntos diferentes, debajo del foso de las jaulas. En las
granjas con galpones automatizados, el guano se muestre6 desde las cintas
transportadoras, previo funcionamiento del sistema automatico. Se tomaron 2 muestras
de guano de 150 g c/u por galpdn en las diferentes filas.

2.1.3.5. Huevos

De cada galpén se recolectaron tres maples de treinta huevos cada uno,
solicitando al propietario de la granja o encargado, la seleccion de los huevos mas sucios.
Los mismos fueron embolsados en la misma granja para evitar posibles contaminaciones
cruzadas.

2.1.3.6. Hisopados cloacales

De cada galpon se tomaron 30 hisopados cloacales de aves vivas, recolectando 2
pooles de 15 hisopos cada uno. Las aves fueron seleccionadas al azar y para la toma de
cada muestra se utilizaron hisopos estériles previamente humedecidos en solucién
fisiologica estéril (NaCl 0,85 % p/v). Una vez extraida el ave de la jaula, se abri6 el
plumaje de la zona cloacal y se introdujo el hisopo en la cloaca, rotandolo suavemente
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dos o tres veces hasta obtener una muestra abundante de materia fecal. Estas muestras
se envasaron en vasos recolectores de muestras.

2.1.3.7. Higado de pollo

Los higados de aves fueron adquiridos como higados o menudos en comercios de
las ciudades de Gualeguaychu, Larroque, Basavilbaso y Concepcion del Uruguay, que se
sabian que los mismos provenian de los frigorificos involucrados en este estudio.

2.1.4. Aislamiento de Salmonella spp.

2.1.4.1. Alimento

Cada bolsa con 3 = 1 kg de alimento fue procesada por duplicado, tomandose 2
submuestras de 25 g de alimento cada una. El aislamiento de Salmonella spp. se realizé
por uno de los métodos descriptos por Soria et al. (2011). Las muestras fueron
preenriquecidas en 225 ml de caldo tripteina de soja (CTS, Merck, Alemania) con el
agregado de sulfato de hierro Il (Anedra, San Fernando, Argentina, 35 mg de sulfato de
hierro Il en 1000 ml de CTS). También, se llevd a cabo la preparacién de un control, sin el
agregado de la muestra a estudiar, sélo con el medio CTS con sulfato de hierro Il. En
todos los casos, la mezcla se incub6 a 35 £ 2°C entre 18 a 24 h. Luego, 1 ml del cultivo se
transfirio a 10 ml de caldo tetrationato (Acumedia-Neogen, Michigan, Estados Unidos)
adicionado con 20 ml/l de solucién iodo-ioduro de potasio (6 g de iodo; 5 g de ioduro de
potasio; 20 ml de agua desmineralizada), solucion verde brillante (0,1 %, Sigma,
Steinheim, Alemania) y 40 mg/ml de novobiocina (Sigma, Steinheim, Alemania). El cultivo
se incubd a 35 £ 2°C durante 18-24 h. Luego, el mismo fue sembrado en estrias por
agotamiento en los agares xilosa lisina desoxicolato (XLD; Oxoid Ltd. Inglaterra) con
tergitol 4 (XLDT; 4,6 ml/l; Sigma, St. Louis, MO, Estados Unidos), y EF-18 (Acumedia-
Neogen, Michigan, Estados Unidos). Todas las placas fueron incubadas a 35 + 2°C
durante 18-24 h (Figura 7).
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PREENRIQUECIMIENTO
25 g de alimento balanceado + 225 de CTS-Fe
18-24ha35+2°C

|

ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO
10 ml de caldo TT* + 1 ml del caldo preenriquecido
18-24ha35+2°C

!

INOCULACION EN MEDIO SOLIDO SELECTIVOS-DIFERENCIAL
Inoculacién por agotamiento en agar EF18 y XLDT
18-24ha35+2°C

|

CONFIRMACION BIOQUIMICAS

Figura 7. Diagrama de flujo para la deteccion de Salmonella spp.
en alimento balanceado.

CTS-Fe= caldo tripteina de soja adicionado con sulfato de hierro Il; TT*= caldo tetrationato
adicionado con solucion iodo-ioduro de potasio, verde brillante y novobiocina; EF-18 = agar EF-18;
XLDT= agar xilosa lisina desoxicolato adicionado con tergitol 4.

2.1.4.2. Hisopado de cama

Cada bolsa tipo Stomacher® que contenia dos pares de cofias con las muestra de
cama fue procesada segun lo propuesto por Barroso (2012) y el anexo D de la norma ISO
6579 (ISO, 2002). De esta manera se preenriquecié en relacién 1 en 10 (peso/volumen)
en agua de peptona bufferada (APB, Merck, Darmstadt, Alemania). Esta mezcla se incubd
a 35 = 2°C durante 18-24 h. Luego, se inocularon 3 alicuotas de 30 pl del cultivo APB en
medio semisdlido Rappaport-Vassiliadis modificado (MSRV, Acumedia-Neogen, Lansing,
Michigan) suplementado con 1 ml por litro de una solucién de novobiocina (Sigma,
Steinheim, Alemania) al 2 %. Las placas fueron incubadas a 41,5 + 1°C durante 18-24 h.
Posteriormente, por un lado, se tomé una ansada del centro y, por el otro, se tomé una
ansada de la periferia (cuando existiera) y se sembrd en estrias por agotamiento en
placas de Petri conteniendo agar XLD (Oxoid) y agar Hektoen (HE; Acumedia-Neogen,
Michigan, Estados Unidos). Las placas fueron incubadas a 35 + 2°C durante 18-24 h
(Figura 8).
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PREENRIQUECIMIENTO
Cofias con cama adherida + 225 de APB
18-24ha35+2°C

|

ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO
3 alicuotas de 30 ul del cultivo APB sobre MSRV
18 —24 horasa415+1°C

!

INOCULACION EN MEDIO SOLIDO SELECTIVOS-DIFERENCIAL
Inoculacién por agotamiento del centro y periferia (si existiera)
enagar XLDyH 18—-24 horasa 3512 °C

|

CONFIRMACION BIOQUIMICAS

Fiqgura 8. Diagrama de fluio para la deteccién de Salmonella spp. en hisopado de cama
APB= agua de peptona bufferada; MSRV= medio semisolido Rappaport-Vassiliadis modificado;
XLD= agar xilosa lisina desoxicolato; H= Hektoen

2.1.4.3. Aves muertas

Se tomaron muestras de hisopado cloacal y de érganos. Para el primer caso, se
utilizaron hisopos estériles previamente humedecidos en solucion fisiolégica estéril (NaCl
0,85 % plv), para la toma de la muestra se abrié el plumaje de la zona cloacal y se
introdujo el hisopo en la cloaca, rotdndolo suavemente dos o tres veces hasta obtener una
muestra abundante de materia fecal. Estas muestras se colocaron en pooles de 5 (o la
cantidad de aves que se haya encontrado el dia del muestreo) en tubos de ensayos
estériles. Posteriormente a cada tubo se adiciono 5 ml (para pooles de hasta 3 hisopos) o
10 ml (para pooles de 4 o 5 hisopos) de caldo tetrationato (Acumedia-Neogen) con el
agregado de solucion de yodo (6 g de iodo; 5 g de ioduro de potasio; 20 ml de agua
desmineralizada), verde brillante (0,1 %, Sigma) y novobiocina (Sigma). El cultivo se
incubé a 35 £ 2°C durante 18-24 h. Luego, el mismo fue sembrado en estrias por
agotamiento en agar MacConkey (MC, Acumedia-Neogen, Lansing, Michigan) y agar
Salmonella-Shigella (SS, Merck, Darmstadt, Alemania). Todas las placas fueron
incubadas a 35 + 2°C durante 18-24 h.

Por otro lado, se tomaron muestras de higado, bazo y contenido de ciegos. Los
higados y bazos fueron procesados individualmente y en conjunto. Todos los 6rganos
fueron sembrados, individualmente por inoculaciéon directa, en agar MC (Acumedia-
Neogen) y agar SS (Merck), tocando la cara interna del érgano sobre los agares y
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sembradas en estrias por agotamiento, incubandose durante 24-48 h a 35 +2 °C.
Ademas, por un lado se juntaron porciones de los higados y bazos de las aves de cada
galpdén en grupos, y, por el otro, se juntaron grupos de ciegos y se diluyeron en relacién
1/10 en caldo tetrationato (Acumedia-Neogen), con el agregado de solucién de yodo,
verde brillante y novobiocina, en la concentracion detallada anteriormente. La mezcla se
incubd a 35+ 2°C durante 18-24 h. Luego las muestras fueron sembradas por estrias de
agotamiento en placas de agar MC (Acumedia-Neogen) y agar SS (Merck) e incubadas a
35 1 2°C durante 18-24 h (Figura 9).
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Todos los higados y bazos Todos los ciegos Hasta 5 hisopados cloacales
ENRIQUECIMIENTO ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO
SELECTIVO Caldo TT*. Hasta 3 Hisopos 5 ml
Dilucién 1/10 en caldo TT* 4 0 5 hisopos 10 ml
18-24ha35+2°C 18-24ha35+2°C
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Inoculacién por agotamiento en agar SS y MC

18 =24 horasa 35+ 2 °C

|

>

CONFIRMACION BIOQUIMICAS

Figura 9. Diagrama de flujo para la detecciéon de Salmonella spp. en muestras provenientes de aves muertas

TT*= caldo tetrationato adicionado con solucidn iodo-ioduro de potasio, verde brillante y novobiocina; MC= agar MacConkey; SS= agar

Salmonella-Shigella
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2.1.4.4. Guano

De cada muestra de guano se tomaron 2 submuestras de 25 g cada una. El
aislamiento de Salmonella spp. se realizé con el método MSRYV detallado en el capitulo
anterior. De esta forma las muestras fueron preenriquecidas en 225 ml de APB (Merck).
También, se llevo a cabo la preparacion de un control, sin el agregado de la muestra a
estudiar, sé6lo con el medio APB. En todos los casos, la mezcla se incubd a 35 + 2°C
durante 5 h. Luego, se inocularon 3 alicuotas de 30 pl del cultivo APB en MSRV
(Acumedia-Neogen) suplementado con 1 ml/l de una soluciéon de novobiocina al 2 %. Las
placas fueron incubadas a 41,5 £+ 1°C durante 18-24 h. Posteriormente, por un lado, se
tomd una ansada del centro, y, por el otro, se tomd6 una ansada de la periferia (cuando
existiera) y se sembrd en estrias por agotamiento en placas de Petri que contenian agar
HE (Acumedia-Neogen) y agar SS (Merck). Las placas fueron incubadas a 35 + 2°C
durante 18-24 h (Figura 10).

PREENRIQUECIMIENTO
25 g de guano + 225 de APB
4-6ha35+2°C

l

ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO
3 alicuotas de 30 pl del cultivo APB sobre MSRV
18 —-24 horasa41,5+1°C

|

INOCULACION EN MEDIO SOLIDO SELECTIVOS-DIFERENCIAL
Inoculacién por agotamiento del centro y periferia (si existiera)
enagarHySS 18-24ha35+2°C

!

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Figura 10. Diagrama de flujo para la deteccidon de Salmonella spp. en guano

APB= agua de peptona bufferada; MSRV= medio semisdélido Rappaport-Vassiliadis modificado; H=
Hektoen; SS= agar Salmonella-Shigella.

2.1.4.5. Huevos

De cada galpdn muestreado se realizaron 6 pooles; de los cuales 3 fueron de
cascara y 3 de clara y yema. Cada pool se componia de 12 huevos/maple. Para la
realizacion de los mismos, los huevos fueron quebrados. Por un lado, el contenido (clara 'y
yema) fue introducido en bolsas de plastico estériles tipo Stomacher®, donde se
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homogeneizé (Stomacher 440 circulator, Seward, Inglaterra) durante 2,5 minutos a 250
rom. De cada bolsa estéril se tomé una submuestra de 50 ml. Por otro lado, las cascaras
fueron introducidas en bolsas de plastico estériles tipo Stomacher® homogeneizadas vy
finalmente se tomo6 una submuestra de 50 g. Las muestras fueron procesadas segun lo
propuesto por Soria et al., (2012b). Para ello, se realizd una dilucion 1/10 de las muestras,
agregando 450 ml de CTS (Merck) con el agregado de sulfato de hierro Il como
preenriquecimiento, e incubandose la mezcla durante 18-24 h a 35 + 2°C. A su término, 1
ml del caldo fue transferido a 10 ml de caldo tetrationato (Acumedia-Neogen) con solucion
de yodo, verde brillante y novobiocina e incubado a 35 + 2°C durante 18-24 h. Luego, el
mismo fue sembrado en estrias por agotamiento en los agares XLD (Oxoid) y HE
(Acumedia-Neogen).

El resto de los huevos fueron embolsados y dejados a temperatura ambiente
durante 13-15 dias (H15D). Luego de transcurrido dicho tiempo se repitié el procedimiento
antes descripto (Figura 11).

PREENRIQUECIMIENTO PREENRIQUECIMIENTO
50 ml de pool claray yema + 450 de 50 g de pool de cascara + 450 de
CTS-Fe 18—-24ha35+2°C CTS-Fe 18—-24ha35+2°C

!

ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO
1 ml del caldo + 10 ml de caldo TT*
18-24ha35+2°C

|

INOCULACION EN MEDIO SOLIDO SELECTIVOS-DIFERENCIAL
Inoculacién por agotamiento en agar H y XLD
18-24ha35+2°C

|

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Figura 11. Diagrama de flujo para la detecciéon de Salmonella spp. en huevos

CTS-Fe= caldo tripteina de soja adicionado con sulfato de hierro Il; TT*= caldo tetrationato
adicionado con solucién iodo-ioduro de potasio, verde brillante y novobiocina; H= Hektoen; XLD=
agar xilosa lisina desoxicolato.
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2.1.4.6. Hisopado cloacal de aves vivas

A cada pool de 15 hisopos se le agregaron 75 ml de APB (Merck) como
preenriquecimiento. Esta mezcla se incubd a 35 + 2°C durante 18-24 h. Luego, 1 ml del
cultivo se transfirio a 10 ml de caldo tetrationato (Acumedia-Neogen) con solucién de
yodo, verde brillante y novobiocina e incubado a 35 + 2°C durante 18-24 h. Por ultimo, se
sembroé en estrias por agotamiento en placas de agar MC (Acumedia-Neogen) y agar SS
(Merck) e incubado a 35 + 2°C durante 18-24 h (Figura 12).

PREENRIQUECIMIENTO
Pooles de 15 hisopados cloacales + 75 ml de APB
18-24ha35+2°C

|

ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO
1 ml del caldo + 10 ml de caldo TT*
18-24ha35+2°C

|

INOCULACION EN MEDIO SOLIDO SELECTIVOS-DIFERENCIAL
Inoculacién por agotamiento en agar SS y MC
18-24ha35+2°C

!

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Figura 12. Diagrama de flujo para la detecciéon de Salmonella spp. en pool
de hicnnadns clnacales de aves vivas

APB=agua de peptona bufferada; TT*= caldo tetrationato adicionado con solucién iodo-ioduro de
potasio, verde brillante y novobiocina; MC= agar MacConkey; SS= agar Salmonella-Shigella.

2.1.4.7. Higados de pollos parrilleros

Los higados y menudos de pollo congelados se descongelaron en la heladera (2—-8
°C) durante 18-24 h o a temperatura ambiente (22—-25 °C) durante 4-5 h antes del analisis.
En el caso de los menudos, se separd el higado del corazén, la molleja y el cuello
mediante procedimientos asépticos.

Una vez descongeladas, las muestras fueron analizadas en paralelo por dos
técnicas (Figura 13). Por un lado, se realizé la inoculacion directa en agar MC y agar
lisina hierro modificado (MLIA), tocando la cara interna del 6rgano sobre los agares y
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sembradas en estrias por agotamiento, incubandose durante 18-24 h a 35 +2 °C. La
composicién de MLIA (g / |) fue agar lisina hierro 34,5 g (Acumedia-Neogen), sal biliar N°
3 1,5 g (Britania, Buenos Aires, Argentina), lactosa 10 g (Anedra, Holanda), sacarosa 10 g
(Biopack, Buenos Aires, Argentina), tiosulfato de sodio 6,76 g (Biopack) y citrato de
amonio férrico 0,3 g (Carlo Erba, Milano, ltalia). Si no hubo crecimiento bacteriano, las
placas fueron entonces reincubadas por un tiempo total de 48 h.

Por otro lado, se peso individualmente entre 1y 2 g de cada higado y se colocé en
un tubo de ensayo estéril, en el que posteriormente se agregé como preenriquecimiento
agua peptona tamponada (APT; Acumedia-Neogen) en relacion 1:10 (peso/volumen) y se
incubd a 35 + 2 ° C durante 18-24 h. Luego 1 ml del caldo se transfiri a 10 ml de caldo
tetrationato con solucién de yodo, verde brillante y novobiocina y se incubé a 35 + 2°C
durante 18-24 h. Posteriormente, se sembré por estrias de agotamiento en placas de agar
MC y agar MLIA, incubandose a 35 + 2 °C durante 18-24 h. Si no hubo crecimiento
bacteriano, las placas se volvieron a incubar durante un tiempo total de 48 h.

}

PREENRIQUECIMIENTO
1-2 g + Dilucién 1/10 en APB
18-24ha35+x2°C

|

ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO
1 ml del caldo + 10 ml de caldo TT*

18-24ha35+2°C

| !

Higado

INOCULACION EN MEDIO SOLIDO INOCULACION EN MEDIO SOLIDO
SELECTIVO DIFERENCIAL SELECTIVO DIFERENCIAL
Inoculacion directa de cara interna Inoculacion por agotamiento en agar

en agar MC y MLIA MC y MLIA
18-48h a35+2°C 18-48ha35+2°C

! !

CONFIRMACION BIOQUIMICA

Figura 13. Diagrama de flujo para la detecciéon de Salmonella spp. en higado de pollos
parrilleros relacionados a frigorificos

APB= agua de peptona bufferada; TT*= caldo tetrationato adicionado con solucion iodo-ioduro de

potasio, verde brillante y novobiocina; MC = agar MacConkey; MLIA = agar lisina hierro modificado.
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2.1.5. Identificacion de las colonias sospechosas de Salmonella spp.

En todos los casos, se tomaron de cada placa de agar selectivo-diferencial al
menos dos colonias compatibles con Salmonella spp. En caso de no haber colonias
bacterianas compatibles con Salmonella spp., se tomaron igualmente dos colonias a fin
de descartar la presencia de esta bacteria (Andrews et al., 2023). A cada aislamiento se le
realizaron las siguientes pruebas bioquimicas: agar de hierro tres azucares (del inglés
TSI, Britania, Buenos Aires, Argentina), agar lisina hierro (del inglés LIA, Acumedia-
Neogen), agar citrato de Simmons (Oxoid, Basingtoke, UK), medio de sulfuro indol
movilidad (SIM, Britania), tartrato de Jordan, agar fenilalanina (Hi-Media), orto-
nitrofenilgalactopiranésido (O.N.P.G) test (Britania) y agar urea (Britania). Todos los
aislamientos de Salmonella spp. se conservaron en agar nutritivo (Acumedia.Neogen)
hasta su serotipificacion. Una granja fue considerada positiva a Salmonella spp. cuando
esta bacteria se aislé en al menos una de las muestras procesadas. Del mismo modo, una
muestra fue considerada positiva cuando esta bacteria se aislé en al menos una de las
submuestras procesadas en algunos de los agares selectivos diferenciales.

2.1.6. Serotipificacion

La serotipificacion de los aislamientos se realizé segun el esquema de White-
Kauffmann-Le Minor utilizando antigenos somaticos y flagelares (Grimont y Weill, 2007).
Para ello, en primer lugar las cepas, que se encontraban guardados en agar nutritivo,
fueron cultivadas en placas de agar MC e incubadas a 352 °C durante 18-24 h.
Posteriormente, se observaron las caracteristicas y pureza de las colonias en la placa. A
partir de alli, se sembraron en agar tripteina de soja (ATS, Acumedia-Neogen) y se
incubaron a 35+ 2 °C, durante 18-24 h. La caracterizacién del antigeno somatico O (AgO)
se realizo sobre portaobjetos, mientras que la del antigeno flagelar H (AgH) se realizé en
tubos.

Para la serotipificacion somatica (AgO) se partid del cultivo en ATS, en primera
instancia se verificd que el mismo se encuentre en forma lisa suspendiendo las bacterias
en solucion salina al 0,85 % p/v. Las cepas que correspondieron a colonias lisas (sin
autoaglutinacién) se colocaron sobre un portaobjeto junto a 20 ul de los antisueros
polivalentes OS-A y OS-B (INPB-A.N.L.I.S., Dr. Carlos G. Malbran, Buenos Aires,
Argentina). Luego, se mezcldé cuidadosamente con palillo durante 2 min para observar
presencia o ausencia de aglutinacion bajo luz oblicuamente dirigida. En las cepas lisas
que mostraron aglutinacion positiva para con alguno de los polivalentes somaticos, se
continud su tipificacion con los factores flagelares somaticos (INPB-A.N.L.I.S., Dr. Carlos
G. Malbran, Buenos Aires, Argentina).

La serotipificacion flagelar (AgH) se realiz6 a partir de un cultivo en caldo, para ello
se partié desde el cultivo en ATS se sembrd en 5 ml de caldo flagelar (caldo tripteina de
soja 15,2 g, triptona 13,3 g, agua destilada c.s.p.1000 ml) y se incubé a 37 °C durante 18-
24 h. A partir de este crecimiento se agregaron 5 ml de solucién fisioldgica formolada al 1
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% (Cloruro de sodio 8,5 g, formaldehido al 37-40 % 10 ml, agua destilada c.s.p. 1000 ml),
incubando 1 h a temperatura ambiente (25t 2 °C). En cuatro tubos de ensayo se
colocaron 25 pl de los antisueros flagelares polivalentes HS-A, HS-B, HS-C y HS-1 (INPB-
A.N.L.I.S., Dr. Carlos G. Malbran, Buenos Aires, Argentina). Luego se agregd 1 ml del
caldo formolado incubando durante 1 h a 50 °C en bafo de agua. A su término, se
observé presencia o ausencia de fléculos bajo luz oblicua. En los aislamientos que fueron
positivas a uno o mas sueros polivalentes H (expresién de una o dos fases) se continué la
serotipificacion con los factores del antigeno flagelar correspondiente (INPB-A.N.L.I.S., Dr.
Carlos G. Malbran, Buenos Aires, Argentina). Las cepas que no aglutinaron a los
antisueros polivalentes H, pero fueron positivas a la aglutinacion somatica, fueron
tipificadas como Salmonella spp. inmovil.

2.1.7. Confirmacion de los aislamientos por reaccion en cadena de la polimerasa

2.1.7.1. Extraccion de ADN

Las cepas compatibles con Salmonella spp, a las pruebas bioquimicas y que
estaban conservadas en agar nutritivo, fueron activadas en 5 ml de CTS (Acumedia-
Neogen). Posteriormente, se centrifugd a 4.000 x g durante 15 min y se realizaron dos
lavados con agua destilada estéril. El pellet obtenido se resuspendié en 500 pl de agua
destilada estéril. Luego el ADN bacteriano fue liberado de las células por calentamiento
durante 10 min a 100 °C en bano seco (Labnet D1 100, Labnet International Inc., Edison,
Estados Unidos) y luego centrifugado a 9.300 x g durante 1 min (Bioamerican Science
Modelo 724-D, Buenos Aires, Argentina). El sobrenadante conteniendo el ADN bacteriano
fue fraccionado en microtubos y conservado en freezer a -70 °C hasta su uso.

2.1.7.2. PCR para Salmonella spp.

Las extracciones de ADN correspondientes a los aislamientos fueron utilizadas
como templados para la amplificacion del gen invA. La reaccion de PCR se realizé en un
termociclador (lvema T-18, Argentina). Este gen permite la deteccion de Salmonella
enterica y Salmonella bongori (Malorny et al., 2003). Los templados de ADN (5 ul) fueron
amplificados en un volumen final de reaccion de 25 ul que contenian 0,25 ul de cada
primer 0,1 mM (Operon Biotechnologies GmbH, Alemania), 2,5 pl de tampoén 10X
(Fermentas), 1,5 yl de MgCI2 1,5 mM (Fermentas), 0,5 yl de cada uno de los dDNTP 0,2
mM (Fermentas), 0,2 ul de TagDNA polimerasa 5 U/ul (Fermentas) y agua bidestilada
hasta completar el volumen final de reaccién. Los primers empleados para este propdsito
fueron P139 (5'>3: GTGAAATTATCGCCACGTTCGGGCAA y P141 (5-3:
TCATCGCACCGTCAAAGGAACC). Como blanco de reaccion se us6 la mezcla de
reaccion sin ADN, el cual fue reemplazado por agua bidestilada estéril. Se incluyeron
controles positivos (Salmonella spp.) y negativos (Citrobacter spp.). Las condiciones de
ciclado comprendieron una desnaturalizaciéon inicial a 95°C en 1 min; 38 ciclos de
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amplificacion a 95°C en 30 seg, alineamiento a 64°C en 30 seg, extension a 72°C en 30
seg; extension final a 72°C en 3 min.

2.1.7.3. PCR para Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Enteritidis

Las extracciones de ADN correspondientes a los aislamientos fueron utilizadas
como templados para la amplificacion de fragmentos diferenciales de ADN (Sdf,
Salmonella diferent fragment), exclusivos de Salmonella enterica subespecie enterica
serotipo Enteritidis (SE), segun Agron et al. (2001). La reaccién de PCR se realizé en un
termociclador (lvema T-18, Argentina). Los templados de ADN (5 ul) fueron amplificados
en un volumen final de reaccién de 25 ul que contenia 0,25 pl de cada primer 0,1 mM
(Ruralex, Argentina), 2,5 pl de tampéon 10X (Fermentas), 1,5 pyl de MgCl, 1,5 mM
(Fermentas), 0,5 ul de cada uno de los dDNTP 0,2 mM, (Fermentas), 0,125 ul de TagDNA
polimerasa 5 U/ul (Fermentas) y agua bidestilada hasta completar el volumen final de
reaccion. Los primers empleados para este propésito fueron Sdf 1 SE 1063 forward (5°-
TGTGTTTTATCTGATGCAAGAGG-3") y Sdf 1 SE reverse
(5'CGTTCTTCTGGTACTTACGATGAC-3"). Como blanco de reaccién se uso6 la mezcla
de reaccion sin ADN, el cual fue reemplazado por agua bidestilada estéril. Se incluyeron
controles positivos (SE ATCC 13076) y negativo (Citrobacter sp). Las condiciones de
ciclado comprendieron una desnaturalizacién inicial a 95°C en 1 min; 38 ciclos de
amplificacién a 95°C en 30 seg, alineamiento a 64°C en 30 seg, extension a 72°C en 30
seg; extension final a 72°C en 3 min.

2.1.7.4. PCR para Salmonella enterica subespecie enterica serotipo Typhimurium

Para la deteccion de Salmonella enterica subespecie enterica serotipo
Typhimurium (ST) se realiz6 una PCR multiple para la cual se utilizaron 3 pares de
primers. Las extracciones de ADN correspondientes a los aislamientos fueron utilizadas
como templados para la amplificacion de los genes: rfbj (primers 5°
CCAGCACCAGTTCCAACTTGATAC y 5° GGCTTCCGGCTTTATTGGTAAGCA); flic C
(5’ATAGCCATCTTTACCAGTTCCCCC y 5 GCTGCAACTGTTACAGGATATGCC) vy flib
(primers 5-ACGAATGGTACGGCTTCTGTAACC y 5-
TACCGTCGATAGTAACGACTTCGG), cuyos fragmentos tienen un tamafo de 663, 183 y
526 pb, respectivamente. Esta reaccidon permite la identificacion de ST, de acuerdo a Lim
et al. (2003). La reaccion de PCR se realiz6 en un termociclador (lvema T-18, Argentina).
Los templados de ADN (5 pl) fueron amplificados en un volumen final de reaccién de 25
Ml, que contenia 0,25 ul de cada primer 0,1 mM (Ruralex, Argentina), 2,5 pl de tampodn
10X (Fermentas), 1,5 pl de MgCl, 1,5 mM (Fermentas), 0,5 ul de cada uno de los dDNTP
0,2 mM, (Fermentas), 0,125 pl de TagDNA polimerasa 1 U/yl (Fermentas), y agua
bidestilada hasta completar el volumen final de reaccion. Como blanco de reaccion se uso
la mezcla de reaccion sin ADN y se incluyeron controles positivo (ST 06/11) y negativo
(Citrobacter sp.). Las condiciones de ciclado comprendieron una desnaturalizacién inicial
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a 95°C en 3 min; 30 ciclos de amplificacion a 95°C en 1 min., alineamiento a 65°C en 1
min, extensién a 72°C en 30 seg; extension final a 72°C en 1 min.

2.1.7.5. Visualizacion de los fragmentos de ADN amplificados

Todos los productos de amplificacion fueron sembrados en gel de agarosa para
realizar la migracion del amplicén mediante electroforesis. Un volumen de 10 yl de cada
amplicén y el marcador de pares de bases se sembré en agarosa al 2 % (BioRad,
Espafia) en buffer TBE (Tris-Acido bérico-EDTA), y se tifid con una solucién de bromuro
de etidio (0,5 pug/ml). Los productos de amplificacion (~284 pb para gen invA, ~293 pb
para SE y para ST ~663pb para el primer par, ~183pb para el segundo y ~526 pb para el
tercero) fueron visualizados con un transiluminador UV (UltraBright UV Transiluminator,
MBL-21, Maestrogen). El marcador de pb usado contenia bandas de ADN entre 100 y
2080 pb (PB-L Products Bio-Légicos, Buenos Aires, Argentina).

2.1.8. Estudios de capacidad discriminatoria y concordancia

Para la realizacion de los estudios de capacidad discriminatoria y concordancia se
siguieron las férmulas del punto 2.1.6 del capitulo 1 de este trabajo de tesis. Dado que se
buscaba contaminacion natural, los parametros calculados eran relativos. De esta
manera, para los medios de cultivos selectivos-diferenciales o técnicas de cultivo se
calcularon la exactitud (ExaR), sensibilidad (SenR), especificidad (ESPR), valor predictivo
positivo (VPPR) y valor predictivo negativo (VPNR) relativos. Una muestra positiva en al
menos uno de los medios selectivos-diferenciales utilizados se considerd positiva. La
concordancia entre los medios de cultivos selectivos-diferenciales y/o técnicas fueron
calculados segun el punto 2.1.7 del capitulo 1.

2.1.9. Identificacion de factores de riesgo

La estimacion de los factores de riesgo se realizé en las granjas muestreadas,
para ello se disefid un cuestionario con la idea de obtener informacion para conocer las
practicas de manejo en los establecimientos encuestados y su posible relacion con la
presencia de Salmonella spp. en las granjas. Esta informacion fue recogida el dia del
muestreo y los datos fueron analizados en conjunto con los resultados obtenidos de los
analisis de laboratorio.

2.1.9.1. Diseno del cuestionario

La encuesta se basé en las medidas de bioseguridad dispuestas para los
establecimientos avicolas segun la reglamentaciéon de SENASA 542/2010 (SENASA,
2010). Para la realizacion de las preguntas, se siguidé lo propuesto por Diaz de Rada
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(2001) y Thrusfield (1990). Las preguntas fueron generales y especificas, abiertas y
cerradas y utilizando terminologia sencilla. La encuesta se realizé personalmente el dia
del muestreo, efectuandose al propietario de la granja, o en su ausencia, al encargado del
establecimiento. Al finalizar la entrevista se entregd al entrevistado una tarjeta de
agradecimiento firmada por el entrevistador. La encuesta abordd, entre otros puntos,
conocimiento de reglamentaciones avicolas, la linea genética de las aves, edad, plan
sanitario, control de roedores, coexistencia de otros animales en la granja, antecedentes
de enfermedades, caracteristicas del alimento, abastecimiento de agua, datos del galpon.
En el Anexo 1y el Anexo 2 se pueden ver las encuestas realizadas.

21.9.2. Procesado de los datos y analisis estadistico

Las respuestas obtenidas a partir de las encuestas fueron codificadas en una
planilla de Excel (Microsoft). Para cuantificar el riesgo asociado con la presencia de
Salmonella spp. en las granjas se realizé un analisis estadistico de dos etapas, tomando
como unidad de estudio cada galpén muestreado. En la primera etapa, en la cual se
determinaron posibles factores asociados, todas las variables incluidas en la encuesta
fueron comparadas con el resultado del aislamiento de Salmonella spp. utilizando tablas
de contingencia y mediante la prueba estadistica de asociacién x? 6 el test de Fisher. Esto
ultimo fue realizado en aquellos casos en los que una de las celdas de la tabla de
contingencia tuviera un valor entre 1y 5.

Las variables cuantitativas y las cualitativas con varios niveles fueron
categorizadas a dos niveles. Una vez ordenados los datos, se procediéo al analisis
mediante x° o el test de Fisher y las variables se consideraron significativas con un valor
de p < 0,15. Dichas variables fueron seleccionadas para la segunda etapa del analisis.
Este ultimo consistié en la aplicacion de una regresién logistica, en la cual se incluyeron
todas las variables estadisticamente significativas obtenidas en el analisis previo (Hosmer
y Lemeshow, 2004). El método de estimacién fue el de las probabilidades maximas
(“maximum likelihood”) con un criterio de convergencia de 0,01 para un maximo de 10
iteraciones. En esta segunda etapa del analisis, las variables se consideraron
significativas para un valor de p < 0,05. La probabilidad de riesgo se interpretd a través de
la razdn o cociente de probabilidades (OR, por sus siglas en inglés Odds ratio). Las
variables que no resultaron significativas aplicando el modelo de regresion logistica fueron
comparadas aplicando el test de x° a fin de establecer una asociacion entre ellas.
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3. RESULTADOS
3.1. AISLAMIENTO DE SALMONELLA SPP.

3.1.1. Granja de gallinas de postura

Teniendo en cuenta el criterio de muestreo, en 14 oportunidades se muestrearon 2
galpones/granja, dando un total de 77 galpones muestreados. Considerando una granja
como positiva al aislamiento de Salmonella spp., en al menos uno de los tipos de
muestras, la prevalencia encontrada fue del 46 % (29 granjas positivas a Salmonella spp.
sobre un total de 63 granjas). De las granjas positivas en el 38 % (11 de 29) se aislo
Salmonella spp. en dos muestras diferentes. Considerando el estudio por departamentos
y segun el numero total de granjas muestreadas, la prevalencia de esta bacteria fue de
53 % (27 de 51) para Parana y de 17 % (2 de 12) para Diamante. Por otro lado, el 42 %
(32 de 77) de los galpones muestreados fueron positivos a Salmonella spp. en algun tipo
de muestra.

En total se procesaron 1.807 muestras, dando positivas para el aislamiento de
Salmonella spp. sélo el 5 % (93) de las mismas (Tabla 26). En base al tipo de muestra, el
porcentaje de granjas, galpones y muestras positivas estuvo entre 2 % y 25 %, 1 % y 25
%, y 0,6 % a 19 %, respectivamente, siendo los menores y mayores valores para
hisopado cloacal de aves vivas y guano, respectivamente. Pese a haberse muestreado
menores cantidades de aves muertas que vivas, el numero de muestras positivas a
Salmonella spp. fue mayor en las primeras. Para el caso de las muestras de huevos que
fueron analizadas inmediatamente se encontré que el 6 % (4 de 63) de las granjas fueron
positivas para Salmonella spp. y el 5 % (4 de 77) de los galpones fue aislada esta
bacteria. No se aislé Salmonella spp. de ninguno de los 231 pooles de clara y yema,
mientras que 5 de 231 (2 %) pooles de cascara resultaron positivos. Y para el caso de las
muestras de huevos que fueron analizadas luego de 15 dias se encontrd que tanto para
las granjas como para los galpones la prevalencia fue del 3 %, 2 de 63 y 2 de 77
respectivamente. En este caso se aisld Salmonella spp. de los pooles de clara y yema en
3 oportunidades (1 %), de los cuales dos correspondian a un mismo galpén; el mismo
porcentaje de aislamiento se obtuvo para los pooles de céscara (2 de 231). En ningun
caso se aisldo Salmonella spp. de los mismos galpones de las muestras analizadas
inmediatamente y a los 15 dias. Con respecto a las muestras de aves muertas, en 29
granjas no se encontré dicha muestra, debido a que las mismas ya habian sido
eliminadas o simplemente no hubo mortandad el dia del muestreo. Del mismo modo de
los 77 galpones muestreados en 37 no se hallaron aves muertas. Considerando
solamente en donde se encontro al menos un ave muerta el porcentaje de aislamiento de
Salmonella spp. en algun tipo de muestra fue de 15 % (5 de 34) y 13 % (5 de 40) para
granjas y galpones, respectivamente. En total se analizaron 110 aves muertas, de las
cuales el porcentaje de aislamiento para la inoculacién directa de higados y bazo fue de 9
% y 8 % respectivamente. La prevalencia encontrada para estos dos tipos de muestras
por granja y galpones en las cuales se encontré al menos un ave muerta fue del 12 % (4
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de 34) y 10 % (4 de 40) para ambos tipos de muestras, respectivamente. En pooles
realizados con los higados y bazos y en los pooles de ciegos se encontrd un porcentaje
de aislamiento del 15 % (5 de 34) por granja y del 13 % (5 de 40) por galpon estudiado.
Los 4 galpones positivos para la inoculacién directa de higados y los 3 positivos para
bazos también resultaron positivos para ambos pooles. Mientras que solo 2 galpones
resultaron positivos para el aislamiento de Salmonella spp. para las muestras de
hisopados cloacales de aves muertas, estos mismos galpones fueron positivos para los
pooles de los 6rganos.

1

Tabla 26. Porcentaje de aislamiento de Salmonella spp. en los diferentes tipos de
muestras analizadas en galpones de gallinas de postura

Tipo de muestra

Porcentaje de aislamiento de Salmonella spp.
(N° positivo/N° total analizado)

. . Muestra
ETEE L[ individual
Guano 25 25 19
(16/63) (19/77) (29/154)
Alimento 17 18 10
(11/63) (14/77) (23/231)
Huevo 6 0 1
(4/63) 4177) (5/462)
Huevo 15 dias incubacion (2/%3) (2/:;7) (5/4:62)
Pool hisopado cloacal 2 1 0,6
aves vivas (2/163) (1/77) (1/154)
. 1 12 10 9
Higado (4/34) (4/40) (10/110)
Bazo 12 10 8
(4/34) (4/40) (9/110)
. 1 15 13 13
Pool higado-bazo (5/34) (5/40) (5/40)
Pool de ciegos’ 15 13 13
(5/34) (5/40) (5/40)
Pool hisopado cloacal 6 5 5
aves muertas’ (2/34) (2/40) (2/44)
Todas las muestras 46 42 S
(29/63) (32/77) (93/1807)

Se consideraron solamente las granjas y/o galpones donde se encontré al menos un ave muerta.
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3.1.2. Granja de pollos parrilleros

Teniendo en cuenta el criterio de muestreo establecido para las muestras de
alimento balanceado y aves muertas, en 12 oportunidades fueron muestreados 2
galpones por granja, dando asi un total de 105 galpones. Por otro lado, en 83 granjas se
tomaron muestras de cama de dos galpones, dando un total de 176 galpones
muestreados. Considerando una granja como positiva al aislamiento de Salmonella spp.
en al menos uno de los tipos de muestras (Tabla 27), la prevalencia encontrada fue del
62 % (58 granjas positivas a Salmonella spp. sobre un total de 93 granjas). De las granjas
positivas en el 45 % (26 de 58) se aisl6 Salmonella spp. en dos tipos de muestras
diferentes. A su vez, sobre un total de 1.093 muestras analizadas para aislamiento de
Salmonella spp., so6lo el 11 % de las mismas (123) fueron positivas a esta bacteria.
Teniendo en cuenta cada departamento muestreado individualmente se obtuvo que el
porcentaje de granjas positivas para Uruguay es de 55 % (26 de 47), Colén de 68 % (21
de 31) y Gualeguaychu de 73 % (11 de 15).

Teniendo en cuentas individualmente los diferentes tipos de muestras, se obtuvo
para el caso de hisopados de cama que el 52 % (48 de 93) de las granjas fueron positivas
para Salmonella spp. Mientras que de los 178 galpones analizados, 64 muestras fueron
positivas a Salmonella spp. en ese tipo de muestra (36 %). Para el caso de las muestras
de alimentos balanceado que consumen las aves, se encontrd que en el 30 % (28 de 93)
de las granjas se aislé Salmonella spp. y se obtuvo el mismo porcentaje de aislamiento
considerando los galpones muestreados (32 de 105). Sin embargo, la tasa de aislamiento
considerando individualmente las muestras de alimento fue del 15 % (46 de 315). En lo
que respecta a las muestras de aves muertas, en 34 de las 93 granjas visitadas no se
encontraron aves muertas, debido a que las mismas ya habian sido eliminadas o
simplemente no hubo mortandad el dia del muestreo. Del mismo modo, de los 105
galpones visitados en 41 no se hallaron aves muertas. Si se considera en donde se
encontré al menos un ave muerta, el porcentaje de aislamiento de Salmonella spp., en
algun tipo de muestra tomada de las aves muertas, fue de 7 % (4 de 59) y 6 % (4 de 64)
para granjas y galpones, respectivamente. En total se analizaron 202 aves muertas, de
las cuales el porcentaje de aislamiento para la inoculacion directa de higados y bazo fue
de 1 % en ambos casos. Mientras que la prevalencia encontrada para estos dos tipos de
muestras por granja en las cuales se encontré al menos un ave muerta fue del 2 % (1 de
59) para ambos tipos de muestra. Asi también el porcentaje de aislamiento por galpén fue
del 2 % (1 de 64) para ambas muestras. En pooles realizados con los higados y bazos y
en los pooles de ciegos se encontré un porcentaje de aislamiento del 3 % (2 de 59) por
granja y del 3 % (2 de 64) por galpon estudiado para ambos casos. Solo un galpén resulté
positivo para la inoculacion directa de higados y bazos, este mismo galpén también
resulté positivo para los pooles de higado-bazo y pooles de ciegos. Por otro lado, 3 pooles
de hisopados cloacales de aves muertas resultaron positivos para el aislamiento de
Salmonella spp. Uno de ellos coincidié con el aislamiento en muestras de pooles de
higado- bazo y pooles de ciegos. Mientras que los otros dos pooles de hisopados
cloacales positivos fueron las Unicas muestras positivas para el aislamiento de Salmonella
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spp. en aves muertas. De esta forma el porcentaje de aislamiento para este tipo de
muestra fue del 5 % (3 de 59) por granja y de 5 % (3 de 64) por galpén analizado.

Tabla 27. Porcentaje de aislamiento de Salmonella spp. en los diferentes tipos de
muestras analizadas en galpones de pollos parrilleros

Porcentaje de aislamiento
Granja Galpén Muestra
. (N° granjas (N° galpones (N° muestras
U C O I positivas/N° positivos/N° positivas/N°
total de total de total de
granjas) galpones) muestras)
Hisopado de cama 52 36 36
(48/93) (64/176) (64/176)
Alimento 30 30 15
(28/93) (32/105) (46/315)
Aves muertas’ (total sub- 7 6 2
muestras) (4/59) (4/64) (13/602)
. 1 2 2 1
Higado (1/59) (1/64) (3/202)
Bazo' 2 2 1
(1/59) (1/64) (3/202)
. 1 3 3 3
Pool higado-bazo (2/59) (2/64) (2/64)
. 1 3 3 3
Pool de ciegos (2/59) (2/64) (2/64)
; 1 5 5 4
Pool hisopados cloacales (3/59) (3/64) (3/70)
Todas las muestras 62 45 11
(58/93) (80/176) (123/1093)

'Se consideraron solamente las granjas y/o galpones donde se encontré al menos un ave muerta.

3.1.3. Higados de pollos parrilleros para consumo

Se tomaron un total de 666 muestras de higados, correspondientes a 74 muestras
de higados de pollos parrilleros de cada uno de los 9 frigorificos ubicados en la zona de
mayor densidad de granjas de pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios. Treinta dos
muestras (4,8 %) fueron positivas al aislamiento de Salmonella spp. por alguna de las dos
técnicas de cultivo utilizadas. De los 9 frigorificos solo se encontraron muestras positivas
en 4 de ellos. De un frigorifico se encontraron 24 muestras positivas a Salmonella spp,
mientras que en otro 6 muestras fueron positivas y en los dos restantes solamente se
pudo aislar Salmonella spp. de una sola muestra (Tabla 28).
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Tabla 28. Muestras positivas al aislamiento de Salmonella spp. en higado de pollo
obtenidas de mercados relacionados con nueve frigorificos de pollos en Entre Rios

Frigorifico Numero de % positivos a Salmonella
de aves muestras spp- (nimero de positivos)
A 74 0 (0)
B 74 1,4 (1)
C 74 0 (0)
D 74 1,4 (1)
E 74 0 (0)
F 74 0 (0)
G 74 0 (0)
H 74 8,1 (6)
I 74 32,4 (24)
TOTAL 666 4,8 (32)

3.1.4. Confirmacion bioquimica e identificacion de Salmonella spp.

Todas las cepas de Salmonella spp. aisladas mostraron caracteristicas tipicas a
las pruebas bioquimicas ensayadas, de este modo resultaron fermentadoras de glucosa,
pero no fermentadoras de lactosa y sacarosa (TSI), mostraron actividad enzimatica para
descarboxilar la lisina (LIA). Todas las cepas resultaron negativas a la prueba de indol, y
positivas a la prueba de produccion de sulfuro de hidrogeno (SIM, TSI, LIA). A su vez, la
prueba SIM permitié diferenciar los serovares moéviles de los inmdviles, los serovares
moviles utilizaron el citrato como unica fuente de carbono, mientras que los serovares
inmoviles no utilizaron el citrato como fuente de carbono (CIT), ninguna cepa mostré
actividad enzimatica de B-galactosidasa, fenilalanina-desaminasa y ureasa (ONPG, FA y
U) y todas las cepas utilizaron el tartrato de sodio y potasio (TJ).

De todos los medios selectivos diferenciales en donde se aislé6 una o mas
Salmonella spp. se escogié un aislamiento para ser conservado para los estudios
posteriores. De este modo se obtuvieron un total de 543 cepas de Salmonella spp.,
correspondiente 259; 234 y 50 aisladas en galpones de pollos parrilleros, gallinas de
postura e higado de pollo parrilleros de venta en supermercado, respectivamente.

3.1.5. Serotipificacion de los aislamientos de Salmonella spp.

3.1.5.1. Granja de gallinas de postura

En la Tabla 29 se observan los resultados de la serotipificacion para los 234
aislamientos obtenidos a partir de las distintas muestras de granjas de gallinas ponedoras.
Fueron identificados 64 aislamientos como SE y 2 como ST. Las primeras fueron aisladas
de todos los tipos de muestras analizadas a excepcién de las muestras de alimentos y ST
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fue aislada de muestras de guano. Por otro lado, de las 36 cepas aisladas identificadas
como Salmonella spp. del tipo inmévil fueron serotipificadas como SG, y fueron aisladas
de los 6rganos de los animales y de los pooles de clara y yema. El resto de las cepas
fueron serotipificadas en 11 serotipos diferentes, mientras que 3 cepas no pudieron ser
serotipificadas.

Tabla 29. Porcentaje de los diferentes serotipos de Salmonella spp. aislados en
granjas de gallinas ponedoras de la provincia de Entre Rios

Serotipos de N° de % en funciéon de las  N° de muestras
Salmonella spp. aislamientos cepas aisladas positivas (%)
Enteritidis 64 27,4 10
Westhampton 45 19,2 6
Gallinarum 36 15,4 4
Livingstone 20 8,5 4
Tennessee 15 6,4 4
Cerro 12 5.1 7
Infantis 10 43 4
Anatum 8 3,4 2
Muenster 8 3,4 2
Amsterdam 4 1,7 1
Nyborg 4 1,7 1
Norton 2 0,9 1
Typhimurium 2 0,9 1
Brezany 1 0,4 1
(Atosglting) 3 3 2
Total 234 100 50

De las 29 granjas positivas al aislamiento de Salmonella spp. en 9 de ellas se
aislaron mas de un serotipo de Salmonella spp. y en 6 granjas se aislé el mismo serotipo
en dos diferentes muestras pertenecientes a la misma granja. En la Tabla 30 se indica
que en las granjas positivas solo se aislaron SG y SE en muestras de aves, tanto vivas
como muertas. Mientras que en las muestras de alimento y guano se encontraron 11
serotipos diferentes, y el alimento fue el unico tipo de muestras en donde no se aislé SE.
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Tabla 30. Serotipos aislados en los diferentes tipos de muestras en granjas gallinas

ponedoras de la provincia de Entre Rios

N° de Serotipo aislado por tipo de muestra
Granja serotipos (cantidad de cepas aisladas para el tipo de muestra) :
aislados Guano Alimento Aves muertas Huevo H'sgs::“’lisg’:ca'
2 1 Gallinarum (10)
3 1 Gallinarum (2)
5 1 Enteritidis (2)
6 1 Enteritidis (7)
7 2 Tennessee (2); Cerro (4) Cerro (1)
8 3 Livingstone (8); Tennessee (1); Cerro (1)
9 2 Cerro (1) Gallinarum (1)
10 2 Enteritidis (2) Cerro (1)
12 3 Infantis (4); Enteritidis (3) ; Cerro (2)
14 3 Anatum (6); Infantis (2) Livingstone (2)
17 1 Enteritidis (8) Enteritidis (8)
19 1 Norton (2)
20 1 Enteritidis (2)
23 1 Anatum (2)
25 1 Enteritidis (4) Enteritidis (18)
28 3 Westhampton (5); Brezany (1) Westhampton (2) Enteritidis (2)
42 1 Westhampton (2)
45 1 Livingstone (7)
47 3 Tennessee (10); Muenster (2) Cerro (2); Tennessee (2)
48 1 Westhampton (16) Westhampton (18)
49 1 Typhimurium (2)
51 1 Enteritidis (8)
52 1 Infantis (2)
57 1 Infantis (2)
59 1 Amsterdam (4)
60 1 Gallinarum (22)
61 1 Livingstone (4)
62 2 No Tipificado (1) Weﬁ%’ﬁ;égpt(gr); 2
63 1 No Tipificado (2) Muenster (6)
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3.1.5.2. Granja de pollos parrilleros

En la Tabla 31 se observan los resultados de la serotipificacion para los
aislamientos obtenidos a partir de las distintas muestras de los galpones de pollos
parrilleros. Treinta aislamientos fueron SE y 10 ST. Por otro lado, de las 14 cepas aisladas
identificadas como Salmonella spp. del tipo inmévil fueron serotipificadas como SG y
fueron aisladas de los érganos de los animales. El resto de las cepas fueron
serotipificadas en 28 serotipos diferentes, mientras que 2 cepas autoaglutinaron y por lo
tanto no pudieron ser serotipificadas por el procedimiento anteriormente descripto.

De las 58 granjas de pollos parrilleros positivas al aislamiento de Salmonella spp.,
en 22 de ellas se aislaron mas de un serotipo de este género. En sdlo 5 granjas se
encontré el mismo serotipo en dos muestras diferentes. En la Tabla 32 se muestran los
serotipos aislados por cada tipo de muestra en las granjas positivas, en donde se puede
ver que en las muestras de aves muertas se encontraron cuatro serotipos diferentes:
Gallinarun, Enteritidis, Agona y Schwarzengrund. En este tipo de muestra fue en el Unico
en donde se aislo SG. Mientras que en las muestras de alimento se encontraron 18
serotipos diferentes: Livingstone, Vejle, Sarajane, Westhampton, Muenster, Anatum,
Mbandaka, Montevideo, Agona, Rissen, Bredeney, Kingston, Schwarzengrund, Tennesse,
Stanley, Brezany, Mons y S.I 1,4,12:d:NT. Se encontraron 24 serotipos diferentes en
muestras de hisopado de cama: Clackamas, Typhimurium (solo fue aislada en este tipo
de muestra), Heildelberg, Corvallis, S.I O(R):b:e,n,x, Suberu, Derby, Bredeney, Sarajane,
Eko, Agona, Tennesse, Enteritidis, Duisburg, Schwarzengrund, Anatum, Stanley, Rissen,
Westhampton, Newport, Mbandaka, Livingstone, Mons y Amersfoort.
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Tabla 31. Porcentaje de los diferentes serovares de Salmonella spp. aislados en
granjas de pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios

Serotipos de N° de % en funcién de N° de muestras
Salmonella spp. aislamientos las cepas aisladas positivas
Enteritidis 30 11,6 16
Anatum 26 10,0 14
Tennesse 22 8,5 1
Schwarzengrund 18 6,9 9
Rissen 16 6,2 9
Gallinarum 14 5,4 8
Livingstone 13 5,0 7
Westhampton 13 5,0 6
Muenster 12 46 5
Sarajane 12 4,6 7
Typhimurium 10 3,9 6
Derby 9 3,5 4
Agona 8 3,1 6
Mbandaka 7 2,7 4
Bredeney 6 2,3 3
Stanley 5 1,9 3
Mons 4 1,5 2
Corvallis 3 1,2 1
Eko 3 1,2 2
Suberu 3 1,2 2
Vejle 3 1,2 1
Brezany 2 0,8 1
Duisburg 2 0,8 1
Kingston 2 0,8 1
Montevideo 2 0,8 2
Newport 2 0,8 1
Amersfoort 1 0,4 1
Clackamas 1 0,4 1
Heildelberg 1 0,4 1
S.11,4,12:d:NT 6 2,3 2
S.1 O(R):b:e,n,x 1 0,4 1
No tipificada
(Autogglutina) 2 0.8 1
Total 259 100,0 139
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Tabla 32. Serovares aislados en los diferentes tipos de muestras en granjas de pollos
parrilleros de la provincia de Entre Rios

Numero de Serotipo aislado por tipo de muestra
Granja serotipos (cantidad de cepas aisladas para el tipo de muestra)
aislados Hisopado de cama Alimento Aves muertas
3 3 Clackamas_(1) Typhimurium
(2) Heildelberg (1)
5 1 Livingstone (1)
6 > Corvallis (3)
S.1 O(R):b:e,n,x (1)
8 1 Suberu (2)
10 1 Vejle (3)
1 1 Derby (3)
14 1 Bredeney (2)
16 1 Sarajane (2) S.11,4,12:d:NT (6)
18 5 TyphlmurlllEJlr(lz)((A%))Derby @) Sarajane (2) Agona (1)
19 1 Westhampton (4)
20 5 Agona (1_) Te_nnesse (1) Westhampton (3)
Typhimurium (1) Muenster (1)
23 1 Enteritidis (4)
24 1 Duisburg (2)
26 1 Schwar(z1e)ngrund
Sarajane (2) Anatum (2)
27 6 Schwarzengrund (2) Mbandaka (2) Gallinarum (14)
Montevideo(1)
28 5 Enteritidis (3) Anatum (2) M“e”Lsi\tI?r:éit)oﬁ‘:a(%m (2) nggg'r‘i's( 1(;’)
30 3 Muenster (9) Montevideo (1)
Agona (2)
32 2 Anatum (3) Stanley (1)
34 3 Schwarzengrund (2) Eko(2) Rissen (1)
36 1 Sarajane (2)
38 1 Schwarzengrund (2)
43 1 Bredeney (2) Bredeney (2)
48 1 Enteritidis (2)
49 1 Kingston(2)
50 1 Schwarzengrund (4)
51 1 Typhimurium (2)
53 1 Rissen (2)
54 1 Rissen (2)
55 2 Schwarzengrund (4) Schngzt:;gr(fr)] d(1)
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Continuacion de la Tabla 32.

56 1 Derby (2)

60 1 Westhampton (4)

61 2 Sarajane (2) Enteritidis(2) NT (2)'

62 1 Enteritidis(2)

63 1 Derby (2)

64 2 Anatum (2) Tennesse (11)
65 1 Stanley (2)

69 1 Anatum (4)

7 1 Typhimurium (1)

72 1 Newport (2)

73 1 Enteritidis(4)

74 1 Enteritidis(2)

75 1 Westhampton (2)

76 1 Mbandaka (2)

78 1 Tennesse (3)
79 1 Tennesse (2)
80 2 Enteritidis (2) Tennesse (1)
81 1 Livingstone (4)

82 1 Schwarzengrund (2)

83 1 Mons (2)

84 2 Enteritidis (2) Mbandaka (1)
85 2 Enteritidis (1) Agona (2)
86 2 Rissen (10) Stanley (2)
88 4 L|V|ngst%r;?e(ri?d'li':r(]?)esse (1) Tennesse (3) Sarajane (1)
89 3 Mbandaka (2) Anatum (2) Sarajane (1)
90 2 Livingstone (4) Brezany (2)
91 2 Enteritidis (2) Agona (2)
92 2 Anatum (1) Rissen (1) Anatum (4)
93 3 Amersfoort (1) Anatum (2) Mons (2)

NT= no tipificado
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3.1.5.3. Higados de pollos parrilleros para consumo

En la Tabla 33 se observan los resultados de la serotipificacion para los 50
aislamientos obtenidos a partir de las distintas muestras. Pudieron serotipificarse 9 (18 %)
aislamientos como SE y 2 (4 %) como ST. El resto de las cepas fueron serotipificadas
como S. ser. Schwazengrund (78 %). Se encontré6 mas de un serovar de Salmonella spp.
en higados de dos frigorificos de pollos, mientras que solo se encontré un serovar en
higados de los otros dos frigorificos. Teniendo en cuenta los serotipos Enteritidis,
Typhimurium y Schwazengrund se obtuvieron porcentajes de aislamiento en muestras
individuales de 0,75, 0,15 y 3,90 %, respectivamente. ST solo se pudo aislar de una sola
muestra proveniente de un solo frigorifico, mientras que SE se pudo aislar de 5 muestras
proveniente de 3 frigorificos diferentes. Por su parte, S. ser. Schwazengrund se aisl6é de
26 muestras provenientes de dos frigorificos diferentes.

Tabla 33. Serotipos de Salmonella spp. aislados en muestras de higados de pollos
parrilleros obtenidos de mercados relacionados con cuatro frigorificos de pollos
parrilleros (B, D, H, 1) en la provincia de Entre Rios

N° de

Frigorifico Serovares aislados
serovares ° i
de aves f (N° de muestras positivas)
aislados
B 1 Enteritidis (1)
D 1 Typhimurium (1)
H 2 Schwazengrund (4), Enteritidis (2)
I 2 Schwazengrund (22), Enteritidis (2)
Total 3 Schwazengrun_d (2@), Enteritidis (5),
Typhimurium (1)

3.1.5. Confirmacion de Salmonella spp. por PCR

Todas las cepas de Salmonella spp. estudiadas resultaron positivas a la
amplificacién por PCR a nivel de género. Ademas, se pudieron confirmar 103 cepas como
SE (30, 64 y 9 cepas aisladas de granjas de pollos parrilleros, gallinas de postura e
higado de pollos parrilleros para consumo, respectivamente) y 14 como ST, debido a la
amplificacion de los genes diferenciales para cada serovar (10, 2 y 2 cepas aisladas de
granjas de pollos parrilleros, gallinas de postura e higado de pollos parrilleros para
consumo, respectivamente). Estos coincidieron con los datos de serotipificacion de estos
serovares.
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3.1.6. Prevalencia de Salmonella ser. Enteritidis, Typhimurium y Gallinarum en las
granjas

3.1.6.1. Granjas de gallina de postura

En la Tabla 34 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a la prevalencia de
Salmonella de los serotipos Enteritidis, Typhimurium y Gallinarum para cada tipo de
muestra analizada. Teniendo en cuenta todas las muestras analizadas, el porcentaje de
aislamiento por granja fue de 14, 2 y 6 % para los serotipos Enteritidis, Typhimurium y
Gallinarum, respectivamente. No se aislaron estos serotipos en la misma granja, sélo el
serotipo Enteritidis fue aislado conjuntamente con otro serotipo de Salmonella spp.

Teniendo en cuenta las muestras de guano se obtuvo un porcentaje de aislamiento
para SE de 8, 6 y 5 % para granjas, galpones y muestras individuales respectivamente.
Mientras que para ST se obtuvo porcentajes de 2, 1 y 1 % para granjas y galpones y
muestras individuales respectivamente. Es este el Unico tipo de muestra en el cual se
logro aislar ST. No se obtuvieron aislamientos de SG para este tipo de muestra asi como
tampoco se encontraron aislamientos de estos tres serotipos para las muestras de
alimento.

Con respecto a las muestras de huevo, se aisloé solamente SG en las muestras de
H15D, obteniéndose porcentajes de 2, 1 y 0,2 % para granjas, galpones y muestras
individuales respectivamente. Mientras que SE fue aislada tanto en huevo fresco como en
H15D, con porcentajes de 0,4 % para muestras individuales en ambos casos, mientras
que para granjas se obtuvieron porcentajes de 3 y 2 % para huevo fresco y H15D,
respectivamente. Considerando los galpones muestreados, se obtuvieron porcentajes de
3 vy 1 % para huevo y H15D, respectivamente. Por otro lado, solo se aislé SE en una
muestra de pooles de hisopados cloacales de aves vivas, resultando asi porcentajes de
aislamiento para granjas, galpones y muestras individuales de 2, 1 y 0,6 %,
respectivamente.

No se pudo aislar ST en ningun tipo de muestras proveniente de las aves muertas.
Mientras que el 6, 5 y 4 % de las granjas, galpones y muestras individuales fueron
positivos en las inoculacions directas de higados y bazos para SE, respectivamente. A su
vez, se encontré un valor similar en porcentaje de aislamiento de SG para granjas,
galpones y muestras individuales. Por otro lado, en los pooles realizados con los 6rganos,
se encontr6 iguales valores para los pooles de higado-bazo y de ciegos para el caso de
SE con porcentajes de 6, 5 y 5 % para granjas, galpones y muestras individuales,
respectivamente. Mientras que para el caso de SG, los resultados obtenidos para ambos
pooles fueron diferentes, encontrando valores superiores en pooles de higado-bazo; con
porcentajes de 9, 8 y 8 % para granjas y galpones y muestras individuales,
respectivamente. Para las muestras de hisopados cloacales de aves muertas, se
encontraron los mismos valores para SE y SG, con tasa de aislamiento de 3, 3y 2 % para
granjas, galpones y pooles realizados, respectivamente.
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Tabla 34. Aislamiento de Salmonella ser. Enteritidis (SE), S. ser. Typhimurium (ST) y S. ser. Gallinarum biovar Gallinarum (SG) en los
diferentes tipos de muestras analizadas en granjas de gallinas ponedoras de la provincia de Entre Rios

% positivos (N° positivos/ N° analizado)
Tipo de muestra SE Sl HE
P Granja Galpén LS Granja Galpon LT Granja Galpon AL
individual individual individual
Guano 8 6 5 2 1 1 0 0 0
(5/63) (5177) (7/154) (1/63) (1/77) (1/154) (0/63) (0/77) (0/154)
Alimento 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0/63) (0/77) (0/231) (0/63) (0/77) (0/231) (0/63) (0/77) (0/231)
Huevo 3 3 0,4 0 0 0 0 0 0
(2/63) (2177) (2/462) (0/63) (0/77) (0/462) (0/63) (0/77) (0/462)
2 1 0,4 0 0 0 2 1 0,2
Huevo 15
(1/63) (1/77) (2/462) (0/63) (0/77) (0/462) (1/63) (1/77) (1/462)
Hisopado cloacal 2 1 0,6 0 0 0 0 0 0
aves vivas (1/63) (1/77) (1/154) (0/63) (0/77) (0/154) (0/63) (0/77) (0/154)
Higado 6 5 4 0 0 0 6 5 5
9 (2/34) (2/40) (4/110) (0/34) (0/40) (0/110) (2/34) (2/40) (6/110)
Bazo 6 5 4 0 0 0 6 5 5
(2/34) (2/40) (4/110) (0/34) (0/40) (0/110) (2/34) (2/40) (5/110)
Pool higado-bazo1 6 S S 0 0 0 ) 8 8
(2/34) (2/40) (2/40) (0/34) (0/40) (0/40) (3/34) (3/40) (3/40)
Pool de ciegos’ 6 5 5 0 0 0 6 5 5
9 (2/34) (2/40) (2/40) (0/34) (0/40) (0/40) (2/34) (2/40) (2/40)
Pool hisopados 3 3 2 0 0 0 3 3 2
cloacales’ (1/34) (1/40) (1/44) (0/34) (0/40) (0/44) (1/34) (1/40) (1/44)
Todas las 14 12 1 2 1 0,1 6 5 1
muestras (9/63) (9177) (27/1807) (1/63) (1/77) (1/1807) (4/63) (4177) (18/1807)

'Se consideraron solamente las granjas y/o galpones donde se encontrd al menos un ave muerta.
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3.1.6.2. Granja de pollos parrilleros

En la Tabla 35 se muestran los resultados obtenidos en cuanto a la prevalencia de
Salmonella spp. de los serotipos Enteritidis, Typhimurium y Gallinarum para cada tipo de
muestra analizada en las granjas de pollos parrilleros. Teniendo en cuenta todas las
muestras analizadas, el porcentaje de aislamiento por granja fue de 13, 3y 1 % para los
serotipos Enteritidis, Typhimurium y Gallinarum, respectivamente. Teniendo en cuenta las
muestras de hisopado de cama se obtuvo un porcentaje de aislamiento para SE entre 9 %
(muestras individuales) y 13 % (granjas y galpones). Mientras que para ST se obtuvo
porcentajes entre 2 % (muestras individuales) y 3 % (granjas y galpones). No se
encontraron aislamientos de estos tres serotipos para las muestras de alimento, asi como
tampoco para SG en muestras de cama.

En cuanto a las aves muertas de las granjas de pollos parrilleros, no se aislé ST en
ningun tipo de muestra, asi como tampoco se aislé SE de muestras de inoculacion directa
de higados y bazos ni tampoco SG del pool de hisopados cloacales. En una sola granja y
galpéon se aisl6 SE de las muestras de pooles de higado- bazo, ciego e hisopados
cloacales. En una sola granja y galpén se aisl6 SG provenientes de la inoculacion directa
de érganos, asi como también los pooles de higado-bazo y de ciegos confeccionados con
los higados y bazos positivos a la inoculacién directa, Sin embargo, no se aislé este
serovar de los pooles de hisopados cloacales.
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Tabla 35. Aislamiento de Salmonella ser. Enteritidis (SE), S. ser. Typhimurium (ST) y S. ser. Gallinarum biovar Gallinarum (SG) en los
diferentes tipos de muestras analizadas en granjas de pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios

% positivos (N° positivos/ N° analizado)
Tipo de SE ST SG
muestra . . Muestra . . Muestra . . Muestra
Granja Galpon . ividual Crania Galpon ;. iqua CGramia Galpén ;. iqyal
Hisopado de 13 9 9 3 2 2 0 0 0
cama (12/93) (15/176) (15/176)  (3/93) (4/176) (4/176) (0/93) (0/176) (0/176)
Alimento 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(0/93)  (0/105) (0/315) (0/93)  (0/105) (0/315) (0/93) (0/105) (0/315)
Higado ' 0 0 0 0 0 0 2 2 1
(0/59)  (0/64) (0/202) (0/59)  (0/64) (0/202) (1/59)  (1/64) (3/202)
Bazo 0 0 0 0 0 0 2 2 1
(0/59)  (0/64) (0/202) (0/59)  (0/64) (0/202) (1/59)  (1/64) (3/202)
Pool higado- 2 2 2 0 0 0 2 2 2
bazo' (1/59)  (1/64) (1/64) (0/59)  (0/64) (0/64) (1/59)  (1/64) (1/64)
Pool de ciegos’ 2 2 2 0 0 0 2 2 2
9 (1/59)  (1/64) (1/64) (0/59)  (0/64) (0/64) (1/59)  (1/64) (1/64)
Pool hisopados 2 2 1 0 0 0 0 0 0
cloacales’ (1/59)  (1/64) (1/70) (0/59)  (0/64) (0/70) (0/59)  (0/64) (0/70)
Todas las 13 9 2 3 2 1 1 1 1
muestras
t (12/93) (15/176) (18/1093) (3/93) (4/176  (6/1093) (1/93) (1/176) (8/1093)

'Se consideraron solamente las granjas y/o galpones donde se encontré al menos 1 ave muerta.
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3.2.RENDIMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVOS SELECTIVOS-
DIFERENCIALES

3.2.1. Estudios de capacidad discriminatoria y concordancia

3.2.1.1. Granjas de gallinas de postura

En la Tabla 36 se observan los parametros de Ser, Exar y VPNr para los medios
selectivos-diferenciales empleados por cada tipo de muestra. En relacién a la Se,, los
valores estuvieron entre 0,60 a 1, y no se encontro diferencia significativa para ninguno de
los medios empleados. Los menores valores de SeR (0,60) estuvieron en las muestras de
H15D. El resto de los valores fueron mayores a 0,79 para ese parametro. La Exa, y el
VPN, estuvieron entre 0,99 y 1,00, sin diferencias para ninguno de los medios utilizados.
Debido a la ausencia de resultados falsos positivos, la Esp; y el VPP, para todos los
medios de cultivos sélidos selectivos-diferenciales fueron de 1.

En la Tabla 37 se muestra el analisis de concordancia entre los medios selectivos-
diferenciales utilizados. La misma fue ligera a excelente, sin diferencia estadistica entre
los medios utilizados. La concordancia fue ligera para las muestras de huevo procesadas
sin incubacion de 15 dias, y este parametro pasé a ser muy bueno con dicha incubacion.
El resto de las comparaciones mostraron excelente concordancia. Sin embargo, aunque
los agares MC y SS tuvieron una excelente concordancia para las muestras de higado,
bazo y pooles de higado-bazo, ciego, hisopados cloacales de aves muertas y de aves
vivas, no se puedo calcular la concordancia por la prueba de McNemar, debido a que en
todos los casos se aislé Salmonella spp. de ambos medios agarizados.
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Tabla 36. Sensibilidad (Se,), exactitud (Exa,) y valor predictivo negativo relativos
(VPN,) para los agares selectivos-diferenciales xilosa lisina desoxicolato (XLD),
Hektoen (HE), xilosa lisina desoxicolato con tergitol (XLDT), EF-18, MacConkey (MC)
y Salmonella-Shigella (SS), utilizados en distintas muestras provenientes de granjas

de gallinas ponedoras. Los valores entre paréntesis indican un intervalo de
confianza de 95 % para cada parametro

Tipo de muestra Medio selectivo Se, Exa, VPNr
HE 0,98° 1,00° 1,00°
(0,91-1,00) (0,98-1,00) (0,98-1,00)
Guano a a a
ss 0,96 0,99 0,99
(0,88-0,99) (0,98-1,00) (0,98-1,00)
0,90° 0,99° 0,99°
Alimento XLDT (0,75-0,97) (0,98-1,00) (0,98-1,00)
EF18 1,00° 1,00° 1,00°
(0,90-1,00) (0,99-1,00) (0,99-1,00)
e 0,60° 1,00° 1,00°
(0,24-0,90) (0,98-1,00) (0,99-1,00)
Huevo
LD 0,60° 1,007 1,007
(0,24-0,90) (0,98-1,00) (0,99-1,00)
HE 0,80° 1,007 1,007
) (0,41-0,98) (0,99-1,00) (0,99-1,00)
Huevo 15 dias a a a
LD 1,00 1,00 1,00
(0,61-1,00) (0,99-1,00) (0,99-1,00)
Ve 1,00° 1,00° 1,00°
Hisopado cloacal (0,22-1,00) (0,98-1,00) (0,98-1,00)
aves vivas ss 1,00° 1,00° 1,00°
(0,22-1,00) (0,98-1,00) (0,98-1,00)
Ve 1,007 1,007 1,007
) (0,76-1,00) (0,97-1,00) (0,97-1,00)
Higado
ss 1,00° 1,007 1,007
(0,76-1,00 (0,97-1,00) (0,97-1,00)
Ve 1,00° 1,007 1,007
(0,72-1,00) (0,97-1,00) (0,97-1,00)
Bazo
ss 1,00° 1,007 1,007
(0,72-1,00) (0,97-1,00) (0,97-1,00)
Ve 1,00° 1,007 1,007
Pool higado- (0,61-1,00) (0,93-1,00) (0,92-1,00)
bazo ss 1,00° 1,00° 1,007
(0,61-1,00) (0,93-1,00) (0,92-1,00)
Ve 1,00° 1,007 1,007
Pool de ciedos (0,61-1,00) (0,93-1,00) (0,92-1,00)
9 ss 1,00° 1,00° 1,007
(0,61-1,00) (0,93-1,00) (0,92-1,00)
. 1,00° 1,00° 1,00°
Pool hisopados MC (0,37-1,00) (0,94-1,00) (0,93-1,00)
o o ss 1,00° 1,00° 1,007
(0,37-1,00) (0,94-1,00) (0,93-1,00)

2> Valores con letras diferentes en la misma columna para el mismo tipo de muestra son
significativamente distintos (p < 0,05).
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Tabla 37. Concordancia entre los medios agarizados selectivos-diferenciales
utilizados para la detecciéon de Salmonella spp. en distintas muestras provenientes
de granjas de gallinas ponedoras. Los valores entre paréntesis indican un intervalo

de confianza de 95 % para cada parametro

Tipo de muestra Comparacién | indice Kappa' p?
0,96
Guano HE-SS (0,90-0,99) 1,000
. 0,94
Alimento XLDT-EF-18 (0,86-0,99) 0,248
0,33
Huevo (0,08-0,68) 0,617
HE-XLD 089
Huevo 15 dias (0,60-0,99) 1,000
Hisopado cloacal aves 1,00 3
vivas (0,37-1,00)
Higado inoculacién 1,00 3
directa (0,85-1,00)
Bazo inoculacion 1,00 3
directa MC-SS (0,83-1,00)
. 1,00 3
Pool higado-bazo (0,74-1,00) -
. 1,00 3
Pool de ciegos (0,74-1,00) -
Pool hisopados 1,00 3
cloacales aves muertas (0,55-1,00)

"Indica que Kappa es significativamente distinto de cero (p<0,05).

2E| valor de chi cuadrado se determiné con la prueba de McNemar’s para muestras pareadas.

® No se puedo realizar la prueba de McNemar’'s debido a que en todos los casos se aislo
Salmonella spp. de ambos medios agarizados.

XLD= agar xilosa-lisina desoxicolato; XLDT= agar XLD + tergitol;, EF18= agar EF18; MC=agar
MacConkey; SS=agar Salmonella-Shigella.

3.2.1.2. Granjas de pollos parrilleros

En la Tabla 38 se observan los parametros de SeR, ExaR y VPNR para los
medios selectivos-diferenciales empleados por cada tipo de muestra. La SeR fue variable
y estuvo entre 0 y 1. Sélo se encontr6 diferencia significativa entre los medios en el caso
de los empleados para el aislamiento de Salmonella spp. en alimento balanceado (0,93 y
0,80 para XLDT y EF-18, respectivamente). En cuanto a la SeR de los medios MC y SS
en las muestras procesadas provenientes de aves muertas se encontraron valores
dispersos dependiendo de la muestra a analizar. Para el caso de muestras de inoculacién
directa, se encontré una sensibilidad de 1 para ambos medios de cultivo en el caso de
higados y de 0,67 y 1,00 para MC y SS, respectivamente, para el caso de los bazos. En
relacion a los diferentes pooles se encontré que la SeR varié desde 0 hasta 1,00 para MC
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y de 0,33 a 1,00 para SS. Los valores de ExaR y el VPNR estuvieron entre 0,97 y 1,00
para todos los medios de cultivos empleados y sélo se encontré diferencia significativa
(p<0,05) en la ExaR de los medios empleados para el aislamiento de Salmonella spp. en
alimento (XLDT y EF-18). Debido a la ausencia de resultados falsos positivos, la EspR y
el VPPR para todos los medios de cultivos sélidos selectivos-diferenciales fue de 1.

En la Tabla 39 se muestra el analisis de concordancia entre los medios selectivos-
diferenciales utilizados para el aislamiento de Salmonella spp. en los diferentes tipos de
muestras. La misma fue excelente para los agares XLD y HE para muestras de hisopado
de cama y muy buena para los agares XLDT y EF-18 para las muestras de alimento. En
cuanto a los agares MC y SS utilizados para el aislamiento de Salmonella spp. en
muestras provenientes de aves muertas, los valores fueron variables, segun el tipo de
muestra analizada, por lo que se encontré una excelente concordancia para los medios en
la inoculacién directa de higado, y una buena concordancia para la inoculacion directa de
bazos y pool de higados-bazos. A su vez, se encontr6 una concordancia débil
(Kappa=0,49) y nula (Kappa=0) para las muestras de hisopado cloacal de aves muertas y
pool de ciegos, respectivamente. En ninguno de los pares de medios de cultivos
analizados se encontré diferencia significativa al realizar la prueba de McNemar y para el
caso de los medios MC y SS en muestras de inoculacién directa de higado no se puedo
realizar la prueba de McNemar debido a que en todos los casos se aislé6 Salmonella spp.
de ambos medios agarizados.
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Tabla 38. Sensibilidad (SeR), exactitud (ExaR) y Valor predictivo negativo (VPNR)

relativos para los agares selectivos-diferenciales xilosa lisina desoxicolato (XLD),
Hektoen (HE), xilosa lisina desoxicolato con tergitol (XLDT), EF-18, MacConkey (MC)
y Salmonella-Shigella (SS) utilizados en distintas muestras provenientes de granjas
de pollos parrilleros. Los valores entre paréntesis indican un intervalo de confianza
de 95 % para cada parametro

a,b

ERECK G SeR ExaR VPNR
muestra selectivo
LD 0,97 0,99° 0,98°
Hisopado de (0,90-1,00) (0,96-1,00) (0,95-1,00)
cama HE 0,972 0,99° 0,98°
(0,90-1,00) (0,96-1,00) (0,95-1,00)
0,03° 0,99° 0,99°
Alimento XLDT (0,85-097) | (0,99-1,00) | (0,98-1,00)
EF-18 0,80° 0,98° 0,98°
(0,69-0,89) (0,97-0,99) (0,97-0,99)
MC 1,00° 1,00° 1,00°
Higado (0,47-1,00) (0,99-1,00) (0,99-1,00)
s 1,00° 1,00° 1,007
(0,47-1,00) (0,99-1,00) (0,99-1,00)
Ve 0,67° 1,00° 1,00°
Bazo (0,23-0,96) (0,98-1,00) (0,98-1,00)
s 1,00° 1,00° 1,007
(0,47-1,00) (0,99-1,00) (0,99-1,00)
Ve 0,50° 0,98° 0,08°
Pool higado- (0,09-0,91) (0,93-1,00) (0,93-1,00)
bazo s 1,00° 1,00° 1,007
(0,37-1,00) (0,95-1,00) (0,95-1,00)
Ve 0,00° 0,97° 0,97
Pool de ciegos (0,00-0,63) (0,90-1,00) (0,90-1,00)
ss 1,00° 1,00° 1,00°
(0,37-1,00) (0,95-1,00) (0,95-1,00)
Ve 1,00° 1,00° 1,007
Pool hisopados (0,47-1,00) (0,96-1,00) (0,96-1,00)
cloacales ss 033? 0,972 0,97°
(0,04-0,77) (0,91-1,00) (0,91-1,00)

Valores con letras diferentes en
significativamente distintos (p< 0,05).

la misma columna para el mismos parametro

son
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Tabla 39. Concordancia entre los medios agarizados selectivos-diferenciales
utilizados para la detecciéon de Salmonella spp. en distintas muestras provenientes
de granjas de pollos parrilleros. Los valores entre paréntesis indican un intervalo de
confianza de 95 % para cada parametro

Tipo de muestra Comparacién indice Kappa' p?
. 0,95
Hisopado de cama XLD-HE (0,89-0,98) 0,617
Alimento XLDT-EF18 0,84 0,080
(0,75-0,90) ’
Higado inoculacién 1,00 3
directa (0,65-1,00)
Bazo inoculacion 0,80
directa (0,41-0,98) 1,000
Pool higado-b MC-SS 0,66 1,000
. 0,00 4
Pool de ciegos (0,00-0,63) 0,480
Pool hisopados 0,49
cloacales (0,15-0,85) 0,480

'Indica que Kappa es significativamente distinto de cero (p<0,05).

2El valor de chi cuadrado se determiné con la prueba de McNemar para muestras pareadas.

*No se puedo realizar la prueba de McNemar debido a que en todos los casos se aislé6 Salmonella
spp. de ambos medios agarizados.

* Tuvo en cuenta los negativos para ambos medios de cultivo, que fueron 62 sobre un total de 64.
XLD= agar xilosa-lisina desoxicolato; XLDT=agar xilosa-lisina desoxicolato con tergitol; EF18= agar
EF18; MC=agar MacConkey; SS=agar Salmonella-Shigella.

3.2.1.3. Higados de pollos parrilleros para consumo

Estudiando individualmente las técnicas empleadas se obtuvo que 32 (4,80 %)y 3
(0,45 %) de las 666 muestras de higado de pollo fueron positivas para Salmonella spp. en
el método de preenriquecimiento y el método de inoculacién directa, respectivamente.
Estos porcentajes fueron significativamente diferentes p<0,05). A su vez, las tres
muestras de higado que fueron positivas a Salmonella spp. por inoculacién directa
también fueron positivas por el método de preenriquecimiento. En total se aislaron 47
cepas por el método de preenriquecimiento y 3 cepas por el método de inoculacién
directa.

Debido a la ausencia de muestras falsas positivas, los valores de especificidad y
valor predictivo positivo para los dos métodos de cultivo y los dos medios selectivos-
diferenciales fue de 1. A su vez, se encontré diferencia estadistica en la SeR, ExaR, y
VPNR entre los métodos de preenriquecimiento e inoculacion directa. EI método con
preenriquecimiento tuvo mayores valores para estos parametros. Teniendo en cuenta el
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indice Kappa se encontré una concordancia pobre entre estos dos métodos, existiendo
diferencias significativas entre los mismos (Tabla 40).

Tabla 40. Sensibilidad (Se,), exactitud (Exa,) y valor predictivo negativo relativos
(VPN,) y concordancia (coeficiente kappa y prueba de McNemar) para el aislamiento
de Salmonella spp. en muestras de higado de pollos parrilleros recolectadas de los

mercados de Entre Rios, procesadas segun los métodos de preenriquecimiento

previo y inoculacion directa. Los valores entre paréntesis indican un intervalo de
confianza de 95 % para cada parametro

Método Se, Exa, VPN, Indice Kappa' p’
Pre 1,002 1,002 1,00°
enriquecimiento  (0,91-1,00) (1,00-1,00) (1,00-1,00) 0.16
, i i i (0,00-0,46) 00001
Inoculacion 0,09 0,96 0,96
directa (0,02-0,22) (0,94-0,97)  (0,94-0,97)

*® Valores con letras diferentes en la misma columna son significativamente distintos (p< 0,05).
"Indica que Kappa es significativamente distinto de cero (p<0,05)
2El valor de chi cuadrado se determiné con la prueba de McNemar para muestras pareadas.

Los resultados de SeR, EXaR, VPNR y concordancia (coeficiente kappa y prueba
de McNemar) para los medios selectivos-diferenciales utilizados en los dos métodos de
cultivo se muestran en la Tabla 41. Estos parametros fueron estadisticamente diferentes
entre MC y MLIA en los dos métodos de cultivo; el segundo presenté valores mayores que
MC para estos parametros en ambos métodos de cultivo. En todas las muestras positivas
para el método de preenriquecimiento se pudo aislar Salmonella spp. en MLIA (32/32),
mientras que solo 15 muestra se pudo aislar con MC. Por ello, la concordancia fue buena,
pero hubo diferencia significativa (p<0,05) entre los medios selectivos-diferenciales.

Por otro lado, no se aislé Salmonella spp. con MC por el método de inoculacion
directa. Sin embargo, como tan solo en 3 muestras se aislo este patdégeno con MLIA, no
se encontré diferencia significativa entre este medio y MC (p>0,05), aun cuando la
concordancia fue nula.
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Tabla 41. Sensibilidad (Se,), exactitud (Exa,) y valor predictivo negativo relativos
(VPN,) y concordancia (coeficiente kappa y prueba de McNemar) para el aislamiento
de Salmonella spp. en los dos métodos empleados en muestras de higado de pollos

parrilleros recolectadas de los mercados de Entre Rios, procesadas segun los
métodos de preenriquecimiento previo y inoculacion directa y sembradas en agar
lisina hierro modificado (MLIA) y agar MacConkey (MC). Los valores entre
paréntesis indican un intervalo de confianza de 95 % para cada parametro

Método Medio N° muestras Se Exa VPN Indice 2
selectivo positivas r r r Kappa' P
MLIA 32 1y 1y 1”
Pre (0,91-1,00) (1,00-1,00) (1,00-1,00) g3 00001
enriquecimiento MG 15 0,47° 0,97° 0,97° (0,45-0,80) ™
(0,31-0,64)  (0,96-0,98) (0,96-0,98)
MLIA 3 T 0 g
Inoculacion (0,47-1,00) (0,99-1,00) (1,00-1,00) 0,00 0248
directa MG 0 oP 12 12 (0,00-1,00) ™
(0,00-0,53) (1,00-1,00) (0,99-1,00)

2% Valores con letras diferentes en la misma columna son significativamente distintos (p< 0,05).
'Indica que Kappa es significativamente distinto de cero (p<0,05).
2E| valor de chi cuadrado se determiné con la prueba de McNemar para muestras pareadas.

3.3. IDENTIFICACION DE FACTORES DE RIESGO

3.3.1. Resultado de los cuestionarios
3.3.1.1. Granjas de gallinas de postura

Los resultados del cuestionario de las granjas estan en la Tabla 42. Se puede
observar que el 81 % de las granjas muestreadas se encontraban en el departamento
Parana, y que la mayoria de las granjas presentaban 5 o menos galpones (79 %). EI 75 %
de las granjas tenia una capacidad instalada de hasta 50.000 aves. En cuanto a la
bioseguridad, la mayoria de las granjas tenian cerco perimetral y realizaban controles de
roedores. El 63 % de las granjas cumplia la distancia minima de separaciéon con otras
granjas avicolas y tan solo el 2 % de las granjas contaban con equipamiento para el
ingreso de personas. A su vez, el 71 % de las granjas tenian equipo para desinfeccion de
vehiculos, de las cuales el 84 % se encontraba en condiciones de ser utilizado. En el 84
% de las granjas existia al menos otra especie de animales en la granja.

El sistema para eliminacién de cadaveres mas empleado fue el descarte de los
mismos en fosas, tanto abierta como cerrada (83 %). El 57 % de las granjas realizaban el
control de moscas, y solo el 19 % de las granjas llevaban un registro foliado de practicas
de higiene y bioseguridad. En 20 de las 63 granjas muestreadas se encontrd
antecedentes de alguna enfermedad y solo 6 de ellas fue diagnosticada como
salmonelosis.
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La totalidad de las granjas tenian agua de pozo y el 11 y 42 % de las granjas
realizaba la desinfeccién del agua y analisis de potabilidad, respectivamente. Con
respecto al alimento balanceado que consumian las aves, en el 84 % de las granjas era
elaborado por los mismos productores. En cuanto a agregados que poseia el mismo, en el
11, 35 y 98 % tenian antibidticos/desinfectantes, acidificantes y secuestrante de
micotoxinas, respectivamente. A su vez, en el 84 % del alimento se elaboraba en forma
de harina.

En cuanto a la produccion de huevos, el 46 % de las granjas lo comercializaba
para consumo exclusivamente, mientras que el 52 % distribuia su produccién entre
consumo e industrializacion. Por otro lado, el maple mas utilizado era el de cartén, debido
a que el 56 % de las granjas utilizaban este tipo exclusivamente. A su vez, el 41 %
utilizaban maples de plastico y cartén, en el 60 % de las granjas reutilizaban los maples,
pero solo el 29 % los lavaba y desinfectaba antes de reutilizarlos.

Los resultados de las encuestas basadas en los 77 galpones muestreados estan
en la Tabla 43. Los resultados indicaron que el 65 y el 26 % tenian la linea genética de
aves Hy-line y Lohmann, respectivamente. En los galpones muestreados, el 73 % de los
mismos tenian 10.000 o menos aves, distribuidas en el 78 % de los casos en hasta 4 aves
por jaula, y en aproximadamente la mitad de los galpones habia 2 0 menos niveles de
jaulas superpuestas y cantidad de filas.

En el momento de realizar el muestreo, el 53 % de los galpones tenia aves con 80
0 menos semanas de edad. En cuanto al porcentaje de postura se encontrd que el 53 %
de los galpones tenia porcentajes de postura de al menos el 75 %. El 56 % de los
galpones se encontraban vacunados contra Salmonella spp. y las aves de solo 3
galpones se encontraban medicadas al momento del muestreo. En lo que respecta a las
caracteristicas del galpén, el 82 % de los muestreados eran de caracteristicas manuales,
y solo el 36 % poseia tejido en los laterales de los galpones, mientras que casi la totalidad
de los galpones tenia el espacio que rodea el galpén desmalezado y limpio.
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Tabla 42. Resultados generales de la encuesta realizada en las 63 granjas
muestreadas. Se indica el nimero de granjas con respuestas afirmativas para cada
una de las preguntas del cuestionario

N° de granjas
Aspectos de la encuesta (% sobre totgl d ej granjas)
IDENTIFICACION
Departamento
Parana 51 (81)
Diamante 12 (19)
Numero total de galpones
Menor o igual a 5 galpones 50 (79)
Mayor a 5 galpones 13 (21)
Capacidad Instalada
Menor o igual a 50.000 aves 47 (75)
Mayor a 50.000 aves 16 (25)
BIOSEGURIDAD
Cerco perimetral y puerta de entrada 57 (90)
¢,Cumple distancias de separacién con granjas 40 (63)
vecinas?
¢, Posee equipos de desinfeccion (vehiculos, equipos, 45 (71)
jaulas e implementos?
¢, Funcionan los equipos de desinfeccion? 38 de 45 (84)
¢, Posee equipamiento para el ingreso de personas? 1(2)
¢ Existen otras especies en el predio? 53 (84)
Sistema de eliminacion de cadaveres
Composta 7(11)
Fosa abierta 13 (21)
Fosa cerrada 39 (62)
Incineracion abierta 3 (5)
otro sistema 1(1)
Control de moscas 36 (57)
Control de roedores 55 (87)
¢ Posee registro foliado de practicas de higiene y 12 (19)
bioseguridad?
ANTECEDENTES DE ENFERMEDAD
Antecedentes de alguna enfermedad 20 (32)
Salmonelosis 6 de 20 (30)
AGUA
Origen
Pozo 63(100)
Otro 0 (0)
Desinfeccion 7 (11)
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Continuacion de la Tabla 42.

Aspectos de la encuesta

N° de granjas

(% sobre total de granjas)

ALIMENTO
Origen
Elaboracion propia 53 (84)
Compra a terceros 10 (16)
Presentacion
Pellet 10 (16)
Harina 53 (84)
Desinfeccion y/o antibiéticos 7(11)
Acidificantes 22 (35)
Secuestrante de micotoxinas 62 (98)
HUEVO
Destino
Consumo 29 (46)
Industrializacién 1(2)
Ambos 33 (52)
Lavado y desinfeccion 0 (0)
MAPLE
Tipo
Cartén 35 (56)
Plastico 2 (3)
Ambos 26 (41)
Reutilizacion 38 (60)
Lavado y desinfeccién 18 (29)
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Tabla 43. Resultados generales de la encuesta realizada en las 63 granjas
muestreadas. Se muestran los resultados en base a los 77 galpones muestreados.
Se indica el namero de galpones con respuestas afirmativas para cada una de las

preguntas del cuestionario.

N° de galpones
Aspectos de la encuesta (% sobre total de galpones)
GALPON
Linea genética
Hy-line 50 (65)
Lohmann 20 (26)
Otra 7(9)
Cantidad de aves
Menor o igual a 10.000 aves 56 (73)
Mayor a 10.000 aves 21 (27)
Cantidad de aves por jaula
Menor o igual a 4 60 (78)
Mayor a 4 17 (22)
Niveles de jaulas superpuestas
Menor o igual a 2 36 (47)
Mayor a 2 41 (53)
Cantidad de filas
Menor o igual a 2 33 (43)
Mayor a 2 44 (57)
Cantidad de tolvas
Menor o igual a 4 49 (64)
Mayor a 4 28 (36)
Edad aves
Menor o igual de 80 semanas 41 (53)
Mayor de 80 semanas 36 (47)
Porcentaje de postura
Menor o igual a 75 % 36 (47)
Mayor a 75 % 41 (53)
Medicacion 3 (4)
Vacuna contra Salmonella spp. 43 (56)
Caracteristicas del galpén
Automatico 14 (18)
Manual 63 (82)
Espacio que rodea el galpén desmalezado y limpio 75 (97)
Lateral del galpdn con tejido 28 (36)
Cinta transportadora de guano 14 (18)
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3.3.1.2. Granjas de pollos parrilleros

Los resultados del cuestionario por granja se describen en la Tabla 44. El 51 % de
las granjas muestreadas se encontraba en el departamento Uruguay, y que la mayoria de
las granjas tenian 5 o menos galpones (91 %). El 85 % de las granjas presentaban una
capacidad instalada de hasta 50.000 aves. En cuanto a la bioseguridad, la mayoria de las
granjas contaban con cerco perimetral, equipo de desinfeccidén funcionando y realizaban
controles de roedores al momento de la encuesta. El 42 % de las granjas cumplian la
distancia minima de separacién con otras granjas avicolas y el 12 % de las granjas
contaban con equipamiento para el ingreso de personas. En el 87 % de las granjas existia
al menos otra especie de animales en la granja, y el 12 % de las granjas se encontraban a
1.000 metros o menos de distancia de una granja de cerdos. El sistema para eliminacion
de cadaveres predominante fue la composta, siendo asi que el 86 % lo realiza mediante
este método. El 28 % de las granjas realizaban el control de moscas, y tan solo el 6 % de
las granjas llevaban un registro foliado de practicas de higiene y bioseguridad. En 19 de
las 93 granjas muestreadas se encontré antecedentes de alguna enfermedad y solo el 5
% (1 de 19) de ellas fue diagnosticada previamente como salmonelosis.

La totalidad de las granjas poseian agua de pozo y el 55 y 56 % de las granjas
realizé la desinfeccion del agua y analisis de potabilidad, respectivamente. En la totalidad
de las granjas el alimento que consumian las aves era administrado por la empresa
integradora y en un 99 % fue en forma de pellet. El alimento se encontraba en la granja
durante 3 o menos dias en el 77 % de los casos. En cuanto al agregado de sustancias
inhibidoras, aproximadamente la mitad agregaban antibiéticos/desinfectantes (52 %) o
acidificantes (46 %) y solo el 8 % tenian probidticos.
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Tabla 44. Resultados generales de la encuesta realizada en las 93 granjas

muestreadas. Se indica el nimero de granjas con respuestas afirmativas para cada
una de las preguntas del cuestionario.

Aspectos de la encuesta

N° de granjas

(% sobre total de granjas)

IDENTIFICACION

jaulas e implementos?

Departamento
Uruguay 47 (51)
Colén 31 (33)
Gualeguaychu 15 (16)
Numero total de galpones
Menor o igual a 5 galpones 85 (91)
Mayor a 5 galpones 8 (9)
Capacidad Instalada
Menor o igual a 50.000 aves 79 (85)
Mayor a 50.000 aves 14 (15)
BIOSEGURIDAD
Cerco perimetral y puerta de entrada 92 (99)
¢, Cumple distancias de separacién con granjas 39 (42)
vecinas?
¢ Posee equipos de desinfeccion (vehiculos, equipos, 84 (90)

¢ Funcionan los equipos de desinfeccion?

78 de 84 (93)

¢ Posee equipamiento para ingreso de personas?

11 (12)

¢ Existen otras especies en el predio? 81 (87)
Distancia con criaderos de cerdos
Menor a 1.000 metros 11 (12)
Mayor a 1.000 metros 82 (88)
Sistema de eliminacion de cadaveres
Composta 80 (86,0)
Fosa abierta 2(2,2)
Fosa cerrada 3(3,2)
Incineracion abierta 4 (4,3)
Incineracion cerrada 2(2,2)
otro sistema 2(2,2)
Control de moscas 26 (28)
Control de roedores 88 (95)
¢ Posee registro foliado de practicas de higiene y 6 (6)
bioseguridad?
ANTECEDENTES DE ENFERMEDAD
Antecedentes de alguna enfermedad 19 (20)
Salmonelosis 1 de 19 (5)
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Continuacion de la Tabla 44.

N° de granjas
Aspectos de la encuesta (% sobre totgl d ej granjas)

AGUA
Origen

Pozo 93 (100)

Otro 0 (0)
Desinfeccién 51 (55)
¢ Realiza analisis del agua? 52 (56)
ALIMENTO
Origen

Integrador 93 (100)

Otro 0 (0)
Presentacion

Pellet 92 (99)

Harina 1(1)
Desinfeccién y/o antibiéticos 48 (52)
Acidificantes 43 (46)
Probioticos 7 (8)
Tiempo de almacenamiento

3 0 menos dias 72 (77)

mas de 3 dias 21 (23)

Los datos de la encuesta analizados por galpdn se presentan en la Tabla 45. De
los 176 galpones muestreados, se encontraron 3 lineas genéticas, con preponderancia de
la linea Cobb (56 %), seguida por Arbor Acres (36 %) y Ross (13 %). En el 55 % de los
galpones muestreados la cantidad de aves fue inferior a las 10.000. En cuanto a los
comederos, en el 51 % de los casos fueron del tipo automatico y los bebederos en su
mayoria (87 %) fueron del tipo niple, mientras que el resto fueron del tipo canaleta,
plasson y plato orbital. Teniendo en cuenta que uno de los requisitos para la seleccién de
los galpones a muestrear fue que la edad de las aves fuese de 28 o mas dias, se obtuvo
que en un 51 % de los galpones muestreados las aves tenian 37 o menos dias de edad.
El 10 % de los galpones muestreados se encontraban siendo medicados al momento de
la toma de muestra y el 3 % de los galpones contaba con vacuna contra Salmonella spp.
El 52 % de los galpones eran del tipo automatico, y el material de la cama predominante
fue la cascara de arroz con el 81 % de los galpones utilizando este material. A su vez, se
encontré que la cama fue reutilizada en 3 o menos casos en el 89 % de los galpones. La
mayoria de galpones mostraron el espacio que lo rodea limpio y desmalezado al momento
del muestreo y tenian malla o algun tipo de tejido en los laterales de los galpones. Por
otro lado, en el momento del muestreo se encontré que el 61 % de los galpones tenian
una mortandad acumulada menor o igual al 4 %.
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Tabla 45. Resultados generales de la encuesta realizada en las 93 granjas
muestreadas. Se muestran los resultados en base a los 176 galpones muestreados.
Se indica el numero de galpones con respuestas afirmativas para cada una de las
preguntas del cuestionario

N° de galpones
Aspectos de la encuesta (% sobre total de
galpones)
GALPON
Linea genética
Cobb 99 (56)
Ross 13 (8)
Arbor Acre 64 (36)
Cantidad de aves
Menor a 10.000 aves 97 (55)
Mayor a 10.000 aves 79 (45)
Tipo de comedero
Automatico 90 (51)
Manual 86 (49)
Tipo de bebedero
Niple 153 (87)
Canaleta 12 (7)
Plasson o plato orbital 11 (6)
Edad aves
Menor o igual de 37 dias 89 (51)
Mayor de 37 dias 87 (49)
Medicacién 17 (10)
Vacuna contra Salmonella spp. 6 (3)
Material cama
Cascara de arroz 143 (81)
Otros 33 (19)
Numero de crianzas de la cama
Menor o igual de 3 156 (89)
Mayor de 3 20 (11)
Caracteristicas del galpén
Automatico 92 (52)
Manual 84 (48)
Espacio que rodea el galpén desmalezado y limpio 169 (96)
Lateral del galpon con tejido 170 (97)
Porcentaje de mortandad acumulada
Menor o igual a 4 % 108 (61)
Mayor a 4 % 68 (39)
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3.3.2. Procesado de los datos y analisis estadistico para asociar factores de riesgos
a la presencia de Salmonella spp.

3.3.2.1. Granjas de gallinas de postura

En la Tabla 46 se muestran los resultados para el analisis univariado (x? ¢ el test
de Fisher) en la determinacion de los factores de riesgo. Las variables estadisticamente
significativas asociadas a la presencia de Salmonella spp. con un valor de p< 0,15 en los
galpones fueron: departamentos categorizados (Parana y Diamante), cerco perimetral,
distancias con granjas vecinas, otras especies en el predio, origen del alimento
categorizado (elaboracién propia y otros), sitio de toma de muestra categorizado (tolva y
otros), presentacién del alimento categorizados (harina y pellet), tipo de maple
categorizados (cartén y plastico/carton), cantidad de aves por jaula categorizados (4 y >
4), niveles de jaulas superpuestas categorizados (£ 2 y > 2), cantidad de filas
categorizados (< 2y > 2), edad de las aves categorizados (< 80 y > 80 semanas), vacuna
contra Salmonella spp., caracteristicas del galpdn categorizados (automatico y manual) y
cinta transportadora de guano.

Posteriormente, se realizé el analisis multivariado de regresion logistica, mediante
el cual se obtuvo a través del test de Hosmer-Lemeshow un valor de significancia de
0,805, lo cual indica que no hay significancia. Por lo tanto, existe ajuste global del modelo.
En la Tabla 47 se detallan los resultados del analisis multivariado de regresion logistica
para las variables que resultaron del analisis univariado. De acuerdo con estos resultados,
las variables departamentos categorizados (Parand y Diamante), tipo de maple
categorizados (cartdon y plastico/carton) y edad de las aves categorizados (< 80 y > 80
semanas) fueron las Unicas que presentaron diferencias significativas. La razén de
probabilidades (OR) para la ubicacion de los galpones fue de 9,5. Por lo tanto, los
galpones de las granjas que se encontraban en el departamento de Parana presentaron
9,5 veces mas riesgo de presencia de Salmonella spp. que aquellos que se encontraban
en el departamento de Diamante. Por otro lado, aquellos galpones que utilizaban maples
de cartén poseian 6,2 veces mas probabilidades de tener Salmonella spp. con respecto a
aquellos galpones que utilizaban maples tanto de cartén y de plastico. Por ultimo, aquellos
galpones en el que las aves tenian mas de 80 semanas de edad tenian 8,2 veces mas
probabilidades de tener Salmonella spp. con respecto a los galpones que tenian gallinas
de menos de 80 semanas de edad.

Al evaluar la existencia de asociaciéon entre los factores de riesgo y las variables
que quedaron fuera del modelo, se encontré que la ubicacién de los galpones estaba
relacionada con las distancias de granjas vecinas (p= 0,028). La variable tipo de maple
empleado estuvo asociada a otras especies en el predio (p=0,050). Y por ultimo la
variable edad de las aves estuvo relacionada con presencia de cerco perimetral
(p=0,023), origen del alimento (p=0,037) y presentacion del alimento (p=0,022). Por otro
lado, el sitio de toma de muestra categorizado, cantidad de aves por jaula categorizados,
niveles de jaulas superpuestas categorizados, cantidad de filas categorizados, vacuna
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contra Salmonella spp., caracteristicas del galpdn categorizados y cinta transportadora de
guano no presentaron asociacion con ninguno de las otras variables.

Tabla 46. Resultados del analisis univariado para la identificaciéon de los factores de
riesgo (p< 0,15) para la presencia de Salmonella spp. en galpones de granjas de
gallinas ponedoras de la provincia de Entre Rios.

Numeros de Numeros de
Variable SRl DEEE galppnes Valor p
para cada positivos a
categoria (%) Salmonella spp. (%)

Departamento

Parana (0) 63 (82) 30 (94) 0022

Diamante (1) 14 (18) 2 (6) ’
N° de galpones

< 5 galpones (0) 48 (62) 21 (66) 0616

> 5 galpones (1) 29 (38) 11 (34) ’
Cerco perimetral

No (0) 6 (8) 0 (0)

si (1) 71 (92) 32 (100) 0,031
Distancias con granjas vecinas

No (0) 31 (40) 16 (50) 0142

Si (1) 46 (60) 16 (50) ’
Equipo de desinfeccién funcionando

No (0) 22 (29) 10 (31) 0661

Si (1) 55 (71) 22 (69) ’
Equipo para el ingreso de personas

No (0) 76 (99) 32 (100)

si (1) 1(1) 0(0) 0,396
Otras especies en el predio

No (0) 11 (14) 2 (6)

si (1) 66 (86) 30 (94) 0,089
Eliminacion de cadaveres

Fosa cerrada (0) 46 (60) 21 (66) 0375

Otro (1) 31 (40) 11 (34) ’
Control de moscas

No (0) 32 (42) 15 (47)

si (1) 45 (58) 17 (53) 0,425
Control de roedores

No (0) 10 (13) 4 (13) 0915

Si (1) 67 (87) 28 (87) '
Registro foliado

No (0) 59 (77) 27 (84) 0175

Si (1) 18 (23) 5 (16) ’
Enfermedades previas

No (0) 50 (65) 23 (72)

Si (1) 27 (35) 9 (28) 0,282
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Continuacion de la Tabla 46.

Numeros de Numeros de
Variable S DEHTEE para galp?nes Valor p
cada categoria positivos a
(%) Salmonella spp. (%)

Salmonelosis

No (0) 70 (91) 30 (94)

si (1) 7(9) 2 (6) 0,465
Abastecimiento de agua

Pozo (0) 176 (100) 80 (100) NG

Otro (1) 0 (0) 0 (0)
Desinfeccién del agua

No (0) 70 (91) 30 (94)

Si (1) 7(9) 2 (6) 0,465
Andlisis del agua

No (0) 39 (51) 14 (44)

Si (1) 38 (49) 18 (56) 0,307
Origen del alimento

Elaboracién propia (0) 65 (84) 31 (97) 0.011

Otro (1) 12 (16) 1(3) ’
Sitio de toma de muestra

Tolva (0) 65 (84) 30 (94) 0,057

Otro (1) 12 (16) 2 (6)

Presentacion del alimento

Harina (0) 64 (83) 31 (97) 0007

Pellet (1) 13 (17) 1(3) ’
Desinfeccion del alimento

No (0) 67 (87) 28 (87) 0915

Si (1) 10 (13) 4 (13) ’
Acidificantes en el alimento

No (0) 52 (68) 21 (66)

Si (1) 25 (32) 11 (34) 0,763
Secuestrantes de micotoxinas

No (0) 2(3) 0(0)

si (1) 75 (97) 32 (100) 0,227
Destino de los huevos

Consumo (0) 34 (44) 17 (53) 0.181

Industrializacion/consumo (1) 43 (56) 15(44) '
Tipo de maple

Carton (0) 42 (55) 22 (69) 0,035

Plastico/carton 35 (45) 10 (31)
Reutilizacion de maple

No (0) 28 (36) 4 (44) 0,256

Si (1) 49 (64) 8 (56)
Lavado y desinfeccion de maple

No (0) 59 (77) 26 (81) 0,419

Si (1) 18 (23) 6 (19)
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Continuacion de la Tabla 46.

Numeros de Numeros de
. galpones galpones
CETELE para cada positivos a R
categoria (%) Salmonella spp. (%)
Linea genética aves
Hy-Line(0) 50 (65) 19 (59) 0.389
Otras (1) 27 (35) 13 (41) ’
Cantidad de aves
<10.000 (0) 51 (66) 19 (59) 0283
>10.000 (1) 26 (34) 13 (41) ’
Cantidad de aves por jaula
<4 (0) 60 (78) 21 (66) 0,028
>4 (1) 17 (22) 11 (34)
Niveles de jaulas superpuestas
<2(0) 62 (81) 22 (69) 0,028
>2(1) 15 (19) 10 (31)
Cantidad de tolvas
<4 (0) 49 (64) 18 (56) 0,256
>4 (1) 28 (36) 14 (44)
Cantidad de filas
<2(0) 33 (43) 10 (31) 0,083
>2(1) 44 (57) 22 (69)
Edad de las aves
< 80 semanas (0) 34 (44) 10 (31) 0,054
> 80 semanas (1) 43 (56) 22 (69)
Porcentaje de postura
<75 % (0) 41 (53) 18 (56) 0,656
>75% (1) 36 (47) 14 (44)
Medicacion
No (0) 74 (96) 31 (97) 0,768
Si (1) 3 (4) 1(3)
Vacuna contra Salmonella spp.
No (0) 34 (44) 11 (34) 0145
Si (1) 43 (56) 21 (66) ’
Caracteristicas del galpén
Automatico (0) 63 (82) 22 (69) 0012
Manual (1) 14 (18) 10 (31) ’
Lateral del galp6n limpio
No (0) 2(3) 0 (0)
si (1) 75 (97) 32 (100) 0,227
Lateral del galpon con malla
No (0) 49 (64) 19 (59) 0512
Si (1) 28 (36) 13 (41) ’
Cinta transportadora de guano
No (0) 63 (82) 22 (69) 0012
Si (1) 14 (18) 10 (31) ’

" NC: no calculado porque todos tuvieron solo una opcién de respuesta.
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Tabla 47. Resultado del analisis multivariado para la identificacion de los factores
de riesgo (p<0,05) para la presencia de Salmonella spp. en galpones de gallinas
ponedoras de la provincia de Entre Rios.

Variable OR* Valor p

Departamento
Parana (0) 9,479 0,049
Diamante (1)
Cerco perimetral
No (0) 0,988
Si (1)
Distancias con granjas vecinas
No (0) 0,153
Si (1)
Otras especies en el predio
No (0) 0,980
Si (1)
Origen del alimento
Elaboracion propia (0) 0,145
Otro (1)
Sitio de toma de muestra
Tolva (0) 0,061
Otro (1)
Presentacioén del alimento
Harina (0) 0,231
Pellet (1)
Tipo de maple

Carton (0) 6,180 0,033
Plastico/cartén (1)
Cantidad de aves por jaula

<4 (0) 0,564
>4 (1)

Niveles de jaulas superpuestas
<2(0) 1,000
>2(1)

Cantidad de filas
<2(0 0,744

Edad de las aves
< 80 semanas (0) 8,164 0,009
> 80 semanas (1)
Vacuna contra Salmonella spp.
No (0) 0,345
Si (1)
Caracteristicas del galpén
Automatico (0) 1,000
Manual (1)
Cinta transportadora de guano
No (0) 0,294
Si (1)
*OR: razén de probabilidades (por sus siglas en inglés, odds ratio)
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3.3.2.2. Granjas de pollos parrilleros

En la Tabla 48 se muestran los resultados para el analisis univariado (x? ¢ el test
de Fisher) en la determinacion de los factores de riesgo. Las variables estadisticamente
significativas asociadas a la presencia de Salmonella spp. con un valor de p< 0,15 en los
galpones fueron 7: N° de galpones categorizados (< 5 galpones y = 5 galpones), control
de roedores, desinfeccion del alimento, tiempo de almacenamiento del alimento
categorizado (< 3 dias y = 3 dias), cantidad de aves categorizadas (<10.000 y =10.000),
tipo de bebedero categorizado (niple y otros) y uso de vacuna. Las variables
abastecimiento de agua y origen del alimento no se incluyeron en el estudio debido a que
la totalidad de las granjas utilizan agua de pozo como abastecimiento de la misma y el
alimento es proporcionado por la empresa integradora.

Posteriormente se realizé el analisis multivariado de regresion logistica, mediante
el cual se obtuvo a través del test de Hosmer-Lemeshow un valor de significancia de
0,126, lo cual indicé que no hay significancia. Por lo tanto, existi6 ajuste global del
modelo. En la Tabla 49 se detallan los resultados del analisis multivariado de regresién
logistica para las variables que resultaron del analisis univariado. De acuerdo con estos
resultados, las 7 variables seleccionadas quedaron fuera del modelo de regresion
logistica binaria (p>0,05). Por ello, no se pudo asociar ningun factor de riesgo al
aislamiento de Salmonella spp. en granjas de pollos parrilleros de la zona de mayor
densidad de granjas en la provincia de Entre Rios.

Tabla 48. Resultados del analisis univariado para la identificacion de los factores de
riesgo (p< 0,15) para la presencia de Salmonella spp. en galpones de granjas de
pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios.

Numeros de ,
Numeros de

Variable 92:22232 galpones positivos a Valor p
ca‘;egoria (%) Salmonella spp. (%)
Departamento
Uruguay (0) 90 (51) 37 (46) 0236
Colén y Gualeguaychu (1) 86 (49) 43 (54) ’
N° de galpones
< 5 galpones (0) 152 (86) 65 (81) 0071
> 5 galpones (1) 24 (14) 15 (19) ’
Cerco perimetral
No (0) 2(1) 0 (0)
Si (1) 174 (99) 80(100) 0,194
Distancias con granjas vecinas
No (0) 103 (59) 46 (58) 0.802
Si (1) 73 (41) 34 (42) '
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Continuacion de la Tabla 48.

Numeros de
galpones
para cada

categoria (%)

Variable

Numeros de

galpones positivos a Valor p

Salmonella spp. (%)

Equipo de desinfeccién funcionando
No (0) 29 (17)

11 (14)

Si (1) 147 (84) 69 (86) 0,373
Equipo para el ingreso de personas
No (0) 154 (88) 67 (84) 0170
Si(1) 22 (12) 13 (16) ’
Otras especies en el predio
No (0) 24 (14) 11 (14)
Si (1) 152 (86) 69 (86) 0,968
Distancia criaderos de cerdos
< 1000 metros (0) 19 (11) 9 (11) 0.859
> 1000 metros (1) 157 (89) 71 (89) ’
Eliminacién de cadaveres
Composta (0) 154 (88) 72 (90) 0.360
Otro (1) 22 (12) 8 (10) ’
Control de moscas
No (0) 126 (72) 55 (69)
Si (1) 50 (28) 25 (31) 0,446
Control de roedores
No (0) 10 (6) 2 (3)
Si (1) 166 (94) 78 (97) 0,096
Registro foliado
No (0) 167 (95) 76 (95)
si (1) 9 (5) 4 (5) 0,950
Enfermedades previas
No (0) 141 (80) 66 (83)
Si (1) 35 (20) 14 (17) 0,469
Desinfeccién del agua
No (0) 78 (44) 35 (44)
Si (1) 98 (56) 45 (56) 0,890
Andlisis del agua
No (0) 77 (44) 36 (45)
si (1) 99 (96) 44 (55) 0,760
Presentacion del alimento
Pellet (0) 174 (99) 79 (99)
Otro (1) 2(1) 1(1) 0,897
Desinfeccion del alimento
No (0) 86 (49) 44 (55) 0137
Si (1) 90 (51) 36 (45) '
Acidificantes en el alimento
No (0) 94 (53) 43 (54) 0.934
Si (1) 82 (47) 37 (46) ’
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Continuacion de la Tabla 48.

N Numeros de
umeros de
. galpones galp_ones
Variable d positivos a Valor p
para ca 3 Salmonella spp.
categoria (%) (%)
Probidticos en el alimento
No (0) 163 (93) 73 (91)
Si (1) 13 (7) 7(9) 0,528
Tiempo de almacenamiento alimento
< 3 dias (0) 103 (59) 53 (66) 0058
> 3 dias (1) 73 (41) 27 (34) ’
Linea genética aves
Cobb (0) 99 (56) 46 (58) 0.760
Otras (1) 77 (44) 34 (42) ’
Cantidad de aves
< 10.000 (0) 90 (51) 34 (42) 0.036
> 10.000 (1) 86(49) 46 (58) ’
Tipo de comedero
Automatico (0) 90 (51) 43 (54) 0527
Manual (1) 86(49 37 (46) ’
Tipo de bebedero
Niple (0) 153 (87) 75 (94) 0014
Otro (1) 23 (13) 5 (6) ’
Edad de las aves
< 37 dias (0) 82 (47) 37 (46) 0.934
> 37 dias (1) 94 (53) 43 (54) ’
Medicacion
No (0) 159 (90) 72 (90)
Si (1) 17 (10) 8 (10) 0,889
Vacuna contra Salmonella spp.
No (0) 170 (97) 79 (99) 0.150
Si (1) 6 (3) 1(1) ’
Material de la cama
Cascara de arroz (0) 143 (81) 65 (81) 1000
Aserrin y otros (1) 33 (19) 15 (19) ’
Caracteristicas del galpén
Automatico (0) 91 (52) 45 (56) 0271
Manual (1) 85 (48) 35 (44) ’
Lateral del galp6n limpio
No (0) 7 (4) 4 (5)
Si (1) 169 (96) 76 (95) 0,526
Lateral del galpén con malla
No (0) 6 (39 34)
si (1) 170 (97) 77 (96) 0,820
Mortandad acumulada
<4 % (0) 103 (59) 44 (55) 0387
24 % (1) 73 (41) 36 (45) ’
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Tabla 49. Resultado del analisis multivariado para la identificacion de los factores
de riesgo (p<0,05) para la presencia de Salmonella spp. en galpones de granjas de

pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios

Variable Valor p
N° de galpones
< 5 galpones (0) 0,062
= 5 galpones (1)
Control de roedores
No (0) 0,188
Si (1)
Desinfeccién del alimento
No (0) 0,494
Si (1)
Tiempo de almacenamiento alimento
< 3 dias (0) 0,132
= 3 dias (1)
Cantidad de aves
<10.000 (0) 0,125
= 10.000 (1)
Tipo de bebedero
Niple (0) 0,119
Otro (1)
Vacuna contra Salmonella spp.
No (0) 0,073

Si (1)
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4. DISCUSION

4.1. PREVALENCIA DE SALMONELLA SPP. Y DE LOS SEROVARES
ENTERITIDIS, TYPHIMURIUM Y GALLINARUM

En el presente estudio se recolectaron diferentes tipos de muestras (alimento
balanceado, hisopados de cama y aves muertas en granjas de pollos parrilleros y
alimento balanceado, aves muertas, hisopado cloacal, huevo y guano para granjas de
gallinas de postura) con el fin de estimar la prevalencia de Salmonella spp. y conocer las
serovariedades en estos tipos de muestras en la zona de mayor densidad de granjas
pollos parrilleros y gallinas de postura de la provincia de Entre Rios. Considerando que
una granja es positiva cuando se aisla Salmonella spp. en al menos una muestra, en este
trabajo el 62 % (58 granjas positivas a Salmonella spp. sobre un total de 93 granjas) de
las granjas de pollos parrilleros fueron positivas a esta bacteria. Ademas, de las 58
granjas positivas a Salmonella spp., en 26 de ellas se aislé este patdégeno en dos tipos de
muestras. El hisopado de arrastre presenté mayor porcentaje de positivos con un 52 %,
seguido por las muestras de alimento con un 30 % y por ultimo se aislé6 Salmonella spp.
en 7 % de granjas en la que se encontraron aves muertas. Estos resultados son mayores
a los encontrados por Marin et al. (2011) en Espafa, donde sélo el 33,9 % y el 16 % de
las muestras fueron positivas a Salmonella spp. en muestras de hisopado de cama y de
alimento, respectivamente, en ambos casos el mayor porcentaje de aislamiento se
encontré en las muestras de hisopado de cama. En Argentina, durante el ano 2009 a
2011, el SENASA (2012), utilizando, de igual manera que en este trabajo de tesis, calzas
para muestrear la cama de pollo en los galpones, estimé que la prevalencia de Salmonella
spp. moviles en granjas avicolas de pollos parrilleros de empresas, que destinan parte de
su produccion para exportacion a la Unién Europea y a otros destinos fue de 45 %. A su
vez, Genta (2013) encontr6é que el 42,4 % de las granjas fueron positivas a Salmonella
spp., analizando muestra de cama y alimento en granjas de pollos parrilleros de Entre
Rios. Ambos estudios encuentran porcentajes menores al encontrado en esta
investigacion, lo que podria deberse a que en este estudio de tesis se tomaron diferentes
tipos de muestras de mas de un galpdén en las granjas muestreadas y que el mismo se
realizdé en la zona de mayor concentracion de granjas de produccion intensiva de la
provincia de Entre Rios.

Por su parte, en granjas de postura y del mismo modo considerando que una
granja es positiva cuando se aisla Salmonella spp. en al menos una muestra, en este
trabajo el 46 % (29 granjas positivas a Salmonella spp. sobre un total de 63 granjas) de
las granjas fueron positivas a esta bacteria. Soria (2013), realizé un estudio similar en la
provincia de Entre Rios, entre los afios 2011 y 2012, en el que se tom6 muestras de 30
granjas, informando una prevalencia de 60 %, cuyo valor de prevalencia es superior al
encontrado en este trabajo de tesis, lo cual pudo deberse a que se procesaron muestras
de hisopado de ambiente, que fue el tipo de muestra con mayor porcentaje de positividad
de Salmonella spp., y este tipo de muestra no fueron incluidas en este trabajo de tesis.
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Por otro lado, segun datos del Departamento de Agricultura de los Estados Unidos,
la prevalencia de granjas infectadas en ese pais fue de 19,2 % (USDA, 2005). En
realidad, al sumar diferentes tipos de muestra en el andlisis de Salmonella spp. se
incrementa la probabilidad de deteccion del patdgeno, como demostraron otros autores
(Pieskus et al., 2008; Soria, 2013).

Van Hoorebeke et al. (2010) encontraron 29 (9,9 %) granjas positivas a Salmonella
spp. para distintos paises de Europa, sobre un total de 292 granjas muestreadas,
considerando solamente muestras de hisopados cloacales y materia fecal. Si se considera
este tipo de muestras en este trabajo de tesis, la prevalencia de granjas positivas para
Salmonella spp. en estas muestras fue de 2 y 25 % para hisopados cloacales de aves
vivas y guano, respectivamente. La reglamentacién de la Union Europea (Reglamento UE,
2019) para el monitoreo de Salmonella spp. en aves ponedoras recomienda la recoleccién
de guano fresco. Las muestras de guano (especialmente frescas) indican una infeccion
reciente (Carrique-Mas y Davies, 2008). Schulz et al. (2011) sefalaron que el bajo niumero
de hisopados cloacales positivos probablemente esté influenciado por la baja prevalencia
de aves que en un determinado momento se encuentran eliminando el patdégeno a través
del guano, aun cuando el ambiente se encuentre contaminado en el mismo momento de
la toma de muestras. Carrique-Mas y Davies (2008) sefalaron, que, durante la vida de un
lote infectado, normalmente Salmonella spp. es excretada de manera intermitente por una
pequeia proporcion de aves. Por otro lado, El-Tras et al. (2010) informaron que la cloaca
de las aves es un sitio de colonizacién importante y juega un rol en la posterior infeccién
del huevo. Por ello, la recoleccidon de pequefias muestras de guano de varios sitios del
galpén, mezcladas en una muestra conjunta, aumenta las chances de incluir guano con
un alto numero de Salmonella spp., ya que compensa la baja prevalencia de esta
infeccidn que usualmente se registra a nivel individual. La vigilancia ambiental es una
herramienta util para predecir las infecciones de las aves con Salmonella paratifoideas,
que son los serotipos de Salmonella spp. causantes de las enfermedades transmitidas por
los alimentos (Gast y Porter, 2020). Distintos autores (Im et al., 2015, Soria et al., 2017)
encontraron que la coleccidon de polvo y guano eran necesarias para mejorar la deteccion
de Salmonella spp. en granjas de gallinas ponedoras. Sin embargo, no se deberia dejar
de lado el hecho de tomar muestras provenientes de hisopados cloacales, sobre todo
cuando se detectan individuos enfermos o debilitados.

La persistencia de Salmonella spp. en el ambiente de la granja crea continuamente
oportunidades de infeccién en las aves y esta situacion puede agravarse frente a distintos
tipos de estrés ambiental, tales como falta de alimento o agua (Gast et al., 2013). El
desarrollo de Salmonella spp. dentro de los huevos es consecuencia de la invasion de los
tejidos reproductivos, aunque altas frecuencias de aislamiento en los &rganos
reproductivos no necesariamente aseguran altas frecuencias de contaminacion en el
huevo (Gast et al., 2011b). Distintos trabajos experimentales sobre granjas positivas a
Salmonella spp. mostraron que se aislé esta bacteria en muestras ambientales o de
organos de los animales, pero la frecuencia de aislamiento de este patdgeno en cascara o
contenido de huevo fue baja (Garcia et al., 2011, Gast et al., 2013). Los resultados de
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este trabajo de tesis indicaron que si bien el porcentaje de granjas positivas sobre el total
de granjas fue alto, solo se aislé6 Salmonella spp. en huevo (tanto de cascara como de
contenido) de 4 y 2 granjas en muestras de huevo fresco y huevos que fueron analizados
luego de 15 dias, respectivamente.

Debido a que las materias primas utilizadas para la elaboracién de los alimentos
balanceados destinados a las aves son productos secos con baja actividad de agua, los
métodos de aislamiento para Salmonella spp., deben ser efectivos para poder recuperar
la capacidad de multiplicacién de las células bacterianas estresadas y deshidratadas
(Koyuncu y Haggblom, 2009). Ademas, la contaminacién con Salmonella spp. no es
uniforme, dificultando aun mas la deteccion (Jones y Richarson, 2004). A su vez, los
alimentos destinados a los pollos parrileros a menudo son tratados térmica o
quimicamente, para disminuir la contaminacién por Salmonella spp. (Matlho et al., 1997).
De todas maneras, el tratamiento térmico no tiene un efecto residual, si no se implementa
otra medida, la re-contaminacion puede ocurrir durante el transporte o en la misma granja
(EFSA, 2008). En este trabajo de tesis 28 y 11 granjas de pollos parrilleros y gallinas de
postura tuvieron 1 o mas muestras positivas a Salmonella spp. en la muestra de alimento
balanceado, respectivamente. Sin embargo, la tasa de aislamiento considerando
individualmente las muestras de alimento fue del 15 % (46 de 315) y 10 % (23 de 231) en
las granjas de pollos parrilleros y gallinas de postura, respectivamente. La baja tasa de
aislamiento podria explicarse por el tratamiento térmico mencionado anteriormente, aun
cuando se utilizé el caldo tripteina de soja adicionado con hierro como medio para
recuperar células danadas. Por otro lado, si se hubieran procesado menos submuestras
por galpdn, la tasa de aislamiento de Salmonella spp. podria haber sido menor a la
encontrada en este trabajo. Esto demuestra la importancia de procesar 6 submuestras por
galpon.

En nuestro estudio, cuatro granjas fueron positivas a SG en muestras de huevo y
aves muertas, aunque fueron negativas en el resto de las muestras. Como se indicé en el
capitulo anterior, las técnicas que se utilizan en guano pueden subestimar la presencia de
esta biovariedad a la hora de definir una granja libre de Salmonella spp. Por lo tanto, no
se puede descartar que el foco de contaminacion en estas granjas se encuentre en el
ambiente, aun cuando se postula que SG se transmite principalmente via vertical (Barrow
y Freitas Neto, 2011). Davila Moran y Cruz (2022) indicaron que esta bacteria puede
sobrevivir durante mucho tiempo en el medio ambiente y en las instalaciones para las
aves para producir la recurrencia de la enfermedad. Si bien esta bacteria no tiene
implicancia en salud publica, el hallazgo de esta enfermedad presenta gran importancia
en términos econdmicos debido a las pérdidas que ocasiona a la produccion avicola. En
muchos paises, la tifosis aviar es una enfermedad de denuncia obligatoria, pero en la
practica los datos oficiales relacionados con la misma son escasos, debido a que la
enfermedad no es informada y por lo tanto su incidencia real estd subestimada (Barrow y
Freitas Neto, 2011). Las granjas positivas a SG fueron detectadas sdlo a través del
analisis de aves muertas y muestras de huevos, y, si no se hubiera tenido en cuenta esos
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tipos de muestras, la presencia de esta biovariedad podria haberse subestimado en lotes
con aves portadoras aparentemente sanas. A su vez, se aislaron otros serotipos de
Salmonella spp., Schwarzengrund en hisopado de cama y Sarajane, Anatum, Mbandaka,
Montevideo y Cerro en alimento balanceado. Del mismo modo, Terzolo (2011) sefiala que
en la mayoria de los paises de Latinoamérica a veces se presentan problemas
combinados de tifosis causadas por SG y paratifosis causadas por SE u otra serovariedad
movil, por lo que la presencia de la primera no asegura que los establecimientos se
encuentren libres de otras Salmonella paratificas.

Andrews (2023) sefald que cualquier método empleado para recuperar
microorganismos subletalmente dafiados deberia incluir una etapa de reparacion, a través
de la cual las células bacterianas pueden recuperar su estado fisiolégico antes de ser
sometidas al cultivo en un medio de enriquecimiento, que requiere una adaptacién previa
de la bacteria desde un estado estacionario al desarrollo exponencial en un medio rico en
nutrientes. Durante el presente trabajo de tesis, las muestras de hisopado de cama y
alimento fueron preenriquecidas en APT y CTS-Fe, respectivamente. Algunos medios de
cultivo de preenriquecimiento recomendados para el aislamiento de Salmonella spp.
incluyen agua peptona tamponada (APT) y CTS (Gast y Porter, 2020). Cogan et al. (2001)
reportaron que el hierro en forma de sulfato ferroso promueve el crecimiento de las
bacterias Gram-negativas cultivadas a partir de muestras de huevo. Ademas, sefalaron
que adicionando 35 mg/l de sulfato ferroso en caldos no selectivos se promueve el
aislamiento de Salmonella spp. en huevo crudo. Por otro lado, existen algunas sustancias
presentes en el alimento, tales como el acido fitico, que son capaces de unirse al catiéon
ferroso haciéndolo insoluble y por lo tanto no disponible como factor nutricional (Bohn et
al., 2008). Por ello, Soria et al. (2013) estudiaron el uso de CTS-Fe en la recuperacion de
Salmonella spp. en muestras de alimentos contaminadas artificialmente con esa bacteria,
obteniendo resultados muy satisfactorios, lo que signific6 su incorporacion en la
metodologia de este trabajo de tesis.

Los serotipos de Salmonella spp. que se pudieron determinar en las granjas de
pollos parrilleros fueron variables. Los 5 serovares mas prevalentes en las muestras
fueron SE, S. ser. Anatum, S. ser. Tennesse, S. ser. Schwarzengrund, y S. ser. Rissen. Si
bien no se encontraron en la bibliografia estudios similares actualizados en la zona de
mayor concentracion de granjas avicolas en la provincia de Entre Rios, se puede decir
que los datos encontrados en este estudio no concuerdan con la predominancia de los
serovares reportados por SENASA (2012) en muestras de hisopado de cama, donde
predominaron S. ser. Heidelberg (26,6 %), S. ser. Thompson (16,7 %), S. ser.
Schwarzengrund (13,4%), S. ser. Senftenberg (6,6 %), y S. ser. Mbandaka (5,1 %), siendo
que ST y SE participaron con el 2,6 % de los aislamientos cada una. A su vez, Fagbamila
et al. (2017) realizaron un muestreo en granjas de Nigeria tomando muestras de polvo,
cama, heces, alimento y agua, encontrando que los serotipos mas predominantes fueron
S. ser. Kentucky, S. ser. Poona, S. ser. Elizabethville, S. ser. Larochelle y S. ser. Agama.
Por otro lado, De Sousa et al. (2013) tomaron muestras de cama de pollo de engorde en
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Brasil y los serovares encontrados fueron S. enterica subsp. enterica 4,5,12: R: -, S. ser.
Heidelberg y S. ser. Infantis.

Los serotipos de Salmonella spp. que se determinaron en las granjas de gallinas
ponedoras fueron también variables, los 6 serovares mas prevalentes en las muestras de
guano, alimento balanceado, huevo, hisopados cloacales de aves vivas y aves muertas
fueron SE, S. ser. Westhampton, SG, S. ser. Livingstone, S. ser. Tennessee y S. ser.
Cerro. Sin embargo, Soria et al. (2017) encontraron los serovares S. ser. Mbandaka, SE,
S. ser. Infantis y S. ser. Kentucky en muestras de guano de granjas de gallinas en Entre
Rios, coincidiendo de este modo solo en el serotipo Enteritidis. Por otra parte, Im et al.
(2015) informaron a S. ser. Bareilly (41,2 %), S. ser. Mbandaka (32,4 %) y S. ser. Rissen
(17,6 %) con mayor frecuencia, serovares que no han sido frecuentemente encontrados
en este trabajo de tesis.

Por otro lado, en este trabajo se analizaron 666 muestras de higados de pollos
parrilleros provenientes de los frigorificos ubicados en los departamentos de Uruguay,
Colén y Gualeguaychu, para calcular la prevalencia de Salmonella spp. Los resultados
revelaron una tasa de prevalencia del 4,8 % lo que resulta sumamente relevante ya que
no se conocen datos publicados previamente sobre la prevalencia de Salmonella spp. en
higados de pollo parrilleros en Entre Rios. Se sabe que el estado microbiano de las
menudencias, como los higados, es un indicador de las practicas de higiene en los
mataderos (Kramer et al., 2000). Se han encontrados tasas variables de incidencia de
Salmonella spp. en higados de pollos (Abdellah et al., 2009; El-Aziz, 2013; Molla y Mesfin,
2003; Rodrigo et al., 2006) en otros paises (Marruecos, Etiopia, Egipto y Trinidad), que
van entre 1 % y 40 %. La variaciéon de la contaminacion por Salmonella spp. en los
higados de pollo puede deberse a las diferencias en las técnicas de muestreo, el numero
de muestras estudiadas, la distribucion de Salmonella spp. en un lote examinado, los
métodos de deteccién empleados y la contaminacién cruzada durante la produccion, el
procesamiento, la distribucién y la comercializacién minorista (Abu —Ruwaida et al., 1994;
Bryan y Doyle, 1995; Dominguez et al., 2002; Harrison et al.,, 2001; Russell y Walker,
1997; Rusul et al., 1996; Uyttendaele et al., 1998).

En este trabajo de tesis se identificaron tres serovares en las muestras de higado
de pollo: S. ser. Schwarzengrund, SE y ST; siendo el primero el serotipo mas prevalente.
Otros estudios relacionados con higados de pollo a partir de menudencias encontraron
ST, S. ser. Branderup, S. ser. Kiambu, S. ser. Newport, S. ser. Montevideo y/o S. ser.
Heidelberg (Abdellah et al., 2009; El-Aziz, 2013; Molla y Mesfin, 2003; Rodrigo et al.,
2006). S. ser. Schwarzengrund se ha aislado de fuentes infecciosas en humanos y
animales (Bangtrakulnonth et al., 2004; Centros para el Control y la Prevencién de
Enfermedades, 2013;). Este serotipo se asocia frecuentemente con la produccion avicola,
como pollos (Chen et al., 2011) y gallinas ponedoras (Poppe et al., 1991; Soria et al.,
2017). Por otro lado, el aislamiento de ST y SE en nuestro estudio indica la importancia
para la salud publica de estos serovares en carne de pollo y productos avicolas
contaminados. Este riesgo puede ser alto si la carne de pollo o las menudencias se
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consumen poco cocinadas o hay contaminacion cruzada en la cocina con Salmonella spp.
durante la preparacion de la comida (D'Aoust, 1989; Scott, 1996; Uyttendaele et al., 1998).

La técnica de PCR ofrece un método rapido y confiable para la deteccion de
Salmonella spp. y ha sido usada exitosamente para el diagnéstico de la presencia de
bacterias patdgenas en muestras ambientales (Moganedi et al., 2007). En el presente
trabajo de investigacion, se evaluaron por PCR los aislados compatibles con Salmonella
spp., SE y ST y coincidieron en el 100 % de los casos. De igual manera, en un trabajo
realizado por Stefanovicova et al. (1998) evaluaron 209 colonias de Salmonella spp.
mediante PCR vy tuvieron resultados idénticos (100 %) a los de la identificacion bioquimica
y seroldgica, en términos de discriminacién de cepas de Salmonella spp. de cepas que no
son compatibles con el género Salmonella spp.

4.2. CAPACIDAD DISCRIMINATORIA DE LAS TECNICAS Y LOS MEDIOS DE
CULTIVOS SOLIDOS SELECTIVOS-DIFERENCIALES

El tipo de muestra y, en especial, la composicion de la microbiota acompanante, es
de suma importancia en la eficiencia de un medio agarizado selectivo. El crecimiento de
bacterias distintas a Salmonella spp. puede interferir la lectura de las placas, ya que las
colonias de Salmonella spp. no siempre pueden ser diferenciadas de otras
enterobacterias que tienen una morfologia colonial similar (Busse, 1995). Petersen (1997)
sefalé que la combinacion de dos medios agarizados distintos disminuye el numero de
resultados falsos negativos, aunque este procedimiento implique un costo extra. En el
este estudio de tesis, al combinar dos medios de cultivos selectivos-diferenciales se
observd entre muy buena a excelente concordancia para las muestras de hisopado de
cama, guano, alimento balanceado, hisopado cloacal de aves vivas y en las muestras
tomadas de aves muertas, sin diferencia estadistica entre los mismos. Por lo que el
numero de resultados falsos negativos no tendrian diferencias entre los dos medios de
cultivos selectivos-diferenciales utilizados. Sin embargo, en las muestras de huevos se
encontré una concordancia ligera y muy buena para huevo y huevo 15 dias,
respectivamente.

En el agar XLD, el desoxicolato inhibe las bacterias coliformes y permite la
dispersién de colonias de Proteus sp. La forma de accién del medio se basa en que la
degradacion a acido de la xilosa, lactosa y sacarosa produce un viraje del medio a
amarillo por el indicador rojo fenol. El tiosulfato y el citrato férrico revelan la formacion de
acido sulfhidrico por la precipitacion de sulfuro de hierro en las colonias; esta reaccién es
inhibida en condiciones acidas. La descarboxilacion de la lisina en ausencia de
fermentacion de lactosa o sacarosa, ocasiona la reversion del medio hacia la alcalinidad y
la colonia se mantiene roja (Zimbro et al., 2009). A su vez, el XLDT tiene el agregado de
tergitol que inhibe la microbiota Gram-positiva y numerosas cepas Gram-negativas, en
particular Proteus sp (Yuno et al.,, 1995; Chacana y Terzolo, 2003). Por su parte, el agar
HE pertenece al grupo que tienen sales biliares. King y Metzger (1968) formularon este
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medio, de cultivo que dispone de dos sistemas de indicadores de la fermentacion de
carbohidratos (azul de bromotimol y fucsina acida) y citrato de hierro como indicador de la
formacion de acido sulfhidrico a partir del tiosulfato. Por su parte, el agar EF-18 es
altamente selectivo y contiene sales biliares, violeta cristal, sulfapiridina y novobiocina.
Las propiedades diferenciales son conferidas por la presencia de sacarosa vy lisina, y las
colonias de Salmonella spp. aparecen de color azul verdoso (Waltman, 2000). A pesar de
que Warburton et al., (1994) encontraron problemas con el uso de este medio para el
aislamiento de Salmonella spp., debido al tamafo de la colonia, la coloracion anormal y el
crecimiento excesivo por la competencia, en este trabajo de tesis se encontré que el agar
EF-18 tuvo una muy buena concordancia con el agar XLDT para el aislamiento de
Salmonella spp. a partir de muestras de alimento, ambos con valores altos de SeR, ExaR,
y VPNR, pero con diferencias estadisticas favorables al XLDT en los dos primeros.

En las muestras provenientes de aves muertas se encontré concordancia débil y
nula para las muestras de hisopado cloacal y pool de ciegos, respectivamente. Los agares
MC y SS mostraron valores altos ExaR y VPNR, pero valores variables de SeR.
Resultados similares fueron encontrados por Soria et al. (2023), quienes estudiaron el
aislamiento de SG en muestras de 6rganos de gallinas de postura enfermas con tifosis
aviar que fueron sacrificadas. El agar SS es una modificacién del agar citrato desoxicolato
descripto por Leifson en 1935. Se lo considera un medio moderadamente selectivo segun
el nivel de inhibicién de los microorganismos Gram positivos a los cuales inhibe por el
contenido de sales biliares, verde brillante y citratos. Por otro lado, se considera que el
agar MC es menos inhibidor. Cox et al. (1972) evaluaron el desempefio del agar SS en
muestras de guano de aves de corral, encontrando un 41,6 % de muestras positivas,
siendo el mas alto comparado con otros medios de cultivo. En las muestras de bazo e
higado de este estudio de tesis la microbiota acompafante no representaria ningun
problema cuando las muestras fueron sembradas sobre los agares SS o MC, medios de
cultivo que tuvieron altos valores de SeR, ExaR y VPNR, por lo que se considera que son
adecuados para este tipo de muestras. En el Unico caso que la SeR fue mayor en agar
MC que en SS fue en las muestras de hisopado cloacal, quizas debido a la menor
selectividad del medio.

En referencia al método de deteccion, la efectividad relativa de dos métodos de
cultivo y agares selectivos diferenciales para el aislamiento de Salmonella spp. de higado
de pollo naturalmente contaminado se compard en este trabajo. Se encontré una mala
concordancia entre los dos métodos de cultivo, y que el método de preenriquecimiento
tuvo valores de RSe, RAc y RNPV mas altos que el método de inoculacion directa sobre
agar selectivo-diferencial. Aunque Valentin-Bon et al (2003) utilizaron diferentes medios
selectivos-diferenciales, encontraron que el método de preenriquecimiento proporcionaba
una mayor sensibilidad para el aislamiento de SE en el guano que se encontraba sobre
huevos que el método de inoculacién directa sobre un agar selectivo-diferencial. Es bien
sabido que los patégenos tienen que competir con la microbiota autéctona, que esta
presente en las muestras, y ésta puede interferir en el momento de la prueba. El
enriquecimiento secuencial en medios no selectivos y selectivos permite mejorar la
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deteccién y la recuperacion de Salmonella spp. lesionadas subletalmente, asi como
también aumentar el niumero de células (Chen et al., 2001; Stephenson et al. 1991; Van
Schothorst y Van Leusden, 1975). Salmonella spp. puede estar presente en el higado de
pollo en cantidades tan pequefas que no pueden detectarse por el método directo.
Ademas, el método de preenriquecimiento estudid la presencia de Salmonella spp. en
todo el 6rgano (interno y externo), mientras que el método de inoculacion directa lo hizo
solo la parte interna de los higados. Los resultados informados aqui son consistentes con
aquellos estudios sobre el uso de preenriquecimiento y enriquecimiento directo para la
recuperacion de patégenos transmitidos por alimentos (D'Aoust et al., 1992; Hammack et
al., 1999; Powrie y Nakai, 1986; Stephenson et al., 1991).

Los medios agarizados utilizados para el aislamiento eficaz de las Salmonella spp.
deben ser selectivos y tener un sistema indicador confiable para revelar la presencia de
colonias de Salmonella spp. Estas propiedades deben ser estables durante el tiempo de
almacenamiento y uso del medio (Rappold y Bolderdijk, 1979). En este trabajo para el
caso de los higados para consumo, los mejores resultados se obtuvieron con MLIA.
Edwards y Fife (1961) introdujeron este medio para detectar la descarboxilacion de lisina
y la produccion de H,S de Salmonella ser. Arizona. Ademas, se agregd novobiocina, sales
biliares, lactosa y sacarosa para mejorar la selectividad y la capacidad de diferenciacion
del agar lisina hierro. La diferenciacién de enterobacteriaceae en MLIA se basa en un
cambio de color de purpura a amarillo si la lisina no se descarboxila y la lactosa, la
sacarosa o ambas se fermentan. Salmonella spp. descarboxila la lisina y no fermenta la
lactosa ni la sacarosa; se mantiene el color purpura del medio. Salmonella spp. positiva
para H,S crecen con colonias con centro negro. El Departamento de Agricultura de los
Estados Unidos (USDA) enumera MLIA como parte de la diferenciacion y confirmacion de
Salmonella spp., pasos que comienzan con la inoculacién en agar sulfa verde brillante
agar y MLIA o Xilosa-Lisina Tergitol™ 4 agar (USDA, 2017). Asi también, Rappold y
Bolderdijk (1979) encontraron que MLIA aumentaba la tasa de aislamiento de Salmonella
spp. de cultivos mixtos de diferentes enterobacteriaceae si se comparaba con otros
agares selectivos-diferenciales (agar verde brillante, agar desoxicolato lactosa, agar
Salmonella-Shigella, agar entérico Hektoen y agar xilosa-lisina desoxicolato).

4.3. FACTORES DE RIESGOS PARA SALMONELLA SPP. EN GRANJAS DE
GALLINAS PONEDORAS Y POLLOS PARRILLEROS

En este estudio no se pudo asociar ningun factor de riesgo al aislamiento de
Salmonella spp. en granjas de pollos parrilleros de la zona de mayor densidad de granjas
en la provincia de Entre Rios. De todas formas, de acuerdo a las encuestas realizadas se
encontré que la mayoria de los establecimientos de pollos parrilleros y gallinas de postura
mantenian otras especies animales en estrecho contacto con las aves, ya sea como
mascotas o para cumplir otras funciones en las granjas. La resolucién 542/2010 (hoy
cambiada por la resolucion 1699/2019; SENASA, 2019) no permite la presencia de
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animales distintos de las aves de produccién dentro de la granja. En el relevamiento se
encontré la presencia de otras aves, cerdos, bovinos, ovinos, perros y/o gatos en las
granjas examinadas, es decir, animales que ponen en riesgo el estado sanitario de las
aves de la granja. Se conoce que los animales domésticos suelen convertirse en
portadores asintomaticos de una infeccion latente, aunque sélo rara vez manifiestan
clinicamente la enfermedad, representando de ese modo un reservorio y una fuente
importante de contaminaciéon ambiental para las aves (Omwandho y Kubota, 2010). Por
ello, es necesario realizar una concientizacion en los productores en todo lo referente a la
tenencia de otras especies animales en la misma granja de aves, pues, de esta manera,
se podria disminuir la probabilidad de presentacion de brotes infecciosos y las
consiguientes pérdidas econémicas.

Otro aspecto de la legislacion establece que todas las practicas que se realicen
con fines de higiene y bioseguridad (limpieza, desinfeccion, control de ingreso de
personas y vehiculos u otros) deben ser documentadas por escrito en un libro foliado o
manual de buenas practicas (SENASA, 2019). En este trabajo se determiné que la gran
mayoria de las granjas visitadas de pollos parrilleros no contaba con este registro. A la
hora de atender un problema sanitario o productivo, asi como en el momento de realizar
cualquier analisis sobre la realidad de un establecimiento, es preciso contar con
informacion confiable, tanto histérica como actual (Venturino, 2006). En este punto radica
la importancia de los registros.

Por otro lado, la cantidad de crianzas con la misma cama es un aspecto a tener en
cuenta, si bien en este trabajo la mayoria de las camas eran utilizadas 3 veces o menos,
Roll et al. (2011) estudiaron la presencia de esta bacteria en camas de pollos parrilleros
reutilizadas hasta 14 veces en Brasil, estos autores encontraron una significativa
disminucién en la presencia de muestras positivas a Salmonella spp. con el reuso de
cama. A la vez, estos resultados se verian influenciados por los tiempos de descanso
entre crianzas, donde SENASA fija 10 dias para dicha practica, los cuales pueden
aumentarse en funcion del tipo de produccién (reproduccion, engorde o produccion de
huevos), el tamano del establecimiento, la incidencia de enfermedades o patologias que
se presenten y el historial de mortandad de los lotes anteriores (SENASA, 2019).

Para economizar costos, la produccion avicola tiende a desarrollarse en areas
geograficas especificas o limitadas, lo cual ocasiona que las poblaciones de aves se
tornen cada vez mas densas. Esto tiene muchas ventajas en lo concerniente a la
disminuciéon de los costos del transporte de alimentos, lotes, drogas, vacunas o del
personal de los equipos de supervision. Sin embargo, estas areas de produccién avicola
densamente pobladas presentan un desafio para la industria cuando se decide limitar sus
efectos adversos o reducir la persistencia de enfermedades importantes (Pattinson, 2008).
En la provincia de Entre Rios, la produccién avicola de pollos parrilleros se concentra en
la costa del Uruguay, en especial en los departamentos de Uruguay, Colon y
Gualeguaychu, siendo que el primero concentra el 51 % de la produccion de la provincia
(Schell et al., 2011), pero esta division no resultdé un factor de riesgo para la presencia de
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Salmonella spp. en las 93 granjas muestreadas en este trabajo de tesis. Sin embargo, en
la misma provincia, la produccion avicola de gallinas ponedoras se concentra en los
departamentos de Parana y Diamante, siendo que el departamento Parana agrupa la
mayor parte de la produccién (Schell et al., 2011, Lamelas et al., 2011, Martinez y
Borghello, 2019). Esta division resultd ser un factor de riesgo para la presencia de
Salmonella spp. en las 63 granjas muestreadas dando razén de probabilidades de 9,5.
Por lo tanto, los galpones de las granjas de gallinas de postura que se encontraban en el
departamento de Parana presentaron 9,5 veces mas riesgo de presencia de Salmonella
spp. que aquellos que se encontraban en el departamento de Diamante.

Tanto los roedores como las moscas también fueron asociados con la presencia
de Salmonella spp. en las granjas (Mollenhorst et al., 2005). Bouzidi et al., (2012)
informaron que la presencia de roedores vivos o muertos dentro del galpdn podria
influenciar la contaminacién con esta bacteria, ya que estos animales representan una
fuente potencial del patdogeno. La mayoria de las granjas estudiadas en este trabajo de
tesis realizaban controles periddicos de moscas y roedores; lo que pudo haber disminuido
la probabilidad de contaminacién de los animales con Salmonella spp.

En este trabajo de tesis, se pudo asociar como factor de riesgo el tipo de maple
utilizado, debido a que los galpones que utilizaban maples de cartén poseian 6,2 veces
mas probabilidades de tener Salmonella spp. con respecto a aquellos que utilizaban
maples tanto de carton y de plastico. Esto puede deberse a que la contaminacion en el
lugar de envasado es un factor importante en la contaminacion externa de la cascara
(Messens et al., 2006). Viora et al. (1993) encontraron que 50 de 100 muestras de
maples, que habian sido utilizados en las granjas, estaban contaminadas con SE. Soria
(2012) investigo6 la presencia de Salmonella spp. en 452 muestras de maple, encontrando
s6lo 5 muestras positivas; los serotipos encontrados fueron S. ser. Muenchen, S. ser.
Westhampton, S. ser. Agona y SE. Por otro lado, Humprey et al. (1991a) demostraron que
la susceptibilidad a la infecciébn por Salmonella spp. varia con la edad de las aves.
Namata et al. (2008) identificaron que existe un mayor riesgo de contraer Salmonella spp.
a medida que las gallinas envejecen y aumenta el tamafio de las aves. Aunque Soria
(2013) no encontrd asociacion de la edad de las aves con la presencia de Salmonella spp.
en gallinas de postura, en este trabajo de tesis se encontré que es 8,2 veces mas
probable tener Salmonella spp. en galpones de mas de 80 semanas de edad.
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5. CONCLUSIONES

5.1. PREVALENCIA DE SALMONELLA SPP. Y DE LOS SEROVARES
ENTERITIDIS, TYPHIMURIUM Y GALLINARUM

v La prevalencia de Salmonella spp. en la zona de mayor concentracion de granjas de
pollos parrilleros de Entre Rios, Argentina es del 62 % considerando distintos tipos de
muestras a la vez, siendo el hisopado de cama la mejor muestra para el aislamiento de
esta bacteria.

v’ El serotipo de Salmonella spp. mas prevalente en la zona de mayor concentraciéon de
granjas de pollos parrilleros de Entre Rios, Argentina, es el Enteritidis con un 13 %.

v La prevalencia de Salmonella spp. en la zona de mayor concentracion de granjas de
gallinas ponedoras de Entre Rios, Argentina es del 46 % considerando distintos tipos de
muestras a la vez.

v El serotipo de Salmonella spp. mas prevalente en la zona de mayor concentraciéon de
granjas de gallinas ponedoras de Entre Rios, Argentina es el Enteritidis con un 14%.

v' Al considerar una granja avicola como positiva cuando en al menos una muestra se
aislé Salmonella spp., determina que la combinacién de varios tipos de muestra aumenta
el valor de la prevalencia en la zona de mayor concentracién de granjas.

v La prevalencia de Salmonella spp. es del 4,8 % en higados de pollos relacionado a
frigorificos de Entre Rios, Argentina.

v' Se aislaron serotipos Enteritidis y Typhimurium en higados de pollos relacionado a
frigorificos de Entre Rios, Argentina lo que implica un riesgo para la salud publica.

5.2. CAPACIDAD DISCRIMINATORIA DE LAS TECNICAS Y LOS MEDIOS DE
CULTIVOS SOLIDOS SELECTIVOS-DIFERENCIALES EMPLEADOS EN EL
AILAMIENTO DE SALMONELLA SPP.

v El agar XLDT es superiores al EF-18 para la recuperacion de Salmonella spp. de
muestras de alimento balanceado en granjas de pollos parrileros de Entre Rios,
Argentina, mientras que el agar MC se comporta igual que el agar SS para aislar
Salmonella spp. en muestras de érganos de las aves.

v Los valores de Se;, EXA,, Esp;, VPP, y VPN, de los medios cultivos sélidos selectivos-

diferenciales utilizados en este estudio son altos y no presentan diferencias entre ellos
para las muestras de galpones de gallinas de postura.
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v' El método de preenriquecimiento es superior al método de inoculacion directa en agar
selectivo-diferencial para aislar Salmonella spp. en muestras de higado de pollo.

v' El agar MLIA es superior al MC para la recuperacion de Salmonella spp. de muestras
de higado de pollo.

5.3. FACTORES DE RIESGOS PARA SALMONELLA SPP. EN GRANJAS DE
GALLINAS PONEDORAS Y POLLOS PARRILLEROS EN LA ZONA DE MAYOR
DENSIDAD DE GRANJAS AVICOLAS DE LA PROVINCIA DE ENTRE RiOS

v No se pudo asociar ningun factor de riesgo al aislamiento de Salmonella spp. en
granjas de pollos parrilleros de la zona de mayor densidad de granjas en la provincia de
Entre Rios.

v' La edad de las aves, el tipo de maple utilizado y la ubicacién de las granjas son

factores de riesgo para la presencia de Salmonella spp. en granjas de gallinas ponedoras
de la zona de mayor densidad de granjas en la provincia de Entre Rios.
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CAPITULO 3

FORMACION DE BIOPELICULAS POR CEPAS DE
SALMONELLA SER. ENTERITIDIS, TYPHIMURIUM
Y GALLINARUM PROVENIENTES DE GRANJAS
AVICOLAS E HIGADOS DE POLLOS
PARRILLEROS DE LA PROVINCIA DE ENTRE RIOS
Y SU BIOCONTROL POR BACTERIAS LACTICAS
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1. INTRODUCCION

Las bacterias existen en la naturaleza bajo dos formas o estados, bacterias
plancténicas, de libre flotacion y bacterias en biopeliculas como colonias de
microorganismos sésiles (Nazar, 2007). Una biopelicula es definida como una matriz
biolégicamente activa formada por células de una o varias especies protegidas por
sustancias poliméricas extracelulares autogeneradas y fijadas a una superficie inerte o un
tejido vivo (Navia et al., 2010; Steenackers et al., 2012). La formacion de biopeliculas por
microorganismos representa un serio problema para los sectores industrial, de salud y de
la produccion de alimentos, ya que, es una fuente de contaminacidon microbioldgica
constante, debido a la dificultad para eliminarlas una vez formadas (De los Santos Villamil
et al., 2012).

Se considera que el 99 % de todas las células bacterianas existen en calidad de
biopeliculas y tan solo 1 % vive en estado plancténico (Nazar, 2007). La matriz
extracelular de las biopeliculas esta constituida por una compleja red de estructuras
llamadas sustancias poliméricas extracelulares, que esta formada por un 97 % de agua y
el resto esta compuesto principalmente por exopolisacaridos, proteinas, lipopolisacaridos,
acidos nucleicos y acidos grasos (Castelijn, 2013). Las sustancias poliméricas
extracelulares protegen a los microorganismos dentro de la biopelicula, contra agentes
antimicrobianos, previenen el acceso de biocidas, quelantes, toxinas, evitan la
deshidratacion, refuerzan la resistencia de la biopelicula al estrés ambiental y permiten a
los microorganismos capturar los nutrientes, lo que ocasiona que sean muy dificiles de
eliminar (Navia et al., 2010).

Se ha demostrado que Salmonella spp. tiene la habilidad de formar biopeliculas
en multiples superficies abiéticas fuera del hospedero, como en el plastico, la goma, el
cemento, el vidrio y el acero inoxidable y es comunmente encontrada en granjas,
mataderos, cocinas, plantas procesadoras de alimento y banos (Steenackers et al., 2012).
Los parametros ambientales fisicoquimicos que influyen en la formacién de biopeliculas
de S. enterica son multiples, e incluyen la composicion del medio, la temperatura de
incubacién, la osmolaridad, el pH y la atmésfera desempefiando un papel importante en el
cambio fenotipico de las células planctonicas al estado sésil (Lianou y Koutsoumanis,
2012). Un aspecto muy importante de las biopeliculas de Salmonella spp. en la
produccién avicola primaria es que pueden ser un reservorio potencial de este patdégeno
en las granjas y en las plantas de procesamiento de alimentos, avanzando asi a través de
la cadena alimentaria a través de la contaminacién de los alimentos (Schonewille et al.,
2012).

La matriz del biofiilm de Salmonella spp. estd compuesta por proteinas y
exopolisacaridos, entre otras cosas. Hay dos proteinas principales relacionadas con las
biopeliculas. Curli, una fimbria amiloide y proteina BapA. Por otro lado, la celulosa y el
acido colodnico son los principales exopolisacaridos de la matriz del biofilm. También las
fimbrias tipo I, Lpf y Pef son importantes en los pasos iniciales de la formacion de
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biopeliculas. Otros componentes como los acidos grasos y los lipopolisacaridos también
desempenan un papel en la formacion de biopeliculas (Lamas et al., 2021).

Para disminuir la prevalencia Salmonella spp. en las aves de corral, algunos
estudios han investigado el uso de bacterias del acido lactico y/o bacterias probidticas,
que ofrecen una alternativa natural (Merino et al., 2019; Giaouris, 2020; Mgomi et al.,
2023). En realidad, los probiéticos se definieron como microorganismos vivos que, cuando
se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para la salud del
huésped y muchas bacterias del acido lactico se consideran probioticos (Hill et al., 2014).
Los microorganismos utilizados principalmente como probiéticos en animales incluyen los
géneros Lactobacillus, Enterococcus, Pediococcus, Bacillus, aunque también se han
utilizado algunas levaduras del género Saccharomyces (Gaggia et al., 2010; Vandeplas et
al., 2010). Trabajos recientes han demostrado que ciertas cepas probidticas son capaces
de reducir la formacion de biopeliculas por microorganismos patdégenos como Salmonella,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis y Listeria (Das et al., 2013; Woo y Ahn, 2013;
Chapman et al., 2014; Gomez et al., 2016, Merino et al., 2019; Merino et al., 2019; Seo y
Kang, 2020; Rusli et al., 2023). Este efecto podria ser la adicion de su capacidad de
coagregarse con patogenos potenciales y/o producir sustancias antimicrobianas (como el
peréxido de hidrogeno) y biotensioactivos que inhiben la adhesion bacteriana (Cadieux et
al., 2009). La hidrofobicidad de la superficie celular, la produccion de sustancias
poliméricas extracelulares, la presencia de algunas estructuras como fimbrias y flagelos y
otras proteinas o polisacaridos influyen en la unioén a las superficies (Donlan, 2002). Es
por ello que resulta imprescindible conocer la capacidad de las cepas de Salmonella spp.
para formar biopeliculas e investigar si cepas de bacterias acido lacticas pueden
emplearse como una alternativa para disminuir la formacion de biopeliculas por parte de
Salmonella spp.

Por lo tanto, los objetivos de este capitulo fueron:

e Determinar la produccion de biopeliculas en cepas de SE, ST y SG provenientes
de granjas avicolas e higados de pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios.

o Estudiar la capacidad de dos cepas de bacterias acido lacticas y sus
sobrenadantes de modificar la formacion de biopeliculas en cepas de SE y ST
provenientes de granjas avicolas e higados de pollos parrilleros de la provincia de
Entre Rios.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. PRODUCCION DE BIOPELICULAS EN CEPAS DE SALMONELLA SER.
ENTERITIDIS, S. SER. TYPHIMURIUM Y S. SER. GALLINARUM BIOVAR
GALLINARUM

2.1.1. Cepas utilizadas

Se incluyeron un total de 169 cepas de Salmonella spp., aisladas de muestras de
hisopado de cama, aves vivas y muertas, guano y huevos provenientes de granjas de
pollos parrilleros (56), gallinas ponedoras (102) e higados de pollos parrilleros (11),
obtenidos de las zonas de mayor densidad de granjas de la provincia de Entre Rios. Del
total de cepas estudiadas, 105 correspondieron a SE, 14 a ST y 50 a SG (Tabla 50).

Tabla 50. Origen de las cepas de Salmonella ser. Enteritidis (SE), S. ser.
Typhimurium (ST) y S. ser. Gallinarum biovar Gallinarum (SG) incluidas en los
ensayos de produccion de biopeliculas

Granjas de pollos Granjas de gallinas Frigorifi
. rigorificos
parrilleros ponedoras
Hisopados Aves Aves Hisopado | Higados de
Guano Huevos cloacal pollos
de cama muertas muertas : .
aves vivas | parrilleros
SE | ST | SE | SG | SE | ST | SE | SG | SE | SG SE SE ST
27 | 10 3 14 | 25| 2 | 26 |35 |11 | 1 2 5 1

2.1.2. Produccién de biopeliculas de cepas de Salmonella spp.

Para evaluar la produccion de biopeliculas de las cepas de Salmonella spp. se
emplearon cuatro técnicas diferentes. En todos los casos se partié de un inéculo inicial
con una concentracion estandarizada en 0,5 en la escala de McFarland.

2.1.2.1. Tincion con cristal violeta en microplacas

Se utilizé6 la técnica propuesta por Stepanovic et al. (2000) con algunas
modificaciones (Figura 14). La misma consistié en inocular, en placas de poliestireno con
48 pocillos, por triplicado 10 pl del cultivo de Salmonella spp. en un pocillo que contenia
490 pl de caldo LB sin NaCl (extracto de levadura 5,0 g/l, triptona 10,0 g/l; pH 7,2 + 0,2),
del mismo modo se realizé un control negativo (tres pocillos sin inocular) y un control
positivo con la cepa SE 115, de comprobada capacidad de produccion de biopeliculas
(Merino et al., 2019). Estas placas fueron incubadas estaticamente a 28°C durante 48 h.

Posteriormente, se descarté el caldo con crecimiento, se realizé cuidadosamente
evitando desprender la biopelicula formada en las paredes y base de los pocillos; a
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continuacion, se realizé un lavado con solucion fisiologica estéril (NaCl 0,85 % m/v), el
cual consistio en agregar 500 ul de solucién fisiolégica y descartar el liquido de la misma
forma que se descarto el caldo. Después se dejé la placa abierta hasta que la misma se
secO por completo. Para fijar la biopelicula formada, se agregd 500 ul de metanol por
pocillo durante 10 min, transcurrido dicho tiempo se descartd el metanol y se dejé la placa
abierta hasta que se evapord por completo el metanol. Posteriormente, se realiz6 la
tincion de la biopelicula adherida a las paredes y fondo de los pocillos, para lo cual se
agregaron 500 pl de solucion de cristal violeta (cristal violeta 1 % m/v) y, luego de
transcurridos 30 minutos, se elimind el cristal violeta y se realizaron tres lavados con
solucion fisiolégica para eliminar el exceso del colorante. En este caso, también se dej6 la
placa abierta hasta que se secd por completo. Para disolver la biopelicula adherida y
tefida se agregaron 500 ul de alcohol etilico 96°, durante al menos 15 min y por ultimo se
realizo la lectura en un lector de placas de ELISA a 595 nm (Biochrom EZ Read 800).
Para ello, se tomaron 150 ul de la solucion coloreada y se las transfirié a una microplaca
de 96 pocillos y se efectud la lectura. En los casos que la lectura excedié el rango del
equipo, se realizaron las diluciones correspondientes. Todas las pruebas se realizaron por
triplicado.

Las cepas se clasificaron de acuerdo a la absorbancia medida (OD)
comparandolas con la absorbancia critica (ODc) hallada para cada placa. Se defini6 la
ODc como tres desviaciones estandar por encima de la absorbancia media del control
negativo. En base a esto, las cepas se clasificaron en

e OD = 0Dc: no adherente

e ODc < OD = 2 ODc: débilmente adherente

e 2 0ODc < OD =4 ODc: moderadamente adherente
e <4 ODc < OD: fuertemente adherente
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Figura 14. Etapas en la deterinaciéiopeliculas poi‘ la técnica de cristal violeta

A: microplaca con desarrollo de Salmonella spp. en caldo LB, sin NaCl; B: microplaca con
desarrollo de biopelicula una vez eliminado el caldo LB, sin NaCl; C: microplaca con
biopelicula, tefiida con cristal violeta; D: microplaca con biopelicula tefiida con cristal
violeta resuspendida en una solucién de alcohol etilico 96°.

2.1.2.2. Formacion de biopelicula en la interfase liquido-aire en tubo

Para determinar visualmente la capacidad de formacion de biopelicula de las
cepas de Salmonella spp. estudiadas se utilizd el método descripto por Weiss-Muszkat et
al. (2010) y Aya-Castaneda et al. (2015) con algunas modificaciones. Se inocularon 0,5 ml
del cultivo de las cepas de Salmonella spp. en tubos de ensayos que contenian 4,5 ml de
caldo LB sin NaCl (extracto de levadura 5,0 g/l, triptona 10,0 g/I; pH 7,2 + 0,2), que es un
medio deficiente en nutrientes. Este ensayo se realizé por duplicado. Al mismo tiempo, se
realizé un control negativo (tubos sin inocular) y un control positivo (cepa productora de
biopelicula SE 115). Se incubd estaticamente a 28°C por 8 dias. Los tubos fueron
observados diariamente y se registrd el tiempo en el que se hizo visual la biopelicula en la
interfase liquido-aire (Latasa et al., 2012).
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2.1.2.3. Estudio de la produccion de curli y celulosa por morfologia de colonia en
rojo congo

El ensayo se baso en el método descripto por Malcova et al. (2008) y Karaca et al.,
(2013). Se inocularon las cepas de Salmonella spp. por agotamiento sobre superficie en
agar LB sin NaCl (extracto de levadura 5,0 g/l triptona 10,0 g/l agar 15 g/l; pH 7,2 £ 0,2),
complementado con 40 pg/ml de rojo congo (Sigma, Saint Louis, MO) y 20 ug/ml azul de
coomassie R250 (Sigma, Saint Louis, MO). Las placas fueron incubadas a 28 °C durante
96 h. Posteriormente, se observaron las colonias aisladas determinando la morfologia.
Las inoculaciones se realizaron por duplicado y los morfotipos pudieron ser clasificados
en 5 tipos diferentes de acuerdo al aspecto de las colonias (Malcova et al., 2008; Karaca
et al., 2013). Los 5 morfotipos posibles fueron:

¢ RDAR: fenotipo rojo, seco y rugoso. Expresa curli fimbriae y celulosa;

¢ BDAR: fenotipo marrén, seco y rugoso. Expresa solo curli fimbriae;

¢ PDAR: fenotipo rosa, seco y rugoso. Expresa solo celulosa;

¢ SBAM: fenotipo liso, marron y mucoide. Expresa sobreproducciéon de polisacarido;
capsular y falta de sintesis de celulosa;

e SAW: fenotipo liso y blanco. No expresa curli ni celulosa.

2.1.2.4. Prueba de producto comercial “BioFinder”

Para evaluar la produccion de biopelicula con el producto comercial denominado
“BioFinder”, se inocularon 10 pl de los cultivos de Salmonella spp. en un pocillo que
contenia 490 ul de caldo LB sin NaCl. Este ensayo se realizd por duplicado en placas de
48 pocillos. Del mismo modo, se realizdé un control negativo (un pocillo sin inocular) y un
control positivo (un pocillo con cepa productora de biopelicula S. Enteritidis 115). Las
placas se incubaron estaticamente a 28°C durante 48 h. Luego de trascurrido el tiempo de
incubacion se descarté el caldo con crecimiento, este proceso se realizé cuidadosamente
evitando desprender la biopelicula formada en las paredes y base de los pocillos,
posteriormente se realizd un lavado con solucion fisiologica (NaCl 0,85 % m/v), el mismo
consistié en agregar 500 pl de solucion fisioldgica y descartar el liquido de la misma forma
que se descartd el caldo, después se dejé la placa abierta hasta que se secd por
completo. Por ultimo, se agregaron 500 ul del producto “BioFinder’, y se observo la
produccion de gas, lo que evidencid la inmediata formacion de espuma blanca,
considerandose como positivo aquellas cepas que mostraron este comportamiento.

2.1.3. Comparacion de técnicas

Se evalud la concordancia entre los resultados de las diferentes técnicas de
deteccion de biopeliculas mediante el uso del coeficiente kappa (Martin, 1977) y la prueba
de McNemar (GraphPad Software, 2023). Segun lo descripto en el Punto 2.1.9. del
Capitulo 2.
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2.2. CAPACIDAD DE BACTERIAS ACIDO LACTICAS (BAL) Y SUS
SOBRENADANTES PARA MODIFICAR LA FORMACION DE BIOPELICULAS
EN CEPAS DE SALMONELLA SER. ENTERITIDIS Y S. SER. TYPHIMURIUM

2.2.1. Cepas utilizadas

Por un lado, se incluyeron las cepas de Salmonella que resultaron ser moderada y
fuertemente productoras de biopeliculas en el ensayo en microplacas de 48 pocillos con la
tinciéon con cristal violeta. De esta forma, fueron incluidos un total de 86 aislamientos de
Salmonella spp.; 74 correspondieron a SE y 12 a ST. Las cepas fueron aisladas a partir
de granjas de pollos parrilleros (40), gallinas ponedoras (37) e higados de pollos
parrilleros (9), obtenidos de las zonas de mayor densidad de granjas de la provincia de
Entre Rios. Por otro lado, se seleccionaron dos bacterias acido lacticas (BAL) probidticas
aisladas de kefir de la coleccion del CIDCA: Lentilactobacillus kefiri CIDCA 8321 y
Lactiplantibacillus plantarum CIDCA 83114. Ambas cepas demostraron tener propiedades
inhibitorias contra Salmonella spp. y otros patdgenos intestinales (Golowczyc et al., 2007,
2008).

2.2.2. Efecto de las BAL sobre la formacion de biopeliculas de Salmonella spp.

El efecto inhibidor de las BAL sobre la formacién de la biopelicula de las cepas de
Salmonella spp. se determind in vitro en microplacas de poliestireno de 48 pocillos. Se
realizaron dos experimentos en paralelo, por un lado, utilizando la bacteria entera y, por el
otro, el sobrenadante de crecimiento de las mismas. En ambos casos, se partid de
in6culos de concentracion estandar, los cuales se obtuvieron por crecimiento de los
microorganismos hasta una turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland en
caldo tripteina de soja para las cepas de Salmonella spp., mientras que para las cepas de
BAL se partié de un cultivo de toda la noche en caldo MRS (Acumedia-Neogen), en el
cual las células fueron sedimentadas por centrifugacion en una centrifuga de mesa a 302
x g durante 15 min a temperatura ambiente (25 + 2 °C). El sobrenadante se conservo y el
sedimento se resuspendid en caldo LB (sin cloruro de sodio) hasta una turbidez
equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland.

2.2.2.1. Con las BAL enteras

En placas de poliestireno de 48 pocillos se coloco 0,5 ml de caldo LB sin cloruro de
sodio por pocillo. Luego, por un lado, se afadieron 10 ul de la suspension de cada BAL
por separado y 10 ul del in6culo de las diferentes cepas de Salmonella spp. a cada pocillo
y se incubaron durante 48 h a 28 °C en condiciones estaticas (coincubacion).
Paralelamente en otra placa, a cada pocillo que contenia 0,5 ml de caldo LB sin cloruro de
sodio se le colocaron 10 ul de la suspensiéon de BAL y se incubaron durante 1 h a 28 °C
en condiciones estaticas. A continuacién, se afiadié a cada pocillo 10 ul de suspension de
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Salmonella spp. y se incubd durante 48 h a 28 °C (preincubacién). Del mismo modo por
cada microplaca se coloco 0,5 ml de caldo LB sin cloruro de sodio como control negativo
y, a su vez, como control positivo solamente las cepas de Salmonella spp. En ambos
casos, se estudio la formacion de biopeliculas de Salmonella spp. como se describié en el
punto 2.1.2.1. “Tincion con cristal violeta en microplacas”. Cada tratamiento se realiz6é por
triplicado.

2.2.2.2. Con el sobrenadante de cultivo libre de células

En placas de poliestireno de 48 pocillos se coloco 0,5 ml de caldo LB sin cloruro de
sodio en cada pocillo. Luego se afiadieron 10 pl de la suspensién de las diferentes cepas
de Salmonella spp. a cada pocillo y se incubaron durante 48 h a 28 °C en condiciones
estaticas. Posteriormente se descartd el caldo y se colocé 0,5 ml del sobrenadante de
cada BAL y se incubd durante 3 h a 28 °C en condiciones estaticas. Paralelamente, se
coloco 0,5 ml de caldo LB sin cloruro de sodio por microplaca como control negativo y, a
su vez, solamente las cepas de Salmonella spp. como control positivo. Posteriormente, se
estudio la formacion de biopeliculas de Salmonella spp. como se describié en el punto
2.1.2.1. “Tincién con cristal violeta en microplacas”. Cada tratamiento se realizd por
triplicado.

2.2.3. Analisis estadistico

Los resultados de las absorbancias se expresaron como la media y el desvio
estandar. Las diferencias significativas asociadas a los diferentes tratamientos se
analizaron mediante andlisis de varianza unidireccional. La diferencia estadistica se indico
en p <0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. PRODUCCION DE BIOPELICULAS EN CEPAS DE SALMONELLA SER.
ENTERITIDIS, S. SER. TYPHIMURIUM Y S. SER. GALLINARUM BIOVAR
GALLINARUM PROVENIENTES DE GRANJAS AVICOLAS E HIGADOS DE
POLLOS PARRILLEROS DE LA PROVINCIA DE ENTRE RiOS

3.1.1. Tincidn con cristal violeta en microplacas

Los resultados de la cuantificacién de la produccion de biopeliculas por medio de
esta técnica se muestran en la Tabla 51. El 52 % de las cepas de Salmonella spp.
resultaron ser adherentes, siendo el 47 % fuertemente y el 5 % moderadamente
adherentes. El resto de las cepas de Salmonella spp. resultaron ser débilmente
adherentes. Teniendo en cuenta la clasificacion por serotipos el 71 % de las cepas de SE
fueron adherentes, con 67 % fuertemente y 4 % moderadamente. Para el serotipo
Typhimurium se encontré que la mitad de las cepas fueron fuertemente adherentes, y el
36 y 14 % resultaron ser moderadamente y débilmente adherentes. Por otra parte, el
serotipo Gallinarum fue el serotipo que mostré mayor porcentaje de cepas débilmente
adherente con un porcentaje del 96 %, siendo el 4 % restante fuertemente adherente.

Tabla 51. Cuantificacion de la produccion de biopeliculas por medio de la técnica de
tincion con cristal violeta en microplacas de cepas de Salmonella ser. Enteritidis, S.
ser. Typhimurium y S. ser. Gallinarum biovar Gallinarum provenientes de granjas
avicolas (ponedoras y ponedoras) e higados de pollos parrilleros

%
Serotipos de (N° de cepas positivas/N° total de cepas ensayadas)
Salmonella spp. Fuertemente Moderadamente Débilmente
adherente adherente adherente
Enteritidis 67 4 29
(70/105) (4/105) (31/105)
Typhimurium 50 36 14
(7/14) (5/14) (2/14)
Gallinarum biotipo 4 0 96
Gallinarum (2/50) (0/50) (48/50)
Total 47 5 48
(79/169) (9/169) (81/169)

3.1.2. Formacion de biopelicula en la interfase liquido-aire en tubo

La formacién de biopelicula se observé como una matriz completa alrededor del
diametro del tubo, mostrando en algunos casos una apariencia porosa y en otros casos
una pelicula irregular de apariencia gelatinosa. Los resultados de la formacion de
biopeliculas en la interfase liquido-aire se muestran en la Tabla 52 en donde se observa
que, de los tres serotipos, Gallinarum es el que mayor porcentaje de no productoras tiene,
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con un 96 % de las cepas. A su vez, el 29 % y el 14 % de las cepas de Enteritidis y
Typhimurium, respectivamente no produjeron pelicula en la interfase liquido-aire. EI 71 %
y 86 % de las cepas de SE y ST produjeron biopelicula dentro de los 5 dias,
respectivamente. Asimismo, el 50 % del total de las cepas lo hizo en el tercer dia, y el 4 %
de las cepas de Gallinarum produjeron biopelicula en el segundo dia.

Figura 15. Formacion de biopelicula en la interfase liquido-aire en tubo

Tabla 52. Formacion de biopeliculas en la interfase liquido-aire de cepas de
Salmonella ser. Enteritidis (SE), S. ser. Typhimurium (ST) y S. ser. Gallinarum biovar
Gallinarum (SG) provenientes de granjas avicolas (ponedoras y parrilleros) e
higados de pollos parrilleros

Serotipos de % cepas que producen biopeliculas en base a los dias en la
Salmonella que aparecio pelicula en la interfase liquido-aire (N° cepas)
spp. (N° total
de cepas No produce 2 3 4 5
ensayadas)
29 42 11 10 8
SE (105
(105) (31) (44) (12) (10) ®)
14 14 50 14 7
ST (14
(4 (2) (2) (7) (2) (1)
96 4 0 0 0
SG (50
(50) (48) (2) (©) (©) (0)
48 29 11 7 5
Total (169
(169) (81) (48) (19) (12) (9)

3.1.3. Produccion de curli y celulosa por morfologia de colonia en rojo congo

Los diferentes morfotipos encontrados en las cepas de Salmonella spp. se
muestran en la Tabla 53 y Figura 16. Se encontré que el 70 % de las cepas de SE
resultaron RDAR, mientras que el 24 % resulté ser del morfotipo SAW. Para el serotipo
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Typhimurium se encontré que la mayoria de las cepas resultaron ser del morfotipo RDAR
con un porcentaje del 86 %, y el 14 % restante mostraron colonias del tipo lisas y
himedas (SAW). En cambio, para el biotipo Gallinarum se observd que el 96 % de las
cepas resulté ser del morfotipo SAW vy el 4 % restante del RDAR.

Tabla 53. Morfotipos de cepas de Salmonella ser. Enteritidis (SE), S. ser.
Typhimurium (ST) y S. ser. Gallinarum biovar Gallinarum (SG) provenientes de
granjas avicolas (ponedoras y parrilleros) e higados de pollos parrilleros

. % cepas segun el morfotipo
Serotipos de (N° de cepas positivas/N° total de cepas ensayadas)
Salmonella spp. RDAR' SAW? SBAM® BDAR®
SE 70 24 4 2
(74/105) (25/105)  (4/105) (2/105)
ST 86 14 0 0
(12/14) (2/14) (0/14) (0/14)
SG 4 96 0 0
(2/50) (48/50) (0/50) (0/50)
52 45 2 1
Total (88/169) (75/169)  (4/169) (2/169)

'RDAR fenotipo rojo, seco y rugoso; “SAW fenotipo liso y blanco; *SBAM fenotipo liso, marron y
mucoide; “BDAR fenotipo marrén, seco y rugoso.
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Figura 16. Morfotipos de Salmonella spp. de 3 serovares diferentes

A: RDAR; B: SAW; C: BDAR
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3.1.4. Prueba de producto comercial “BioFinder”

Al enfrentar las cepas de Salmonella spp. con el producto comercial “BioFinder” se
encontré que todas las cepas generaron inmediata formacion de espuma blanca, por lo
que se encontré un 100 % de positividad para este ensayo (Figura 17).

Figura 17. Produccion de biopeliculas con el producto comercial “BioFinder”

3.1.5 Comparacion de técnicas

Al comparar los resultados obtenidos de las técnicas de tincién con cristal violeta
en microplacas, formacion de biopelicula en la interfase liquido-aire y los diferentes
morfotipos se observd que los resultados obtenidos fueron similares. Ochenta y ocho
cepas, que fueron fuertemente o moderadamente adherentes en el ensayo de tincién con
cristal violeta, produjeron biopelicula en la interfase liquido-aire en 5 0 menos dias. Del
mismo modo, el morfotipo encontrado fue RDAR. Por otro lado, el producto comercial
BioFinder demostré un 100 % de positividad para la presencia de biopeliculas, esto
concuerda con el resultado del ensayo de tincién con cristal violeta en microplacas, ya
que todas las cepas fueron adherentes en menor o mayor grado. En la Tabla 54 se
muestran los valores de concordancia entre las diferentes técnicas. Para este andlisis se
consideré para la técnica de cristal violeta como un unico grupo a las fuertemente y
moderadamente adherentes, y se clasificaron los morfotipos como RDAR por un lado y
por el otro se agrup6 los morfotipos SAW, SBAM y BDAR. Se encontrdé una excelente
concordancia entre las técnicas cristal violeta, interfase liquido-aire y la morfologia de la
colonia. Sin embargo, la concordancia fue nula entre estas tres técnicas y el producto
comercial BioFinder, siendo esta diferencia significativa (test de McNemar” con valor de p
<0,0001).
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Tabla 54. Concordancia entre las técnicas de cristal violeta (CV), interfase liquido

aire (ILA), morfologia de la colonia en rojo congo (Morfotipo) y el producto

comercial “BioFinder” utilizadas para la deteccion de biopeliculas de cepas de

Salmonella ser. Enteritidis, S. ser. Typhimurium y S. ser. Gallinarum biovar

Gallinarum provenientes de granjas avicolas (ponedoras y parrilleros) e higados de
pollos parrilleros. Para la técnica de CV se consideré6 como un unico grupo a las

fuertemente y moderadamente adherentes

Serotipo Comparacion }I(r:;':; p?
CV-ILA 1 3
CV-MORFOTIPO 1 3
Enteritidis CV-BIOFINDER 0 <0,0001
ILA-MORFOTIPO 1 3
ILA-BIOFINDER 0 <0,0001
MORFOTIPO-BIOFINDER 0 <0,0001
CV-ILA 1 3
CV-MORFOTIPO 1 3
Typhimurium CV-BIOFINDER 0 <0,0001
ILA-MORFOTIPO 1 3
ILA-BIOFINDER 0 <0,0001
MORFOTIPO-BIOFINDER 0 <0,0001
CV-ILA 1 3
CV-MORFOTIPO 1 3
Gallinarum CV-BIOFINDER 0 <0,0001
ILA-MORFOTIPO 1 3
ILA-BIOFINDER 0 <0,0001
MORFOTIPO-BIOFINDER 0 <0,0001
CV-ILA 1 3
CV-MORFOTIPO 1 3
CV-BIOFINDER 0 <0,0001
Total 3
ILA-MORFOTIPO 1 -
ILA-BIOFINDER 0 <0,0001
MORFOTIPO-BIOFINDER 0 <0,0001

"indica que Kappa es significativamente distinto de cero (p<0,05).

2E| valor de chi cuadrado se determiné con la prueba de McNemar para muestras pareadas.

*No se puedo realizar la prueba de McNemar’s debido a que hubo coincidencia en todos los casos

(positivos a ambos y negativos a ambos).
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3.2.CAPACIDAD DE LAS BAL Y SUS SOBRENADANTES PARA MODIFICAR
LA FORMACION DE BIOPELICULAS EN CEPAS DE SALMONELLA SER.
ENTERITIDIS Y S. SER. TYPHIMURIUM PROVENIENTES DE GRANJAS
AVICOLAS E HiIGADOS DE POLLOS PARRILLEROS DE LA PROVINCIA DE
ENTRE RiOS

3.2.1 Efecto de las BAL sobre la formacion de biopeliculas de Salmonella spp.

Por un lado, se llevd a cabo el analisis de las cepas en su totalidad, dividiéndolas
por serotipo. En la Tabla 55 se presentan los valores promedio, con sus respectivas
desviaciones estandar, de las absorbancias resultantes de los enfrentamientos de las
cepas de SE (74) y ST (12) en el ensayo de tincion con cristal violeta. Estas cepas
demostraron ser moderada y fuertemente productoras de biopeliculas, tanto en
condiciones de preincubacidon como de co-incubacion, junto con los sobrenadantes de
Lentilactobacillus kefiri CIDCA 8321 y Lactiplantibacillus plantarum CIDCA 83114. Por lo
tanto, los resultados indicaron que las cepas pertenecientes al serotipo Enteritidis
exhibieron una notable disminucién en la formaciéon de biopeliculas, como se refleja en
una menor absorbancia, cuando fueron sometidas a ensayos de preincubacion y co-
incubacién con L. kefiri CIDCA 8321 y L. plantarum CIDCA 83114. En contraste, el
serotipo Typhimurium mostrd variaciones en la formacion de biopeliculas Unicamente al
enfrentarse a L. kefiri CIDCA 8321. Ademas, el sobrenadante de cultivo libre de células de
L. plantarum CIDCA 83114 provoco una disminucion significativa en la formacién de
biopeliculas, indicada por una menor absorbancia, en el serotipo Enteritidis.

Por otro lado, al realizar un analisis individual por cepa, se determin6 que entre el
41 y el 59 % de las cepas de SE, inicialmente fuertemente productoras de biopeliculas,
demostraron ser moderadamente adherentes, mientras que entre el 9 y el 17 % mostraron
una adherencia débil después del tratamiento con cepas y sobrenadantes de las BAL,
tanto en condiciones de coincubacion como de preincubacion. Asimismo, el 43 y el 57 %
de las cepas de ST, inicialmente fuertemente adherentes, se mostraron débilmente
adherentes tras los tratamientos con las bacterias enteras y sobrenadantes de las BAL, ya
sea en condiciones de coincubacion o preincubacion, mientras que entre el 14 y el 29 %
mostraron una adherencia moderada en los tratamientos con cepas de BAL, tanto en
condiciones de coincubacion como de preincubacion. En ambos serotipos, las cepas que
inicialmente presentaban una adherencia moderada no experimentaron cambios
posteriores al tratamiento con cepas y sobrenadantes de las BAL (Tabla 56).
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Tabla 55. Valores de absorbancia en el ensayo de tincién con cristal violeta de los
diferentes enfrentamientos de las cepas de Salmonella ser. Enteritidis (SE) y S. ser.
Typhimurium (ST) con las cepas y sobrenadantes de Lentilactobacillus kefiri CIDCA

8321 (LK) y Lactiplantibacillus plantarum CIDCA 83114 (LP) coincubadas y
preincubadas. Valor promedio * desvio estandar

Combinaciéon de

Valores de absorbancia

szl enfrentamientos (S_,E) (?:) (s-l;.tg!r)
0,616 0,455 + 0,594
coi b acid Control Salmonella 0.360° 0.215° +0,347°
oincubacion 0,450 + 0,400 0,443
(incubados al Salmonella + LP 0.310° +0.231° +0.299°
mismo tiempo) Saimonella + LK 0,415 + 0,378 0,410
Bacteria 0,262° +0,215° +0,255°
t
entera Preincubacioén Control Salmonella %%16%5 004251553 +%539447a
__(1hde 0,372 0,359 0,370
incubacion previa Salmonella + LP +0.277° + 02387 +0271°
de Bacterias — — —
o . 0,458 0,408 0,451
acido lacticas) R +0,292" £0,191° | +0.280°
0,616 + 0,455 + 0,594
_ Control Salmonella 0.360° 0.215° +0.347°
Sobrenadante de cultivo 0467 0416 0.460
libre de células de Salmonella + LP ’ b ’ a y b
Bacterias acido lacticas 10,271 + 0,238 £ 0,266
Salmonella + LK 0,484 0,474 0,483
+0,304° +0,2997 +0,302°

2% os valores seguidos por letras minusculas diferentes en la misma columna para cada condicion
de cultivo o sobrenadante son significativamente diferentes (p<0,05).
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Tabla 56. Resultados en los diferentes enfrentamientos de las cepas de Salmonella ser. Enteritidis (SE) y S. ser.
Typhimurium (ST) con las cepas y sobrenadantes de Lentilactobacillus kefiri CIDCA 8321 (LK) y

Lactiplantibacillus plantarum CIDCA 83114 (LP) coincubadas y preincubadas

Bacteria entera Sobrenadante de
. . Preincubacion cultivo libre de
Serotipo de _ Coincubacion (1 h de incubacién células de
Salmonella | Pretratamiento Postratamiento (mcuba_dos al mismo previa con Bacterias bacterias acido
spp. EmRo) acido lacticas) lacticas
Cepa + Cepa + Cepa + Cepa + Cepa + Cepa +
LP LK LP LK LP LK
Fuertemente 27 37 24 40 50 49
adherente % (n) (19) (26) (17) (28) (35) (34)
Fuertemente Moderadamente 56 54 59 50 40 41
adherente (70) adherente % (n) (39) (38) (41) (35) (28) (29)
SE Débilmente 17 9 17 10 10 10
adherente % (n) (12) (6) (12) (7) (7) (7)
Moderadamente 100 100 100 100 100 100
Moderadamente adherente % (n) (4) (4) (4) (4) (4) (4)
adherente (4) Débilmente 0 0 0 0 0 0
adherente % (n) (0) (0) (0) (0) (0) (0)
Fuertemente 14 14 43 43 43 43
adherente % (n) (1) (1) (3) (3) (3) (3)
Fuertemente Moderadamente 29 29 0 14 0 0
adherente (7) adherente % (n) (2) (2) (0) (1) (0) (0)
ST Débilmente 57 57 57 43 57 57
adherente % (n) (4) (4) (4) (3) (4) (4)
Moderadamente 100 100 100 100 100 100
Moderadamente adherente % (n) (5) (5) (5) (5) (5) (5)
adherente (5) Débilmente 0 0 0 0 0 0
adherente % (n) (0) (0) (0) (0) (0) (0)
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4. DISCUSION

Las bacterias que viven como parte de una biopelicula muestran una mayor
supervivencia frente al tratamiento con antimicrobianos (Sharma et al., 2023) y pueden
ser reservorios potenciales de este patdgeno tanto en las granjas como en las plantas de
procesamiento de alimentos. Dado que el biofilm también puede formar un habitat para
Salmonella spp. en entornos agricolas y no solo en entornos de laboratorios, su control es
de suma importancia para la mejora general de la seguridad alimentaria (Schonewille et
al., 2012). Para evaluar la formacion de biofilm de las cepas de Salmonella spp. existen
diferentes metodologias y el uso de cada una de ellas nos permite evidenciar diferentes
estructuras implicadas en este proceso. En este capitulo se estudiaron cuatro diferentes
técnicas para evaluar la formacién de biopeliculas. Por un lado, para evidenciar y
cuantificar el crecimiento en biofilm, las cepas de Salmonella spp. se incubaron en placa
de 48 pocillos y para su cuantificacién se empleé la técnica de tincidn con cristal violeta y
posterior medicién de absorbancia. El ensayo de cristal violeta es considerado una técnica
adecuada para evaluar la formacién de biopeliculas porque produce resultados
reproducibles, lo que permite un gran numero de cepas y condiciones a estudiar al mismo
tiempo. Ademas, el método proporciona resultados cuantitativos al medir la densidad
Optica de pocillos (Peeters et al., 2008; Pui et al., 2011; Stepanovic et al., 2000; Romling y
Rohde, 1999). En este trabajo de tesis y para esta técnica, solo el 4 % de las cepas de
SG resultd ser fuertemente adherentes, mientras que los serotipos Enteritidis y
Typhimurium mostraron valores de 67 % y 50 %, respectivamente, en las condiciones
estudiadas. Agarwal et al. (2011) evaluaron 151 cepas de Salmonella spp. de 69 serotipos
diferentes, las cuales 29, 87 y 34 cepas fueron clasificadas como fuerte, moderadas o
débiles formadoras de biofilm respectivamente, evidenciando el caracter cepa-
dependiente de esa propiedad. Por otro lado, Marin et al. (2009) mostraron que el 50 %
de las cepas de Salmonella spp. aisladas de superficies en alojamientos para pollos de
engorde y gallinas ponedoras fueron capaces de producir biopeliculas. Este estudio
concuerda con lo hallado por Diez-Garcia et al. (2012), que indicaron que la capacidad de
formar biopeliculas de Salmonella spp. es dependiente del serotipo. En consecuencia,
esto constituye un factor de virulencia que varia entre los diferentes serotipos, como
sugieren otros autores (Oliveira et al., 2007).

Ciertos estudios indican que Salmonella spp. puede formar biofilm adherida a la
superficie del fondo del cultivo o formar una pelicula en la parte superior del mismo, en la
interfaz aire-liquido, dependiendo de las condiciones medioambientales, en un proceso
que requiere la produccion de fimbrias curli (Paytubi et al., 2017; Vaccari et al., 2017),
celulosa (Ahmad et al., 2016) y de la secrecién de la proteina BapA (Latasa et al., 2005).
En este trabajo de tesis se estudio la formacion de biopelicula en la interfase liquido-aire
en tubo. Luego de 48 horas de incubacién a 28°C se observd que el 42 % de las cepas
de SE formaron una pelicula en la interfaz aire-liquido mientras que el 50 % de las cepas
ST lo hizo luego de 72 h. Vestby et al. (2009) encontraron que la capacidad de formacién
de estas peliculas y su velocidad de formacién varia entre las serovariedades de
Salmonella spp., siendo ST una lenta formadora de estas peliculas, ya que tarda 96 horas
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0 mas en hacerlo y este fenotipo se correlaciondé con una menor capacidad de estas
cepas de persistir en el ambiente. La hidrofobicidad celular, la motilidad flagelar y/o la
sintesis de polisacaridos extracelulares son factores que ayudan a las bacterias a
permanecer dentro de la interfaz como una plataforma de pelicula flotante (Donlan et al.,
2004; Estrada-Acosta et al., 2014). Su desarrollo se ve afectado, entre otros factores, por
el pH, la salinidad y la temperatura (Petrin et al., 2022). En este sentido, la sintesis de
celulosa puede ser un factor importante. Ahmad et al. (2016) encontraron que cepas de
ST mutantes deficientes en celulasa producen una pelicula visiblemente mas gruesa y
fuerte atribuyéndolo a mayores cantidades de celulosa. Un método valido para estudiar la
produccion de estructuras como fimbrias curli y celulosa consiste en sembrar las cepas de
Salmonella spp. sobre placas de agar LB sin NaCl suplementado con rojo congo y
Coomasie blue G250. El rojo congo posee gran afinidad por las fibras de celulosa y
fimbrias agregativas, se adiciona al medio de cultivo para luego detectar dichas
estructuras en las macrocolonias, las cuales se asocian a la produccion de biofilm
(Rémling y Rohde, 1999). De esta forma cuando se cultivan Salmonella spp. en este
medio, la formacién de una macrocolonia de fenotipo de color rojo, seco y rugoso (RDAR),
con bordes lisos o irregulares, indica la presencia de fimbrias curli y celulosa, principales
componentes de la matriz del biofilm de Salmonella spp. En cambio, una colonia de
fenotipo blanca y de aspecto suave o liso (SAW) indica la ausencia de estas estructuras.
Aquellas colonias que presentan un fenotipo de color rosado (PDAR) expresan celulosa
pero no fimbrias curli, mientras que, al contrario, el fenotipo de color marrén, seco y
rugoso (BDAR) indica produccién de curli, pero no celulosa y por ultimo el fenotipo liso,
marron y mucoide (SBAM), expresa sobreproduccion de polisacarido capsular y falta de
sintesis de celulosa (Rémling et al., 2003). Las cepas de Salmonella spp. estudiadas en
este trabajo de tesis presentaron los fenotipos RDAR, SAW, SBAM y BDAR; con mayor
cantidad de cepas de los dos primeros morfotipos, 52 % y 45 %, respectivamente. En este
estudio se encontrd que el 86 % de las cepas de ST resultaron ser del fenotipo RDAR, un
porcentaje menor fue encontrado por Malcova et al. (2008), quienes identificaron que el
66 % de 96 aislamientos de ST expresd el morfotipo RDAR, pero también notd un
morfotipo SBAM.

Todas las cepas de Salmonella spp. con fenotipo RDAR tuvieron la capacidad de
formar biofilm sobre poliestireno y también fueron capaces de formar una pelicula flotante
en la interfaz aire-liquido lo cual concuerda con lo encontrado por diversos estudios
(Austin, et al., 1998; Romling et al., 1998, 2000; Solano et al., 2002). Ha sido demostrado
que el fenotipo RDAR aumenta la resistencia de Salmonella spp. a la desecacion, ya que
estas logran sobrevivir durante varios meses en ausencia de nutrientes en comparacion
con las mutantes deficientes en fimbrias curli y / o celulosa (White et al., 2006). El fenotipo
rugoso RDAR, en comparacion con el fenotipo liso SAW ha sido correlacionado con la
habilidad de formar biofilm en poliestireno y una pelicula en la superficie de tubos de vidrio
en condiciones de baja salinidad y temperatura de 25°C a 30°C (Anriany et al., 2001; de
Rezende et al., 2005; Solomon et al., 2005). Por otro lado, las cepas con morfotipo SBAM,
es decir que expresa sobreproduccion de polisacarido capsular y falta de sintesis de
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celulosa, y BDAR, que expresa solo curli fimbriae, resultaron ser débilmente adherentes y
no formaron pelicula en la interfaz aire-liquido, indicando que la sintesis de celulosa
puede ser esencial para la produccion de estas peliculas de Salmonella spp., coincidiendo
con los resultados obtenidos por otros autores (Solano et al., 2002; Ledeboer et al. 2006).
Sin embargo, otros estudios indican que la celulosa parece no ser un componente
importante del EPS producido por Salmonella spp. durante la formacion de biopeliculas de
calculos biliares (Prouty y Gunn, 2003) y en la matriz de biopelicula de cepas de S. ser.
Agona y ST, aisladas en la industria de alimentos balanceados (Vestby et al., 2009), pero
se noté que incluso las cantidades mas pequenas de celulosa contribuyeron a la
estructuracion matricial altamente organizada. Del mismo modo, Malcova et al. (2009)
usando un mutante bcsA de SE identificd que la celulosa no es crucial para la adherencia
y la formacién de biopeliculas en poliestireno.

Asimismo, en este capitulo de tesis se estudid la capacidad de dos cepas de
bacterias lacticas y sus sobrenadantes de cultivo, de modificar la formacion de
biopeliculas en cepas de SE y ST provenientes de granjas avicolas e higados de pollos
parrilleros de la provincia de Entre Rios. Un estudio similar fue llevado a cabo por Merino
et al. (2019), encontrando que la preincubacién o coincubacion, con tres cepas de BAL
disminuyeron significativamente la capacidad de una cepa de SE para formar biopeliculas
en comparacion con el control sin BAL. De esta forma en este trabajo de tesis, en el
ensayo de coincubacion, la inhibicién del biofilm por parte de las BAL resulté significativa
para la cepa de L. kefiri (cepa que posee capa S) para ambos serotipos, y para la cepa L.
plantarum (cepa que no posee capa S) para el serotipo Enteritidis. Se ha propuesto que
las proteinas de capa S podrian tener un rol en la inhibicién de la formacion de biofilm ya
que estas proteinas pueden interactuar con la superficie de Salmonella spp. interfiriendo
en la interaccion con la superficie de células intestinales en cultivo (Golowczyc et al.,
2007). En este trabajo la inhibicién del biofilm por parte de las BAL resulto significativa
tanto para las cepas que poseen capa S como para la cepa que no posee estas proteinas
lo que podria indicar que pueden actuar otras estructuras o metabolitos de las BAL
ademas de las proteinas de capa S. Ademas, en el ensayo de pre incubacion en donde se
evalu6 si las BAL podrian ejercer una accién preventiva sobre la formacion del biofilm
adhiriéndose a la superficie y bloqueando los sitios de adhesién disponibles, se
encontraron valores similares al obtenido en el ensayo de coincubacién. Sin embargo,
Woo y Ahn (2013) demostraron que la preincubaciéon durante 24 h de L acidophilus, L
casei y L paracasei fue mas efectiva en la inhibicion de biofilms de Salmonella spp. que la
coincubacion, alcanzando valores de disminucion de recuento de células viables en el
biofiilm de 1 orden de logaritmo. A su vez, Das et al. (2013) demostraron que la
coincubacion de L plantarum y SE no inhibi6 la formacion de biofilm de Salmonella spp.,
mientras que la preincubacion durante 1 hora la redujo significativamente. Entre los
mecanismos propuestos en la inhibicion de la formacion de biofilm, las cepas de BAL
pueden producir diversos compuestos antimicrobianos que incluyen acidos organicos,
peroxido de hidrégeno, etanol, diacetilo y bacteriocinas, que pueden interferir con el
crecimiento del patégeno, prevenir la unidon de otras especies o incluso provocar el
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desprendimiento de células de las estructuras del biofilm (Westerlund et al., 2006;
Rendueles y Ghigo, 2012; Arena et al., 2017; Camargo et al., 2018). Ademas, los
exopolisacaridos producidos por algunas cepas de BAL también pueden inhibir la
formacion de biopeliculas por patégenos (Kim y Kim , 2009).

Estudios previos demostraron que el sobrenadante de las cepas de L. kefiri
crecidas en medio MRS tuvieron un efecto bactericida sobre SE, que no se observé con
medio de cultivo acidificado artificialmente, indicando la presencia de otros metabolitos
inhibidores presentes en esta fraccidon del cultivo (Golowczyc et al., 2007). Sumado a esto,
otros autores demostraron un efecto inhibitorio del sobrenadante de BAL sobre la
formacion de biopeliculas por Klebsiella pneumoniae (Al-Mathkury et al., 2012), del
sobrenadante de L. fermentum sobre el crecimiento y la formacién de biofiims de
Klebsiella (Maldonado y Silva, 2007) y que el EPS presente en el sobrenadante de las
BAL tiene actividad antibacteriana y anti-biofilm sobre patégenos como Staphylococcus
aureus, E. coli, y Shigella flexneri (Kim y Kim, 2009; Li y Shah, 2014; Wang et al., 2015).
Ademas, se conoce que L. plantarum 83114 produce grandes cantidades de acidos
organicos, principalmente &acido lactico (Golowczyc, 2008), y L. kefiri 8321 posee
proteinas de capa S que estan presentes en el sobrenadante (Garrote et al., 2004). Sin
embargo, en este estudio solo el sobrenadante de L. plantarum tuvo efectos inhibitorios
sobre el serotipo Enteritidis, esto también fue demostrado por Das et al. (2013), en donde
el sobrenadante de L. plantarum tuvo un efecto inhibitorio sobre el desarrollo de
Salmonella spp. debido a la produccién de acido lactico y de otros metabolitos presentes
en el cultivo.
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5. CONCLUSIONES

v El porcentaje de cepas de SG, SE y ST, obtenidas de granjas avicolas e higados de
pollos parrilleros asociados a frigorificos en la provincia de Entre Rios, que forman
biopeliculas es del 4%, 71 % y 86 %, respectivamente.

v Existe una elevada concordancia entre las técnicas de tincién con cristal violeta en
microplacas, formacion de biopelicula en la interfase liquido-aire en tubo y estudio de la
produccion de curli y celulosa por morfologia de colonia en rojo congo para la deteccion
de biopeliculas en cepas de Salmonella spp. provenientes de granjas avicolas e higados
de pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios.

v' L. kefiri CIDCA 8321 y L. plantarum CIDCA 83114, en ensayos de coincubacién y
preincubacion, disminuyen la formacion de biofilm de cepas de SE provenientes de
granjas avicolas e higados de pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios.

v' L. kefiri CIDCA 8321, en ensayos de coincubacién y preincubacion, reduce la
formacion de biofilm de cepas ST provenientes de granjas avicolas e higados de pollos
parrilleros de la provincia de Entre Rios.

v' El sobrenadante de cultivo de L. platarum CIDCA 83114 presenta sustancias

bioactivas capaces de inhibir la formacién de biofiim de SE provenientes de granjas
avicolas e higados de pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios.
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CAPITULO 4

SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS EN CEPAS
DE SALMONELLA SER. ENTERITIDIS,
TYPHIMURIUM Y GALLINARUM PROVENIENTES
DE GRANJAS AVICOLAS E HIGADOS DE POLLOS
PARRILLEROS DE LA PROVINCIA DE ENTRE RIiOS
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1. INTRODUCCION

Un antimicrobiano es una sustancia quimica que, a bajas concentraciones, actua
contra los microorganismos, destruyéndolos o inhibiendo su crecimiento. (Mandal, 2016).
Dentro de los antimicrobianos se incluyen a los desinfectantes, antisépticos y a los
quimicoterapicos o antibiéticos (Stolker y Brinkman, 2005). Los agentes antimicrobianos
son usados en medicina humana y veterinaria para el tratamiento y prevencién de
enfermedades y han revolucionado la medicina en muchos aspectos. Sin embargo, su uso
ha estado acompanado por una rapida aparicion de cepas resistentes, lo que ha resultado
en un problema de salud global (Thanner et al., 2016).

Los antibidticos son sustancias quimicas producidas por varias especies de
microorganismos (bacterias y hongos) o sintetizados por métodos de laboratorio, cuya
funcién es inhibir el crecimiento o destruir a otros microorganismos. Estos compuestos
difieren en sus propiedades fisicas, quimicas y farmacoldgicas, asi como en sus
mecanismos de accién y espectro antimicrobiano (Patifio, 2003). Por su parte, los
desinfectantes son sustancias germicidas capaces de destruir la mayoria de los
microorganismos patégenos (excepto esporas), pero pueden ser téxicos y, por tanto, solo
se aplica sobre objetos inanimados, superficies y ambiente, carece de actividad selectiva,
ya que elimina todo tipo de gérmenes. Su espectro de actuacion, tiempo de inicio de
activacion, tiempo de actividad, efecto residual, toxicidad, capacidad de penetracion y
posibles materiales o circunstancias que los inactiven pueden variar de un producto a otro
(Goémez y Dofate, 2019). Los mecanismos por medio de los cuales los desinfectantes
matan o inhiben la multiplicacion de los microorganismos son variados y complejos. En
general, todos los efectos observables de los agentes quimicos sobre las bacterias son el
resultado de alteraciones en sus componentes macromoleculares, algunos de estos
cambios lesionan la membrana celular, otros inactivan de forma irreversible las proteinas
y varios inducen un dafio profundo en acidos nucleicos (Jimenez y Swarbrick 2004).
Algunos desinfectantes se componen de formulaciones complejas que comprenden
sustancias quimicas, jabones, detergentes y compuestos que favorecen la penetraciéon de
las sustancias activas (Kahrs, 1995).

En los ultimos afos, los aceites esenciales han surgido como agentes
antimicrobianos de notable relevancia. Estos compuestos naturales se destacan por sus
propiedades bactericidas y fungicidas, lo cual les confiere una significativa importancia
tanto en el ambito médico como en la industria alimentaria. Su uso se ha popularizado
como medida preventiva contra intoxicaciones ocasionadas por diversas bacterias
ambientales (ElI Asbahani et al., 2015). Estos son mezclas complejas de liquidos que
presentan alta volatilidad, evaporandose al contacto con el aire (Bello, 1999). Son
obtenidos a partir de diferentes partes de las plantas como flores, yemas, semillas, hojas,
ramas, corteza, hierbas, madera, frutos y raices (Burt, 2007). Quimicamente estan
formados por terpenos, monoterpenos y sesquiterpenos (hidrocarburos, alcoholes,
cetonas, que pueden ser aciclicos, monociclicos, biciclicos, triciclicos), sustancias
azufradas y nitrogenadas (Acevedo et al., 2007). Se consideran producto del metabolismo
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secundario de las plantas al igual que algunos alcaloides, flavonoides, taninos, vy
saponinas (Bandoni et al., 2009; Madsen y Bertelsen, 1995).

Cuando Salmonella spp. se encuentra presente en las granjas, el uso de
antimicrobianos ayuda a disminuir las pérdidas causadas por la mortalidad en las aves
afectadas. Sin embargo, el uso periddico de antibidticos induce no solamente a
resistencia por parte de este microorganismo, sino también lleva a que las aves se
transformen en portadoras crénicas que eliminan Salmonella spp. en el medio ambiente y
son quiza el principal foco de diseminacion dentro de un lote (Botero Hoyos, 2007) y de
esta forma puede llevar a la transmision y ocurrencia de salmonelosis en humanos (Weiler
et al., 2017). A su vez, los antibiéticos pueden ser utilizados como agentes profilacticos en
el agua de las aves sanas y como promotores del crecimiento en concentraciones
subterapéuticas en la alimentacion (Phillips et al., 2004; Apata, 2009). Las clases de
antibidticos usados como terapéuticos en avicultura incluyen: aminoglucésidos,
tetraciclinas, B-lactamicos, fluoroquinolonas, macrélidos, polipéptidos, sulfonamidas vy
trimetoprima (Stolker y Brinkman, 2005). En animales de granja tratados con antibiéticos,
los residuos de estos compuestos son eliminados en el medio ambiente, lo cual genera
una presion selectiva sobre la poblacién bacteriana generando resistencia. Entre las
causas, la dinamica y la epidemiologia de la aparicién y propagacion de la resistencia a
los antibidticos, tanto en animales como en humanos, se apunta especialmente a la
utilizacion excesiva e indebida de los mismos en animales (Ardoino et al., 2017).

La eliminacién de Salmonella spp. de las granjas avicolas es una tarea dificil
(Davies y Breslin, 2003; Gradel et al., 2005). Los principales riesgos de infeccidén por esta
bacteria en aves de corral incluyen el estado sanitario de las crias de parvadas anteriores
(Rose et al., 2000), la ineficacia en la limpieza y desinfeccion entre lotes de aves (Rose et
al., 2003; Davies y Breslin, 2003; Gradel et al., 2005), la presencia de Salmonella spp. en
pollitos de un dia (Cardinale et al., 2004), la contaminacion por desechos (Rojas et al.,
2002), la contaminacién del alimento y el agua (Heyndrickx et al., 2002), la presencia de
portadores contaminados (Davies y Breslin, 2003), la presencia de roedores, moscas y
escarabajos, y la inadecuada desinfeccion de los camiones de transporte al matadero
(Ramesh et al.,, 2002). A su vez, la formacion de biopeliculas por microorganismos
representa un serio problema para los sectores industrial, de salud y de la produccion de
alimentos, debido a la dificultad para eliminarlas una vez formadas. Para que el
desinfectante tenga efecto sobre las células debe reaccionar primero con los polisacaridos
de la biopelicula; con el riesgo de oxidarse al entrar en contacto con estos compuestos y
perder su efectividad (Sapers, 2003). Por otra parte, después de un tratamiento con
biocida, las células bacterianas pueden incrementar la produccion de exopolimeros, como
respuesta de defensa, dejando sin efectividad al producto (Kumar y Anand, 1998). Las
biopeliculas de Salmonella spp. en superficies de plastico, cemento y acero inoxidable
son mucho mas resistentes a los desinfectantes cloro y yodo en comparacion con las
células plancténicas (Joseph et al., 2001).
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Por lo dicho anteriormente, el estudio de la sensibilidad a antimicrobianos de

Salmonella spp. es crucial para el éxito de la produccion avicola y, a su vez, para evitar la
propagacion de la resistencia a los antibioticos. Debido a ello, los objetivos de este
capitulo fueron:

Evaluar la sensibilidad in vitro a antibiéticos utilizados en medicina humana y
veterinaria para el control de enfermedades producidas en aves por cepas de SE,
ST y SG aisladas de granjas avicolas e higados de pollos parrilleros de la
provincia de Entre Rios.

Determinar la concentracién minima inhibitoria (CIM) de los antibiéticos que
presentaron una resistencia superior al 80 % de las cepas estudiadas.

Evaluar la sensibilidad in vitro a antibidticos comerciales, aceites esenciales y otros
productos frente a cepas de SE, ST y SG, aisladas de granjas avicolas e higados
de pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios

Evaluar la sensibilidad a desinfectantes generalmente utilizados en granjas
avicolas de cepas de SE, ST y SG, aisladas de granjas avicolas e higados de
pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios.

Evaluar la eficacia de los desinfectantes, generalmente utilizados sobre diferentes
superficies en granjas avicolas, frente a cepas de SE y ST, productoras y no
productoras de biopeliculas.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1.CEPAS UTILIZADAS

Debido a su implicancia en la produccion avicola y salud publica se seleccionaron
las cepas de Salmonella spp. de los serotipos Gallinarum, Enteritidis y Typhimurium
(Terzolo, 2004, Gast y Porter, 2020) aisladas en el capitulo 2 de este trabajo de tesis. De
esta forma se seleccionaron 169 cepas, de las cuales 105 cepas correspondieron a SE,
14 de ST y 50 a SG.

2.2. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS UTILIZADOS EN
MEDICINA HUMANA Y VETERINARIA

Se utilizé el método de difusion en placa segun las recomendaciones del Instituto
de estandarizacion clinica y de laboratorio de Estados Unidos (CLSI, 2022 a,b). Se
evaluaron 30 antibidticos, de los cuales 11 son de uso en medicina veterinaria, 11 de uso
en medicina humana y 8 de uso tanto en medicina humana como veterinaria (Tabla 57).
Los discos de antibiéticos ensayados fueron de la marca OXOID (Inglaterra) a excepcién
de la fosfomicina / tilosina (FOSBAC PLUS T-BEDSON ™, Britania). Para controlar la
precision y la exactitud de las pruebas de difusién se usé como cepa control del ensayo
Escherichia coli ATCC 25922.

A partir de 2 a 5 colonias bacterianas aisladas, se preparé una suspensién en
caldo tripteina de soja (CTS), se incubd a 37 °C de 2 a 4 h hasta alcanzar la turbidez del
estandar equivalente al tubo 0,5 de la escala de Mc Farland. Las placas de agar Mueller-
Hinton (MH; Difco, Estados Unidos) fueron sembradas con hisopo estéril en todas las
direcciones de manera de obtener un crecimiento bacteriano en césped. Se dejaron secar
aproximadamente de 3 a 5 min y luego se colocaron los discos a ensayar con pinza estéril
ejerciendo una leve presién en el agar MH. A su término, fueron incubadas a 37 °C
durante 18-24 h. Para la lectura de los halos se tuvo en cuenta el area que no mostré
desarrollo obvio a simple vista; esto no incluyé velo de crecimiento o colonias muy
pequenas que puedan ser detectadas sélo con mucha dificultad en el borde de la zona de
inhibicion (Galas y Pasteran, 2008). El diametro del halo de inhibiciéon de crecimiento fue
medido con una regla (escala 1 mm) y la sensibilidad fue determinada segun las
recomendaciones de ANLIS Dr.C.G.Malbran & WHONET- Argentina (2021), y CLSI
(2022a, b) para tigeciclina y el resto de antibidticos (excepto neomicina, eritromicina,
colistina y fosfomicina/tilosina), respectivamente. Para la eritromicina y la neomicina, se
tomaron los puntos de corte para Staphylococcus aureus del CLSI (2022a) y Zurita et al.
(1989), respectivamente, ya que ni el Comité Europeo sobre Pruebas de Susceptibilidad a
los Antimicrobianos (EUCAST del inglés) ni CSLI han definido criterios de enterobacterias
para el ensayo de resistencia a antibidticos por difusion en disco. Para el caso de la
colistina, se utilizé el punto de corte sugerido para Pseudomonas spp. segun CLSI (2007),
basado en la comparacion realizada por Hoffmann et al. (2022) con cepas de SE. Por su
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parte, el diametro del halo de inhibicion de crecimiento utilizado para fosfomicina /tilosina
fue el mismo que la fosfomicina. En base a ello los microorganismos fueron clasificados
como cepas sensibles, cepas con sensibilidad intermedia o cepas resistentes.

Tabla 57. Antibiéticos evaluados frente a diferentes cepas de Salmonella ser.
Enteritidis, Typhimurium y Gallinarum provenientes de granjas avicolas e higados

de pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios.

Concentracion

Antci;‘r:i‘g%gi‘:mo A?!ltji'r)r?i:rlggi:ﬁo DD il d_isco

(ng/disco)
Aminopenicilinas Ampicilina11 10
Amoxicilina 10

Penicilinas Aminopenicilinas
/Inhibidores de B-  Amoxicilina/Acido clavulanico ! 30
lactamasas
1° generacion Cefalotina * 30
2° generacion Cefoxitima ° 30
Cefalosporinas Cefixima ° 3 S
3° generacion Cefotaxima 30
Ceftazidima ° 30
Cefpodoxima ° 10
Carbapenemes Imipenem ° 10
1° generacion Acido nalidixico * 30
Quinolonas o g Ciprofloxacina ' 5
2° generacion Norfloxacina * 10
3° generacion Enrofloxacina 5
1° generacion Tetraciclina 30
— —————
Tetraciclinas gz gi::ggg: Doxiciclina ; 30
(Glicilciclinas) Tigeciclina 15
Fenicoles CIoranfepicozl ! 30
Florfenicol 30
Amicacina ° 30
Estreptomicina ' 10
Aminoglucésidos Gentamicina ' 10
Kanamicina ° 30
Neomicina * 30
Inhibidores de la via del folato Sulfametoxazol/Trimetoprima ° 25
Polimixinas Colistina ' 10
Derivados del acido fosfonico Fosfomicina 50
Macrélidos Eritromicina 23 15
Azitromicina 15
Fosfonatos/Macroélidos Fosfomicina/Tilosina * 160/40

' Antimicrobianos usados en medicina humana y veterinaria.
2 Antimicrobianos usados en medicina veterinaria.
*Antimicrobianos usados en medicina humana.
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2.2.1. Determinacion de co-resistencia

La co-resistencia a los antibidticos ensayados, pertenecientes a diferentes
categorias, se calcul6 a través del indice de resistencia multiple a los antibiéticos (IRMAs),
segun la férmula (Singh et al., 2010):

IRMASs = N° de antibidticos resistentes
N° total de antibiéticos ensayados

Los aislamientos clasificados como de sensibilidad intermedia, segun la zona de
inhibicién del crecimiento microbiano, fueron considerados como sensibles para el calculo
del coeficiente de IRMAs.

Por otro lado, se considerd el término de multirresistencia (ausencia de
sensibilidad a al menos un antibiético de tres 0 mas categorias; MDR), resistencia extensa
(ausencia de sensibilidad a al menos un antibiético de todas las categorias excepto una o
dos; XDR), panresistencia (ausencia de sensibilidad a todos los antibiéticos de todas las
categorias; PDR) en base a lo propuesto por Magiorakos et al. (2012). A su vez, se tuvo
en cuenta, que si una cepa bacteriana tiene resistencia intrinseca a un agente
antimicrobiano o a toda la categoria, ese agente o categoria debe eliminarse de la lista
antes de aplicar los criterios para las clasificaciones (Magiorakos et al., 2012).

2.3.DETERMINACION DE CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA (CIM)

Los antibiéticos que mostraron resistencia a por lo menos el 80 % de las cepas
estudiadas fueron considerados para realizar estudios de CIM. Para ello se empled el
método de microdilucion en caldo, segun recomendaciones del CLSI (CLSI, 2015y 2017).
Este método se denomina microdilucién porque involucra pequefos volumenes de caldo y
la prueba se realizd en policubetas de plastico estériles de fondo conico o redondo y cada
pocillo contenia 0,1 ml de caldo Mueller-Hinton (Difco). Para obtener las diluciones de los
antibioticos, se prepararon en un volumen final de 10 ml y se colocaron 0,1 ml en cada
uno de los 96 pocillos mediante un dispositivo mecanico. En cada policubeta se incluyé un
pocillo de control de crecimiento (sin antibiético), y un control negativo (caldo sin inocular).
El in6culo estandar se obtuvo por crecimiento del microorganismo hasta una turbidez
equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland suspension en CTS. Una vez obtenido
el inéculo de turbidez indicada anteriormente, se diluyé en solucion fisiolégica para ajustar
el inéculo de manera tal, que luego de colocado, cada pocillo contenga aproximadamente
5 x 10° UFC/ml. De esta forma, con un volumen final en cada pocillo de 0,1 ml y el
volumen de indculo a agregar de 0,005 ml, la concentracion de la suspension ajustada fue
de 1x10” UFC/m. Por ello, se diluyé la suspensién bacteriana equivalente al patrén 0,5 de
McFarland (1 x 10° UFC/ml) en relacién 1/10. Cuando se colocaron 0,005 ml de esta
suspension a cada pocillo con la solucion de antibidtico se obtuvo una concentracién de
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bacterias de aproximadamente 5 x 10° UFC/ml. Todas las policubetas fueron incubadas a
35 £ 2°C durante 18-24 h.

La CIM se defini6 como la menor concentracion de antibidtico capaz de inhibir
completamente el desarrollo bacteriano en el pocillo. El punto final quedd definido a
simple vista por la falta de turbidez del caldo. Para determinar el punto final de desarrollo,
se compard cada pocillo con el pocillo control de crecimiento. El ensayo se considero
valido si en el pocillo control de crecimiento se observa un botén de crecimiento > 2 mm
de didmetro o turbidez neta.

2.4. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS COMERCIALES
UTILIZADOS EN GRANJAS AVICOLAS

Los productos comerciales que contenian antibioticos utilizados en granja fueron
escogidos de acuerdo a los datos obtenidos por las encuestas realizadas en las granjas
(Capitulo 2) y fueron proporcionados por las empresas relacionadas con la avicultura
(Tabla 58). Los 22 productos fueron enfrentados en la dosis recomendada por el
fabricante, a la mitad y al doble de dicha dosis. En el caso de los productos que fueran
listos para su uso, solo se los prob6é en la dosis recomendada y la mitad. Todas las
diluciones fueron realizadas con agua destilada estéril.

A partir de 2 a 5 colonias bacterianas aisladas se prepard una suspensién en CTS,
se incubd a 37 °C de 2 a 4 h hasta alcanzar la turbidez del estandar equivalente al tubo
0,5 de la escala de McFarland. Las placas de agar MH (Difco) fueron sembradas con
hisopo estéril en todas las direcciones de manera de obtener un crecimiento bacteriano en
césped. Se dejaron secar aproximadamente de 3 a 5 min. Posteriormente, se colocd 15 i
del producto sobre la inoculacion y se evalud el diametro de inhibicion producido luego de
la incubacion durante 18-24 h a 37 °C. De esta forma las cepas que presentaron halos
210 mm fueron consideradas sensibles, entre >0 mm y <10 mm intermedias, y 0 mm
(caso que no habia ningun halo de inhibicidon) resistentes.
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Tabla 58. Antibioticos comerciales utilizados en las pruebas contra Salmonella spp. de acuerdo a su dosis de uso recomendada.

Grupo de Subgrupo de Nombre comercial Principio activo Dosis de uso  Concentracién en agua
Antimicrobiano  Antimicrobiano (Empresa) (Concentracion %) (mg/Kg peso vivo) y/o alimento
Amoxixilina Amoxicilina .
- , I (LAB. SCOPE) (100) 20 400 g/tn de alimento
Penicilinas Aminopenicilinas Ave Ruminal Amoxiciling base
(Ruminal) (50) 20-30 200 g/1000 | de agua
2° generacion Vetantril-N Polvo soluble Nicotinato de norfloxacina
(Vetanco) (100) 20 200 g/1000 | de agua
Quinolonas ENRO 10 Enrofloxacina ) _
. N (AGROPECUARIA MH) (10) 25-5 50-100 ml/200 | de agua
3° generacion .
Floxagen Oral Enrofloxacina 10 50 ml/100 | de aqua
(VETANCO) (10) 9
Oxi-Scope 50 Oxitetraciclina base 20- 40 800 g/tn de alimento 400
. o ., (LAB. SCOPE) (50) g/1000 | de agua
Tetraciclinas 1° generacion — - - —
Terramicina Clorhidrato de oxitetraciclina Invectable
(Zoetis) (5) y
Microflud F Solucién Florfenicol
10 1000 mI/1000 | de agua
Fenicoles (VETANCO) (10) °
Florfenicol Aves 10 Florfenicol 30 1-1 5 ml/ | de aqua
(FACYT) (10) ’ 9
SUCLORTRIM® 75 Sulfacloropiridazina sddica (62,5) 24 200 g/tn de alimento
Inhibidores de (CARVAL) trimetoprim (12,5) 100 g/500 | de agua
la via del folato Trimet Sulfametoxazol (10) 25
rimetoprima
(NIESER) Trimetoprima (2) 5 1000 ml/1000 | de agua
Polimixinas Sin marca Colistina 20 200 g/1000 | de agua
CERTYL® SOLUBLE Fosfato de tilmicosina
(CARVAL) (25) 15-20 0,3 ml/1 | de agua
W-TILMICOSIN 25 % Tilmicosina
(WEENDE SRL) (25) 7,5 300 mI/1000 | de agua
- Valosin 425 Tartrato de tilvalosina .
Macroélidos (VETANCO) (4,25) 12,75 1-3 kg/tn de alimento
Tilotar 100 Tartrato de tilosina .
(LAB. SCOPE) (100) 110 1,4 kg/ tn de alimento
Tilosina tartrato Tartrato de tilosina .
(LAB. ROMIKIN SA) (100) 110 1,4 kg/ tn de alimento
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Continuacion de la Tabla 58.

Grupo de Subgrupo de Nombre comercial Principio activo Dosis de uso  Concentracién en agua
Antimicrobiano  Antimicrobiano (Empresa) (Concentracion %) (mg/Kg peso vivo) y/o alimento
Fosfonatos/ Fosbac Plus T Fosfomicina (20)
Macrélidos (BENSON) tilosina (5) 160 800 9/1000 | de agua
Agrocolixina Amoxicilina trihidrato (50)
Penicilinas/ (AGROPECUARIA MH) colistina sulfato (10) 20 400 mi/1000 | de agua
Polimixinas Amoxicilina Colistina Amoxicilina
(CARVAL) colistina 25 250 g/1000 | de agua
Tetraciclinas/ Doxicolistina Doxiciciclina
Polimixinas (WEENDE S.R.L.) colistina 10 600 g/700-800 | de agua
Polimixinas/ Probird Soluble Colistina sulfato (6) 5 0’75_13/1';'“0 de
Aminoglucésidos (EZEGAB) gentamicina sulfato (6) 9
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2.5. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A OTROS ANTIMICROBIANOS

Se ensayd la sensibilidad a otros antimicrobianos, y se procedié del mismo modo
que el punto 2.4 pruebas de sensibilidad a antimicrobianos comerciales utilizados en
granjas. Se utilizaron una enzima (lisozima) y los aceites esenciales de romero, orégano y
espartillo. La lisozima fue proporcionada por el laboratorio Scope S.A. de Entre Rios. La
concentraciéon de lisozima ensayada fue la misma en la que se encuentra en la clara de
los huevos de gallina, es decir 3,5 % (Abdou et al.,, 2013), y, a su vez, se enfrenté una
concentracion al doble y una a la mitad. Por lo tanto, las concentraciones ensayadas
fueron, 1,75, 3,50 y 7,00 %; mientras que los tres aceites esenciales fueron
proporcionados por el Banco de Germoplasma Sabor y Salud® y para su obtencién se
utilizé un método denominado “arrastre por vapor de agua,” que consistié en someter al
material a la accién del vapor que rompid los tricomas que contenian el aceite y los
compuestos volatiles fueron arrastrados a una trampa donde al condensar se separaron
dos fases; aceites esenciales y agua. A diferencia del resto de los antimicrobianos, los
aceites fueron enfrentados a las cepas de Salmonella spp. sin dilucion previa.

2.6. PRUEBA DE SENSIBILIDAD A DESINFECTANTES

Para probar la sensibilidad a diferentes desinfectantes comerciales utilizados en
granjas y frigorificos de aves, se utiliz6 el método denominado microdilucién en caldo
llevado a cabo en policubetas de plastico estériles de fondo cénico o redondo segun
recomendaciones del CLSI (CLSI, 2015 y 2017). Este método se denomina asi porque
involucra pequenos volumenes de caldo y la prueba se realiza en policubetas de plastico
estériles de fondo conico o redondo y cada pocillo contenia 0,1 ml de caldo Mueller-Hinton
(Acumedia-Neogen) (CLSI, 2015 y 2017). De los 17 productos desinfectantes utilizados,
15 fueron escogidos de acuerdo a los datos obtenidos por las encuestas realizadas en las
granjas (Capitulo 2). Estos productos fueron proporcionados por las empresas
relacionadas con la avicultura. Ademas, se utilizaron dos productos usados como
desinfectantes en viviendas. Se realizaron 7 diluciones de cada producto desinfectante,
teniendo en cuenta la concentracion recomendada por el fabricante, se realizaron
diluciones por encima y por debajo de dicho valor. Los productos se pueden ver en la
Tabla 59. Para obtener las diluciones de los desinfectantes se prepararon en un volumen
final de 10 ml y se colocaron 0,1 ml en cada uno de los 96 pocillos mediante un dispositivo
mecanico. En cada policubeta se incluyé un pocillo de control de crecimiento (cepa sin
desinfectante), y un control negativo (caldo sin inocular).

En todos los casos se partié de un inéculo estandar, se obtuvo por crecimiento del
microorganismo hasta una turbidez equivalente al tubo 0,5 de la escala de McFarland en
CTS (Acumedia-Neogen). Luego de ello, se diluyd en solucion fisioldgica para ajustar el
in6culo de manera tal, que luego de colocado, cada pocillo contenga aproximadamente 5
x 10° UFC/ml. De esta forma, con un volumen final en cada pocillo de 0,1 ml y el volumen
de indculo a agregar de 0,005 ml, la concentracion de la suspension ajustada fue de 1x10’
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UFC/ml. Por lo tanto, se diluy6 en relacion 1/10 la suspensién bacteriana equivalente al
patrén 0,5 de McFarland (1 x 10® UFC/ml). Se colocaron 5 ul de esta suspensién a cada
pocillo con la solucidon de antibidtico para obtener una concentracion de bacterias de
aproximadamente 5 x 10° UFC/ml. Todas las placas fueron incubadas a 35 + 2°C durante
18-24 h.

La concentracion minima inhibitoria (CIM) se defini6 como la menor concentracion
del desinfectante capaz de inhibir completamente el desarrollo bacteriano en el pocillo. El
punto final quedo definido a simple vista por la falta de turbidez del caldo. Para determinar
el punto final de desarrollo, se comparé cada pocillo con el pocillo control de crecimiento.
El ensayo se considero valido si en el pocillo control de crecimiento se observo un botdn
de crecimiento > 2 mm de diametro o turbidez neta.
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Tabla 59. Productos desinfectantes con las dosis recomendadas por el fabricante y el rango de dosis para ser enfrentados con las
cepas de Salmonella ser. Enteritidis, S. ser. Typhimurium y S. ser. Gallinarum biovar Gallinarum

Desinfectante cc_>mercia| Principio activo Rango de dosis Dosis rt.-zcomendada
(Laboratorio) ensayado (% v/v) por fabricante (% v/v)
lodopovidona (Faeve) Povidona iodo 0,0625 -4 0,1-0,5
Solucién de cresol al 50 % Cresol 0,0625 - 4 1-4
(Faeve)
Nueva formuiacién (Faeve) Cresol 0.0625 - 4 1-4
Nieser CRESL 400 (Nieser) Acido cresilico - emulsionantes 0,03125-2 0,25
Formol 37 % (Nieser) Formol 0,125-8 0,5-5
Agua lavandina (Ayudin®) Hipoclorito de sodio (35 g Cl/l) 0,15625-10 5'
Benzalcon Forte (Faeve) Amonio cuaternario 0,005 -0,32 0,04 - 0,067
FF46 Amonio (Anjober SRL) Amonio cuaternario 0,05-3,2 0,1-2
Amonio 50 (Nieser) Amonio cuaternario 0,0025-0,16 0,02
X905 (Farmabase) Amonio cuaternario 0,05-3,2 0,4
Pursue (Amway) Amonio cuaternario 0,0625-4 0,5
Ruminal 50 (Ruminal) Amonio cuaternario 0,005 -0,32 0,04
TH4 (Biotay-Phibro) Amonios cuaternario y glutaraldehido 0,0625 - 4 0,5
Vinagri Plus (Diversey) Amonios cuaternario y glutaraldehido 0,025-1,6 0,2-1
Glutavet (Vetser S.A.) Amonios cuaternario y glutaraldehido 0,05-3,2 0,4
Nieser Squad (Nieser) Amonios cuaternario y aldehido 0,78125 - 50 Listo para usar (puro)
X5 (Bimex) Amonio cuaternarip glutgraldehido, 0,03125 - 2 0.25
glyoxal, formaldehido e isopropanol

segun CDC y Lavandina Ayudin®
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2.7. DESINFECTANTES SOBRE SUPERFICIES, EN CEPAS PRODUCTORAS Y
NO PRODUCTORAS DE BIOPELICULAS

Para determinar si la produccion de biopeliculas sobre las superficies le otorga a
las cepas de Salmonella spp. mayor resistencia a los desinfectantes, se escogieron cuatro
cepas de Salmonella spp. con diferente capacidad de producir biopeliculas (Tabla 60). Se
escogieron dos superficies diferentes: cama, que se utiliza en los galpones de pollo
parrillero, y aluminio. De la cama se colocaron 0,5 g en un tubo de ensayo, y de aluminio
se colocaron discos de 10 mm de diametro en un tubo. Ambos materiales fueron
esterilizados previo a los ensayos en autoclave a 121°C durante 30 minutos.

En primera instancia, se inocularon las cepas sobre las diferentes superficies a
ensayar, de esta forma se dio la posibilidad de que las cepas desarrollen biopelicula.
Para el caso de los discos de aluminio y la cama, se colocaron 20 pl y 100 pl del indculo,
respectivamente, con una concentracion de 1 x10% UFC/ml. En ambos casos, se incubo
durante 48 h a 28 °C. Se realizo el recuento del indculo inicial, el mismo se calculd por el
método propuesto por Miles et al. (1938) y se expresé como UFC/disco y UFC/g para
discos de aluminio y cama, respectivamente. Una vez transcurrido el tiempo, se adiciond
1 ml de la dosis del desinfectante en el caso de los discos de aluminio y 5 ml para el caso
de cama. Se ensayaron 3 diluciones por desinfectante y un control sin desinfectante
(Tabla 61). Estos ensayos se realizaron por duplicado. Las concentraciones utilizadas se
basaron en las proporcionadas por las etiquetas de los recipientes de cada desinfectante.
Por ello, se emplearon la dosis recomendada y una concentracién al doble y otra a la
mitad. Se dej6é en contacto el desinfectante con las superficies durante 24 h. Una vez
transcurrido dicho tiempo se realizaron diluciones seriadas y luego la inoculacién para
efectuar recuento, de la misma forma que se realizd el recuento del inéculo inicial. El
limite de deteccion de la técnica fue de 40 UFC/ml.

Tabla 60. Cepas de Salmonella spp. utilizadas en los ensayos de resistencia a los
desinfectantes sobre cama y aluminio

Cepas de Salmonella A . . Produccién de
Origen y/o coleccion de cultivo . .

SPP- Biopeliculas
Sag?le’lﬁ{ilgiger. Higado ave muerta en granja, INTA Débilmente
160/16 EEA C. del Uruguay adherente

Sagﬁgﬁ{ilgiger. Cascara de huevo en granja, INTA Fuertemente
495/15 EEA C. del Uruguay adherente
S?“ﬁﬁgﬁjir' Higado obtenido en mercado Débilmente
/15 minorista , INTA EEA C. del Uruguay ~ adherente

Silmﬁfrfgﬂusrir' Guano de ave, INTA EEA C. del Fuertemente
yF?347/16 Uruguay adherente
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Tabla 61. Productos desinfectantes con su respectiva dosis utilizados en cama y
aluminio en los ensayos con contaminacion con Salmonella ser. Enteritidis, y S.
ser. Typhimurium

Desinfectante comercial

Dosis ensayadas (% v/v)

lodopovidona 0,25; 0,50; 1
Solucion de cresol al 50 % 1;2;4
Solucion de cresol a.I’50 % 1:-2: 4

(Nueva formulacion)
Nieser CRESL 400 0,125; 0,25; 0,5

Formol 37 % 0,5;1;2

Agua lavandina 2,5:5;10
Benzalcon Forte 0,02; 0,04; 0,08
FF46 Amonio 0,2;0,4;0,8

Amonio 50 0,01; 0,02; 0,04
X905 0,2;0,4;0,8
Pursue 0,25; 0,5; 1

Ruminal 50 0,02; 0,04; 0,08
TH4 0,25; 0,50; 1
Vinagri Plus 0,2;0,4; 0,8
Glutavet 0,2;0,4;0,8
Nieser Squad 25; 50; puro

X5 0,125; 0,25; 0,5

2.7.1. Andlisis estadistico

Los recuentos de las bacterias se pasaron a logaritmo y se expresaron como la
media y el desvio estandar. Las diferencias significativas asociadas a los diferentes
tratamientos se analizaron mediante analisis de varianza unidireccional. La diferencia

estadistica se indicé con p <0,05.
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3. RESULTADOS

3.1. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS UTILIZADOS EN
MEDICINA HUMANA'Y VETERINARIA

La totalidad de las cepas resultaron resistentes a la eritromicina y fueron sensibles
a 20 de los 30 antibidticos ensayados: fosfomicina, colistina, gentamicina, neomicina,
ampicilina, kanamicina, cefalotina, amoxicilina, cloranfenicol, azitromicina, cefpodoxima,
amoxicilina/acido clavulanico, amicacina, cefixima, cefotaxima, cefoxitima, ceftazidima,
imipenem, tigeciclina, fosfomicina/tilosina. En los 9 antibidticos restantes ensayados, la
mayoria de las cepas fueron sensibles (Tabla 62). Para esos antibioticos, SG, SE y ST
presentaron sensibilidad mayor al 54, 77, y 42 %, respectivamente. Asimismo, un alto
porcentaje de cepas resultaron sensibles a los antibiéticos sulfametoxazol/trimetoprima y
los de la familia de las tetraciclinas (doxiciclina y tetraciclina) con un 99 y 94 %,
respectivamente, y sensibilidad de entre el 74 y 81 % para los antibiéticos florfenicol,
enrofloxacina, norfloxacina y estreptomicina. Ademas, ciprofloxacina y acido nalidixico
mostraron menor sensibilidad que los anteriores con un 55y 66 % respectivamente. Los
valores de resistencia intermedia estuvieron entre el 15 y el 24 % para los antibiéticos
florfenicol, enrofloxacina y estreptomicina; y fue del 42 % para ciprofloxacina. Por otro
lado, los valores de resistencia estuvieron entre un 1 y 6 % para los antibidticos
tetraciclina, enrofloxacina, doxiciclina, sulfametoxazol/trimetoprima, ciprofloxacina y
estreptomicina; y de 21 y 34 % para norfloxacina y acido nalidixico, respectivamente.

Sin tomar en cuenta la resistencia a la eritromicina y la sensibilidad a los 20
antibiéticos antes nombrados, se encontré que todas las cepas de SE ensayadas fueron
sensibles a 6 antibidticos: tetraciclina, florfenicol, doxiciclina, sulfametoxazol/trimetoprima,
norfloxacina y estreptomicina. A su vez, un 95 % de estas cepas fueron sensibles para
enrofloxacina y acido nalidixico y un 78 % para ciprofloxacina, mostrando el 22 % restante
una resistencia intermedia para este antibidtico. Ademas, se encontré6 1 y 5 % de
resistencia para enrofloxacina y acido nalidixico, respectivamente. En el caso de ST se
encontré que la totalidad de las cepas resultaron sensibles a 3 antibiéticos (ademas de los
20 antes nombrados): florfenicol, sulfametoxazol/trimetoprima y norfloxacina. A su vez, se
encontré un 79 % de cepas sensibles a enrofloxacina, ciprofloxacina y acido nalidixico, un
57 % para estreptomicina y un 43 % para tetraciclina y doxiciclina. Por otro lado,
enrofloxacina y ciprofloxacina mostraron valores de sensibilidad intermedia del 21 %. A su
vez, se encontré elevada resistencia para tetraciclina (57 %), y doxiciclina (43 %). Para
SG se encontré6 que el 96 % de las cepas resultaron sensibles para 3 antibidticos
tetraciclina, doxixiclina y sulfametoxazol/trimetoprima, un 48 % para estreptomicina y 24 %
para florfenicol y 28 % para enrofloxacina y norfloxacina. Por otro lado, los valores de
sensibilidad intermedia estuvieron entre 52 y 90 % para estreptomicina, enrofloxacina,
florfenicol y ciprofloxacina. Ademas, se encontré un 4 % de resistencia para tetraciclina,
enrofloxacina, doxiciclina y sulfametoxazol/trimetoprima y 10 % y 72 % para ciprofloxacina
y norfloxacina, respectivamente. Mientras que todas las cepas de SG fueron resistentes
para acido nalidixico.
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Tabla 62. Sensibilidad a antibiéticos utilizados en medicina humana y veterinaria de cepas de Salmonella ser. Enteritidis (SE), S. ser.

Typhimurium (ST) y S. ser. Gallinarum biovar Gallinarum (SG) provenientes de granjas avicolas e higados de pollos parrilleros

Semtjpo Resultado % DE CEPAS SEGUN EL ANTIBIOTICO (N° DE CEPAS)
cepas) TE FFC | ENR DO SXT NOR | CIP | NA s
Sensible | 100 (105) | 100 (105) | 95 (100) | 100 (105) | 100 (105) | 100 (105) | 78 (82) | 95 (100) | 100 (105)
(130%) Intermedio | 0 (0) 0(0) 4 (4) 0 (0) 0(0) 00) [22@23)| 0(0) 0 (0)
Resistente | 0 (0) 0 | 11 | 00 0(0) 00) | 0(0) | 5(5) 0(0)
Sensible | 43(6) | 100(14) | 79(11) | 43(6) | 100 (14) | 100 (14) |79 (11) | 79(11) | 57(8)
(‘:’I) Intermedio | 0 (0) 00) | 213 | 00 0(0) 00 | 213 | 00 0(0)
Resistente | 57(8) | 0(0) | 0(0) | 57(8) | 0(0) 00 | 00 | 213 | 43)
Sensible | 96(48) | 24(12) | 28(14) | 96(48) | 96(48) | 28(14) | 0(0) | 0(0) | 48(24)
(85(03) Intermedio | 0(0) | 76(38) | 68(34) | 0(0) 0(0) 00) |9@5| 00) | 52(26)
Resistente | 4 (2) 00) | 4@ | 4@ 42) | 72(36) | 10(5) | 100(50) | 0(0)
Sensible | 94 (159) | 78 (131) | 74 (125) | 94 (159) | 99 (167) | 79 (133) | 55(93) | 66 (111) | 81 (137)
T(?g;‘)" Intermedio | 0 (0) 22(0) | 24(a1) | 0(0) 0(0) 0(0) |42(71)| 0() | 15(26)
Resistente | 6(10) | 0(0) | 2(3) | 6(10) | 1(2) | 21(36) | 3(5) | 34(58) | 4(6)

TE: tetraciclina; FFC: florfenicol; ENR: enrofloxaxina; DO: doxixiclina; SXT: Sulfametoxazol/Trimetoprima; NOR: norfloxaxina; CIP: ciprofloxaxina; NA: acido
nalidixico; S: estreptomicina.
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3.1.1. Determinacion de co-resistencia

El coeficiente IRMAs de las cepas de SE (Tabla 63) estuvo entre 0,03 y 0,10,
asimismo el 95 % mostro el patrén de resistencia eritromicina, mientras que el 4 y 1 % de
las cepas restantes mostraron el perfil de resistencia eritromicina - acido nalidixico y
eritromicina - acido nalidixico - enrofloxacina, respectivamente. Por otro lado, las cepas de
ST mostraron perfiles de resistencia variable con un mayor porcentaje (43 %) del perfil
eritromicina -doxixiclina- tetraciclina - estreptomicina, seguido por el 21 % para los perfiles
eritromicina y eritromicina - acido nalidixico y el 14 % restante se encontrd el perfil de
resistencia eritromicina -doxixiclina- tetraciclina, mostrando asi variaciones del IRMAs que
van desde 0,03 a 0,13. Por ultimo, las cepas de SG mostraron valores de IRMAs entre
0,07 y 0,17, con el 62 % de las cepas con el perfil de resistencia eritromicina - acido
nalidixico - norfloxacina, seguido por el 24 % del perfil de eritromicina - acido nalidixico, 6
% de las cepas mostraron el perfil de resistencia de eritromicina - acido nalidixico -
norfloxacina - ciprofloxacina, y por ultimo el 8 % de las cepas mostraron resistencia a 5
antibidticos de las cuales la mitad tuvo el perfil de resistencia eritromicina - acido
nalidixico - doxiciclina - tetraciclina - sulfametoxazol/trimetoprima y la otra mitad
eritromicina - acido nalidixico - enrofloxacina - norfloxacina - ciprofloxacina.

Tabla 63. Perfiles de resistencia a antimicrobianos e indice de resistencia multiple a
antibiéticos (IRMAs) en aislamientos de Salmonella ser. Enteritidis, S. ser.
Typhimurium y S. ser. Gallinarum biovar Gallinarum provenientes de granjas
avicolas e higados de pollos parrilleros

N° de .
anti_biéticos Serovariedad aisI:lr:\i(:eentos muﬁz:;c;?tg:cia IRMAs
resistentes
1 Entferitid.is 100 £ 0,03
Typhimurium 3
Enteritidis 4
2 Typhimurium 3 E-AN 0,07
Gallinarum 12
Enteritidis 1 E-AN-ENR
3 Typhimurium 2 E-DO-TE 0,10
Gallinarum 31 E-AN-NOR
4 Typhimurium 6 E-DO-TE-S 013
Gallinarum 3 E-AN-NOR-CIP ’
5 Gallinarum 2 E-AN-DO-TE-STX 017
Gallinarum 2 E-AN-ENR-NOR-CIP ’

E: eritromicina; NA: acido nalidixico; ENR: enrofloxaxina; DO: doxixiclina; TE: tetraciclina; NOR:
norfloxaxina; S: estreptomicina; CIP: ciprofloxaxina; SXT: sulfametoxazol/trimetoprima.
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En base a lo propuesto por Magiorakos et al. (2012) se encontré que 14 cepas de
SG provenientes de érganos de aves muertas de una misma granja de pollos parrilleros
presentaron ausencia de sensibilidad a al menos un antibiético de tres categorias
(fenicoles, fluoroquinolonas y aminoglucésidos), clasificandose como MDR y 2 cepas del
mismo biotipo, pero aisladas de muestras de pool de clara y yema de una granja de
ponedoras tuvieron ausencia de sensibilidad a al menos un antibiético de cuatro
categorias (fenicoles, inhibidores de la via del folato, fluoroquinolonas y aminoglucésidos)
por lo que también fueron clasificadas también como MDR. El resto de las cepas
estudiadas no presentaron multirresistencia (MDR), resistencia extensa (XDR) o
panresistencia (PDR).

3.2.DETERMINACION DE CONCENTRACION MiNIMA INHIBITORIA (CIM)

Teniendo en cuenta la totalidad de las cepas de Salmonella spp. enfrentadas a los
antibidticos solo se encontré resistencia mayor del 80 % en el caso del antibiético
eritromicina. Por lo tanto, se realizd el ensayo para conocer la concentracion minima
inhibitoria. Las 169 cepas fueron enfrentadas a 7 diferentes concentraciones de
eritromicina. Para cada cepa se llevé a cabo un control positivo, es decir se inoculé cada
cepa en un caldo que no contenia eritromicina, y, a su vez, se realizé un control negativo
en el cual solo se coloco caldo. Las concentraciones ensayadas de ese antibidtico fueron
0, 8, 16, 32, 64, 128, 256 y 512 pg/ml.

En la Tabla 64 se muestran los resultados obtenidos segun cada serotipo, en los
que se puede ver que todas las cepas resultaron resistentes a una concentracion de
eritromicina de 32 pg/ml o menos. Mientras que a medida que se aumentd la
concentracién del antibidtico el porcentaje de resistencia disminuyo; llegando a 67 % para
la dosis de 512 pug/ml. Sin embargo, todas las cepas de ST resultaron resistentes a todas
las dosis ensayadas, mientras que las cepas de SG resultaron ser mas sensibles,
llegando a un 96 % de sensibles en la mayor dosis ensayada. Por su parte, las cepas de
SE tuvieron aumento de la sensibilidad a medida que aumentaba la dosis, pero solo se
logré un 8 % de sensibilidad en la mayor dosis ensayada.
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Tabla 64. Concentracién inhibitoria minima (CIM) frente a eritromicina de cepas de Salmonella ser. Enteritidis (SE), S. ser.
Typhimurium (ST) y S. ser. Gallinarum biovar Gallinarum (SG) provenientes de granjas avicolas e higados de pollos

parrilleros
Serotipo % de cepas segun concentracién de eritromicina en pg/ml (N° cepas)
(N° de cepas) Resultado
0 8 16 32 64 128 256 512
Sensible 0 0 0 0 0 2 2 8
SE (105) (0) 0) (0) (0) (0) (2) (2) (8)
Resistente 100 100 100 100 100 98 98 92
(105) (105) (105) (105) (105) (103) (103) (97)
Sensible 0 0 0 0 0 0 0 0
ST (14) (0) 0) (0) (0) (0) (0) (0) (0)
Resistente 100 100 100 100 100 100 100 100
(14) (14) (14) (14) (14) (14) (14) (14)
Sensible 0 0 0 0 20 20 24 96
SG (50) (0) (0) (0) (0) (10) (10) (12) (48)
Resistente 100 100 100 100 80 80 76 4
(50) (50) (50) (50) (40) (40) (38) (2)
Sensible 0 0 0 0 6 7 8 33
TOTAL (0) (0) (0) (0) (10) (12) (14) (56)
Resistente 100 100 100 100 94 93 92 67
(169) (169) (169) (169) (159) (157) (155) (113)
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3.3. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A ANTIBIOTICOS COMERCIALES
UTILIZADOS EN GRANJAS

Las 169 cepas fueron enfrentadas a 22 productos comerciales que se utilizan en
granjas avicolas para el tratamiento de enfermedades. Las cepas fueron resistentes a las
tres dosis utilizadas de 4 productos: Certyl® Soluble (Carval), W-Tilmicosin 25 % (Weende
SRL), Tilotar 100 (Lab. Scope) y Tilosina tartrato (Lab. Romikin SA), productos
compuestos por tilmicosina o tilosina. La totalidad de las cepas fueron sensibles al
producto Amoxicilina (Lab. Scope), cuyo ingrediente es amoxicilina, en las tres dosis
probadas. Las respuestas de la sensibilidad frente al resto de los productos estan
detalladas en la Tabla 65. Los productos Amoxicilina-Colistina (Carval) y Terramicina
(Zoetis) mostraron elevada sensibilidad para los tres serotipos en las dosis ensayadas, las
mismas fueron entre el 90 y 100 %. Para el resto de los productos, se observo que a
medida que disminuye la concentraciéon de los productos antibidticos aumentaba el
numero de cepas resistentes para los tres serotipos.
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Gallinarum (SG) a diferentes concentraciones de antibiéticos comerciales utilizados en granjas avicolas

% de cepas con respuesta sensible (S), intermedia (l) y resistente (R) frente a los diferentes productos (N° cepas)

Producto Dosis ensayada SE (N=105) ST (N=14) SG (N=50) TOTAL (N=169)
S 1 R S | R S 1 R S | R
Ave Ruminal Doble 100 (105) | 0(0) 0 (0) | 100 (14) | 0(0) 0(0) 100 (50 0(0) 0(0) 100 (169) | 0 (0) 0 (0)
‘(I: :_T:)a Recomendada 93 (98) 5(5) 2 (2) | 86(12) | 0(0) 14 (2) | 72(36) | 28 (14) 0(0) 87(146) [ 11 (19) | 2 (4)
umi
Mitad 25(26) | 35(37) | 40(42) | 50 (7) 14 (2) | 36 (5) 4(2) 44 (22) | 52 (26) 21(35) | 36(61) | 43(73)
Vetantril-N Polvo Doble 99 (104) 0(0) 1 (1) | 100 (14) | 0(0) 0(0) 28(14) | 4 (22) | 68(34) | 78(132) 1 (2) | 21(35)
soluble Recomendada 97 (102) 2(2) 1 (1) | 100 (14) | 0(0) 0(0) 24 (12) 0(0) 76 (38) | 76(128) 1 (2) | 23(39)
(Vetanco) Mitad 97 (102) 2(2) 1 (1) | 100 (14) | 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 100 (50) | 69 (116) 1 (2) | 30(51)
ENRO 10 Doble 100 (105) | 0(0) 0 (0) | 100 (14) | 0(0) 0(0) 100 (50) | 0(0) 0(0) 100 (169) | 0 (0) 0 (0)
. Recomendada 100 (105) | 0(0) 0 (0) | 93(13) | 7(1) 0(0) 28 (14) 16(8) | 56(28) | 78(132) | 5 (9) 17 (28)
(Agropecuaria MH)
Mitad 93 (98) 7(7) 0 0 | 79(11) (142 | 7(1) 6 (3) 22 (1) | 72(36) | 66 (112) | 12(20) | 22 (37)
Doble 100 (105) | 0(0) 0 (0) | 100(14) | 0O(0 0(0) 100 (50) | 0(0) 0(0) 100 (169) | 0 (0) 0 (0)
Floxagen Oral
(Vetanco) Recomendada | 95(100) | 5(5) | 0 (0) | 79(11) |14 (@) | 7(1) | 28(14) | 28 (14) | 44 (22/) | 74 (125) | 12(21) | 14 (23)
Mitad 95 (100) 2(2) 3 (3 | 79(11) | 142 7(1) 20 (10) 4(2) 76(38) | 72(121) | 4 (6) | 25(42)
Doble 92 (97) 4 (4) 4 (4) 43 (6) 0(0 57 (8) | 96 (48) 0(0) 4(2) 89 (151) | 3 (4) 8 (14)
Oxi-Scope 50
(Lab. Scope) Recomendada 80 (84) 8(8) 12(13) | 36 (5) 0(0) | 64(9) | 92(36) 0(0) 8 (4) 80(135) | 5 (8) | 15(26)
’ Mitad 50 (52) 19(20) | 31(33) | 21(3) 0(0) | 79(11) | 40(20) | 48 (24) 12 (6) 44 (75) | 26 (44) | 30 (50)
Terramicina Recomendada 100 (105) | 0(0) 0 (0) | 100 (14) | 0(0) 0(0) 100 (50) | 0(0) 0(0) 100 (169) | 0 (0) 0 (0)
(Zoetis) Mitad 100 (105) | 0(0) 0 (0) | 93(13) | 7(1) 0(0) 100 (50) | 0(0) 0(0) 99(168) [ 1 (1) | 0 (0)
Doble 98 (103) 2(2) 0 (0) | 100 (14) | 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 100 (50) | 69 (117) | 1 (2) | 30(50)
Microflud F Solucién
(Vetanco) Recomendada 48 (50) | 41(43) | 11 (12) | 79(11) | 0(0) | 21(3) 0(0) 0(0) 100 (50) 36 (61) | 25(43) | 38(65)
Mitad 2 (2) 29 (30) | 69 (73) | 29 (4) 7(1) | 64(9) 0(0) 0(0) 100 (50) 4 (6) 18 (31) | 78 (132)
Doble 91 (96) 4 (4) 5 (5) | 100 (14) | 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 100 (50) | 65(110) | 2 (4) | 33(55)
Florfenicol Aves 10
(FACYT) Recomendada 25(26) | 36(38) | 39(41) | 43(6) 14 (2) | 43 (6) 0(0) 0(0) 100 (50) 19 (32) | 24 (40) | 57 (97)
Mitad 0 (0) 11 (12) | 89 (93) 0(0) 14 (2) | 86 (12) 0(0) 0(0) 100 (50) 0 (0) 8(14) | 92 (155)
Doble 96 (101) 0(0) 4 (4) | 100 (14) | 0(0) 0(0) 96 (48) 0(0) 4(2) 96 (163) | 0 (0) 4 (6)
Suclortrim® 75 Recomendada 91 (96) 0(0) 9 (9) | 86(12) | 0(0) 14 (2) | 96 (48) 0(0) 4(2) 92 (156) | 0 (0) 8 (13)
Mitad 74 (78) 8(8) 18 (19) | 50 (7) 0(0) 50 (7) | 20(10) 4(2) 76 (38) 56 (95) 6 (10) | 38 (64)

Tabla 65. Respuestas de sensibilidad de cepas de Salmonella ser. Enteritidis (SE), S. ser. Typhimurium (ST) y S. ser. Gallinarum biovar
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Continuacion de la Tabla 65.

% de cepas con respuesta sensible (S), intermedia (1) y resistente (R) frente a los diferentes productos (N° cepas)

Producto Dosis ensayada SE (N=105) ST (N=14) SG (N=50) TOTAL (N=169)
S | R S | R S | R S | R

Trimet Doble 98 (103) 0 (0) 2 (2) | 100 (14) | 0(0) 0 (0) 96 (48) 0 (0) 4(2) 98 (165) 0 (0) 2 4)
(N:Ien;eer) Recomendada | 90 (95) 0 (0) 10(10) | 79(10) | 0(0) 21 (4) 96 (48) 0 (0) 4(2) 91 (153) 0 (0) 9 (16)
Mitad 81 (85) 0 (0) 19(20) | 79(10) | 0(0) 21 (4) 76 (38) 0 (0) 24 (12) | 79 (133) 0 (0) 21 (36)
Doble 76 (80) | 21(22) | 3 (3) 93(13) | 7 (1) 0 (0) 80 (40) | 16(8) 4(2) 79 (133) | 18(31) 3 (5)
Colistina Recomendada | 27(28) |68(71)| 6 (6) | 79(11) |14 @) | 7(1) 12(6) | 8442 | 4 27 (45) | 68 (115) | 5 (9)
Mitad 2 (2) 51 (54) | 47(49) | 79(11) | 14(2) 7(1) 0(0 56 (28 | 44 (22 8 (13) 50 (84) | 43(72)
Valosin 425 Doble 2 (2) 0(0) | 98(103) 0 (0) 0(0) | 100 (14) 0 (0) 0(0) | 100 (50) 1 (2 0 (0) | 99(167)
(?I:tsa::co) Recomendada 0 (0) 2(2) | 98(103) 0 (0) 0(0) | 100 (14) 0 (0) 0(0) | 100 (50) 0 (0) 1 (2) | 99 (167)
Mitad 0 (0) 2(2) | 98(103) 0 (0) 0(0) | 100 (14) 0 (0) 0 (0) | 100 (50) 0 (0) 1 (2) | 99 (167)
Doble 4 (4) 0(0) | 96(101) 7(1) 0(0 93 (13) 0 (0) 0(0) | 100 (50) 3 (5) 0 (0) | 97(164)

Fosbac Plus T
(Benson) Recomendada | 0 (0) | 4(4) |96(101) [ 0(0) | 7(1) | 93(13) | 0(0) | 0(0) |100(50) | O (0) | 3 (5 |97 (164)
Mitad 0 (0) 4(4) | 96 (101) 0(0 0(0) | 100 (14) 0 (0) 0 (0) | 100 (50) 0 (0) 2 (4) | 98(165)
Doble 100 (105) | 0 (0) 0 (0) 100 (14) | 0(0) 0 (0) 100 (50) | 0(0) 0 (0) 100 (169) | 0 (0) 0 (0)

Agrocolixina
. Recomendada | 100 (105) | 0 (0) 0 (0) 100 (14) | 0(0) 0 (0) 100 (50) | 0(0) 0 (0) 100 (169) 0 (0 0 (0)

(Agropecuaria MH)
Mitad 75(79) | 24@25) | 1(1) 79(11) [ 21@3)| 0¢(0) 62(31) | 38(19) | 0(0) 71(121) | 2847) | 1 (1)
Doble 100 (105) | 0(0) 0 (0) 100 (14) | 0(0) 0 (0) 100 (50) | 0(0) 0 (0) 100 (169) | 0 (0) 0 (0)
Amoxicilina Colistina

(Carval) Recomendada | 100 (105) | 0(0) | 0(0) |[100(14) | 0(0) [ 0(0) |[100(50) [ 0() | 0(0) [100(169) | 0 (0) [ 0 (0)
Mitad 96 (101) | 4(4) 0(0) | 100(14) | 0(0) 0(0) 92 (46) | 8(4) 0(0) 95(161) | 5 (8) 0 (0)
Doble 100 (105) | 0(0) 0 (0) 100 (14) | 0(0) 0 (0) 96 (48) 4(2) 0 (0) 99 (167) 1 (2 0 (0)

Doxicolistina
Recomendada | 95 (100) 5 (5) 0 (0) 72 (10) | 14(2) | 14(2) 96 (48) 0 (0) 4(2) 93 (158) 4 (7) 2 4)

(Weende SRL)
Mitad 3133) [67(70) | 2 @ | 5738 [29(4) | 14@ | 72(36) | 24(12) | 4(2) 77 (158) | 86 (7) 6 (4)
Doble 100 (105) | 0(0) 0 (0) | 100(14) | 0(0) 0 (0) 100 (50) | 0(0) 0 (0) 100 (169) | 0 (0) 0 (0)

Probird Soluble
(Ezegab)m Recomendada | 98(103) | 2(2) | 0 (0) | 93(13) | 0(0) | 7(1) [100(50) | 0(0) | 0(0) | 98(166) | 1 (2) | 1 (1)
Mitad 38(40) | 51(54) | 10(11) | 71 (10) [22(3) | 7 (1) 92 (46) | 8(4) 0(0) 57(96) | 36(61) | 7(12)
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3.4. PRUEBAS DE SENSIBILIDAD A OTROS ANTIMICROBIANOS

En la Tabla 66 se muestran los porcentajes de cepas sensibles, con resistencia
intermedia y resistencia de los tres serotipos a la lisozima y los aceites esenciales de
romero, orégano y espartillo. Todas las cepas resultaron resistentes a las concentraciones
ensayadas de lisozima. Mientras que los aceites esenciales mostraron valores variables
segun el tipo de aceite. El aceite esencial de orégano logré inhibir el crecimiento de todas
las cepas ensayadas, mientras que el aceite esencial de espartillo logro inhibir a todas las
cepas pertenecientes a los serotipos de Gallinarum y Typhimurium y al 95 % de las cepas
de SE, con un bajo porcentaje de resistencia (2 %) para este aceite esencial y este ultimo
serotipo. Por otro lado, el aceite esencial de romero mostré resultados de sensibilidad
menor que los aceites esenciales de orégano y espartillo, 27, 14 y 4 % para las cepas de
SE, ST y SG, respectivamente. A su vez, se encontr6 que el 81 % de las cepas
estudiadas resultaron resistentes a dicho aceite esencial, con el valor mas alto de
resistencia para SG, con un porcentaje del 96 %.
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Tabla 66. Respuesta de sensibilidad de cepas de Salmonella ser. Enteritidis (SE), S. ser. Typhimurium (ST) y S. ser.
Gallinarum biovar Gallinarum (SG) a diferentes antimicrobianos

% de cepas con respuesta sensible (S), intermedia (l) y resistente (R) frente a los diferentes
Dosis productos (N° de cepas)
Productos . avada SE (N=105) ST (N=14) SG (N=50) Total (N=169)
S [ R S [ R S [ R S [ R
0% 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100
’ 0) (0) (105) | (0) 0)  (14) 0) (0)  (50) 0) 0) (169)
Lisozima 3504 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100
’ 0) (0) (105) | (0) 0)  (14) 0) (0)  (50) 0) 0) (169)
175 9% 0 0 100 0 0 100 0 0 100 0 0 100
’ 0) (0) (105) | (0) )  (14) 0) (0)  (50) 0) 0) (169)
Aceite
\ 27 0 73 14 0 86 4 0 96 19 0 81
esencial  Puo g ) 7 | @ © (12) | 2 (© @48 | @ (© (137
Doette. oure 100 0 o | 100 0o o |10 o 0 | 100 o0 0
orégano (105)  (0) 0) (14)  (0) 0) (50)  (0) 0) | (169) 0) 0)
e'::r‘f:; | Puro 95 2 3 100 0 0 100 0 0 97 1 2
espartillo (100) (@) (3) (14)  (0) 0) (50)  (0) (0) | (164) (2) (3)

'Concentracién de lisozima que se encuentra en la clara de los huevos de gallina (Abdou et al., 2013).
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3.5. PRUEBA DE SENSIBILIDAD A DESINFECTANTES

En la Tabla 67 se muestra la minima concentracion de cada desinfectante
ensayado que se necesité para inhibir el 100 % de los tres serotipos ensayados. Las
cepas de SE y ST coincidieron en la CIM en todos los desinfectantes ensayados, mientras
que en el caso de SG los desinfectantes solucion de cresol al 50 % (Faeve); amonio 50
(Nieser); vinagri plus (Diversey) y pursue (Amway) mostraron CIM menores que los
encontrados para los serotipos Enteritidis y Typhimurium y el resto de los desinfectantes
coincidieron con las CIM mostradas para los serotipos Enteritidis y Typhimurium. De 17
productos desinfectantes, en 16 de ellos se comprobé que la dosis propuesta por el
fabricante fue suficiente para inhibir el 100 % de las cepas de Salmonella spp.
ensayadas. Mientras que para el producto iodopovidona (Faeve) se encontrdé que ninguna
dosis fue suficiente para inhibir el crecimiento bacteriano. En este ensayo se fijé una dosis
maxima de 4 % v/v, mientras que el fabricante recomienda una dosis de 0,1-0,5 % v/v.

Los valores de CIM para los desinfectantes que tiene como principio activo a los
amonios cuaternarios (benzalcon forte, FF46 amonio, amonio 50, X905, pursue y ruminal
50) fueron de entre 0,01 y 0,125 % v/v para los serotipos Enteritidis y Typhimurium y de
entre 0,005 y 0,0625 % v/v para el serotipo Gallinarum. A su vez, aquellos desinfectantes
que en su composicion tienen a amonios cuaternarios y otros compuestos desinfectantes
(TH4, vinagri plus, glutavet, niesser squad, X5) mostraron valores de CIM de entre 0,0625
y 0,78125 % v/v para los serotipos Enteritidis y Typhimurium y de entre 0,05y 0,78125 %
v/v para el serotipo Gallinarum. Por otro lado, los desinfectantes que contienen cresoles
en su composicion (solucion de cresol al 50 %, solucién de cresol al 50 % nueva
formulacién, nieser cresl 400) mostraron valores de CIM de 0,125 y 0,250 % v/v para los
tres serotipos ensayados. No se encontrd diferencia entre los desinfectantes solucion de
cresol al 50 % y solucién de cresol al 50 % - nueva formulacién en cuanto a la dosis
minima para inhibir las cepas de los serotipos Enteritidis y Typhimurium.
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Tabla 67. Concentracion inhibitoria minima (CIM) necesaria de los productos
desinfectantes para inhibir el 100 % de los aislamientos de Salmonella ser.
Enteritidis (SE), S. ser. Typhimurium (ST) y S. ser. Gallinarum biovar Gallinarum
(SG) provenientes de granjas avicolas e higados de pollos parrilleros

. . CIM (% viv)
Desinfectante Comercial SE ST SG
Benzalcon Forte (Faeve) 0,01 0,01 0,01
lodopovidona (Faeve) >4 >4 >4
Solucién de cresol al 50 % (Faeve) 0,25 0,25 0,125
~ o
by 025 0z 0z
TH4 (Biotay-Phibro) 0,0625 0,0625 0,0625
Formol 37 %(Nieser) 0,125 0,125 0,125
X5 (Bimex) 0,125 0,125 0,125
FF46 Amonio (Anjober SRL) 0,05 0,05 0,05
Amonio 50 (Nieser) 0,01 0,01 0,005
Nieser CRESL 400 (Nieser) 0,125 0,125 0,125
Nieser Squad (Nieser) 0,78125 0,78125 0,78125
Ruminal 50 (Ruminal) 0,01 0,01 0,01
Vinagri Plus (Diversey) 0,1 0,1 0,05
Glutavet (Vetser S.A.) 0,2 0,2 0,2
X905 (Farmabase) 0,05 0,05 0,05
Pursue (Amway) 0,125 0,125 0,0625
Agua lavandina (Ayudin®) 5 5 5

En la Tabla 68 se pueden ver los resultados obtenidos por serotipo con respecto a
las 7 diluciones ensayadas por desinfectante. Los desinfectantes TH4 (Biotay-Phibro),
formol 37 % (Nieser), FF46 amonio (Anjober SRL), Nieser squad (Nieser) y X905
(Farmabase) mostraron porcentajes de sensibilidad del 100 % para todas las dosis y
serotipos ensayados. La dosis menor ensayada fue de 0,0625 % v/v para el producto TH4
(Biotay-Phibro), 0,125 % v/v para el formol 37 % (Nieser), 0,05 % v/v para el FF46 amonio
(Anjober SRL) y X905 (Farmabase) y 0,078125 % v/v para el Nieser squad (Nieser). Salvo
para el caso del producto iodopovidona (Faeve), que no logré inhibir el crecimiento de
ninguna cepa de Salmonella spp. en las dosis ensayadas, en general para los demas
desinfectantes, a medida que se aumenté la dosis del producto, el porcentaje de
sensibilidad se incremento en los 3 serotipos utilizados.
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Tabla 68. Sensibilidad de cepas de Salmonella ser. Enteritidis (SE), S. ser. Typhimurium (ST) y S. ser. Gallinarum biovar Gallinarum
(SG) a diferentes concentraciones de desinfectantes comerciales utilizados en granjas avicolas y viviendas. S=sensible; R= resistente

% de cepas sensibles segtn el tipo de serovar (n° cepas)
Desinfectante comercial L CIE L L]
(% viv) SE (N=105) ST (N=14) SG (N=50) Total (N=169)
S R S R S R S R
lodopovidona 4 0 (0) 100 (105) 0 (0) 100 (14) 0(0) 100 (50) 0 (0) 100 (169)
0,0625 45 (47) 55 (58) 57 (8) 43 (6) 96 (48) 4(2) 60 (101) 40 (68)
Solucién de cresol al 50 % 0,125 99 (104) 1(1) 14 (2) 86 (12) 100 (50) 0(0) 98 (166) 2(3)
0,25 100 (105) 0(0) 100 (14) 0 (0) 100 (50) 0(0) 100 (169) 0(0)
0,0625 37 (39) 63 (63) 79 (11) 21 (3) 92 (46) 8 (4) 68 (115) 32 (54)
S°'?§Léenvg§0‘fr§3?; Som % 0,125 69(72) 31(33) 50(7) 50(7) 96(48) 4 (2) 75(127) 25(42)
0,25 100 (105) 0(0) 100 (14) 0 (0) 100 (50) 0(0) 100 (169) 0(0)
0,03125 0 (0) 100 (105) 0 (0) 100 (14) 0(0) 100 (50) 0 (0) 100 (169)
Nieser CRESL 400 0,0625 20 (21) 80 (84) 64 (9) 36 (5) 96 (48) 4(2) 83 (141) 17 (28)
0,125 100 (105) 0 (0) 100(14) 0(0) 100(50) 0(0) 100 (169) 0(0)
Formol 37% 0,125 100 (105) 0(0) 100 (14) 0 (0) 100 (50) 0(0) 100 (169) 0 (0)
1,25 0 (0) 100 (105) 0 (0) 100 (14) 0(0) 100 (50) 0 (0) 100 (169)
Agua lavandina 2,5 2(2) 98 (103) 14 (2) 86 (12) 76(38) 24(12) 25 (42) 75 (127)
5 100 (105) 0(0) 100 (14) 0 (0) 100 (50) 0(0) 100 (169) 0(0)
0,005 46 (48) 54 (57) 57 (8) 43 (6) 96 (48) 4(2) 62 (104) 38 (65)
Benzalcon Forte
0,01 100 (105) 0(0)  100(14) 0(0) 100(50) 0(0) 100(169) 0 (0)
FF46 Amonio 0,05 100 (105) 0(0)  100(14) 0(0) 100(50) 0(0) 100(169) 0 (0)
0,0025 0(0) 100(105) 0(0) 100(14) 76(38) 24(12) 22(38)  78(131)
Amonio 50 0,005 6 (6) 94(99) 93(13) 7(1) 100(50) 0(0) 96 (162) 4(7)
0,01 100 (105) 0(0)  100(14) 0(0) 100(50) 0(0) 100(169) 0 (0)
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Continuacion de la Tabla 68.

% de cepas sensibles segun el tipo de serovar (n° cepas)
Desinfectante comercial Dosis ensayada
(% viv) SE (N=105) ST (N=14) SG (N=50) Total (N=169)
S R S R S R S R
X905 0,05 100 (105) 0(0) 100(14) 0(0) 100(50) 0(0) 100 (169) 0(0)
Pursue 0,0625 86 (90) 14 (15) 86 (12) 14 (2) 100(50) 0(0) 90 (152) 10 (17)
0,125 100 (105) 0(0) 100(14) 0(0) 100(50) 0(0) 100 (169) 0(0)
0,005 36(38) 64 (67) 7(1)  93(13) 96(48) 4 (2) 51(87)  49(82)
Ruminal 50
0,01 100 (105) 0(0)  100(14) 0(0) 100(50) 0(0) 100(169) 0 (0)
TH4 0,0625 100 (105) 0(0)  100(14) 0(0) 100(50) 0(0) 100(169) 0 (0)
0,025 0(0)  100(105) 0(0) 100 (14) 52(26) 48(24) 15(26)  85(143)
Vinagri Plus 0,05 58 (61) 42 (44) 7(1)  93(13) 100(50) 0(0)  66(112) 34 (57)
0,1 100 (105) 0(0)  100(14) 0(0) 100(50) 0(0) 100(169) 0 (0)
0,05 0(0) 100(105) 0(0) 100(14) 0() 100(50) 0(0) 100 (169)
Glutavet 0,1 69 (72)  31(33) 7(1)  93(13) 96(48)  4(2) 49 (82)  51(87)
0,2 100 (105) 0(0)  100(14) 0(0) 100(50) 0(0) 100(169) 0 (0)
Nieser Squad 0,78125 100 (105) 0(0) 100(14) 0(0) 100(50) 0(0) 100 (169) 0(0)
0,03125 2 (2) 98(103)  0(0) 100 (14) 28(14) 72(36) 9 (16) 91 (153)
X5 0,0625 7(7) 93 (98) 7(1) 93(13) 96(48) 4 (2) 33(56) 67 (113)
0,125 100 (105) 0(0) 100(14) 0(0) 100(50) 0(0) 100 (169) 0(0)
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3.6.EFECTO DE LOS DESINFECTANTES SOBRE SALMONELLA SPP. EN
BIOPELICULAS EN DIFERENTES SUPERFICIES

En el estudio de la interaccion entre los 17 desinfectantes probados y las cepas
de Salmonella spp. con distintas capacidades de formar biopeliculas en superficies de
aluminio (Tabla 58), se observd que, en todos los casos, las dosis evaluadas de los
desinfectantes (recomendada por el fabricante, la mitad y el doble de esta dosis)
lograron inhibir el crecimiento de todas las cepas de Salmonella spp. hasta alcanzar un
recuento de log UFC/disco <1,6.En la Tabla 69 se pueden ver los recuentos obtenidos
de las cepas sin el agregado de los desinfectantes (0 % v/v) para la superficie de
aluminio. Se observo para este caso que los recuentos de las cepas sin el agregado
de los desinfectantes fueron mayores y significativamente diferentes para ambos
serotipos en las cepas productoras de biopeliculas.

Y por otro lado en la Tabla 70 se pueden ver los recuentos obtenidos para
cada dilucién probada sobre la cama de pollos parrilleros. Se observé que los
recuentos de las cepas sin el agregado de los desinfectantes (0 % v/v) fueron mayores
y significativamente diferentes para ambos serotipos en las cepas productoras de
biopeliculas. Para 10 productos desinfectantes (solucion de cresol al 50 %; solucion de
cresol al 50 % - nueva formulacioén; TH4; formol 37 %; X5; Nieser squad; vinagri plus;
glutavet; X905 y agua lavandina) las dosis probadas de los mismos (recomendada,
mitad y doble) lograron inhibir el crecimiento de las cepas de Salmonella spp. a niveles
de no detectable (log UFC/g < 1,6). Mientras que en los siete desinfectantes restantes,
si bien lograron inhibir las cepas de Salmonella spp. ensayadas, el efecto sobre el
crecimiento dependid de las cepas y concentracion de los productos. En estos
productos, tanto para las cepas productoras como las no productoras de biopeliculas,
a medida que aumenté la dosis del desinfectante disminuyé el recuento bacteriano. A
mitad de dosis recomendada, solo 4 de estos productos desinfectantes no lograron
disminuir el crecimiento de alguna de las cepas ensayadas: cepas SE, productora y no
productora de biopeliculas (amonio 50 y persue); SE no productora de biopeliculas
(benzalcon forte); y SE productora de biopeliculas (FF 46 amonio). Sin embargo, todos
los productos lograron disminuir el recuento bacteriano a la dosis recomendada por el
fabricante y solo el producto ruminal 50 bajé la concentracion bacteriana por debajo
del valor detectable.
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Tabla 69. Recuentos de cepas de Salmonella ser. Enteritidis (SE) y S. ser.
Typhimurium (ST) productoras y no productoras de biopeliculas sobre aluminio
esterilizado en los ensayos de desinfectante con dosis 0 % v/v. Los valores
representan el promedio * desvio estandar

Recuento bacteriano (log UFC/disco)
Desinfectante SE ST
No productora Productora No productora Productora
de biopelicula biopelicula biopelicula biopelicula
Benzalcon Forte 2,84 3,24 ;_r 2,66 3,91 ;;
(Faeve) 0,09° 0,11 0,08° 0,01
lodopovidona 3,09 + 3,49 ;_r 2,79 3,62 ;;
(Faeve) 0,02° 0,16 0,16 0,03
Solucién de cresol al 50 % 3,14 £ 3,89;; 2,69+ 3,68;;
(Faeve) 0,09° 0,02 0,12° 0,10
Solucién de cresol al 50 %- 3,15 3,72 2,79 3,64 £
Nueva formulacion (Faeve) 0,08° 0,16° 0,16° 0,06"
TH4 317+ 3,83+ 2,94 + 4,02 +
(Biotay-Phibro) 0,05 0,11° 0,06° 0,08"
Formol 37 % 325+ 3,84 + 3,06 + 3,84 +
(Nieser) 0,08° 0,09° 0,02° 0,09
X5 3,06 + 355¢+ 3,13+ 384+
(Bimex) 0,02° 0,07 0,11° 0,09
FF46 Amonio 3,12+ 3,62+ 2,87 + 3,66 +
(Anjober SRL) 0,12° 0,03° 0,05 0,08"
Amonio 50 2,98 + 389+ 2,64 + 3,94+
(Nieser) 0,14° 0,02 0,06° 0,06
Nieser CRESL 400 3,15+ 4,06 + 2,62 + 3,99 +
(Nieser) 0,08° 0,02° 0,03° 0,12°
Nieser Squad 3,17 3,66 2,77 £ 3,68 +
(Nieser) 0,05 0,08° 0,18 0,03
Ruminal 50 3,18+ 3,69+ 3,14+ 384+
(Ruminal) 0,17° 0,12 0,09° 0,09
Vinagri Plus 317+ 3,98 + 3,04 + 3,98 +
(Diversey) 0,19° 0,11° 0,06° 0,14°
Glutavet 332+ 379+ 2,81+ 3,91+
(Vetser S.A.) 0,14 0,18° 0,13 0,01°
X905 321+ 3,81+ 2,84 + 3,98 +
(Farmabase) 0,13 0,16° 0,09° 0,14°
Pursue 322+ 392+ 2,98 + 4,01+
(Amway) 0,11° 0,03 0,14° 0,14
Agua lavandina 3,39 + 3,94 + 3,14 + 3,89 +
(Ayudin®) 0,16° 0,06° 0,09° 0,02°

> Valores con letras diferentes en la misma fila para el mismo serotipo son significativamente
distintos (p< 0,05).
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Tabla 70. Recuentos de cepas de Salmonella ser. Enteritidis (SE) y S. ser.
Typhimurium (ST) productoras y no productoras de biopeliculas frente a las
diferentes diluciones de los desinfectantes sobre cama de pollos parrilleros

esterilizada. Los valores representan el promedio * desvio estandar

Recuento bacteriano (log UFC/g)

Desinfectante (303;3) SE ST
° No productora Productora  No productora Productora
biopelicula biopelicula biopelicula biopelicula
3,32+ 3,87 + 3,55+ 3,95+
0 T GaA " A [Pty U bA
0,18 0,05 0,07 0,04
0.02 3,12+ 3,16 + 3,00 + 3,25+
Benzalcon Forte : 0,04%* 0,078 0,13%8 0,07%®
(Faeve) 2,55+ 3,08 £ c 2,72
0,04 OB L oE ND St
: 0,07 0,02 0,16
1,99 + 2,95 + c 2,29 +
0,08 012 007" ND 0.12°
0 3,66 + 3,88 + 3,64 + 3,85+
0,03% 0,06°" 0,06% 0,07°"
] 0.25 2,62 + 2,79 + 2,97 + 3,02 +
|od?|?owd)ona ’ 0,09°® 0,16% 0,09%® 0,17%
aeve
1,0 ND'¢ ND' NDC ND°
N 0 3,18 + 3,49 + 3,87 + 4,14 +
S°',u5°(;‘1'/1 dlf cresol 0,07 0,09 0,06 0,09°
al 50 % (Faeve) ND® ND® ND® ND®
Solucion de cresol 0 3,52 + 4,06 + 3,14 + 3,58 +
al 50 % - Nueva 0,02%* 0,05 0,09%* 0,03°
formulacion B B B c
(Faeve) 21,0 ND ND ND ND
0 3,50 + 3,86 + 3,76 + 3,91+
i TH:h_b 0,12° 0,07° 0,02° 0,05
(Biotay-Phibro) ND® ND® ND' ND?
3,52+ 3,81+ 3,58 + 3,95+
Forn?ol 37 % 0 0,09% 0,10 0,04%* 0,14
(Nieser) 20,5 ND® ND® ND® NDB
0 3,57 % 3,93+ 3,66 + 3,94 +
B_X5 0,10 0,07 0,02% 0,05>*
(Bimex) >0,125 ND®B NDB NDB NE
0 3,40 + 3,99 + 3,81+ 3,80 +
0,14% 0,11°" 0,09% 0,02°4
2,62 + 371+ 2,99 + 322+
(I;Ft!ﬁlf«mgr;\‘if) 0,2 0.03% 0.10% 0.12% 0.11%
njober
04 NDC ND® NDC 20’?;515"
0,8 ND® NDB ND° ND°
3,70 + 3,84 + 3,73+ 3,98 +
0 0,02 0,09 0,07 0.11%
0.01 3,55+ 357 + 2,55 + 3,04 +
Amonio 50 : 0,07%* 0,10%* 0,07%8 0,068
(Nieser) 0,02 g’?ga’é g’?ga’é NDC NDC
c 1,75 + c c
0,04 ND 0.218 ND ND
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Continuacion de la Tabla 70.

Recuento bacteriano (log UFC/g)

Desinfectante (303;3) SE ST
° No productora Productora  No productora Productora
biopelicula biopelicula biopelicula biopelicula
| L 5 oot oot oo
Nieser CRESL 400 0125 2,55 + 2,64 + 2,99 + 3,11+
(Nieser) ; 0,07%® 0,06% 0,12%8 0,06
20,250 ND® ND° ND° ND
] 3,24 + 3,62+ 3,60 + 3,83+
Nieser Squad 0 0,06° 0,09 0,14% 0,04°
(Nieser) 225 ND® ND® ND® ND®
0 3,80 + 4,01 + 3,76 + 3,84 +
0,08? 0,10 0,02° 0,02
0.02 2,19+ 3,44 + 2,97 + 3,22+
Ruminal 50 ’ 0,16°® 0,09°® 0,09 0,11%
(Ruminal) 004 NDC 3,14 £ NDS NDC
’ 0,08°
c 1,99 £ c c
0,08 ND 012 ND ND
] ] 3,17 + 3,80 + 3,42+ 3,74 +
Vinagri Plus 0 0,03 0,08’ 0,09° 0,06°
(Diversey) >0.2 NDE ND' NDC NDC
3,31+ 3,72+ 3,62+ 4,04 +
Glutavet 0 0.05% 0,11° 0,06 0,04°
(Vetser S.A) >0,2 ND® ND® ND® ND®
X905 0 3,12+ 3,65 + 3,80 + 4,04 +
0,14° 0,14 0,06° 0,06
(Farmabase) >0,2 ND® ND® ND' ND®
0 397+ 4,21 + 3,70 + 3,95+
0,04 0,07"* 0,08 0,01°
0.25 3,82+ 3,84 + 3,22+ 3,55 +
Pursue ’ 0,06 0,09 0,11°® 0,07%®
(Amway) 3,37+ 3,48 £ c c
0,5 B B ND ND
: 0,09 0,04
_ 0 3,65+ 4,04 + 3,54 + 3,92+
Agt:;1 Iav?rglma 0,12°* 0,11°* 0,11°* 0,06**
(Ayudin®) 25 ND® ND® ND® ND®

" ND: no detectado (<1,6).

2P valores con letras diferentes en la misma fila para el mismo serotipo son significativamente

distintos (p< 0,05).

ABC valores con letras diferentes en la misma columna son significativamente distintos para

cada desinfectante (p< 0,05).
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4. DISCUSION

En este capitulo se estudié la susceptibilidad de antimicrobianos a cepas de
SE, ST y SG provenientes de granjas avicolas e higados de pollos parrilleros de la
provincia de Entre Rios. En primera instancia se estudié la susceptibilidad a 30
antibioticos y los resultados indicaron que el 100 % de los aislamientos fueron
resistentes a la eritromicina, un antibiético perteneciente a la familia de los macrélidos.
La eritromicina es un bacteriostatico, en estos agentes se produce resistencia cruzada
de la bacteria por alteraciones en la permeabilidad celular, produccion de
acetiltrasferasa y reacciones de metilacion de rRNA, evitando la insercion del
medicamento al ribosoma. Del mismo modo, la membrana externa de los Gram
negativos supone una barrera natural a este antibidtico, disminuyendo su
permeabilidad y la fijacion de las moléculas del antimicrobiano a sus receptores. Esto
permite que muchas bacterias de este tipo sean insensibles a este antimicrobiano
(Vaara, 1993; Gomes et al, 2016; Chambers, 2006; Nakajima, 1999) y las
enterobacterias son intrinsecamente resistentes a la gran mayoria de los macrolidos.
Datos reportados por otros autores (Taddele et al., 2012; Lee et al., 2013) informaron
el mismo porcentaje de resistencia. A su vez, en este trabajo se estudid la
concentracion minima inhibitoria de este antibidtico encontrandose que, con la
concentracion maxima ensayada, 512 pg/ml, solo el 33 % del total de las cepas
resultaron ser sensible confirmando asi la resistencia encontrada con el ensayo de
difusion por disco e indicando que estas cepas no pertenecen a un tipo de vacuna viva
de SE y ST, que son sensibles a este antibiético (Ministerio de Sanidad, Espana, 2018;
2020). Por otro lado, antibiéticos de la misma familia que la eritromicina, como tilosina
(Tilotar 100, Tilosina tartrato), tilmicosina (CERTYL® SOLUBLE, W-TILMICOSIN 25
%), y tilvalosina (Valosin 425) resultaron ser resistentes a las cepas de Salmonella
spp. ensayadas. Esto concuerda con lo informado por otros autores con respecto a los
antibioticos de la familia macrolidos, salvo azitromicina, que las bacterias gram
negativas presentan resistencia intrinseca a los mismos por falta de permeabilidad de
la pared celular (Mercer, 2022).

En referencia al resto de los antibidticos ensayados, la resistencia en
Salmonella spp, se centra principalmente en el aumento general del niumero de cepas
resistentes, la propagacion multirresistente de clones resistentes o genes de
resistencia y la disminucion de la eficacia de algunas clases de antimicrobianos
recientemente introducidas en la practica médica y veterinaria (Chiu et al., 2002; Wray
y Wray, 2000). La mayoria de las tendencias no se identificaron en el presente estudio.
Los cientificos consideran que la resistencia a antibiéticos es mas preocupante en el
grupo de las quinolonas, tan usado en veterinaria, ademas de las cefalosporinas de
tercera generacion. Paises como Japén sélo permiten el uso de quinolonas en
animales, cuando éste sea el unico tratamiento de eleccion, siempre bajo la
supervision de un médico zootecnista y durante un tiempo maximo de cinco dias.
Dado que las fluoroquinolonas son uno de los antimicrobianos de eleccién para tratar
las infecciones graves producidas por Salmonella spp. en humanos, una disminucion
en la sensibilidad a fluoroquinolonas puede tener importantes implicancias clinicas
(Zuniga y Caro, 2022).
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La resistencia a estos antibidticos es altamente problematica debido a su
eficacia en el tratamiento de enfermedades graves causadas por microorganismos
multirresistentes. Aunque no se ha demostrado completamente su contribucién a la
aparicion de cepas multirresistentes en humanos, su influencia es muy significativa.
Por lo tanto, es necesario implementar medidas a nivel preventivo para maximizar el
beneficio terapéutico de este grupo de antibidticos y reducir al minimo la amenaza de
la resistencia. Dado que las fluoroquinolonas son uno de los antimicrobianos de
eleccion para tratar las infecciones graves producidas por Salmonella spp. en
humanos, una disminucién en la sensibilidad a fluoroquinolonas puede tener
importantes implicancias clinicas (Orden Gutiérrez y De La Fuente, 2001; Helms et al.,
2002). En términos generales, en este estudio de tesis se encontré un mayor numero
de cepas de Salmonella spp. resistente a los antibidticos del grupo de las quinolonas;
con valores de resistencia de 21 % para la norfloxaxina (quinolona de segunda
generacion) y 34 % para el acido nalidixico (quinolona de primera generacion).
Normalmente, el antibiético no influye en la aparicién de resistencias salvo algunos
grupos como las quinolonas, cuya capacidad mutagena incrementa la tasa de
mutacion en la bacteria, provocando un estado de estrés que la hace mas susceptible
de sufrir estas mutaciones. Una vez que la bacteria es resistente al antibidtico es
capaz de transmitir su resistencia de forma vertical a su descendencia o de forma
horizontal a otras bacterias que pueden ser de distinta especie e incluso género
(Taddei et al., 1997). Por otro lado, en este estudio no se encontré resistencia al grupo
de antibidticos pertenecientes a las cefalosporinas. Este grupo se debe considerar de
maxima prioridad debido a la aparicién de resistencia, es por ello que la OMS, OIE y
FAO consideran a las cefalosporinas de 32 y 42 generacién como uno medicamentos
antimicrobianos de maxima prioridad para la elaboracion de estrategias en relacion al
analisis de riesgo con la resistencia a los antimicrobianos (FAO/OIE/OMS, 2011, OMS,
2019). Scott et al. (2019) indicaron que una opcidén en el control eficaz contra
determinados tipos de resistencia bacteriana seria interrumpir totalmente el uso de las
cefalosporinas sistémicas de tercera y cuarta generacion, o restringirlo a determinadas
circunstancias especificas

Para el serotipo Enteritidis se encontraron bajos niveles de resistencia a los
antibioticos ensayados, soélo un 5 % de las cepas de este serotipo fueron resistentes al
acido nalidixico, mientras que para el serotipo Typhimurium se encontraron mayores
niveles de resistencia: 57 % a las tetraciclinas, 43 % a la estreptomicina y 21 % al
acido nalidixico. Estos resultados no coinciden con lo publicado por Castro-Vargas et
al. (2020), quienes informaron altos niveles de resistencia al acido nalidixico y
ampicilina, 80,3 % y 64,8 %, respectivamente en cepas de SE y ST. A su vez,
encontraron niveles medios de resistencia 33 %, 29,4 % y 39,3 % a estreptomicina,
amoxicilina/acido clavulanico y trimetoprima/sulfametoxazol, respectivamente. Para las
cepas de SG, este trabajo de tesis encontré resistencia al grupo de las quinolonas, con
la totalidad de las cepas resistentes al acido nalidixico y del 72 % y 10 % para la
norfloxacina y ciprofoxacina. Estos antimicrobianos se han utilizado con éxito para
tratar las salmonelosis, incluidas las infecciones causadas por cepas multirresistentes
(Barnass et al., 1990; Reina et al., 1993). Seo et al. (2019) estudiaron la resistencia
antimicrobiana de aislamientos de SG de pollos en Corea y observaron altas tasas de
resistencia a acido nalidixico (78,5 %), gentamicina (52,3 %) y ciprofloxacina (26,9 %).
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Asi también, Kang et al. (2010) también observaron resistencia a acido nalidixico y
fluoroquinolonas en la mayoria de los aislamientos de SG. La OMS advierte que el uso
de las fluoroquinolonas en animales para el consumo alimentario ha dado lugar a la
aparicion de bacterias resistentes a ciprofloxacina, entre ellas bacterias como
Salmonella spp, causando infecciones humanas dificiles de tratar (OPS/OMS, 2011).

En cuanto a la resistencia a la colistina, en este trabajo de tesis no se encontré
cepas resistentes tanto en la prueba de discos como con antibiéticos comerciales que
tenian colistina 0 mezclas de este antibidtico con otro. Dado que la colistina y sus
sales se encuentra clasificado por la OMS como de “RESERVA” debido a su
importancia como herramienta terapéutica de ultima eleccién en unidades de cuidados
intensivos en humanos, Argentina prohibié la elaboracion, distribucion, importacion,
uso y tenencia de productos veterinarios que contengan en su formulacion el principio
activo colistina y sus sales en el 2019 (SENASA, 2019). Los ensayos de esa parte de
la tesis fueron realizados antes de esa resolucion, por eso habia productos
comerciales con colistina.

Muchos microorganismos presentan resistencia a multiples antibiéticos, y
debido a que la diseminacién de genes de resistencia puede ocurrir entre cepas
bacterianas de distinta especie y origen, el impacto en Salud publica es relevante
(Rice, 2000; Van den Bogaard et al., 2002). Con respecto al IRMA, diversos autores
reportaron valores mayores a 0,21 en cepas de Salmonella spp. méviles aisladas de
aves, productos avicolas y frigorificos (Cloeckaert y Schwarz, 2001; Bada-Alambed;ji et
al., 2006; Elgroud et al., 2008; Dominguez, 2016; Vuthy et al., 2017; Cesur et al,
2019). En este capitulo de tesis, se observé que las cepas de Salmonella spp.,
aisladas de granjas avicolas e higados de pollos parrilleros de la provincia de Entre
Rios, presentaron valores de IRMAs mas bajos (entre 0,03 y 0,17). Krumperman
(1983) indic6é que valores de indices de IRMA por encima de 0,20 indican alto riesgo
de contaminacion potencialmente peligroso para el humano, es decir, presencia de
microorganismos multirresistentes. Basado en ello, en este trabajo de tesis los indices
de IRMA estuvieron por debajo de ese valor, por lo que no existe riesgo de presencia
de cepas multirresistentes. Sin embargo, la presencia de 16 cepas de SG como MDR
resalta el valor de tomar distintos criterios para el estudio de multirresistencia.

Con respecto a los otros compuestos antimicrobianos, los resultados indicaron
que todas las cepas fueron resistentes a las concentraciones de lisozima ensayadas.
Esto es debido a que es casi inactiva frente a microorganismos Gram-negativos, como
Salmonella spp., por la dificultad de acceder al peptidoglicano que se encuentra
protegido por la membrana externa. Esta propiedad de hidrolizar el peptidoglicano se
conoce como actividad neuraminidasa o muramidasa (Galvez-Iriqui et al., 2020). La
lisozima es de la clase de enzimas que destruye las paredes celulares de ciertas
bacterias Gram-positivas por ruptura del enlace 3 (1-4) entre el acido N-acetilmuramico
(NAM) y N-acetilglucosamina del peptidoglicano (NAG), debilitando asi la pared
celular. El resultado es la penetracién de agua en la célula que se hincha y acaba por
estallar, un fenédmeno denominado lisis. También es importante destacar que en las
bacterias gram positivas el peptidoglicano representa alrededor del 90 % de la pared
celular, mientras que en las gram negativas apenas abarca el 10 % (Carrillo, 2013).
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Por otro lado, los aceites esenciales de orégano y espartillo fueron efectivos
contras las cepas de Salmonella spp. ensayadas. Aunque hay distintos trabajos de los
efectos antimicrobianos de los aceites esenciales del orégano (Hulankova et al., 2013;
Pesavento et al., 2015; Pires de Campo et al., 2022, Evangelista-Martinez et al., 2018;
Prabuseenivasan et al., 2006; Toso et al., 2023,), no existe informacién con cepas
regionales de Salmonella spp. Ademas, hay muy escasa informacién del efecto
antimicrobiano del aceite de espartillo sobre cepas de Salmonella spp. Se
determinaron valores elevados de resistencia para los aceites esenciales de romero en
contraposicion de lo encontrado por Castano et al. (2010), quienes evidenciaron una alta
actividad antibacteriana del aceite esencial contra diferentes cepas de Salmonella
spp., con halos de inhibicion entre 19,8 y 25 mm. Esta diferencia pudo haberse debido
a la variacién en la composicion del aceite esencial utilizado en esta investigacion y
por el método utilizado para evaluar la actividad antimicrobiana, el cual no fue el mejor,
pues se ha reportado que el método de difusién en agar es inadecuado para aceites
esenciales, debido a que sus componentes volatiles se pueden evaporar con el
solvente durante el tiempo de incubaciéon, mientras que sus componentes menos
solubles no se difunden bien en el agar. No obstante, es la técnica mas comun para
evaluar actividad antibacteriana de un aceite esencial porque es mas facil de llevarla a
cabo y requiere cantidades pequenas del aceite esencial (Rincon, 2007).

En referencia a los desinfectantes ensayados, solo uno de ellos fue ineficaz en
el 100 % de las cepas en la concentracion recomendada por el fabricante. La
iodopovidona (Faeve) es considerada un antiséptico de amplio espectro de actividad,
que presenta la actividad microbicida del iodo, siendo activa frente a bacterias (Gram +
y Gram -), micobacterias, hongos, virus, protozoos y esporas, pero la actividad
antimicrobiana de la povidona iodada se ve afectada por el pH del medio, siendo
6ptima en condiciones acidas (Font, 2001). Aunque no se midié el pH del medio de
cultivo poscrecimiento de las cepas bacterianas, la iodopovidona fue el Unico producto
desinfectante que no logré inhibir al 100 % de las cepas de Salmonella spp. en la
concentracion recomendada por el fabricante. En el resto de los desinfectantes se
encontraron diferencias en los porcentajes de sensibilidad para las diferentes
concentraciones y serotipos para en el mismo producto desinfectante, esto concuerda
con trabajos previos en donde se observaron variaciones en la eficacia contra ST y SE
de desinfectantes que tienen los mismos ingredientes activos (McLaren et al., 2011,
Drauch et al., 2020).

Se conoce una variabilidad en la eficacia contra Salmonella spp. entre
productos dentro del grupo quimico de los cresoles (Gosling et al., 2016). En este
trabajo de tesis los productos que contenian cresoles en su composicion mostraron ser
eficaces contra los serotipos de Salmonella spp. ensayados. A su vez, los productos
que contenian amonios cuaternarios o amonios cuaternarios y aldheidos en su
composicién mostraron los valores mas bajos de CIM y no se evidencié diferencias
entre ellos. De igual manera, otros autores (Martelli et al., 2017, Mueller-Doblies et al.
2010), utilizando productos que contenian una combinacién de aldehidos y
compuestos de amonio cuaternario, disminuyeron la carga de Salmonella spp. de
manera importante. Sin embargo, pueden ocurrir diferentes respuestas con otros
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serotipos, como De Quadros et al. (2020) lo reportaron para S. ser. Infantis, aisladas
de mataderos porcinos, con alta resistencia a este grupo de desinfectantes.

Comparando los resultados obtenidos sobre la superficie de aluminio y el
ensayo realizado con las microdiluciones para determinar la CIM, se pudo ver que, en
15 de los 17 desinfectantes la dosis en las cuales los recuentos de los log resultaron
menores a 1,6 UFC/disco, también lograron inhibir la totalidad de las cepas
ensayadas. Sin embargo, el desinfectante iodopovidona (Faeve), que en el ensayo de
determinacion de la CIM no logr6 inhibir el crecimiento de las cepas ensayadas en
ninguna dosis probada, inhibié el crecimiento de las cepas de Salmonella spp.
inoculadas en el ensayo sobre aluminio, obteniéndose valores de recuento de log
menor de 1,6 UFC/disco para todos los casos al doble de la dosis recomendada por el
fabricante. Asi también, en el caso del desinfectante agua lavandina (Ayudin®) las
dosis ensayadas sobre aluminio lograron inhibir el crecimiento de las cepas con
recuentos de log menor a 1,6 UFC/disco, siendo que en el ensayo de determinacion
de CIM la dosis de 2,5 % v/v no habia logrado inhibir el 100 % de las cepas, mientras
que las dosis mas concentradas lograron inhibir el 100 % de las cepas. Esto podria
deberse al pH del medio, siendo éptimo en condiciones acidas (Font, 2001) o la carga
bacteriana inicial.

Comparando los resultados de los siete desinfectantes en cama con los
resultados obtenidos en el ensayo de microdilucion en placas, las respuestas fueron
variables, dependiendo de la metodologia y producto utilizado. Se conoce que existen
factores que influyen en las reacciones entre los desinfectantes y las bacterias como la
concentracién del desinfectante, temperatura, pH y material extrafio. Este ultimo
incluye materia organica, agentes de superficie y cationes. La disminucion de la
eficacia de los desinfectantes se deberia a una reaccion entre el desinfectante y el
material extrafo, en parte a una menor penetracion a través de este ultimo (Russell,
1999)

Las bacterias que forman biopeliculas suelen mostrar una mayor resistencia a
los antibidticos y desinfectantes en comparacion con sus formas plancténicas.
Ademas, se han identificado mas de 45 genes cuya expresion difiere entre las
bacterias en biopeliculas y sus contrapartes planctonicas (Vidal et al., 1997; Donlan y
Costerton 2002; Sharma et al., 2019; Maillard y Centeleghe, 2023). En este trabajo de
tesis los ensayos con distintos desinfectantes frente a Salmonella spp. en biofilm
demostraron que algunos de ellos fueron efectivos a concentraciones proporcionadas
por los fabricantes, entre los cuales tales se encuentran el benzalcon forte, FF46
amonio, amonio 50, ruminal 50 y Pursue. Por ello, los ensayos in vitro realizados
proporcionan datos importantes para mejorar el rendimiento de los procedimientos de
limpieza y desinfeccion de las instalaciones contaminadas con Salmonella spp.

260



Francisco Procura Tesis Doctoral

5. CONCLUSIONES

v' La mayoria de las cepas de Salmonella spp., aisladas de granjas avicolas e
higados de pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios, son sensibles in vitro a los
antibioticos probados.

v' Las cepas de Salmonella spp. ensayadas son resistentes a los antibidticos de la
familia de los macrdlidos, salvo azitromicina. Dentro de esta familia, estas cepas son
resistentes a la eritromicina en concentraciones de 128 ug/ml o mas, siendo las cepas
de ST resistentes a concentraciones de 512 ug/ml de este antibidtico.

v La presencia de cepas resistentes a multiples antibiéticos de SG es una alerta y por
lo tanto indica la importancia del monitoreo de la sensibilidad a los ATB en avicultura.

v' La lisozima no es eficiente para la inhibicion del crecimiento de las cepas
ensayadas de Salmonella spp.

v' Los aceites esenciales de orégano y espartillo son eficaces contra las cepas de
Salmonella spp. provenientes de granjas avicolas e higados de pollos parrilleros de la
provincia de Entre Rios.

v' Las concentraciones de los desinfectantes recomendada por los fabricantes son
eficaces para inhibir a las cepas de Salmonella spp. provenientes de granjas avicolas

e higados de pollos parrilleros de la provincia de Entre Rios.

v Las cepas de Salmonella spp. productoras de biopeliculas son mas resistentes a
algunos de los desinfectantes.
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DISCUSION GENERAL
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La salmonelosis es un problema de salud publica mundial y un desafio para la
industria avicola Argentina, donde la produccién avicola juega un papel fundamental.
Este trabajo de tesis se enfocé en determinar la prevalencia de Salmonella spp. en la
zona de mayor densidad de granjas de pollos parrilleros y gallinas de postura de la
provincia de Entre Rios, un area clave para la produccion avicola Argentina. Se
analizaron diferentes tipos de muestras para obtener una vision amplia de la situacion,
incluyendo la identificacion de las serovariedades circulantes; encontrandose
prevalencias de 62%, 46% y del 4,8 % en granjas de pollos parrilleros, granjas de
gallinas ponedoras e higados de pollos parrilleros obtenidos de mercados relacionados
a frigorificos de la provincia de Entre Rios, respectivamente. Los serotipos de
Salmonella spp. que se pudieron determinar fueron variables y el serotipo
predominante resultd ser Enteritidis con un 13 % y 14 % para granjas de pollos
parrilleros y granjas de gallinas ponedoras, respectivamente. Esta informacién es muy
relevante, ya que aporta datos actualizados sobre los serotipos de Salmonella spp.
circulantes en las zonas de mayor concentracién de granjas avicolas en la provincia de
Entre Rios. Por otro lado, en higados de pollos se pudieron aislar tanto ST como SE,
lo que implica un riesgo para la salud publica en productos avicolas contaminados.
Este estudio aporta informacién novedosa sobre la presencia de Salmonella spp. en
higados de pollo parrilleros en la provincia de Entre Rios, ya que no existen datos
publicados previamente sobre la prevalencia de esta bacteria en este tipo de tejido en
la region.

Ademas, se investigd la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas aisladas
de Salmonella spp. de diferentes serovariedades, asi como la efectividad de
desinfectantes y aceites esenciales, lo que proporciona informacion crucial para el
desarrollo de estrategias de control y prevencion de la salmonelosis. La mayoria de las
cepas de los serovares Enteritidis, Typhimurium y Gallinarum resultaron ser sensibles
in vitro a los antibidticos probados. Los estudios de resistencia a antibidticos se
centran en el aumento general del nUmero de cepas resistentes, la propagacién de
clones resistentes o genes de resistencia y la disminucion de la eficacia de algunas
clases de antibioticos recientemente introducidos en la practica médica y veterinaria.
Si bien lo antes descripto no se identifico en el presente estudio, es de suma
importancia continuar con la vigilancia de la resistencia en producciones avicolas. Los
aceites esenciales de orégano y espartillo son eficaces in vitro contra las cepas de los
serovares Enteritidis, Typhimurium y Gallinarum. A pesar de la existencia de
numerosos estudios sobre los efectos antimicrobianos de los aceites esenciales, no
existe informacién con cepas regionales de Salmonella spp. Por ultimo la mayoria de
los desinfectantes utilizados con mayor frecuencia en las granjas avicolas, ensayados
en las concentraciones recomendadas por los fabricantes, son eficaces para inhibir a
las cepas de los serovares Enteritidis, Typhimurium y Gallinarum. Los procesos de
limpieza y desinfeccidén en las granjas avicolas son de extrema importancia ya que
tienen el objetivo de reducir a Salmonella spp. y asi la probabilidad de desarrollar
patologias. Por lo tanto, se deben usar productos desinfectantes con comprobada
eficacia contra este patégeno.

Debido a la capacidad que posee Salmonella spp. para formar biopeliculas, es
importante determinar si las cepas aisladas de las granjas poseen esta capacidad. Es
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conocido que Salmonella spp. en estado de biopelicula muestran una mayor
supervivencia frente al tratamiento con antimicrobianos y pueden ser reservorios
potenciales de este patdogeno tanto en las granjas como en las plantas de
procesamiento de alimentos. En este trabajo de tesis se comprobd que un elevado
porcentaje de las cepas de SE y ST producen biopeliculas. Sin embargo, dicho
porcentaje es bajo para las cepas de SG. A su vez se demostré que las cepas
productoras de biopeliculas son mas resistentes a algunos de los desinfectantes que
las cepas no productoras de esta sustancia. Debido a las preocupaciones sobre la
resistencia a los antimicrobianos y el creciente interés en estrategias de control mas
sostenibles, la busqueda de alternativas al uso de antibidéticos convencionales es un
campo de investigacién de gran relevancia. Este trabajo exploré el potencial de las
bacterias acido lacticas como agentes de biocontrol para el manejo de Salmonella
spp. en aves de corral. Se evalud la eficacia de las bacterias acido lacticas para
determinar su capacidad de controlar la colonizacién de Salmonella spp. en el
ambiente de las aves, encontrando que L. kefiri CIDCA 8321, en ensayos de
coincubacion y preincubacion, disminuyen la formacion de biofim de SE y ST,
mientras que el L. plantarum CIDCA 83114, en los mismos ensayos disminuyen la
formacion de biofilm de SE. A su vez, el el sobrenadante de L. plantarum CIDCA
83114 presenta sustancias bioactivas capaces de inhibir la formacion de biofilm de SE.

Los resultados de este trabajo de tesis revelan la presencia significativa
de Salmonella enterica en Gallus gallusen la region estudiada, destacando la
necesidad de estrategias integrales para su control. La identificacion de las
serovariedades predominantes y su perfil de sensibilidad a antimicrobianos
proporcionan informacion muy relevante para la toma de decisiones en la prevencion y
el tratamiento de la salmonelosis. La investigacion sobre la formacién de biopeliculas
por Salmonella enterica y el desarrollo de estrategias para su eliminacién abre nuevas
perspectivas para el control de esta bacteria en el ambiente avicola. La combinacion
de buenas practicas de manejo, el uso de antimicrobianos de forma responsable y la
implementacion de estrategias alternativas como el uso de bacterias acido lacticas o
aceites esenciales, son fundamentales para minimizar el riesgo de infeccion
por Salmonella entericay garantizar la seguridad alimentaria. Las investigaciones
deben continuar explorando nuevas estrategias de biocontrol para combatir
la Salmonella entericay avanzar hacia una produccidén avicola mas sostenible y
segura.
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v Estudiar los mecanismos genéticos de resistencia a los antibiéticos y desinfectantes
por parte de las cepas de SE, ST y SG investigadas.

v' Estudiar el efecto de la combinacién de productos desinfectantes sobre el
crecimiento de las cepas de SE, ST y SG a fin de disminuir la dosis de los mismos.

v' Extender el estudio de los antimicrobianos sobre cepas de Salmonella spp.
pertenecientes a serovares no estudiados como S. ser. Infantis, importante en otros
paises de América Latina y en Europa.

v Profundizar las investigaciones con los aceites esenciales de orégano y espartillo
para el control de Salmonella spp., estudiando la concentracion inhibitoria minima, su
efecto sobre la produccion de biopeliculas y hasta la posible realizacion de estudios in
Vvivo en aves.
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ANEXO 1: ENCUESTA REALIZADA EN
PARRILLEROS

Estudio de granjas de parrilleros

IDENTIFICACION DE LA GRANJA
Fecha de muestreo: _ _ _/__ _/__ _
Duefio:

Empresa integrada:

Direccion:

Tel:

C. electronico:

Localidad/ Dpto:

Provincia:

Puesto persona que contesta la encuesta:
N° de habilitacién:

Profesional Responsable:

Nuimero de galpones:

Identificacion de los galpones (N°, hombre etc.):

Capacidad Instalada:

¢Qué antibiéticos utiliza?

¢Qué producto quimico utiliza para desinfectar?

GRANJAS DE POLLOS

cODIGO:
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Estudio de granjas de parrilleros cODIGO: _
1. Bioseguridad
a. Cerco Perimetral completo y puerta de entrada Noll sill
b. Cumple distancias de separacién con granjas vecinas (1000 m) Noll sill
c. ¢Posee equipo de desinfeccién de vehiculos, equipos, jaulas e Nol sill
implementos?
¢Funciona? Noll - Sil

d. Posee equipamiento para el ingreso de personas ,

. _ Nol Sill
(cambio de ropa y calzado; botas de pldstico, overol)
e. Exlls’renCIfJ de ofras especies en el predio Nol Sil
¢Qué especies?
f. ¢Cudl es la distancia con un criadero de cerdos?
g. Sistema de eliminacién de caddveres
Composta [l
Incineracidn Cerrada [ Abierta [l
Fosa Cerrada [ Abierta [l
Otro sistema (especifiqUe):........ccoooieeirieeiies e
h. Control de moscas No Si ' Producto:

Frecuencia de tratamiento:

i. Control de roedores No (1 Si (! Producto:

Frecuencia de tratamiento:

J- Lleva un registro (libro foliado, manual etc.) de prdcticas con fines de higiene y

bioseguridad? No Si

2. Antecedentes de enfermedad

Salmonelosis No 7 Si 71 Tratamiento:

fecha: Otras: ..o
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Estudio de granjas de parrilleros

3. Abastecimiento de agua
Tipo:

Desinfeccion/Antibidtico No [

¢Realiza andlisis de potabilidad de agua?

frecuencia?...........

Observaciones:

No

CcODIGO:

Si

Si [1 Producto:

(Con que
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cODIGO:
GALPON: ...

Tamano:.......cooeveeeeeeeeenen,

Linea genética.................

Tipo y nlimero de Comederos: ...

Tipo y nimero de Bebederos:

Medicacién y fecha:.......cccoooocvvvirre.

Cantidad de aves al inicio de crianza...........ccoo.........
Fecha de inicio de crianza:

Edad de las aves:.................

Ndmero de crianzas de la cama:.........

Vacunacién contra Salmornella...............

Material de la cama:.........ccoo.......

Cantidad de aves enel dia:.......cccooo..........
¢Coémo elimina la cama?..........oouue......

Caracteristicas del galpdn: Automdtico / Semiautomdtico / Manual

Espacio que rodea al galpén desmalezado, limpio,
libre de desperdicios

Lateral del galpdn con tejido de malla fina u otro material

Ndlmero de aves muertas al dia de la encuesta (% sobre total aves)....................

——_ (INv_ _

No Sill
No [ Sill

—)
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ALIMENTO

Origen: Elaboracion propia ' Compra a terceros Integrador '
Presentacién: Harina Pellet
Desinfeccidn/Antibiético: No © Si [
Producto:
Acidificantes: No Si [ Producto:
Probiéticos: Noll Sill

Composicién No Si
Maiz
Sorgo Tiempo almacenamiento:............ccccccuuenccu.

Harina de soja

Poroto de soja ObSErVACIONES: ...

Harina de carne

Harina de girasol

Harina de pescado

Harina de pluma

Otros
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MUESTRAS:

1. Alimento: N © bolsas:

Cant. total Kg:
2. Calzas - Cofias N°: Par / es

3. Animales muertos:
Cantidad.........

Observaciones:

Lugar de toma de muestra:

Comederos:

Silo:

Identificacidon de las muestras:

273



Francisco Procura Tesis Doctoral

ANEXO 2: ENCUESTA REALIZADA EN GRANJAS DE GALLINAS
PONEDORAS

Estudio de granjas de aves ponedoras comerciales cODIGO: INV....
IDENTIFICACION DE LA GRANJA

Fecha de muestreo:_ _/ __/__

Empresa:

Direccion:

Tel:

C. electronico

Localidad/ Dpto:

Provincia:

N° de habilitacién:

Profesional Responsable:

Tipo de explotacién:

Nuimero de galpones:

Identificacion de los galpones (N°, hombre etc.):

Capacidad Instalada:

Plan de vacunacidn:

¢Qué antibidticos utiliza?

¢Qué desinfectantes utiliza?
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Estudio de granjas de aves ponedoras comerciales cODIGO: INV....

1. Bioseguridad

a. Cerco Perimetral completo y puerta de entrada Noll sSil
b. Cumple distancias de separacién con granjas vecinas (1000 m) Noll sSil
c. ¢Posee equipo de desinfeccién de vehiculos, equipos, jaulas e ,
) Nol Sill
implementos?

¢Funciona? Nol Sill

d. Posee equipamiento para el ingreso de personas

(cambio de ropa y calzado; botas de pldstico, Noll sSil
overol)
e. Existencia de otras especies en el predio Noll sSil

f. Sistema de eliminacion de caddveres

Composta [l
Incineracion Cerrada [ Abierta [l
Fosa Cerrada 1[I Abierta [

Otro sistema (especifique)

g. Control de moscas No Si "1 Producto:

Frecuencia de tratamiento:

h. Control de roedores No Si 7 Producto:

Frecuencia de tratamiento:

i. Lleva un registro (libro foliado, manual etc.) de prdcticas con fines de higiene y

bioseguridad? No Si

2. Antecedentes de enfermedad

Salmonelosis No 1 Si [l Tratamiento:
Micotoxicosis No Si ] Tratamiento:
Otras:
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Estudio de granjas de aves ponedoras comerciales

CODIGO:INV.......

Compra a terceros [

3. Alimento
Origen: Elaboracién propia '
Presentacion: Harina Pellet
Desinfeccidn No Si [ Producto:
Secuestrante de micotoxinas No [ Si [ Producto:
Acidificantes No [ Si | Producto:
Composicion No | Si
Maiz
Sorgo
Harina de soja
Poroto de soja
Harina de carne
Harina de girasol
Harina de pescado
Harina de pluma
Otros
Otros
4. Abastecimiento de agua
Tipo:
Desinfeccidn No Si [ Producto:
¢Realiza andlisis de potabilidad de agua? No Si
5. Huevos
Destino Industrializacion Consumo
Tipo de Maple
Pldstico ¢Reutilizacion? No Si
Cartén ¢Reutilizacion? No [ Si

Otros (especifique)

| (Con que frecuencia?

Lavado y desinfeccién:  Maple
Huevo

Observaciones:

No 1 Si [ Producto:

No (1 Si [ Producto:
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CcODIGO: INV.....
GALPON:

Tamafio:

Linea genética:

Cantidad de aves:

N° de aves por jaula:

Edad de las aves:

% de postura:

Medicacion:

Vacunas:

Niveles de jaulas superpuestas:
N © de tolvas:

Ndmero de filas por galpén:

Espacio que rodea al galpén desmalezado, limpio, libre de desperdicios No [ Sill
Lateral del galpdn con tejido de malla fina u otro material No [ Sill
Cinta transportadora de guano No [I sill
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Muestras

-

. Alimento N ° bolsas: Lugar de toma de muestra: Tolva : Silo:

N

. Excretas N ° bolsas:

3. Huevos N ° maples: N ° total de huevos:

4. Hisopados cloacales:

5. N ° Aves muertas:

OB SBIVACIONES: ... et eeee s et eeseeeeaeseee e et sesessee s sessesaesseessem s ses s sessenessee s sessessnssenesen s
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