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Resumen

La cama es uno de los principales residuos generados en la produccion intensiva de aves. Aunque
el mismo ha sido aplicado durante siglos a las tierras para aumentar la produccion de cultivos, la
aplicacion de cama directamente en el campo puede dar lugar a potenciales problemas de salud
ambiental y humana como fuentes de residuos quimicos (productos farmacéuticos veterinarios), y
microbiol6gicos (parasitos, virus y bacterias). Salmonella sp. es un género de bacterias distribuido
en la naturaleza, que es responsable de una variedad de enfermedades agudas y crénicas en las
aves, causando significativas pérdidas econémicas en diferentes paises. Ademas, constituye una de
las causas mas importantes de enfermedades de transmision alimentaria (ETAs) al humano a nivel
mundial, debido su ubiquidad y habilidad de adaptacion sobre cualquier huésped. La cama es un
reservorio de Salmonella sp., cuyo origen pueden ser las mismas aves 0 los vectores que
permanecen en la instalacion durante el periodo de vacio sanitario. La poblacion de Salmonella sp.
en la cama esta correlacionada positivamente con la poblaciéon de esta bacteria en heces de aves,
lo que demuestra que el muestreo de la cama es un buen indicador del estado microbiol6gico de las
heces. La prevalencia de Salmonella sp. en la cama es variable, dependiendo de diversos factores,
pero los datos existentes en Argentina en pollos parrilleros indican una prevalencia cercana al 45%.
Se pueden tomar dos tipos de muestras para evaluar la presencia de Salmonella sp. en cama de
aves, ya sea material de cama directamente, o bien un hisopado de la misma. Ambos tipos de
muestreos pueden ser realizados durante el alojamiento de las aves o al tiempo del vacio sanitario,
previo a decidir sobre su reutilizacién. El éxito en la deteccién de Salmonella sp. en el laboratorio
depende de la eleccion de un procedimiento de muestreo representativo y del método de deteccién
utilizado. Existen diversos métodos para la deteccion de Salmonella sp. en la cama, los métodos
rapidos (por ej. ELISA, separacién inmunomagnética o reaccion en cadena de la polimerasa —PCR-
) y los de aislamiento tradicionales. Aunque estos uUltimos métodos son los mas utilizados, para el
aislamiento de este género bacteriano en estudios de monitoreos se requieren 5 etapas. Las
serovariedades de Salmonella sp. comprometidas en la cama tienen variaciones en la frecuencia de
presentacion de un pais a otro, con importancia en areas que no han alcanzado las condiciones de
saneamiento e higiene adecuados y no cuentan con medidas de salud publica 6ptimas. Aunque la
serotipificacion representa un componente importante de salud publica para caracterizar la
salmonelosis, esta técnica tiene limitaciones en muchos paises. Algunos informan un ndmero
limitado de serovariedades, siendo muy poco frecuente la caracterizacion y serotipificacion definitiva
de las cepas aisladas.
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Introduccion

La produccion de aves de corral genera, entre otros, residuos derivados de la incubacion, el
guano (excrementos de aves), la cama (materiales como aserrin, virutas de madera, paja y cadscara
de arroz) y la mortalidad en las granjas, siendo la cama y el guano los principales residuos generados.
La cama, como otros residuos, pueden proporcionar nutrientes organicos e inorganicos de valor si
se gestionan y reciclan correctamente. Ademas, se ha aplicado durante siglos a las tierras para
aumentar la produccién de cultivos. Sin embargo, la cama puede también dar lugar a potenciales
problemas de salud ambiental y humana (Williams et al, 1999, Silva, 2013) como fuente de residuos
qguimicos (productos farmacéuticos veterinarios), y microbiolégicos (parasitos, virus y bacterias como
Salmonella sp.). El animal enfermo, la materia fecal de los roedores, el alimento, el huevo o el agua
pueden contener Salmonella sp. y contaminar la cama (Gast, 2013). Por otro lado, la implicancia
sanitaria de la reutilizacion de la cama es una preocupacién para la avicultura mundial, pues las
camas contaminadas pueden actuar como reservorios de patégenos aviares y zoonoticos (Williams
et al, 1999), relacionada con la seguridad alimentaria (cuando las aves contaminadas entran en la
planta de procesamiento), asi como con la seguridad ambiental (cuando la cama se utiliza como
fertilizante).

Salmonella es un género de bacterias distribuido en la naturaleza. Estas se encuentran tanto
como comensales o patégenos del tracto gastrointestinal de mamiferos domésticos y salvajes, aves,
reptiles e insectos, causando enfermedades en sus hospedadores (Organizacion Mundial de Sanidad
Animal, 2008). Actualmente, existen dos especies de Salmonella, S. entericay S. bongori. S. enterica
tiene seis subespecies (a veces presentadas como subgrupos bajo humeracién romana). Cada
subespecie a su vez, se conforma de diversos serotipos o serovariedades, habiéndose identificado
hasta la fecha 2659. La més importante y numerosa es S. enterica subsp. enterica (o subgrupo ),
gue comprende 1586 serotipos divididos en cinco serogrupos (segun la antigua designacién de
antigenos poli somaticos): A, B, C, Dy E (Grimont y Well, 2007, Issenhuth-Jeanjean et al, 2014). Las
infecciones con bacterias del género Salmonella sp. son responsables de una variedad de
enfermedades agudas y cronicas en las aves y causan significativas pérdidas econdémicas en
diferentes paises. Existen serovariedades que infectan a las aves y son especie especifica
(Salmonelas inmoviles). Por otro lado, los productores avicolas estan preocupados por las crecientes
presiones de las autoridades sanitarias, debido a la implicancia de estas bacterias en salud publica
(Salmonelas moviles), demandando instaurar medidas de contralor para proteger al consumidor de
las enfermedades trasmitidas por los alimentos de origen avicola (Gast, 2013).

La enfermedad producida por Salmonella sp., conocida cominmente como Salmonelosis,
constituye una de las causas mas importantes de ETAs a nivel mundial, debido su ubiquidad y
habilidad de adaptacion sobre cualquier huésped (Schlundt et al, 2004, Batz et al, 2011). Los lotes
de aves infectadas son importantes reservorios de Salmonella sp., trasmitiendo dicho patégeno al
ser humano a través de la cadena alimentaria. El control de Salmonellas sp. en la produccion de
pollos, gallinas y pavos es primordial debido a su importancia como zoonosis y su relevancia en
planes de salud publica. Se ha descripto a los productos de origen avicola como una de las fuentes
animales mas implicadas en casos de salmonelosis en humanos (Betancor et al., 2010; Foley et al.,
2011). Esto se debe a una asociacion entre la prevalencia de infecciones por Salmonella sp. en aves
de corral y a un aumento del consumo de productos de origen avicola en todo el mundo (Gast, 2013).

Por ello, en este capitulo se abordaran distintos aspectos relacionados a la contaminacién con
Salmonella sp. en la cama de aves, las técnicas de deteccion de esta bacteria en cama'y los serotipos
comunmente encontrados.

La cama como actor principal en la contaminacién de Salmonella sp. en aves

La contaminacion de la carne, ya sea de la carcasa, trozados y subproductos puede tener
base en la planta faenadora-procesadora, por contaminacion cruzada a través del agua, operarios,
roedores, envases, moscas, entre otros posibles vectores y reservorios. La transmision se produce
con frecuencia a través de la contaminacion fecal de alimentos, agua, equipo, medio ambiente y el
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polvo en el que la bacteria puede sobrevivir por un periodo prolongado de tiempo (Hafez, 2013). Otra
posible fuente de contaminacion puede llegar a ser la granja de origen, donde podemos identificar a
la cama y el alimento como posibles vias de entrada del microorganismo al ave. En este caso en
particular hablaremos sobre la cama como actor principal de la contaminacion en produccién
primaria.

La cama es un material que se distribuye sobre el piso de los galpones con el fin de evitar el
contacto directo del ave con el suelo, brindar confort y un desarrollo adecuado de las aves. La cama
debe ayudar a absorber el agua que se derrama de los bebederos, también a diluir las materias
fecales, servir como aislante del frio proveniente del piso de los galpones y generar calor por accion
de la desintegracion de los componentes organicos dentro de la cama. Otras caracteristicas de la
cama son el tamafio, textura y color del material a usar. Si estos son similares al alimento y contienen
sustancias nocivas, el resultado es dafiino para la salud y la productividad de las aves. De esta
manera, la calidad de la cama afecta la expresion del potencial genético de las aves, debido a su
continuo y estrecho contacto (Tabler, 2000; Lacy, 2002, Luyo Flores, 2014).

El manejo de la cama deberia ser tan importante como la ventilacién, la nutricién, el programa
de luz, la calidad del agua y la eficiencia del programa sanitario. En la industria avicola, el manejo de
la cama en las granjas es vital para proteger a las aves y otorgarles las mejores condiciones
sanitaritas y de bioseguridad. Por lo cual, el material de la cama avicola debe estar libre de cualquier
contaminante, como productos quimicos y organismos que causen enfermedades y puedan dafiar a
las aves (Noll, 1992; Bland y Ghazikhanian, 1998).

En general, el material de la cama debe ser muy absorbente, éste es probablemente un buen
criterio para materiales organicos siendo en algunas areas escaso, no obstante, es imposible usar
materiales inorganicos tales como el poliestireno, arena o arcilla. Los materiales de la cama més
usados son derivados de la madera, como viruta, aserrin, madera picada, etc. En las regiones que
carecen de produccién maderera, se utilizan cortezas de arboles, paja (trigo, cebada, arroz) y hojas
de arboles de la region. También existe el uso de subproductos del procesamiento industrial como
por ejemplo cascara de café, mani, girasol, etc. La utilizacion de estos materiales es aceptable, pero
ellos son susceptibles a la contaminacién con hongos. Almacenados adecuadamente, la humedad
natural de estos productos se reduce a menos del 10%. La desventaja reside en el hecho de que
pueden producir mucho polvo (Noll, 1992; Ritz et al., 2014).

La cama proporciona una condicion especial para el crecimiento bacteriano adecuado con
valores de pH entre 8 y 9 en camas reutilizadas y actividad de agua entre 0,90 y 0,92 (Dai Pra et al,
2010). Adicionalmente, las temperaturas en el galpén oscilan normalmente entre 20 y 32 °C
dependiendo de la semana de cria, completando un habitat éptimo para las bacterias, especialmente
aerdbicas mesdfilas o microaerofilicas (Luyo Flores, 2014). La contaminacion de la cama durante el
almacenamiento puede ser una fuente importante de Salmonella sp. Por ello, se deben tomar
precauciones especialmente con los materiales que constituiran la cama, ya que estos pueden estar
contaminados desde su origen (Gazdzinski, 2004). También, la cama es un reservorio
de Salmonella sp. cuyo origen pueden ser las mismas aves o los vectores que permanecen en la
instalacion durante el periodo de vacio sanitario. La poblacion de Salmonella sp. en la cama esta
correlacionada positivamente con la esta bacteria en heces de aves (Santos et al., 2005), lo que
demuestra que el muestreo de la cama es un buen indicador del estado microbiol6gico de las heces.
En Argentina, la presencia de Salmonella sp. fue mayor en la cama de las aves que en el alimento,
40,5-46 % y 5,1-21 % respectivamente, indicando que el hisopado de cama es mejor muestra que el
alimento para aislar este patdégeno en un galpon (Genta 2013; Procura et al., 2015).

La presencia de cama himeda o con costras puede causar elevaciones del nivel de
amoniaco, aumenta la incidencia de pododermatitis e incrementa el nUmero de agentes patogénicos,
incluyendo bacterias, virus, coccidios, helmintos intestinales y hongos. La humedad de la cama esté
directamente relacionada con la contaminacioén por Salmonella sp., ya que propicia las condiciones
para la multiplicacion de la bacteria. Se ha encontrado que la humedad superficial bajo la cama puede
conducir a contaminacion por Salmonella sp. en su superficie (Gazdzinski, 2004). Después de haber
sido introducida la bacteria a un plantel esta puede multiplicarse y persistir en el ambiente (Davis y
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Wales, 2010). Si bien el medio ambiente no es normalmente un sitio primario de multiplicacién para
Salmonella sp., la capacidad de sobrevivencia de la bacteria hace que ésta pueda mantenerse por
largos periodos de tiempo en ambientes que sean propicios para su crecimiento y multiplicacién. Por
ejemplo, se ha descrito que Salmonella sp. puede sobrevivir en la cama de pavos hasta 9 meses
después que se haya retirado un lote infectado (Hoover et al, 1997).

En un estudio sobre prevalencia y distribucion de Salmonella sp. en granjas de pollos de
engorde, se observd una prevalencia de 38,8% en muestras de cama de pollo en granjas
convencionales (Alali et al., 2010). Por su parte, Rojas et al. (2002) encontraron que el 7,3%, de 357
muestras de cama de cascara de arroz analizadas en Cuba, presentd contaminacion por Salmonella
sp. Por otro lado, Marin et al. (2011), en un estudio sobre las fuentes de contaminacion de Salmonella
sp. durante la produccion de pollos de engorde en el este de Espafia, observaron que la prevalencia
en muestras de cama de pollo fue del 28,6 % al inicio de la produccion incrementando hacia el final
de la misma hasta un 33,9 %. Ibrahim et al. (2013) en un estudio seroepidemioldgico sobre
salmonelosis en aves de corral y su importancia en la salud publica observaron un 53,3% de
muestras de cama en pollos de engorde positivas a Salmonella mévil.

Por otra parte, Muniz et al. (2013) estudiaron la presencia de Salmonella sp. en camas de
pollos de engorde reutilizadas y observaron que la presencia de este patégeno disminuyé de 3,4% a
0,86% cuando la cama era reutilizada. Resultados similares fueron obtenidos por Roll et al. (2011)
en un estudio sobre presencia de Salmonella sp. en camas de pollos de engorde reutilizadas hasta
un maximo de 14 crianzas en granjas ubicadas al sur de Brasil. Por otro lado, Pieskus et al. (2008)
evaluaron la incidencia de Salmonella sp. en granjas de pollo de engorde organicas y
convencionales, localizadas en diferentes areas de Italia, Lituania, Alemania y en los Paises bajos,
tomando muestras de cama, polvo, agua y contenido del ciego. Estos autores obtuvieron una
incidencia del 29%, 20% y 11% para Lituania, Italia y en los Paises bajos, mientras que esta bacteria
no fue detectada en Alemania.

En nuestro pais, durante el afio 2009 a 2011, se realiz6 una investigacion desde el Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), a fin de determinar la prevalencia de
salmonelas patégenas (moéviles) en granjas avicolas de pollos de engorde. El método de muestreo
seleccionado fue de cama de galpon a través de calzas estériles. El muestreo abarc6 granjas de
empresas en las provincias de Buenos Aires, Entre Rios y Cordoba. Se observo que el 45% (335/737)
de las muestras fueron positivas a salmonelas moviles (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria, 2012). Resultados similares fueron encontrados por Genta (2013) en muestras de
calzas estériles en 65 granjas de pollos de engorde la provincia de Entre Rios y por Procura et al.
(2015) en 77 granjas ubicadas en granjas de pollos parrilleros de las zonas de mayor concentracion
avicola de la misma provincia. Ademas, estos ultimos, estudiando la concordancia de aislamiento de
Salmonella sp. en muestras de cama entre dos galpones ubicados en una misma granja, encontraron
un 16% (11/69) de positivos a Salmonella sp. en ambos galpones y negativos a ambos en un 49 %
(34/69), teniendo una concordancia pobre entre los galpones. Por otra parte, pero también en entre
Rios, Rodriguez et al. (2015) estudiaron la tasa de aislamiento de Salmonella sp. a partir de 148
muestras de hisopado de cama (2 pares de calzas estériles), encontrando que entre el 32,4% a
33,8% de las muestras resultaron positivas a esta bacteria.

Toma de muestra para la deteccién de Salmonella sp. en cama de ave

En las ultimas décadas, el seguimiento y control de Salmonella sp. en aves de produccion ha
sido una prioridad en diferentes paises de América y la Unién Europea, dada la relacion existente
entre brotes de Salmonella sp. en humanos con el consumo de huevos y productos avicolas (Gast
et al, 2011; Delmas et al, 2006). La creacién y el seguimiento de programas de vigilancia y control
en la produccién primaria de las aves son primordiales para disminuir la incidencia de los serotipos
de caracter zoondtico en granjas, frigorificos, canales, huevos y productos derivados. Estos planes
de control (Mueller-Doblies et al, 2009; Carrique-Mas y Davies, 2008a) requieren armonizacion entre
el muestreo (tipo de muestras) y la vigilancia de toda la cadena avicola general (abuelas,
reproductoras, incubadoras, etc.).
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La deteccién de Salmonella sp. en la produccion primaria de aves implica en primer lugar la
recoleccion de material del medio ambiente en los galpones (heces, cama, polvo), asi como la
recoleccién de muestras obtenidas directamente de las aves (sangre, hisopos cloacales, muestras
post mortem del ciego, intestino delgado e higado). En la toma de muestras hay que tener en cuenta
gue existe una baja prevalencia de la infeccidén en aves individuales, los organismos excretados son
relativamente bajos y la excrecion es de tipo intermitente en aves infectadas. Ademas, la cantidad
de heces obtenidas en los hisopos es limitada (Bichler et al, 1996). Este tipo de muestra también
puede verse afectada por tratamientos antibioticos previos y posible contaminacién del hisopo en el
momento de la obtencion de la muestra (Carrique-Mas y Davies, 2008a; European Food Safety
Authority, 2007). Las muestras ambientales son ampliamente utilizadas para establecer el estado
sanitario en galpones. En general, estos tipos de muestras se consideran mas sensibles que el
muestreo de un gran numero de aves individuales, ya que se identifican no solamente infecciones
activas, sino infecciones previas de la granja (Mueller-Doblies et al, 2009; Davies y Wray, 1996).
Ademas, es considerado mas beneficioso en términos de costos (Carrique-Mas y Davies, 2008a;
Aho, 1992).

Se pueden tomar dos tipos de muestras para evaluar la presencia de Salmonella sp. en cama
de aves, ya sea material de cama directamente, o bien un hisopado de la misma. Ambos tipos de
muestreos pueden ser realizados durante el alojamiento de las aves o al tiempo del vacio sanitario,
previo a decidir sobre su reutilizacién. Las muestras deben ser remitidas al laboratorio el mismo dia
de haberlas tomado. Si por algdn motivo no pueden enviarse de inmediato, las mismas deben ser
refrigeradas a 4 °C (Barrios, 2009).

En referencia a la toma de material de la cama, se puede utilizar cualquier muestreo usado
para muestrear un galpén, como el método de la canaleta o el método zigzag (Figura 1). El primero
se realiza utilizando una pala angosta, previamente desinfectada con alcohol 70 %, y situados en el
centro del galpén “cavando” una canaleta a lo ancho del galp6n hasta alcanzar las paredes. La
canaleta debe ser del ancho y profundidad de la pala utilizada. De existir “costra” (también llamada
“‘champa”) sobre la cama, se la debe recoger también. Se debe depositar todo el material recolectado
de la canaleta sobre una lona o tela previamente esterilizada, revolverlo utilizando un rastrillo u otra
herramienta util a tal efecto, previamente desinfectada o esterilizada. Luego se divide el material en
cuatro partes iguales, se toman dos cuartos al azar y se vuelven a mezclarlos uniformemente. Se
repite el cuarteo hasta obtener un cuarto al azar de aproximadamente 100 g, que se coloca en una
bolsa plastica estéril con cierre sellado. Todo el material sobrante se ubica dentro de la canaleta,
esparciéndolo uniformemente (Maissonave et al., 2015).

Por otro lado, para el método zigzag o muestreo lineal oscilante el galpén se divide, de modo
longitudinal e imaginariamente, en dos a tres areas. Se comienza en una esquina y se camina el
galp6n en forma zigzagueante llevando una pala pequefia o lata grande, previamente desinfectada
o0 esterilizada, junto a un balde de 20 litros (desinfectado con alcohol 70 %). Se toma entre 12 y 20
sub-muestras de toda la profundidad de la cama, siendo precavidos de no recoger o raspar la
superficie del suelo original. Se colocan las sub-muestras en el balde. Al finalizar de recorrer el galpén
se agita el contenido del balde para uniformar la muestra y se llena una bolsa plastica estéril (Barrios,
2009; Maissonave et al, 2015).
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Metodo Zig-Zag
Método Canaleta Método Zig.Zag A segin Reglamento

(UE) N° 200/2012

Figura 1. Tipos de muestreos de cama para la deteccion de Salmonella spp.

En referencia al hisopado de cama, el muestreo puede realizarse con gamuza o con calzas.
En el primer caso, se pasa una gamuza humedecida por el piso del gallinero. Para el muestreo con
calzas (Figura 1), las muestras se toman caminando por el galpén con material absorbente colocado
sobre el calzado (Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2010). La Unién Europea, segun el
Reglamento (UE) N° 200/2012 para parrilleros (Barroso, 2012) y 1168/2006 para ponedoras (en el
caso de a piso, Kyprianou, 2006), utiliza como minimo dos pares de calzas/galpén. Antes de ponerse
las calzas estériles, se humedece su superficie con diluyentes tales como soluciones al 0,8 % de
cloruro sédico y 0,1 % de peptona en agua desionizada estéril; agua estéril; o cualquier otro diluyente
aprobado por los laboratorios nacionales de referencia. Para humedecer las mismas se vierte el
liquido en su interior antes de ponérselas o se agitan en un recipiente de diluyente. Las calzas
estériles se ubican sobre las botas (Figura 2) y se toman las muestras andando sobre la cama por el
galpén. Un par de calzas cubre la mitad del galp6n y el otro par la otra mitad. Debe garantizarse que
todas las secciones de un galpén queden representadas proporcionalmente en el muestreo. Cuando
se termina el muestreo, se retiran cuidadosamente las calzas para que no se desprenda el material
adherido. Se puede dar la vuelta a las calzas para retener el material en su interior. Luego los pares
de calzas se colocan en una misma bolsa estéril o recipiente estéril por galpdén y se etiquetan
adecuadamente (Figura 3). La autoridad competente puede decidir aumentar el nimero minimo de
muestras a fin de garantizar un muestreo representativo en las evaluaciones caso por caso de los
parametros epidemioldgicos, como las condiciones de bioseguridad, la distribucion o el tamafio de la
manada. A su vez, la autoridad competente puede decidir la sustitucién de un par de calzas por una
muestra de polvo de 100 g tomada de superficies repartidas por todo el galpén en las que la presencia
de polvo sea visible. Para la Union Europea, si no se detecta la presencia de Salmonella Enteritidis
(SE) y Salmonella Typhimurium (ST), pero si de agentes antimicrobianos o de un efecto inhibitorio
de la proliferacion bacteriana, la manada de pollos de engorde o de ponedoras se considerara
infectada. En todos los casos las muestras se enviaran sin retraso injustificado, por correo urgente o
servicio de mensajeria, a los laboratorios autorizados. Durante el transporte las muestras no deben
ser expuestas a una temperatura superior a 25 °C ni a la luz del sol. Si las muestras no se envian en
las 24 horas posteriores a la recogida, deben mantenerse refrigeradas.

Para ponedoras a piso (Kyprianou, 2006), la Unién Europea determina que el muestreo a
iniciativa del operador se efectuara al menos cada quince semanas. El primer muestreo se efectlia a
la edad de 24 + 2 semanas. En cambio, el muestreo por la autoridad competente tendra lugar al
menos:
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a) en una manada cada afio por explotacion que comprenda al menos 1000 aves;

b) ala edad de 24 + 2 semanas en las manadas ponedoras alojadas en naves en las que se detectara
Salmonella sp. en la manada anterior;

¢) en cualquier caso de sospecha de infeccién por SE o ST, como resultado de la investigacion
epidemioldgica de los brotes de enfermedades transmitidas por los alimentos de conformidad con el
articulo 8 de la Directiva 2003/99/CE del Parlamento Europeo y del Consejo;

d) en todas las deméas manadas ponedoras de la explotacion en caso de que se detecte SE 0 ST en
una manada ponedora de la explotacion;

e) en los casos en que la autoridad competente lo considere apropiado.

Ademas, un muestreo realizado por la autoridad competente puede sustituir a otro realizado
a iniciativa del operador.

Para pollos patrrilleros, la Union Europea determina que las manadas de pollos de engorde
deben ser sometidas a muestreo a iniciativa del explotador de empresa alimentaria en las tres
semanas previas al sacrificio (Barroso, 2012). Sin perjuicio de la obligacion de muestreo establecida
anteriormente, la autoridad competente puede disponer que los operadores de empresas
alimentarias sometan a muestreo, como minimo, a una manada de pollos de engorde por tanda en
las explotaciones que cuenten con varias manadas si:

a) se utiliza un sistema que garantice la entrada y salida de todas las aves en todas las manadas de
la explotacion;

b) todas las manadas se gestionan de igual manera;
¢) el suministro de pienso y agua es comun a todas las manadas;

d) durante al menos las seis Ultimas tandas, la autoridad competente ha sometido a todas las
manadas de la explotacion a pruebas de deteccién de la Salmonella sp. conforme al programa de
muestreo establecido anteriormente y ha tomado muestras de todas las manadas de, como minimo,
una tanda;

e) todos los resultados de las pruebas de deteccion de SE o ST previstas han sido negativos.

Sin perjuicio de las obligaciones de muestreo contempladas en este punto, la autoridad
competente puede autorizar el muestreo en las seis semanas previas a la fecha de sacrificio en caso
de que los pollos de engorde sean mantenidos mas de 81 dias o criados con arreglo a una produccion
ecoldgica, de conformidad con el Reglamento (CE) N° 889/2008 de la Comision Europea. Por su
parte, el muestreo de la autoridad competente incluye cada afio, como minimo, una manada de pollos
de engorde en el 10 % de las explotaciones que cuenten con mas de 5.000 aves. El muestreo puede
realizarse en funcion del riesgo y cada vez que la autoridad competente lo estime necesario. Este
muestreo realizado por la autoridad competente puede sustituir al realizado por el explotador de
empresa alimentaria.
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Figura 3. Calzas en bolsa estéril luego de haber tomado la muestra.

En Argentina, recientemente, el Ministerio de Agroindustria a través del 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
que detalla la frecuencia y método de muestreo en las granjas de pollos parrilleros y gallinas de
postura (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2016a). En este ultimo caso, se
indica que dos veces por afio se debe realizar una toma de muestra de todas las granjas con aves
en produccién, pero no da indicaciones sobre muestreos en galpones de ponedoras a piso. En el
caso de granjas de pollos parrilleros, se debe realizar la toma de muestras de cama una vez por afio,
teniendo en cuenta las siguientes consideraciones, de manera similar a lo propuesto por la
Comunidad Europea:

¢ Las aves deben ser muestreadas tres semanas previas a la faena.

e Las muestras se obtienen por “caminata de galpén” con la utilizacion de calzas/medias estériles.

e La muestra debe estar conformada, como minimo, por dos pares de calzas/medias de un mismo
galpon seleccionado aleatoriamente.

¢ En el muestreo deben quedar representadas proporcionalmente todas las secciones de un galpon.
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¢ Cada par deberia abarcar aproximadamente el 50 % del area del galpén.
¢ Cuando la granja disponga de mas de cinco galpones, deben extraerse muestras de dos galpones y
en las granjas de menos de cinco galpones, la muestra debe tomarse de un galpon.

Por otra parte, en las aves reproductoras de Argentina, el Plan Nacional de Sanidad Avicola
(Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2016b) utiliza el hisopo de arrastre de cama
de galpdn (10 muestras por nucleo de recria, plantel o lote) o bien, calzas estériles (2 pares de
muestras por galpon) sélo en las granjas de recria, como muestreo valido para Salmonella sp. En
cambio, en las granjas de reproductores determina el uso de hisopos de cloaca, 20 hisopos por
nacleo de reproduccion, plantel o lote.

Por otra parte, un estudio realizado en Dinamarca compar0 cuatro métodos de muestreo
potencialmente aplicables a la deteccion de Salmonella sp. en cama de un galpén de pollos de
engorde (Skov et al, 1999):
recoleccién de muestras fecales (300 muestras fecales frescas al azar del suelo dentro del gallinero;
60 pooles de 5 muestras fecales);
exposicion de hojas de papel y recoleccion de las mismas después de 8 -10 h de exposicion;
cinco pares de calcetines, cada par consistié en dos tubos de algodoén elastico de aproximadamente
20 cm de largo, las muestras se tomaron colocando el tubo de algodén sobre el calzado y girando
los calcetines al caminar alrededor del galpén para que todas las piezas fueran expuestas;
muestreo mediante el uso de sélo un par de calcetines.

Se encontrd que los métodos de 5 pares de calcetines, 5 hojas de papel y 60 pooles de 5
muestras fecales detectaron el mismo namero de lotes positivos para Salmonella sp. si la prevalencia
fue de al menos 5,6 %. En lotes con una prevalencia de Salmonella sp. de 1,4 %, los métodos de 5
pares de calcetines, y 60 pooles de muestras fecales fueron los dos métodos que detectaron la
mayoria de los lotes como Salmonella sp. positivo y que dieron los mas altos valores predictivos
positivos y negativos.

Otro estudio se realizé desafiando pollos por via oral con una suspensién de Salmonella sp.
resistente a acido nalidixico, y tomando muestras en diferentes tiempos. La cama fue muestreada
usando 4 métodos: excrementos fecales, cama, hisopos de arrastre, y calcetin. Ademas, se hicieron
comparaciones con hisopos de arrastre que fueron pisados durante el muestreo. En general, la
incidencia de recuperacién de Salmonella sp. fue significativamente mayor para el calcetin e hisopos
de arrastre que fueron pisados durante el muestreo que para estos ultimos que no fueron pisados.
Estos resultados indican que hay mayor probabilidad de detectar Salmonella sp. cuando el material
de muestreo se presenta en mayor contacto con la materia fecal pisando el material de la muestra
(calcetines o hisopos de barrido). Al pisar hisopos de barrido puede mejorar la deteccion de
Salmonella sp. sin un aumento en el costo y tiempo (Buhr et al, 2007).

Metodologia para la deteccion de Salmonella sp. en la cama de aves

El éxito en la deteccién de Salmonella sp. depende de la eleccién de un procedimiento de
muestreo representativo y del método de deteccion utilizado (Chacana y Terzolo, 2003; Carrique-
Mas y Davies, 2008b). Existen diversos métodos para la deteccion de Salmonella sp. en la cama, los
métodos rapidos (por ej. ELISA, Separacion Inmunomagnética o reaccion en cadena de la polimerasa
—PCR-) y los de cultivo. Aunque estos ultimos métodos son los més utilizados, para el aislamiento
de este género bacteriano se requieren 5 etapas (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad
Agroalimentaria, 2002).

La primera etapa en el aislamiento de Salmonella sp. es la de preenriquecimiento, colocando
la cama (en general, 25 g) o el hisopado de la misma en relacion 1/10 peso: volumen en un medio
liquido general (agua de peptona tamponada, caldo tripteina de soja con o sin hierro, o caldo
lactosado, entre otros) para permitir que un escaso numero de salmonelas se multipliquen sin que
mueran por los efectos toxicos de los medios de enriquecimiento selectivo, y/o ayudar a la
recuperacion de las células que presentan dafos subletales, ocasionados por procesos como la
congelacion, el calentamiento, la exposicion a substancias microbicidas o a la desecacion
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(Organizacion Mundial de Sanidad Animal, 2008). Luego de una incubacién de 6-24 h a 37 °C, las
muestras se siembran en medio de enriquecimiento selectivo liquido (diferentes tipos de caldos
tetrationatos, caldos selenitos, caldo Rappaport-Vassiliadis) y/o semisélido (medio semisoélido
Rappaport-Vassiliadis modificado-MSRV-), donde se incuban a 37° o0 41,5-42 °C, segun el caso con
o0 sin el agregado de antibidticos, como la novobiocina, para inhibir bacterias como Proteus sp. Este
paso disminuye la concentraciébn de los microorganismos competidores y aumenta 0 mantiene
estable la poblacién de la bacteria de interés (Entis, 2002). Para el caso, del medio semisélido (Figura
4), las bacterias moviles crecen radialmente y forman un halo de crecimiento. Si las salmonelas
moviles estan presentes en la muestra, seran dominantes en el extremo del halo (Busse, 1995) desde
donde pueden ser selectivamente aisladas. Luego de la incubacion, se siembran en estrias por
agotamiento en 2 a 3 placas de Petri con medios de cultivos sélidos 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), 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 sp. en las muestras ambientales. Luego de la incubacion, por el color de la colonia
bacteriana, de cada placa se toman 2-3 colonias sospechosas de Salmonella sp. para su
caracterizacion bioquimica. En ausencia de colonias tipicas o sospechosas de Salmonella sp.,
igualmente, se toman 2-3 colonias de la placa a fin de descartar este género bacteriano (Andrews y
col., 2015). Entre las pruebas bioquimicas que se pueden realizar se destacan (Figura 5, Tabla 1):
agar hierro dos o tres azlcares (agar Kliger o del inglés agar TSI, respectivamente), agar lisina hierro
(del inglés LIA), O.N.P.G. (orto-nitrofenilgalactopiranosido), agar fenilalanina, agar urea, medio SIM
(sulfuro indol movilidad), citrato de Simmons, test de rojo metilo y Voges-Proskauer. Con la cepa
aislada y compatible con Salmonella sp., se realiza la tipificacion seroldgica o fenotipica (quinta
etapa, pruebas de aglutinacién). Esta Ultima tiene un alto poder discriminatorio y provee informacién
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 y col., 2014). La tipificacion es util para determinar la férmula antigénica completa de
aislamientos de Salmonella spp. (Montville y Mathews, 2008). La serotipificacion basada en la
determinacion de los antigenos somaticos (Ag O), flagelares (Ag H) y capsular (Ag Vi), si esta
presente, de acuerdo al Esquema de White-Kauffmann- Le Minor, permite determinar las
serovariedades reconocidas por el Centro “Colaborador de la Organizacion Mundial de la Salud de
Referencia e Investigacion de Salmonella”, del Instituto Pasteur de Paris, Francia (Grimont y Well,
2007, Montville y Mathews, 2008; Caffer y col., 2014).

Rodriguez et al. (2015) estudiaron la capacidad discriminatoria de cuatro medios de cultivo
solidos selectivos-diferenciales en el aislamiento de Salmonella sp. a partir de 148 muestras de
hisopado de cama (2 pares de cofias estériles). Los 4 medios utilizados fueron agar EF-18, agar
entérico Hektoen y 2 marcas comerciales de agar XLD. No se observaron diferencias significativas
en los parametros estudiados en los distintos medios de cultivo selectivos-diferenciales utilizados,
con una concordancia muy buena a excelente entre ellos.

28



Cama de pollo en Entre Rios: Aportes para su uso y manejo

“em= ‘ll“

Figura 4. Medio semisélido Rappaport- Vassiliadis modificado sembrado con una cepa inmovil (A) y
otra mévil de Salmonella (B).

La Unién Europea, segun el Reglamento (UE) N° 200/2012 para parrilleros (Barroso, 2012) y
1168/2006 para ponedoras (Kyprianou, 2006) establecen la deteccién de Salmonella sp. segun el
anexo D (Deteccion de Salmonella spp. en heces de animales y en muestras ambientales en la etapa
de produccion primaria) de la norma EN/ISO 6579 “Microbiologia de los alimentos de consumo
humano y alimentacién animal (International Organization for Standardization, 2002). Método
horizontal para la deteccién de Salmonella spp.”. Este método utiliza agua de peptona tamponada y
MSRV suplementado con 1ml/L de solucion de novobiocina al 2 % como medios de
preenriquecmiento y enriquecimiento selectivo, respectivamente. Como medios sélidos selectivos-
diferenciales es obligatorio el uso de agar XLD y otro a eleccion. El serotipado se realiza de al menos
una cepa aislada de cada muestra positiva recogida por la autoridad competente, utilizando el
Esquema de Kauffmann-White-Le Minor.

TSI LIA FA SIM Tl U (&) B

A

Figura 5. De izquierda a derecha; pruebas bioquimicas compatibles con una cepa de Salmonella spp.
movil (A) e inmovil (B). TSI= agar Hierro Tres Azlcares; LIA= Agar Lisina Hierro; FA= agar
fenilalanina; SIM= medio sulfuro-indol-movilidad, TJ= agar tartrato de Jordan, U= agar urea; y C= agar
citrato de Simmons.

En la Resolucion 86/2016 del SENASA (2016a) se indica que los laboratorios de diagnéstico,
ya sean privados o pertenecientes a instituciones publicas, deben utilizar, para las muestras de
hisopado de cama de pollos parrilleros, el método descripto en el Anexo D de la Norma ISO 6579
(2002), de igual manera que la Unién Europea. Sin embargo, destaca que como métodos alternativos
se pueden utilizar las pruebas moleculares para identificacion de genotipos. Cada laboratorio debe
hacer la tipificacion serolégica utilizando los sueros polivalentes somaticos A (OS-A) y B (0OS-B).
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Todos aquellos aislamientos OS-A positivos se deben remitir a la Direcciéon del Laboratorio Animal
(DILAB) de la Direccién General de Laboratorios y Control Técnico del mencionado Servicio Nacional,
para su serotipificacion, ya que los serovares Enteritidis, Typhimurium y Heidelberg pertenecen a
este serogrupo. Cuando los laboratorios que participen del Programa no estén en condiciones de
realizar las pruebas de tipificacion por técnicas moleculares, deben remitir las cepas aisladas de
Salmonella sp. a la DILAB, para su tipificacion serologica. Para el caso del hisopado de cama de las
granjas de recria de reproductores, el Plan Nacional de Sanidad Avicola (PNSA) de Argentina indica
gue se tiene que seguir el procedimiento de aislamiento de Salmonella sp. de 5 etapas (Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2002). Ademas, el manual de procedimientos
operativos del Programa de Control de las Micoplasmasis y Salmonelosis en Aves Reproductoras y
Planta de Incubacién de Argentina (Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2016b)
informa que, cuando se aisle una Salmonella tipo moévil en uno de los laboratorios adheridos, deberan
remitir la cepa aislada y previamente caracterizada por pruebas bioquimicas y serolégicas a la DILAB
del SENASA para su tipificacion serologica definitiva. ElI programa acepta la genotipificacién por
métodos moleculares utilizados por algunos laboratorios para el cumplimiento del PNSA.

La Organizacion Mundial de Sanidad Animal (2008) recomienda en muestras fecales y
ambientales el uso de un enriquecimiento no selectivo en agua de peptona tamponada, seguido de
enriguecimiento selectivo en MSRYV vy caldo tetrationato, con la posterior incubacion a 41,5 +1 y 37
+1 °C, respectivamente, durante 48 h. Luego de 24 y 48 h, para ambos medios de enriquecimiento
selectivo, se siembran en agar Rambach o Verde Brillante y agar XLD con el agregado de
novobiocina, con la posterior incubacién a 37 +1 °C 24 hs. Luego, se examinan 5 colonias
sospechosas de Salmonella sp., utilizando antisueros somaticos (poli “O”) y flagelares (poli “H”, fase
1 y fase 2) o medios bioquimicos compuestos. Se subcultivan las colonias sospechosas que no
aglutinen con antisueros poli H en medios no selectivos y se repiten las pruebas. Si se obtiene una
aglutinacion fuerte con poli O y poli H, esto es suficiente para una confirmacién preliminar. Tales
aislamientos se pueden luego seroagrupar.

Tabla 1. Reacciones bioguimicas de Salmonella sp.

Resultados Reaccién en

Prueba o sustrato Positivo Negativo especies de

9 Salmonella®
Glucosa (TSI) Fondo amarillo Fondo rojo +
Lisina decarboxilasa Fondo violeta Fondo amarillo +

(LIA)
H2S (TSI, LIA y SIM) Ennegrecimiento no ennegrecimiento +
Agar urea Color rosado Sin cambios de color -
Prueba de Indol (SIM) | Color rosado en superficie | Color amarillo en superficie -
Prueba de Voges- Color rojo a rosado Sin cambios de color -
Proskauer
Prueba de rojo metilo Color rojo difuso Color amarillo difuso +
Citrato de Simmons Crecimiento, color azul Sin crecimiento, sin cambio \%
de color

Agar fenilalanina Sin cambios de color Color verde -
O.N.P.G. Sin cambios de color Color amarillo -

a+: 90% o mas positivos en 1 o 2 dias; -: 90% o mas negativos en 1 o 2 dias;

v: variable (Salmonelas méviles positivo, salmonelas inmoviles negativo).

Serovariedades de salmonelas en cama de aves

Las serovariedades de Salmonella sp. comprometidas en la cama tienen variaciones en la
frecuencia de presentacion de un pais a otro, con importancia en areas que no han alcanzado las
condiciones de saneamiento e higiene adecuados y no cuentan con medidas de salud publica
optimas (Gutiérrez Cogco et al.,, 2000). Aunque la serotipificacidbn representa un componente
importante de salud publica para caracterizar la salmonelosis, esta técnica tiene limitaciones en
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muchos paises. Algunos informan un numero limitado de serovariedades probablemente por un
ndamero limitado de reactivos (Uribe y Suéarez, 2006). En relacion a este punto, Terrera (2012)
observd, sobre casos confirmados de salmonelosis con pruebas de laboratorio obtenidos de 10
laboratorios oficiales y privados de patologia aviar de Argentina (afios 2008 y 2009), que fue muy
poco frecuente la caracterizacion y serotipificacion definitiva de las cepas aisladas de salmonelas
moviles. Esto ultimo impidié conocer cuales fueron realmente las serovariedades de los aislamientos
obtenidos. Por ello, las salmonelas de este tipo siguen siendo un problema para los laboratorios.

Alali et al. (2010) observaron que la mayoria de los aislamientos (65/70) de Salmonella sp. en
la cama pertenecian al serogrupo C (que incluye los factores soméaticos 6,7,8) y los 5 aislamientos
restantes pertenecieron al serogrupo B (que incluye el factor somatico 4). Por su parte, Rojas et al.
(2002) aislaron los serogrupos B, C, D, y E de Salmonella sp. a partir de cama de céscara de arroz,
siendo los B y E los més frecuentemente encontrados. Por otro lado, Marin et al. (2011), de un total
de 259 aislamientos de Salmonella sp. en la produccion de pollos de engorde (incluidas muestras de
cama), encontraron 21 serovariedades diferentes, donde las mas prevalentes fueron SE (52,9 %), S.
Hadar (17,8 %), S. Virchow (8,9 %) y S. Ohio (5,4 %).

Por otro lado, Ibrahim et al., (2013) en las muestras de cama positivas a Salmonella sp. s6lo
encontraron una sola serovariedad (S. Kentucky). Sin embargo, Roll et al. (2011), durante los 3
periodos del estudio, obtuvieron 10 serovariedades diferentes, siendo las mas prevalentes SE, S.
Bredeney y S. Agona. Por su parte, Pieskus et al. (2008) determinaron la incidencia de Salmonella
sp. en granjas orgénicas y convencionales de pollo parrilleros, analizando muestras de cama, entre
otras. Las serovariedades aisladas correspondieron a SE, ST, S. Hadar, S. Heidelberg, S. Infantis y
S. Java para Lituania, Italia y Paises bajos, respectivamente.

Con respecto a nuestro pais, en el trabajo realizado por SENASA (2012) en cama de pollos
parrilleros, sobre el total de los aislamientos positivos a Salmonella sp. que fueron serotipificados
(n=275) los mas frecuente fueron S. Heidelberg (26,6 %), S. Thompson (16,7 %), S. Schwarzengrund
(13,4 %), S. Senftenberg (6,6 %), S. Mbandaka (5,1 %), S. Livingstone (3,6 %) y S. Anatum (3,3 %),
mientras que tanto ST, S. Derby como SE estuvieron presentes en un 2,6% (Servicio Nacional de
Sanidad y Calidad Agroalimentaria, 2012). Por otro lado, en un relevamiento realizado por nuestro
grupo de trabajo (Genta et al., datos no publicados), se serotipificaron 83 (sobre un total de 129)
cepas de Salmonella sp. aisladas de cama de pollo proveniente de galpones de Entre Rios,
obteniéndose 16 serovariedades diferentes. Las mas prevalentes fueron S. Heidelberg (30,1 %), SE
(16,9 %), S. Livingstone (13,2 %), S. Agona (6,0 %). S. Derby (4,8 %) y S. Montevideo (4,8 %).

Consideraciones finales

Aunque la cama tiene funciones muy importantes para la crianza de las aves utilizadas
para consumo humano, la presencia de Salmonella sp. en este material indica los niveles de
contaminacioén bacteriana presente en el medio en el que se crian las mismas. Dado los altos valores
y los serotipos encontrados, resulta necesario que se adopten medidas para disminuir la prevalencia
de esta bacteria en la cama a fin de dar una mayor garantia de la calidad higiénica de los alimentos
gue se obtienen de esta produccion, tanto en Argentina como en el mundo. Por ello, es recomendable
no eliminar la cama al campo, con fines de fertilizante, sin un tratamiento previo para disminuir la
carga de microorganismos y asi el riesgo de probables complicaciones, en especial, con Salmonella

sp.
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