Implicacion de la limpieza y desinfeccion en la
persistencia de Salmonella en avicultura de engorde

S. GONZALEZ " M. MATEOS? S. VEGA? Y C. MARIN?

" Universidad CEU Cardenal Herrera-Universidad Politécnica de Valencia 2 Universidad CEU
Cardenal Herrera -Centro de Tecnologia Animal.

*saragonzalezbodi@gmail.com

RESUMEN

La limpieza y desinfeccion se considera hoy en dia como factor clave para la eliminacién de Salmonella de las
explotaciones avicolas. Existen numerosos estudios que estudian los diferentes factores que influyen en la eficacia de
los desinfectantes utilizados en los planes de limpieza y desinfeccion, como puede ser la capacidad de producir biofilm
por la bacteria, la dureza del agua, la incorrecta aplicacion de los desinfectantes, etc. El objetivo de este trabajo es
conocer las concentraciones mas eficaces a la hora de aplicar los desinfectantes mas comunmente utilizados a nivel
de campo y determinar la eficacia de estos frente a cepas con capacidad o no de producir biofilm de los principales
serotipos de importancia para Salud Publica (S. Enteritidis, S. Typhimuirum, S. Hadar, S. Virchow y S. Infantis). Para ello,
se realizd una prueba in vitro donde se detectaron las concentraciones mas efectivas de cada uno de los desinfectantes
(Glutaraldehido, Formaldehido y Acido Orgénico con Agentes Oxidantes) frente a cepas de Salmonella con o sin
capacidad de producir biofilm de cada uno de los serotipos. A continuacion, estas concentraciones se aplicaron en
condiciones de campo donde nuevamente se enfrentaron a los diferentes serotipos de Salmonella segun su capacidad
de producir biofilm. Los resultados demostraron que la aplicacién de los desinfectantes a las concentraciones testadas
dieron lugar a una total eliminacion de la bacteria de las superficies tras la prueba de campo.
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ABSTRACT

It is well known the importance of cleansing and disinfection (C&D) to remove Salmonella from poultry farms.
Cleaning and disinfection is considered to be one of the main risk factors related with the persistence of the bacterium
in the production system. There are several studies which investigate different factors involved in the effectiveness of
disinfectants used in cleaning and disinfection protocols, such as hardness of water, water temperature, disinfectants
concentration or biofilm development capacity of bacteria. The aim of this study was to test the most effective
concentrations of disinfectants commonly used in poultry production against Salmonella biofilm and nonbiofilm strains of
the five most important serotypes for Public Health (S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar, S. Virchow and S. Infantis).
Firstly, an in vitro test was carried out to detect the most effective concentrations of Glutaraldehyde, Formadehyde and
Oxidizing Agents Organic Acid against biofilm and nonbiofilm Salmonella strains. Then, the most efective concentrations
were applied against the biofilm and nonbiofilm strains under field conditions. The results demonstrate a complete
elimination of Salmonella from surfaces when disinfectants were applied at concentrations tested.
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INTRODUCCION

La salmonelosis esta considerada como uno de los problemas mas importantes de Salud Publica
asociada al consumo de alimentos,(OMS 2006,EFSA 2011). La prevencion de la contaminacion por
Salmonella de productos avicolas, requiere un conocimiento detallado de los principales factores de riesgo
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implicados en su presencia en el sector primario, (Marin et al., 2009). Numerosos estudios epidemiolégicos
ponen de manifiesto la importancia de la limpieza y desinfeccion (L&D) en la persistencia de Salmonella en
avicultura. Rose et al. (2000, Francia), observaron unos niveles de contaminacion por Salmonella del 69,8%
y 38,4% en muestras ambientales, antes y después de la L&D, respectivamente. Resultados similares fueron
obtenidos por Marin et al. (2011, Espana) con 41,3% y 20,0%, antes y después de la L&D, respectivamente.
Existen diferentes hipétesis de por que la bacteria permanece en el ambiente después de realizar la L&D,
como un uso incorrecto de los desinfectantes, la dureza y temperatura incorrectas del agua de limpieza o la
capacidad de las cepas de producir biofilm, (Carrique et al., 2009). Los objetivos de este estudio fueron (i)
Evaluar in Vitro tres desinfectantes basados en diferentes principios activos, (Glutaraldehido, Formaldehido
y Acidos organicos con Agentes Oxidantes) frente a los 5 serotipos de Salmonella de mayor importancia en
Salud Publica, con y sin capacidad de formar biofilm. ii) Analizar a nivel de campo los tres desinfectantes
frente a los 5 serotipos con y sin capacidad de formar biofilm.

MATERIAL Y METODOS

Experimento 1, Evaluacién in vitro de los desinfectantes
Desinfectantes

Para la realizacion de este experimento se utilizaron diferentes concentraciones de los principios
activos mas empleados en los desinfectantes avicolas, (Glutaraldehido, Formaldehido y Acidos
Organicos con Agentes Oxidantes.

Para realizar los controles y las diluciones de los desinfectantes se utilizé agua milli-Q estéril. Las
soluciones desinfectantes se prepararon a diferentes concentraciones del principio activo (0,5%, 1.0%,
2.0%, 3.0% y 4.0%). Todas las soluciones desinfectantes fueron preparadas el dia de su uso.

Cepas bacterianas

Las cepas que se utilizaron en este experimento fueron los principales serotipos de importancia
en Salud Publica que previamente habian sido aisladas a nivel de campo. Los serotipos utilizados se
clasificaron de acuerdo con su capacidad o no formar biofilm. (S. Enteritidis, S. Typhimurium, S. Hadar,
S. Virchow y S. Infantis). Se obtuvieron por tanto 20 grupos de cepas diferentes.

Analisis de la viabilidad in vitro

Cada uno de los serotipos, indicados anteriormente, fueron cultivados en 25 mL de Caldo LB (Luria-
Bertoni) a 37°C durante 24h hasta alcanzar una concentracion de 102 UFC/ml, determinada mediante el
recuento celular en camara de cuenta glébulos de Thoma-Zeis, Marienfield,Alemania. Posteriormente,
5mL del cultivo bacteriano de cada uno de los serotipos con o sin capacidad de biofilm, fueron expuestos
a las diferentes concentraciones de desinfectantes (0.5%, 1%, 2%,3%,4%) durante 60 minutos a
temperatura ambiente. Transcurrido el tiempo, las muestras fueron incubadas con ioduro de propidio
(Sigma, Aldrich, Espiral y SyBr-14) durante 10 minutos en oscuridad. Posteriormente las muestras
fueron montadas sobre un portaobjetos y evaluadas bajo microscopia de fluorescencia (Nichon, Eclipse).
Aparecieron Salmonellas de color rojo que fueron catalogadas como no viables y Salmonellas de color
verde como viables, (Imagen.1.). Un minimo de 100 Salmonellas para cada muestra fueron evaluadas.
Se realizaron 3 repeticiones por serotipo y concentracion del principio activo.

Experimento 2, Anadlisis de los principios activos in vivo

Basandose en los resultados del experimento anterior se ensayaron las concentraciones del 2% de
Glutaraldehido, 2% de Formaldehido y 0.5% de Acidos Orgénicos y Agentes Oxidantes. Para la infeccion, se
utilizaron las mismas cepas del experimento 1, pero en este caso, se hicieron dos pools de 10 cepas de cada
serotipo. Para cada serotipo el primer pool estaba formado por serotipos con capacidad de producir biofiim y
el segundo, por serotipos sin capacidad de producir biofilm. Las cepas fueron obtenidas acorde con lo descrito
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en el experimento 1. Este experimento se desarrollo en la granja experimental del Centro de Tecnologia Animal
(Instituto Valenciano de Investigaciones Agrarias, Segorbe, Espaia). Antes de la realizacion del experimento
la nave fue analizada y determinada como libre de Salmonella de acuerdo con la ISO6579:2002 (anexo D).

La superficie seleccionada para llevar a cabo la prueba fue el suelo de cemento, ya que se ha
demostrado que Salmonella tiene una tendencia muy elevada a resistir la desinfeccion en el suelo
(Davies y Wray, 1995; Davies y Breslin, 2001). Cada desinfectante se testd en circulos de 10cm. de
diametro. De cada area se tomaron muestras para descartar contaminacién de Salmonella previa a
la inoculacién. Posteriormente, se inoculd y dispersé 1 ml del cultivo de Salmonella en cada uno de
los circulos con la ayuda un pafo estéril. Tras la contaminacion, las bacterias se dejaron durante tres
dias para favorecer su crecimiento. Pasados los tres dias y antes de aplicar los desinfectantes a las
concentraciones seleccionadas, se tomo muestra de control para asegurarse de la presencia de la
bacteria. Finalmente, los desinfectantes se aplicaron con atomizadores dejando actuar durante 60
minutos. Pasado el tiempo indicado, se tomo una muestra de cada una de las superficies estudiadas
asi como de los controles (positivos y negativos) con pafos estériles empapados en neutralizante.

Aislamiento de Salmonella

Todas las muestras fueron recogidas directamente de las duquesas estériles y analizadas de acuerdo
con la Norma 1IS06579:2002 (Anexo D). Para ello, se realizd un preenriquecimiento de las muestras en 1:10
vol./vol. de Agua de Peptona Tamponada (BPW,Scharlau®, Barcelona, Espaia) y se incubaron a 37°t1 °C
durante 1842 h. Posteriormente se transfirieron 0.1 mL de la muestra preenriquecida, en tres gotas, a una
placa de Rappaport Vassiliadis semisoélido modificado (MSRY, Difco®, Valencia, Espafia), que se incubo a
41.5+1 °C durante 24/48+2 h. El cultivo obtenido se transfirié a dos medios diferentes, XLD, Xylose-lysine-
desoxicolato, (Liofilchem®, Valencia, Espafa) y Xylose-lysine-tergitol-4 (XLT4, Diagndstico Biokar®, Patin
Cedex, Francia) y se incubaron a 37+/-1 °C durante 24 a 28 horas.

Tras el periodo de incubacion, se seleccionaron 5 colonias sospechosas, que se hicieron crecer
en agar Nutritivo (Scharlab®, Barcelona, Spain) 37+1 °C durante 24 +3 h. Por ultimo, se realiza una
confirmacién bioquimica con el test APl (API-20, bioMeieux®, Madrid, Espaia) donde se confirmo
Samonella spp. Para cada tratamiento (capacidad de formar biofilm x serotipo x desinfectante
xconcentracion) se realizaron tres repeticiones en tres sesiones diferentes.

Analisis estadistico

Las diferencias entre las concentraciones de los desinfectantes y su efectividad, se analizaron
con un Test Chi-cuadrado (Statgraphics Plus, Version 5.1, STSC Inc., Rockville, MD).

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1, Evaluacion in vitro de los Desinfectantes

Cuando el Formaldehido fue evaluado, concentraciones a partir del 2% eran las que producian la
no viabilidad de todos los serotipos. Resultados similares fueron obtenidos con el Glutaraldehido. En
cuanto al Acido Organico y los Agentes Oxidantes, concentraciones a partir del 0.5 % presentaban el
100% de los serotipos no viables.

Experimento 2, Analisis de los principios activos

La aplicacion en campo de los tres desinfectantes, confirmaron que todos los serotipos tanto
aquellos capaces de producir biofilm como aquellos que no, son totalmente eliminados.
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Imagen 1. Salmonellas viables y no viables tras haber sido aplicado un desinfectante.
Fotografia de microscopio de fluorescencia.

En la imagen1., se observa una mezcla de Salmonellas. Con coloracion rojiza, se encuentran las
bacterias extintas tras aplicar el desinfectante y que ya no son capaces de multiplicarse. Con coloracion
verdosa, Salmonellas vivas que tras la desinfeccion serian capaces de multiplicarse y mantener la
contaminacién dentro de la explotacion.

El principal problema que se encuentra el sector avicola para el control de Salmonella a nivel de
campo, es que cada vez las exigencias del mercado hacen que los vacios sanitarios sean mas cortos
y que por tanto, las naves tengan que estar limpias y desinfectadas en el menor tiempo posible (Wales
et al., 2006; Carrique Mas et al., 2009). Durante el vacio sanitario se deben arreglar desperfectos de la
nave producidos durante el engorde anterior, limpiar, desinfectar, desinsectar y desratizar, (Gradel et
al., 2004). Estas acciones no siempre es posible que se realicen de forma exhaustiva lo que conlleva a
una pobre Limpieza y Desinfeccion de la granja (L&D). Los resultados obtenidos en este estudio ponen
de manifiesto que cuando la L&D se lleva a cabo de forma exhaustiva y siguiendo las indicaciones
de los productos utilizados de forma minuciosa, los resultados son muy favorables para la eliminacion
de la Salmonella. Por lo tanto, cuando los ganaderos utilizan estos productos y no son capaces de
eliminar la bacteria, la eficacia del desinfectante podria estar supeditada a la correcta aplicacion del
mismo de acuerdo con relatado por otros autores como (Davies y Breslin, 2003).

Una de los principales factores de riesgo a la hora desinfectar la nave de forma eficaz, es la limpieza
previa a esta desinfeccion .Realizar una incorrecta limpieza de la nave, produce una disminucion de la
eficacia del desinfectante (Rose et al., 1999). La limpieza previa puede llegar a reducir la concentracion
del desinfectante a aplicar, con el ahorro econémico que ello conlleva, (Marin et al., 2009). Ademas,
no debemos olvidar que en presencia de materia organica los desinfectantes pierden su efectividad
(Gradel et al., 2004).

La correcta concentracion del desinfectante durante la aplicacion también es un punto de
importancia, ya que en practicas de limpieza con nebulizacién y pulverizacién aparecen incorrectas
diluciones que llevaran consigo un fallo en los programas de L&D (Huneau-Salain et al., 2010).

Ademas de la importancia de que se cumplan estrictamente los protocolos de L&D, existen otras
medidas de importancia como, desmontar el equipo mévil de la granja para facilitar su desinfeccion
(Davies and Wray 1996; Bouquin et al,.2010), acceder a los lugares de dificil acceso (Mueller et al.,
2009), eliminar posibles vectores como son los ratones que a través de sus heces son un importante
foco de contaminacion entre lotes sucesivos (Carrique-Mas et al., 2009a) y adoptar medidas de
bioseguridad que impidan la recontaminacion de la granja durante el siguiente ciclo productivo (Davies
y Breslin, 2003; Wales et al., 2006).Todas estas medidas facilitan y aseguran una éptima L&D. Por otro
lado, existen otros factores como la temperatura de aplicacion del desinfectante (Rusell et al., 2004),
la presencia de restos de materia organica (Gradel et al., 2004), el tiempo de aplicacion del producto
y la dureza del agua que pueden influir en la eficacia del desinfectante (Taylor y Holah, 1996; Gradel
et al., 2004; Lapidot et al., 2006).

Ademas de estos factores la eleccion de un correcto desinfectante de acuerdo con las
caracteristicas de la granja y el grado de contaminacion (Mueller et al. 2009) es de vital importancia
para la total eliminacion de la bacteria. A pesar de la importancia de otras medidas preventivas para el
control de Salmonella a nivel de campo como vacunacion, administracién de probidticos, prebidticos,
acidificacion del pienso,... La limpieza y desinfeccion sigue considerandose como uno de los principales
factores de riesgo en avicultura (Marin et al., 2011). Por ello es importante tener en cuenta los factores
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involucrados en su eficacia y aplicar correctamente los programas de L&D, para poder disminuir la
prevalencia de Salmonella en las explotaciénes de forma progresiva hasta llegar a erradicarla a nivel
de campo.

En lo que respecta a los desinfectantes testados en este estudio, su aplicacion a nivel de campo
a las concentraciones adecuadas ha resultado eficaz en los tres casos en las que se ha realizado la
prueba, independientemente del principio activo (Glutaraldehido, Formaldehido o Acidos Organicos y
Agentes Oxidantes) utilizado y la capacidad o no de desarrollar biofilm.

Algunos autores como Wales et al,. 2006; Carrique-Mas et al., 2009b, defiende que productos
con base Formaldehido son los mas efectivo para eliminar Salmonella incluso en presencia de materia
organica, aunque presenta algunos inconvenientes como su alto coste econémico y las propiedades
cancerigenas de sus componentes que dificultan la aplicacién (Rose et al., 1999; Davis and Wray
1995¢, 1996b; Rusell et al., 2004; Mueller et al., 2009). Otros autores relatan la ineficiencia de los
acidos organicos para eliminar Salmonella, ya que en presencia de materia organica se inactivan
rapidamente (Rusell y Chopra, 1996; Gradel et al., 2004).

Otra de las ideas que se defiende para justificar la ineficacia del desinfectante, es la capacidad
de la bacteria de desarrollar biofilm, ya que este le confiere proteccion de las condiciones adversas del
entorno haciendo a la bacteria hasta 1000 veces mas resistente a las agresiones externas como son
los desinfectantes (Alvarez et al., 1997; Solano et al., 2002; Moretro et al., 2009).

En conclusion, independientemente del principio activo utilizado y la capacidad o no de crear
biofilm por la bacteria, los resultados demuestran que realizando unas buenas practicas de L&D se
obtiene una total eliminacién de la bacteria.
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