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RESUMEN

Introduccidon. En Colombia la Avicultura es una de las industrias con mayor crecimiento
en los Ultimos afos, lo que conlleva a un incremento de amenazas en el sistema productivo
como enfermedades infecciosas, pérdidas econdémicas por mortalidad, entre otras. La
Salmonella es un agente zoonético causante de enfermedades de transmision alimentaria,
gue afecta anualmente a decenas de millones de personas de todo el mundo, siendo de
gran impacto a nivel de la salud publica, salud animal y sector econémico.

Métodos. El objetivo fue identificar los factores asociados a la prevalencia de Salmonella
spp en una planta de beneficio de aves de Bogota D.C., a través de un estudio de
prevalencia analitica. Se recolect6 informacion y se tomaron muestras correspondientes a
878 aves distribuidas en las etapas de recepcion, evisceracion y salida del chiller del
proceso de beneficio, las cuales fueron procesadas mediante PCR en tiempo real para la
determinacion de Salmonella spp. Se realiz6 un andlisis univariado, bivariado y
multivariado.

Resultados. La prevalencia de Salmonella spp en recepcion fue de 37,84%, en
evisceracion del 89,19% y en la salida del chiller 72,46%. Los factores que mejor explican
la positividad en recepcién fueron densidad de aves en el galpén (RP 1,9 (IC 1,3-2,6)) y
uso de cama reutilizada (RP 1,6 (IC 1,01-2,25)); para la salida del chiller fueron dia de la
semana (RP 1,8 (IC 1,6-1,9)) y cantidad de horas desde el inicio del proceso (RP 1,6 (IC
1,34-1,7)).

Discusion. EI aumento de la prevalencia Salmonella spp evisceracion indica
contaminacion durante el proceso. La disminucién de prevalencia en salida del chiller,
sugiere una eficiencia en la eliminacion de la bacteria por procesos de desinfeccion.
Durante los ultimos dias de la semana y las Ultimas horas de proceso se presenta una

mayor carga de la bacteria en el proceso.

PALABRAS CLAVES: Salmonella, factores de riesgo, aves, matadero, PCR en tiempo real.
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ABSTRACT

Introduction. In Colombia, poultry farming is one of the fastest growing industries in recent
years, which leads to an increase in threats in the productive system such as infectious
diseases, economic losses due to mortality, among others. Salmonella is a zoonotic agent
that causes foodborne diseases, which annually affects tens of millions of people around
the world, being of great impact at the level of public health, animal health and economic
sector.

Methodology. The present work was proposed with the aim of identifying the factors
associated to the prevalence of Salmonella spp in a poultry slaughterhouse of Bogota D.C.,
through an analytical prevalence study. Information was collected and samples were taken
corresponding to 878 birds distributed in the stages of reception, evisceration and chiller
output of the slaughter process, which were processed by real-time PCR for the
determination of Salmonella spp. A univariate, bivariate and multivariate analysis was
carried out.

Results. The prevalence of Salmonella spp in reception was 37,84%, in evisceration
89,19% and in the exit of chiller output 72,46%. The factors that best explain the prevalence
of Salmonella spp in reception were density of birds in the farm (PR 1,9 (CI 1,3-2,6)) and
use of reused litter (PR 1,6 (Cl 1,01-2,25)); for the exit of chiller output were day of the week
and number of hours since the beginning of the process (PR 1,6 (Cl 1,34-1,7)).
Discussion. The increase in the prevalence of Salmonella spp in evisceration indicates
contamination during the process. The decrease in prevalence at the exit of the chiller
suggests an efficiency in the elimination of the bacteria by disinfection processes. During
the last days of the week and the last hours of the process, there is a greater burden of the

bacteria in the process.

KEY WORDS: Salmonella, risk factors, birds, slaughterhouse, Real-Time PCR.
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1 FORMULACION DEL PROBLEMA

11 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La bacteria del género Salmonella, causante de la enfermedad denominada salmonelosis,
es un agente zoonGtico causante de Enfermedades de Transmision Alimentaria (ETA) (1,
2). Millones de personas se afectan por esta enfermedad en el mundo con miles de
muertes. Existen mas de 2.500 cepas (“serotipos” o “variantes séricas”) de Salmonella.
Esta bacteria es muy resistente por lo que sobrevive durante semanas en ambientes secos
y meses en humedos (3). Tiene un gran impacto negativo sobre la salud publica, la salud

animal y el sector econémico (4).

De acuerdo a la Organizacion mundial de la Salud “Se estima que cada afio enferman en
el mundo unos 600 millones de personas —casi 1 de cada 10 habitantes— por ingerir
alimentos contaminados y que 420 000 mueren por esta misma causa, con la consiguiente
pérdida de 33 millones de afios de vida ajustados en funcién de la discapacidad (AVAD)”
(5). Asi mismo, se determind que “Los nifilos menores de 5 afios soportan un 40% de la
carga atribuible a las enfermedades de transmision alimentaria, que provocan cada afio
125 000 defunciones en este grupo de edad” y que “las infecciones diarreicas, que son las
mas comunmente asociadas al consumo de alimentos contaminados, hacen enfermar cada

ano a unos 550 millones de personas y provocan 230 000 muertes” (5).

Es por esto que, de acuerdo al Departamento de Agricultura de los Estados Unidos, las
ETA tienen un costo en la economia de ese pais de 10 — 83 billones de délares por afio,
incluyendo disminucion en la productividad, costos de atencion médica, pérdida de clientes
y ventas y demandas resultantes de la compensacién por pérdida de ingresos, gastos

médicos, gastos legales y otros dafios (6).

Entre los microorganismos de transmision alimentaria que afectan a millones de personas
cada afio se encuentran la Salmonella, el Campylobacter y Escherichia coli
enterohemorrdgica; los cuales pueden generar efectos graves o incluso mortales, con

sintomas como fiebre, dolores de cabeza, nauseas, vomitos, dolores abdominales vy
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diarrea. Los alimentos mas relacionados con brotes de Salmonelosis son los huevos, la
carne de ave y otros productos de origen animal (7). Los alimentos de origen avicola
generalmente se encuentran implicados en la trasmisién del patdgeno, debido a una
inadecuada coccién del pollo y los huevos o por la contaminacion cruzada con otros
alimentos (8). Es por esto que como medidas de prevencion contra la salmonelosis se
recomienda llevar a cabo unas practicas basicas de higiene de los alimentos, entre ellas la
total coccion (9).

En un estudio realizado en Colombia en el afio 2014 en canales de aves obtenidas en
expendios de carne, la prevalencia de Salmonella fue de 36,5%(10), lo que podria incidir
directamente en la presentacion de enfermedades producidas por el consumo de pollo
contaminado (11). Los alimentos pueden llegar a adquirir el patégeno en cualquier etapa
de la cadena productiva desde la incubadora hasta el consumo (1). Es por esto que todos
los integrantes en esta cadena deben realizar actividades necesarias para medidas para

garantizar la inocuidad de los alimentos, desde el que produce hasta el que consume (12).

La Salmonelosis aviar es una enfermedad de control oficial en producciéon primaria por
parte del Instituto Colombiano Agropecuario, ICA. Los serovares sobre los cuales se
realizan actividades de control son: Salmonella.pullorum y Salmonella gallinarum con base
en las Resoluciones 176 de 1976 y 1787 de 1992, con las cuales se declara de notificacion

obligatoria en el territorio nacional.

El Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos, Invima, como entidad
oficial, responsable de la Inspeccion, vigilancia y control en plantas de beneficio, ha venido
realizando estudios de prevalencia y, segun lo reportado en reuniones con diferentes
actores, la prevalencia de Salmonella spp para el afio 2012 en las plantas de beneficio de
aves a nivel nacional fue de 34% en evisceracion y 29% a la salida de chiller. Actualmente
en Colombia existen 111 plantas de beneficio autorizadas por el Invima (13) en las cuales

se beneficiaron aproximadamente 495 millones de aves en el afio 2017.

Es asi como, se requieren intervenciones a nivel de produccién primaria, medidas

sanitarias adecuadas durante el beneficio y condiciones higiénicas durante el
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procesamiento posterior de los productos, con un enfoque integrado, con el fin de reducir
el impacto en la salud publica por Salmonella (14). En este sentido, se ha evidenciado en
diversos estudios que las diferentes etapas del proceso de beneficio pueden incidir en el
aumento o disminucion de la prevalencia de Salmonella spp en las canales de las aves
(15) lo cual, puede depender de las instalaciones, las tecnologias usadas y las practicas
higiénicas que se empleen (16). Por otra parte, varios estudios relacionan el sacrificio de
lotes positivos a Salmonella spp, con el aumento de la contaminacion de los lotes sucesivos

en la linea de proceso, aumentando 30% a 70% su incidencia (19).

Adicionalmente, se ha encontrado que el riesgo de canales contaminadas con Salmonella
spp incrementa en las plantas de beneficio con alta capacidad de produccion y en las
tltimas horas del proceso durante el dia (17); igualmente, existe mayor prevalencia de
patdogenos en los muestreos realizados en los dltimos dias de la semana (jueves) con

respecto a los primeros dias (lunes) (18).

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, adicional a que en la revision de literatura
realizada no se observé evidencia de estudios encaminados a explorar los factores
asociados a la presencia Salmonella spp en plantas de beneficio de aves en Colombia
utilizando la técnica de analisis de PCR en tiempo real y se hace necesario realizar un
estudio con el fin de revisar el comportamiento de la bacteria en las aves en diferentes

etapas del proceso de beneficio en una planta de beneficio.
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1.2 JUSTIFICACION DE LA PROPUESTA

El Plan Decenal de Salud Publica 2012-2021 de Colombia, dentro de la Dimensién de
Seguridad Alimentaria y Nutricional, incluye el componente de consumo y aprovechamiento
biol6gico e inocuidad y calidad de los alimentos, donde se establecen estrategias
encaminadas a garantizar el derecho a la alimentacién sana mediante el control de los
riesgos sanitarios y fitosanitarios de los alimentos (19). Adicionalmente, dentro de los
Objetivos de Desarrollo Sostenible, a nivel mundial, se tiene establecido para el afio 2030,
“poner fin a todas las formas de malnutricién, incluso logrando, a mas tardar en 2025, las
metas convenidas internacionalmente sobre el retraso del crecimiento y la emaciacion de
los nifios menores de 5 afios, y abordar las necesidades de nutricion de las adolescentes,

las mujeres embarazadas y lactantes y las personas de edad” (20).

Para lograr estos objetivos, en Colombia, es muy importante la disponibilidad de carne
inocua de pollo, teniendo en cuenta que es una de las fuentes de proteina animal mas
econdémicas, de mayor produccién (1,47 millones de toneladas al afio) (21) y de mayor
consumo en Colombia (30 kilogramos per capita al afio), de acuerdo con lo reportado por
la Federacion Nacional de Avicultores de Colombia (FENAVI) (22).

Existen factores que pueden estar asociados a la contaminacion por Salmonella ssp
durante el proceso de beneficio que con intervenciones adecuadas pueden conllevar a su

disminucion.

Este trabajo pretende explorar los factores asociados a la presencia de Salmonella spp en
las etapas del proceso recepcion y salida de chiller en una planta de beneficio, lo que
permitira establecer recomendaciones que conduzcan a la disminucion de la prevalencia
de Salmonella spp en el pollo para consumo humano obteniendo posibles impactos en la
reduccion de ocurrencia de Enfermedades Transmitidas por Alimentos en las que la
bacteria se encuentra como agente causal o potenciador de enfermedad gastrointestinal,

reduciendo costos relacionados con la atencion de pacientes por cuadros asociados,
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mejorando la posibilidad de comercializacion en mercados nacionales e internacionales y

garantizando un alimento inocuo en la poblacién colombiana.
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1.3 PREGUNTA

¢, Cuales son los factores asociados con la presencia de Salmonella spp medida a través
de la técnica de PCR en tiempo real, en las etapas del proceso de beneficio (recepcion y
salida de chiller), en una planta de beneficio de aves de la ciudad de Bogota D.C., durante
el mes de abril de 2018?
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2 MARCO TEORICO

2.1 GENERALIDADES DE SALMONELLA spp

Al género Salmonella se le dio el nombre por el microbiélogo Daniel EImer Salmon (1850-
1914), quien fue considerado como el primer doctor en medicina veterinaria en 1876 y junto
a Theobald Smith (1859 — 1934) descubrieron en 1885 el microorganismo Salmonella en
Aislados de cerdos con colera (23-25).

Es una bacteria perteneciente a la familia Enterobacteriaceas, bacilo gram negativo, en su
mayoria intracelulares facultativos; pueden ser aerobias y anaerobias, son oxidasa
negativa, su crecimiento oscila entre 7- 48 °C, su pH 6ptimo de crecimiento es de 4y 7
(23, 26). Generan enfermedades entéricas tanto en los seres humanos como en los
animales, (1, 2, 24). Se clasifican en dos especies: Salmonella bongori y Salmonella
enterica, esta Ultima a su vez se divide en 6 subespecies: (2, 27-29), las cuales se

diferencian por caracteristicas bioquimicas.

Subespecie | = subespecie enterica
Subespecie Il = subespecie salamae
Subespecie llla = subespecie arizonae
Subespecie lllb = subespecie diarizonae
Subespecie IV = subespecie houtenae

Subespecie VI = subespecie indica

El simbolo V es del serotipo de S. bongori (24, 25, 29).

Generalmente la Salmonella es movil, ya que presenta flagelos a excepciéon de S.
Gallinarum que causa tifosis aviar y S. Pullorum causal de pullorosis; no fermentan lactosa
ni sacarosa, fermentan glucosa con produccion de &cido y gas (H.S) a excepcién de
S.Gallinarum, S. Pullorum y S. typhy que no producen H,S (23, 24). Son indol y voges-
proskauer (VP) negativo, lisina ornitina y descarboxilasa positivo, urea negativa, citrato de

Simmons positivo (24).
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Esta bacteria tiene especificidad de huésped, es asi como S. typhi afecta al hombre,
S.cholera suis infecta sélo a porcinos, S. pullorum y S. gallinarum producen enfermedad
principalmente a las aves (aves y gallinas), S. dublin infecta a bovinos, S. abortus ovis y S.
abortus equi afectan a ovinos y equinos respectivamente. La S. typhimurium no posee

esta especificidad ya que afecta a un gran numero de huéspedes (30).

La Salmonella afecta principalmente el intestino del hombre, mamiferos y aves; sin
embargo, frecuentemente se localizan en ganglios linfaticos y otros tejidos. En aves la
Salmonella se aisla a partir de ovarios, huevo, vesicula biliar, higado (30).

2.1.1 Estructura antigénica

Presenta dos clases de antigenos (Ag) principales: antigenos O (somaticos) y antigenos H
(flagelares), sin embargo, algunas cepas presentan un antigeno de superficie descrito por
Koneman y Allen el cual se relaciona con la virulencia del llamado antigeno Viy se relaciona
con la invasividad. Segun la clasificacion de Kauffmann-White se reconocen

aproximadamente 2.500 serotipos (25, 27).

o Antigeno Somatico (O) de pared celular

Esta conformado por una cadena de polisacaridos es termostable y especifico, ya que se
encuentra en todas las especies de Salmonella (25, 26, 30). Forma parte del
lipopolisacarido (LPS) que sale de la membrana externa y que actlla como una barrera de

proteccion a los agentes externos (26).

Se encuentran dos grupos de antigenos somaticos, los mayores que determinan el

serogrupo y los menores que solo se encuentran en ciertas Salmonellas (25).

Los factores O permiten caracterizar los tipos antigénicos. (por ejemplo, O4: se refiere al

grupo B, 09 al grupo D, entre otros). Este antigeno O determina el subgrupo somético
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o Antigeno Flagelar (H)

Antigeno proteico y termolabil, compuesto por flagelina (30). Es una estructura que permite
el movimiento (26). Las bacterias que presentan estos antigenos generalmente, cuentan
con dos fases diferenciables que dependen de dos genes estructurales: fase 1y fase 2, lo
cual representan los estados motil y no motil de las bacterias (25). En la primera fase (H1)
es un antigeno especifico de especie y su sintesis es en el gen hagl, se expresa durante
las primeras 24 h del crecimiento. La segunda fase H2, es compartido por varias especies
de Salmonella y el gen que codifica para su produccién es el Hag2, y se expresa a partir
de las 24 h posteriores al inicio del desarrollo.

o Antigeno capsular (K):

Es un antigeno termolabil, que recibe el nombre de (Vi) en Salmonella, cuya funcion es

proteger a la bacteria confiriéndole resistencia antifagocitica (25, 30).

2.1.2 Factores de virulencia de Salmonella spp:

Se conocen varios factores de virulencia, como la produccién de tres toxinas:
e Enterotoxinas: sustancias liberadas al intestino que ocasionan sintomas
gastrointestinales como colicos y diarrea.
¢ Endotoxinas: hacen parte de la membrana exterior de la bacteria y su actividad esta
asociada con los lipopolisacéaridos (LPS) (25).
e Citotoxinas: estan asociadas con la superficie celular, inhiben la sintesis proteica
en la célula hospedadora y se implican en la adherencia a las células epiteliales, lo

gue se constituye en un segundo factor de virulencia de Salmonella spp.

Serotipificacion:

Permite determinar la prevalencia de una serovariedad en distintas zonas geogréficas, lo

gue se constituye de importancia en estudios de brotes, para identificar las fuentes de
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infeccidn y las vias de transmision. La identificacion de antigenos se realiza por medio de

anticuerpos mono y polivalentes.

2.2  SALMONELOSIS

Este vocablo se usa para describir la infeccion causada por la bacteria del género
Salmonella (30). Es una enfermedad transmitida desde los animales a los humanos
(zoonosis) que puede ser a través de consumo de alimentos, por eso su importancia en
salud publica (26).

La Salmonelosis es una enfermedad de control oficial por parte del Instituto Colombiano
Agropecuario, ICA. Los serovares sobre los cuales se realiza actividades de control son:
Salmonella.pullorum y Salmonella gallinarum con base en las Resoluciones 176 de 1976 y
1787 de 1992, con las cuales se declara de notificacion obligatoria en el territorio nacional.
De acuerdo a lo reportado por este Instituto, la vigilancia que se esta realizando
actualmente sobre esta enfermedad es pasiva, mediante la atencién de notificaciones por
cuadro digestivo que sea compatible. De esta forma el ICA ha reportado 2 predios de aves
afectados por salmonelosis desde el afio 2015 a junio de 2018 de acuerdo a los boletines

epidemioldgicos mensuales (31).

2.3 ENFERMEDAD TRANSMITIDA POR ALIMENTOS (ETA)

Se designa como ETA al “sindrome originado por la ingestiéon de alimentos y/o agua, que
contengan agentes etiolégicos en cantidades tales que afecten la salud del consumidor a
nivel individual o grupos de poblacion”y Brote de ETA al “episodio en el cual dos o
mas personas presentan una enfermedad similar después de ingerir alimentos,
incluida el agua, del mismo origen y donde la evidencia epidemiologica o el
analisis de laboratorio implica a los alimentos y/o al agua como vehiculos de la
misma (32, 33).

Se constituyen en uno de los problemas de salud publica mas comunes y de mayor impacto
sobre la salud de las personas en el mundo. Afectan principalmente a la poblacion pobre,
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a nifios, mujeres embarazadas y ancianos (32). Los brotes de ETA producen pérdida de

ingresos, desempleo y demandas , el deterioro del alimento produce perdidas (32).

En Colombia entre los afios 2000 a 2009 se registré en el Sistema de Salud Publica
(SIVIGILA) un promedio de 7158 casos de ETA por afio y entre los afios 2010 al 2014 se
registré un promedio de 11627, lo que indica una aumento en la notificacion de ETA (32).

2.4  TRANSMISION DE SALMONELLA.

La Salmonella esta ampliamente distribuida en el ambiente debido a su capacidad de
supervivencia manteniendo su viabilidad e infectividad. Puede sobrevivir mucho tiempo en
diferentes condiciones como por ejemplo durante semanas en el agua e incluso afios en el
suelo (26, 34), 9 meses en ropa guardada en la oscuridad, 30 semanas en galpones
desocupados con presencia de materia organica, 1 a 2 afios en desechos de incubacién o
en el ambiente de incubadoras (34). Se encuentran con frecuencia en vertidos de granjas,
aguas residuales y en cualquier material con materia fecal (27). Son patégenos del aparato
digestivo de los mamiferos domésticos, silvestres, aves, reptiles insectos generando un

gran numero de enfermedades.

Las especies de Salmonella se pueden transmitir por contacto con enfermos como con
portadores sanos o la salmonelosis puede ser de origen alimentario por el consumo de

alimentos contaminados (25).

2.4.1 Transmision en animales

Puede transmitirse a lo largo de la cadena avicola por via horizontal y vertical, en cualquier
etapa de la produccién a partir de diversas fuentes, lo que conlleva a su diseminacion (34).
La Salmonella spp es eliminada en la materia fecal de los animales infectados
contaminando el ambiente y los animales presentes ingieren agua o alimento con este
microorganismo. Las bacterias eliminadas en las heces pueden sobrevivir hasta 10 o0 mas
meses. La transmision se presenta generalmente por via oral/fecal (26), aunque también
pueden ser infectadas por via transovarica, especialmente con S. pullorum, S. gallinarum,

S. typhimurium y S.thompson (30).
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En las incubadoras la infeccion se disemina facilmente por contacto directo entre las aves.
Los animales susceptibles a adquirir esta infeccion son los pollitos durante las tres primeras
semanas de edad, los que son sometidos a largos viajes, alimentacion deficiente, y
alojados en locales inadecuados (30). Los animales pueden ser infectados por alimentos,
equipos, fertilizantes, por las manos y ropa de los trabajadores contaminados con

Salmonella.

2.4.2 Ciclo de infeccion por Salmonella en la cadena avicola

En la figura 1 se presenta el ciclo de infeccién de Salmonella a lo largo de la cadena avicola
desde la importacion de huevos fértiles hasta la planta de beneficio.

Figura 1. Ciclo de infeccion por Salmonella en cadena avicola.

IMPOrtacién de aves vivas Diseminacidn Horizontal
y huevos fértiles Polvo
Heces

» Contarminacion cascara
[Nuevo sucio)

Ayes comerciales » Contarminacion folicular
Almento R i * Diseminacion latoral - huevos
Aves Sivestres Lates de uctores bomba Nacadora - pumdn,
meconio
res )
Roedores « Contamingcan personal
Moscas » Contaminacién cajas
Agua Plantas de Incubacién transportadoras
Vehiculos » Comarminacidn vehiculoy
Equipo
Humanos Granj i Diseminacion Horizonal
ranjas comercla
Perros y gatos Polvo
Ponedoras  Pollo de engorde Heces
Desechos contaminados
Aves sivestres faan s
Contaminacion cruzadsa
Roedores Planta de beneficio Canales contaminadas
Moscas

Fuente: Propuesta para un programa de monitoreo de Salmonella en granjas avicolas

colombianas basado en autocontrol (34).

2.4.3 Transmision en humanos
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La Salmonella es el agente etiolégico de infecciones intestinales y sistémicas, es un
contaminante de los alimentos de origen animal y ambiental. De esta forma, la infeccion
subclinica en animales de produccion provoca la contaminacion de la carne, los huevos y
la leche o la contaminacion de frutas y verduras que se han fertilizado o regado con

desechos organicos (27).

La diseminacion ocurre principalmente por el consumo de alimentos contaminados, por
una inapropiada manipulacion, por ingesta de carne cruda o mal cocida; otras fuentes de
contaminacién puede ser por roedores e insectos (8). La carne de los animales de consumo
puede tener Salmonella debido a que el animal este infectado o sin duda la causa mas
frecuente es durante el proceso de beneficio fundamentalmente durante la evisceracion de
la canal (26). Los productos de origen avicola como la carne y los huevos son los mas
asociados(8, 26). La transmision del microorganismo se da por deficiencias en la coccién
del pollo y los huevos o a través de la contaminacion cruzada de estos productos con otros

ingredientes (8) que no requieren coccion (por ejemplo de ensaladas).

2.5 MANIFESTACIONES DE LA SALMONELOSIS

2.5.1 Manifestaciones en aves

Algunos serotipos de Salmonella solo afectan a determinados hospedadores como la S.
Gallinarum (tifosis aviar) y S. Pullorum (pulorosis o diarrea blanca bacilar) que afecta
Unicamente a las aves (27), (35). En pulorosis las aves mas susceptibles son las mas
jovenes y causa anorexia, diarrea, deshidratacion, debilidad y muerte. En aves adultas es
menos severa, pero puede haber una disminucién en la producciéon de huevos y algun
incremento en la mortalidad a diferencia de la tifosis que afecta principalmente a aves
adultas y ocurre una septicemia mas aguda (35). Las aves pueden estar infectadas, pero
no mostrar enfermedad clinica, lo que es importante en la difusién de la enfermedad entre

granjas y ser causa de ETA en humanos (27).
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2.5.2 Manifestaciones en humanos

Su periodo de incubacién es de 18 a 36 horas y produce dolor abdominal, diarrea,
escalofrios, fiebre, nduseas, vomito (32). Generalmente, los sintomas de salmonelosis son
leves y los pacientes se recuperan sin tratamiento especifico. No obstante, lo anterior, la
deshidratacion causada por la enfermedad puede ser grave y poner en peligro la vida,
especialmente en nifios y en ancianos. Entre el 60 y el 80% de los casos no se reconocen
como parte de un brote identificado y se clasifican como casos esporadicos, 0 muchas

veces no se diagnostican (9).

2.6 TIPOS DE POLLO DE ENGORDE

La raza en la avicultura es un grupo de individuos con caracteristicas fenotipicas (externas)
y genotipicas (internas) definidas que pasan de generacién en generacién. Se pueden
dividir en tres categorias segun su peso corporal: Pesadas, semi-pesadas, livianas,
y para cada categoria se han establecido lineas comerciales. Una linea se forma a partir
de cruzamiento con el fin de obtener un ave con caracteristicas deseadas (23). En

Colombia las lineas de pollo de engorde que mas se producen son (36):

° Linea de aves Ross: es un pollo de engorde fuerte, que crece rapidamente, muy

eficiente en lo que respecta a la conversién alimenticia y con buen rendimiento de carne

(23).

¢ Lineade aves Caobb: es un pollo de engorde muy eficiente, debido a que tiene una baja
conversion alimenticia, una alta tasa de crecimiento, buena capacidad de desarrollarse
con nutricién de baja densidad y menor precio (23).

¢ Pollo Hubbard: es el tipo de pollo que se caracteriza por una alta eficiencia, rapidez en

crecimiento, especialmente bajo condiciones de manejo limitadas (36)..
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2.7 FACTORES ASOCIADOS A LA PRESENCIA DE SALMONELLA spp EN GRANJA
DE PROCEDENCIA

A nivel de la granja de procedencia se han encontrado factores asociados al aumento en
la prevalencia de Salmonella spp en las aves, como condiciones de higiene de las granjas,
el alimento en los comederos, el agua, otros animales dentro de las granjas (insectos,
arafias, roedores pajaros), las botas de los operarios (37, 38), alta densidad de las aves
por metro cuadrado (39). En el estudio realizado por Heyndrick et al (37), se encontrd una
asociacion significativa entre el porcentaje de muestras positivas a Salmonella, tomadas
en superficies o material organico las condiciones de higiene de las instalaciones, el
alimento y el agua de las granjas. Adicionalmente, se encontré que un potencial de riesgo
en la transmisién horizontal durante el crecimiento, es la introduccion de material movil en
los galpones de aves de engorde después de la limpieza y desinfecciéon. De acuerdo a lo
reportado por Bueno, D. et al (40), el uso de cama reutilizada, no manejada de manera
adecuada puede asociarse a la presencia de Salmonella en los galpones. Por lo tanto, es
importante conocer en términos generales las condiciones de las granjas de procedencia
frente al tipo de alimentacién (manual o automatica), tipo de agua (potable o no), el tipo de
ambiente que se maneja (controlado o no), uso de cama reutilizada y la densidad en las

aves.

2.8 PLANTAS DE BENEFICIO DE AVES

Las plantas de beneficio de aves son los establecimientos autorizados por el Instituto
Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos, (Invima), en los cuales se realiza el
beneficio y desprese de las aves. De acuerdo a las bases de datos del Invima, en Colombia
se encuentran autorizadas 105 plantas de beneficio de aves, con corte al 8 de agosto de
2016. La normatividad aplicable para estos establecimientos, a partir del 8 de agosto de
2016, es el Decreto 1500 de 2007 y Resoluciones 241 y 242 del 2013; la primera aplica
para plantas que procesan menos de 3000 aves al dia y la segunda para las que procesan
mas de 3000 (15, 41)
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Conforme a esta reglamentacion y a lo establecido en el Decreto 2690 de 2015, la
Salmonella spp se incluye dentro del programa de verificacion microbiolégica, por lo cual
debe estar dentro de los planes de muestreo microbiolégico de los establecimientos, como
cumplimiento de un estdndar de desempefio. EI Gobierno Nacional se encuentra
definiendo este estandar de desempefio, con base en la prevalencia obtenida en los
estudios realizados por el Invima. Un estudio realizado por este Instituto, la prevalencia de
Salmonella spp para el afio 2012 en las plantas de beneficio de aves a nivel nacional fue
de 34% en evisceracion y 29% a la salida de chiller. Actualmente en Colombia existen 111
plantas de beneficio autorizadas por el Invima (13) en las cuales se beneficiaron
aproximadamente 495 millones de aves en el afio 2017.

Considerando las altas prevalencias, la autoridad sanitaria de Estados Unidos, la Agencia
de Inspeccién y de Seguridad Alimentaria (Food Safety and Inspection Service, FSIS)
estima que es necesario realizar intervenciones a nivel de granja de procedencia,
desarrollar procedimientos sanitarios en el proceso de beneficio y mantener adecuadas
condiciones en las etapas posteriores (transporte y comercializacién), con un enfoque

integral, con el fin de reducir impacto en salud publica (14).

Entiéndase por canal al “cuerpo de un animal después de sacrificado, degollado, (...)
eviscerado quedando sélo la estructura 6sea y la carne adherida a la misma sin

extremidades”, de acuerdo a la definicién establecida en el Decreto 1500 de 2007 (15).

En las diferentes etapas de procesamiento, en plantas de beneficio se deben realizar
practicas encaminadas a reducir la prevalencia de Salmonella spp, de tal forma que se
prevenga la contaminacion, para lo cual en algunas ocasiones es necesario usar productos

antimicrobianos. Para que se pueda lograr lo anterior, los establecimientos deben (14):

. Ejecutar actividades de limpieza y desinfeccion diaria de equipos y utensilios
usados para remover contaminacion o para realizar cortes en las canales.
. Disefar y ubicar los equipos de tal forma que se prevenga que las canales tengan

contacto entre si.
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. Realizar lavado frecuente de manos, delantales, utensilios y superficies que entran
en contacto con canales.

. Utilizar tratamientos de intervencién antimicrobianos como lavados y aspersién de

canales o inmersiones, de acuerdo con los limites seleccionados por los establecimientos

de manera que se haya demostrado que son adecuados para direccionar ocasionales

eventos de contaminacién no visibles de las canales y partes asociadas, incluyendo

visceras.

En términos generales, existen varias etapas en el proceso de beneficio en las cuales
puede haber factores que favorecen o reducen la prevalencia de Salmonella spp, las cuales
se presentan en el diagrama de flujo en la figura No. 2 y se describen a continuacién, con

base en el documento guia establecido por FSIS (14).

29 PROCESO EN PLANTA DE BENEFICIO Y FACTORES ASOCIADOS

Es necesario que durante el beneficio de las aves se utilicen buenas practicas de higiene
y se apliquen los sistemas de autocontrol basados en los Sistemas de Andlisis de Peligros
y Puntos de Control Criticos (HACCP por sus siglas en inglés) que se basa en siete
principios: “1. Realizar un analisis de peligros 2. Determinar los puntos criticos de control
(PCC), 3. Establecer un limite o limites criticos, 4. Establecer un sistema de vigilancia del
control de los PCC, 5. Establecer las medidas correctivas que han de adoptarse cuando la
vigilancia indica que un determinado PCC no esté controlado, 6. Establecer procedimientos
de comprobacion para confirmar que el Sistema de HACCP funciona eficazmente, 7.
Establecer un sistema de documentacion sobre todos los procedimientos y los registros

apropiados para estos principios y su aplicacion” (42).

Se ha encontrado que una reducciéon en la prevalencia de pollo contaminado con
Salmonella spp se asocia con una disminucion en el riesgo de contraer la enfermedad en
humanos. Es asi que se estim6 que una reduccién en un 50% de la prevalencia de pollo
contaminado, produce una disminucion del 50% en el riesgo de enfermar por cada racion

de alimento que se consuma (43).
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Para reducir la contaminacién cruzada, se deben tomar medidas generales de control que
incluye la separacién fisica de lugar sucio y limpio en la linea de beneficio evitando la
mezcla de personal, equipo, herramientas y aire entre ellos, asi como el uso de actividades

de limpieza y desinfeccion estrictas (44).

A continuacion, se describen las principales etapas del proceso de beneficio de aves, cuyo

diagrama general se presenta en la Figura 2.

Figura 2. Diagrama de flujo proceso de beneficio de aves.
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2.9.1 Transporte

La contaminacion externa de aves con Salmonella spp puede aumentar durante el
transporte debido al estrés y la llegada a la planta de beneficio. Por lo tanto, es importante
minimizar el tiempo de transporte y el de retencion de las aves antes del beneficio (44).

2.9.2 Recepcion y colgado

Este es el punto en el proceso de beneficio donde las aves llegan al establecimiento en
guacales, son descargados y colgados en ganchos, antes de la insensibilizacién y la
sangria. Hay posibilidades de contaminacion con patbégenos entéricos como Salmonella
spp, debido a su presencia en las plumas, piel, buche, cloaca y heces de las aves. Las
condiciones de transporte a la planta de beneficio y manejo durante el descargue pueden
causar estrés e incrementar la liberaciébn heces con patégenos y contaminacién cruzada
de jaulasy aves (14, 45). La prevalencia de Salmonella spp en la recepcion por lotes, puede
influir directamente en la prevalencia en los demas puntos del proceso por contaminacion
cruzada de lotes contaminados con no contaminados (17). Varios estudios presentan que
el beneficio de lotes positivos a Salmonella spp aumenta el riesgo de contaminacion de los

siguientes lotes en la linea de proceso, aumentando 30% a 70% su incidencia (46).

Durante la recepcién es muy importante el control que realiza la planta de beneficio sobre
el tiempo de retiro del alimento hasta el momento del beneficio. Es necesario que se realice
el retiro del alimento en la granja de procedencia para reducir los niveles de contaminacion
con materia fecal en el beneficio (44, 47), ya que disminuye la cantidad de contenido del
tracto gastrointestinal, la cantidad de defecacién durante el transporte y facilita la
evisceracion de aves con intestino vacio segun la The National Chicken Council y the
National Turkey Federation (48, 49). El beneficio debe realizarse dentro de las 8 a 12 horas
posteriores a la extraccion de alimento. Este tiempo incluye el tiempo que duran las aves
en granja sin alimento, el tiempo de transporte y el tiempo de espera en las instalaciones
de la planta, hasta el beneficio. Sin embargo, si el tiempo de ayuno es demasiado largo

(>14 horas), las paredes intestinales se vuelven més fragiles, siendo mas probable su
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ruptura durante la evisceraciéon (50). La reglamentacion colombiana (Resolucién 242 de

2013) exige un tiempo de ayuno entre 6 a 12 horas (41).

Tiempos de espera en la planta de beneficio, desde que llegan las aves a la planta hasta
la hora del beneficio, mayores a 4 horas, se han asociado al aumento en la proporcién de
canales contaminadas con Salmonella spp (51). Adicionalmente, el tiempo de que trascurre
desde que las aves son depositadas en los guacales hasta la llegada a la planta de
beneficio, es decir el tiempo de transporte también ha sido asociado a aumento en la
presencia de patégenos como Campylobacter (50), por lo cual podria también estar
asociado a la presencia de Salmonella spp.

2.9.3 Sacrificio (Insensibilizacion y sangria)

Este es el punto del proceso de beneficio en el que las aves son insensibilizadas y
sangradas. Los métodos de insensibilizacién usados para producir inconsciencia de las
aves en Colombia suelen ser eléctricos logrando una falla cerebral rapida, siendo también
un método econdémico y efectivo de sacrificio de aves de corral. La sangria asegura la
muerte y se debe certificar que las aves han parado de respirar antes de que entren al

siguiente paso que es el escaldado (14, 41).

2.9.4 Escaldado

Durante esta etapa las aves son sumergidas en agua caliente, lo que facilita la remocién
de las plumas. Este es un paso importante donde se pueden reducir los niveles de
Salmonella de la canal debido a que gran parte de la suciedad y heces con las cuales
vienen las aves son removidas. La contaminacion con Salmonella disminuye
considerablemente cuando el escaldado es bien controlado (41). Normalmente las
variables de control en este punto (temperatura y recambio de agua) son fijas dentro del
establecimiento, por lo cual no se presentara variabilidad en la reduccion de Salmonella

spp por lotes dentro de una misma planta.
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2.9.5 Desplume

Es la etapa del proceso de beneficio en la que se remueven las plumas y en algunos casos
la capa superficial de la piel antes de evisceracion. El desplume frecuentemente resulta en
un incremento de contaminacion microbiana de las canales, debido al contacto con los
dedos de caucho y agua reciclada contaminada (14, 41). Las condiciones de operacion en
esta etapa no varian a lo largo del proceso en una planta de beneficio.

2.9.6 Evisceracioén

Este es el punto del proceso donde se remueven los 6rganos internos de las canales de
las aves, en preparacion para el enfriamiento. La evisceracion incluye maltiples procesos;
empieza en el punto de transferencia (por ejemplo, en recolgado), y termina cuando la
canal entra al chiller o tanque de enfriamiento. En este punto se remueve la viscera
(visceras comestibles como corazén, higado y mollejas y visceras no comestibles como
intestinos) por medio mecanico o manual. Si la viscera no es manejada apropiadamente o
los empleados no siguen buenas practicas higiénicas puede ocurrir un incremento de
contaminacion microbiana (14, 41). Teniendo en cuenta que este es un punto en el cual
las condiciones del proceso pueden variar entre lotes, se puede realizar muestreo con el
fin de determinar su comportamiento de la presencia de Salmonella spp en los diferentes

puntos del proceso de beneficio.

Algunas plantas de beneficio utilizan agentes antimicrobianos al final del proceso de
evisceracion o en el lavado interno y externo con el fin de reducir los niveles de
microorganismos en las canales antes de entrar al chiller (18), por lo cual es importante
verificar el tipo de producto utilizado, su forma de uso y la concentracién, para determinar

su influencia en la prevalencia de Salmonella en los puntos siguientes del proceso.

2.9.7 Enfriamiento

Este es el punto en el cual la canal eviscerada es enfriada para inhibir crecimiento
microbioldgico. El tipo de enfriamiento predominantemente usado en el pais es el de

inmersion en un tanque denominado chiller, método en el que puede resultar en la
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propagacion de los microorganismos patégenos entre canales, dentro del tanque. Esta
contaminacion cruzada puede ocurrir cuando no se mantienen condiciones sanitarias en el

tanque o cuando las canales entran a este con altos niveles de patégenos (14, 41).

En este punto las plantas de beneficio también utilizan agentes antimicrobianos para
disminuir la presencia de Salmonella spp (18), por lo cual es importante, igualmente,
verificar el tipo de producto utilizado, y la concentracion, con el fin de determinar su
influencia en la prevalencia de Salmonella spp, ademas se debe controlar la temperatura
del pollo a la salida del chiller para evitar las posibilidades de proliferacion microbiana. Es
muy importante mantener la temperatura del enfriador para garantizar un buen producto al
final (49).

2.9.8 Desprese

Es el punto en el cual se divide la canal en las diferentes partes o presas, antes
almacenarse. En este punto también se puede realizar procesos adicionales como
porcionado, fileteado, molido, marinado y produccién de carne mecanicamente separada.
Las canales procesadas pueden tener una alta incidencia de patdégenos por posible
contaminacién cruzada entre canales y presas contaminadas con no contaminadas durante
el proceso. En esta etapa es necesario que se mantengan buenas practicas higiénicas para
prevenir esta contaminacion (14, 41), por lo tanto debe ser verificado y controlado por el

establecimiento.

2.9.9 Otros factores asociados:

En un estudio realizado por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (European
Food Safety Authority, EFSA), se encontré que el riesgo de que se presenten canales
contaminadas con Salmonella spp incrementa en las plantas de beneficio cuando hay un
alto volumen de produccion y en las ultimas horas del proceso de beneficio (17).
Adicionalmente, en otro estudio realizado por Wideman et al (18), se encontr6 mayor
prevalencia de patégenos en los muestreos realizados en los ultimos dias de la semana

(jueves) que en los primeros dias (lunes).
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2.10 SALMONELLA COMO PROBLEMA

En produccién avicola la salmonelosis se puede considerar como un problema de:

Salud animal: enfermedad que genera sintomatologia y puede llegar a la muerte. Se
caracteriza por disminucién en la produccién de carne de pollo por la pérdida de peso y

disminucion en la calidad y cantidad de huevos (26).

Salud publica: se genera por presentar ETA (Enfermedad Transmitida por Alimentos) que

se da por el consumo de alimentos contaminados como carne de pollo y huevos (26).

2.11 DIAGNOSTICO

2.11.1 Diagnéstico Microbiologico:

Se realiza por la deteccidn de la bacteria mediante el empleo de medios de cultivo
selectivos y después la caracterizacion mediante pruebas bioguimicas (52).

Etapa de Pre-enriquecimiento: se realiza a partir de medios de cultivo no selectivos como

agua peptonada, caldo nutritivo, que se llevan a incubacion a 37° durante 18 a 24 horas

(52).

Etapa de Enriquecimiento selectivo: este proceso permite el crecimiento de Salmonella
spp. Inhibiendo el crecimiento de la flora acompafiante, los caldos especificos utilizados
son Caldo Tetrationato-Bilis-Verde Brillante que inhibe el crecimiento de coliformes y
Caldo Rappaport-Vasiliadis (RV) (52).

Etapa de Aislamiento en medios selectivos: esta etapa permite la diferenciacion de
colonias de Salmonella con otras bacterias, mediante medios de cultivo que permiten el
crecimiento de la bacteria con caracteristicas especificas (52). Los medios que se utilizan
son: agar Hektoen enterico (HE) que produce colonias azules o verde azuladas con o sin
centro negro, el agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD) tiene crecimiento de colonias
rosadas con o sin centro negro o colonias totalmente negras y el agar Bismuto Sulfito

(BS) con colonias marrones, gris 0 negras, a veces con brillo metélico (52).
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e Pruebas bioguimicas diferenciales: en este proceso se diferencian las bacterias por su
actividad metabdlica, utilizando pruebas bioquimicas diferenciales como agar triple azUcar
hierro (TSI) y el agar Lisina hierro (LIA) y complementarias como urea, fermentacion del

dulcitol, y produccion del indol (52).

2.11.2 Métodos seroldgicos.

Métodos en los cuales se llevan a cabo ensayos para la unién de Antigeno- anticuerpo
como la prueba de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay), se basa en la
deteccion especifica de un antigeno determinado por el uso de anticuerpos unidos de
manera especifica (52). Es una alternativa indirecta de la infeccién, especialmente cuando
no se puede aislar la bacteria o por estado tardio de la infeccion.

2.11.3 Métodos basados en acidos nucleicos

Se basa en las técnicas de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), Reaccién en
Cadena de la Polimerasa en tiempo real (qPCR), pirosecuenciacién o amplificacion basada

en la secuencia del acido nucleico (52)

e Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR): es una técnica de alta sensibilidad,
especificidad, reproducibilidad y eficiencia que genera resultados rapidos y confiables (52),
con cantidades pequefias de ADN, gue son sintetizadas y copiadas con el fin de analizarse
(53). Su objetivo es la multiplicacion de una secuencia especifica de ADN (acido
desoxirribonucleico) por medio de la enzima ADN polimerasa durante varios ciclos (53).

Para la realizacion de este método se siguen los siguientes pasos:

v Desnaturalizacion: el ADN es desnaturalizado por medio de altas temperaturas de
90 a 100 °C donde las hebras de ADN son separadas generando moléculas de cadenas
simples (53, 54).

v Hibridacion: las hebras de cadenas simples son incubadas entre 50-60 °C con
Primers (Secuencia de oligonucle6tidos) y cloruro de Magnesio con el fin de formar

cadenas por apareamiento complementario de bases (53, 54).
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v Extension: en este paso la enzima Taq polimerasa actia a 72 °C sobre las nuevas
estructuras agregando dNTP’s complementarios generando cadenas completas de ADN
(54).
v Para visualizar la reaccion se debe realizar una electroforesis en gel de agarosa
(54).

La especificidad y la sensibilidad de los métodos moleculares depende del gen (secuencia)
con el cual se trabaja, como se establecié en un estudio realizado por Pedraza, José et al
(55), donde se realizé comparacion de diferentes métodos moleculares para la deteccion
de Salmonella spp en heces, por ejemplo para PCR convencional con el gen invA, InvE la
especificidad fue de 98,6% y sensibilidad del 80%, con una duracién de 24 horas.

PCR tiempo real: Es la recoleccion continua de sefial fluorescente de una o mas reacciones
en cadena de la polimerasa en un rango de ciclos (56). Es una PCR que emplea sondas
especificas para detectar el ADN durante la amplificacién, mediante la hibridacion con
amplicones. Estas sondas se encuentran unidas a fluor6foros que producen fluorescencia
cuando se une con la secuencia diana en este caso es una secuencia de ADN especifica
de Salmonella spp. Si no hay presencia de ADN diana no se produce fluorescencia. A
medida que aumenta la amplificacién de ADN (amplicones) con cada ciclo, es directamente
proporcional a la intensidad de fluorescencia. Este nuevo desarrollo tecnoldgico eliminé la
contaminacion por arrastre al desarrollar toda la reaccion y cuantificacion en el tubo de
PCR sin necesidad de abrirse (52). Permite cuantificar la cantidad de ADN en la muestra y

adicional es una prueba que dura menos tiempo.

Conforme al estudio de Pedraza, José et al el método de PCR en tiempo real mostré una
especificidad para el gen InvA, prot6E, fliC del 100% y una sensibilidad del 100%, con una

duracién de 8 horas.(55).

La prueba PCR en tiempo real ha demostrado mayor eficiencia, sensibilidad, rapidez que
el método convencional y constituye una alternativa para confirmar diagnosticos, asi como
en casos dudosos de salmonelosis con cultivos microbiolégicos negativos debido a la baja

carga del microorganismo debido a un tratamiento con antibiéticos, Sin embargo, la PCR
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complementa pero no reemplaza las técnicas microbioldégicas necesarias para propdésitos

epidemioldgicos (55).
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3 HIPOTESIS
Hipdtesis Conceptual
Existen factores asociados con la presencia de Salmonella spp en las etapas de recepcion

y salida de chiller en la planta de beneficio de aves en Bogota, durante el mes de abril de
2018.
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4 OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Explorar los factores asociados con la presencia de Salmonella spp en las etapas de
recepcion y salida de chiller en una planta de beneficio de aves ubicada en Bogotéa D.C.
durante el mes de abril de 2018.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Describir las caracteristicas generales de la granja de procedencia, transporte, la
planta de beneficio y de la poblacién a estudio.

. Establecer la presencia de Salmonella spp en las etapas del proceso de recepcion,
evisceracion y salida de chiller, a través de la técnica PCR tiempo real.

. Estimar la asociacion ajustada entre las caracteristicas de la granja de procedencia
y el transporte con la presencia de Salmonella spp en la etapa de recepcion.

° Estimar la asociacién ajustada entre caracteristicas del proceso de beneficio con la
presencia de Salmonella spp en la etapa de salida de chiller.
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5 METODOLOGIA

5.1 ENFOQUE METODOLOGICO DE LA INVESTIGACION

El presente proyecto de investigacion tiene un enfoque cuantitativo, en el que se estimo la
prevalencia de Salmonella spp en las aves en las etapas de recepcion, evisceracion y
salida de chilller y se estableci6 la asociacion estadistica de la presencia de Salmonella
spp en las etapas de recepcion y salida del chiller con las caracteristicas de la granja de

procedencia, el transporte y la planta de beneficio.

5.1.1 Tipoy disefio de estudio
Estudio epidemioldgico, observacional, descriptivo, de corte transversal con componente
analitico — exploratorio, realizado en dos momentos del proceso de beneficio (recepcion y

salida del chiller).

5.1.2 Poblacion

Las poblaciones que fueron tenidas en cuenta para el presente estudio correspondieron a:

o Poblacién o universo: aves de engorde beneficiadas en Bogoté D.C.

° Poblacion elegible: aves de engorde beneficiadas en una planta de la ciudad de
Bogota D.C.

° Poblacion objetivo: aves de engorde beneficiadas en una planta en la ciudad de

Bogota D.C. durante el mes de abril de 2018 y que fueron incluidas en la muestra del

estudio.
. Poblacién de estudio: aves de engorde beneficiadas en una planta en la ciudad de

Bogota D.C. durante el mes de abril de 2018 e incluidas en la muestra del estudio.
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5.2 DISENO MUESTRAL

El presente estudio se realiz6 a partir de una muestra no probabilistica limitada por recursos
financieros destinados al proyecto (numero de muestras para PCR tiempo real — 3 kits para
Salmonella spp). No obstante, se planificaron y ejecutaron procesos de muestreo, con el
fin de lograr proporcionalidad en los métodos de recoleccion de las muestras biologicas.
En total se analizaron 288 muestras biolégicas como capacidad méxima de analisis. De
estas, 39 fueron usadas para estandarizar las pruebas (controles de prueba,
confirmaciones de prueba y prueba piloto) y 249 para cumplir los objetivos del estudio.

Estas Ultimas representaron un total de 878 aves, como se describe a continuacion.

5.2.1 Calculo del tamafo de la muestra

La distribucién porcentual de las muestras se llevo a cabo tomando como base un muestreo
para determinar una proporcién en poblacién infinita, el cual se fue aplicado de manera
independiente en 3 momentos (recepcion, evisceracion y salida de chiller); para este
proceso se tuvo en cuenta los estimadores reportados por Rivera-Perez W, Baquero -Calvo
E y Zamora- Sanabria R (46).

¢ Inicio de proceso: 60%

e Evisceracion: 40%

e Chiller: 10%.

Adicionalmente, se tuvieron en cuenta los parametros de confianza 95% y error absoluto

5%; los calculos fueron realizados en el sofware Epidat 4.2.

De esta forma, los muestreos calculados para cada una de las etapas se relacionan en la
tabla No. 1.:
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Tabla 1. Numero de muestras calculadas en cada etapa del proceso a través del sofware
Epidat 4.2.

Etapa del Efecto del | Efecto del | Efecto del | Efecto del | Efecto del Proborcion
proceso disefio 1,0 | disefio 1,5 | disefio 2,0 | disefio 2,5 | disefio 3,0 P
Recepcion 370 554 738 922 1107 42,1%
Evisceracion 370 554 738 922 1107 42,1%
Salida —de | g 208 277 346 415 15,8%
chiller
TOTAL 878 1316 1753 2190 2629 100%

De acuerdo con lo mencionado, para el nUmero de muestras bioldgicas a analizar mediante
PCR tiempo real, se decidi6 por parte de los investigadores acoger el muestreo que
involucra 878 sujetos (aves). La representatividad de cada una de las muestras biolégicas
en las etapas del proceso y el método de recoleccion, son discutidos en el capitulo de 5.2.2.
estrategia de muestreo.

El andlisis de las muestras biolégicas se realiz6 a través de la técnica de Polymerase chain
reaction real time - PCR tiempo real en el Laboratorio Animed, quienes patrocinaron el uso
de 3 kits para Salmonella de los materiales para el proceso y montaje. Este laboratorio
cuenta con el registro ICA otorgado bajo Resolucion 002890 del 2 de septiembre de 2010
con resoluciones modificatorias 003082 del 22 de julio de 2011 y 000806 del 11 de marzo

de 2014 como laboratorio de diagnéstico veterinario.

5.2.2 Estrategia de muestreo

Las aves provenian de 68 granjas ubicadas en 3 departamentos de Colombia,
Cundinamarca, Meta y Tolima. El volumen de beneficio diario de la planta, estaba en el
rango de 62.000 a 92.000 aves distribuidos entre 15 a 30 viajes por dia. Los dias de
beneficio de la planta eran de domingo a viernes, en horarios que oscilaban desde las 5:00

p.m. hasta las 5:00 a.m. del dia siguiente.

La planta no contaba con cronograma de beneficio por granja, por lo cual no fue posible

identificar previamente las granjas de procedencia o los viajes en los cuales se realizaria
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el muestreo, por tanto, no fue posible establecer un marco muestral sistematizado.
Considerando lo anterior, el nUmero de muestras se distribuyé de manera proporcional en
cuatro dias, sin conocer las caracteristicas de las granjas que disponian sus animales para

beneficio.

Los dias de muestreo se seleccionaron, de tal forma que se incluyeran diferentes dias de
la semana, escogiendo dos en los tres primeros dias (domingo a martes) y dos en los
ltimos dias (miércoles a viernes). Asi mismo, se seleccionaron las horas en las cuales se
realizaria el muestreo, de tal forma que en dos dias se tomarian muestras de los primeros
viajes y en los otros dos dias en los ultimos viajes del dia del proceso. Estas selecciones
no se realizaron de manera aleatoria, sino mediante la l6gica de mantener igualdad en la

estrategia de muestreo, por dia y por horas.

Para cada dia de muestreo se tomaban muestras de 3 viajes diferentes, por lo cual el

namero de muestras para cada dia y etapa de proceso se dividia en 3.

En cada una de las etapas el método de recoleccion de muestras biolégicas fue el

siguiente:

e Recepcion:

En la etapa de recepcién se tomaron muestras de 370 aves, teniendo en cuenta que los
animales llegan en guacales y cada uno de ellos transporta 10 animales, se procedié a
realizar la toma de muestras biol6gicas (materia fecal) mediante hisopos en 37 guacales,
de tal forma que cada hisopo contenia la muestra biol6gica correspondiente a 10 aves.
Este numero de muestras se distribuy6 en los 4 dias de muestreo, por tanto, el primer dia
se tomaron muestras correspondientes a 90 aves (9 hisopos), el segundo a 100 aves (10

hisopos), el tercero y el cuarto dia a 90 aves cada dia (9 hisopos cada dia).

Se realiz6 el muestreo de 3 0 4 guacales por viaje, lo que se definié de acuerdo con el dia

de muestreo. Se estimd el tiempo de duracién del colgado de las aves del viaje y se dividié
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por 3 0 4 obteniendo el lapso de tiempo transcurrido entre el muestreo de un guacal y el

siguiente.

Por ejemplo, para un viaje con 3 guacales muestreados la operacion dur6é 20 minutos, por

tanto, se realiz6 el muestreo de un guacal cada 6 minutos (20min /3 guacales = 6 minutos).

e Evisceracion

En esta etapa se realizo el muestreo de 370 aves, a través de enjuague en agua peptonada
de las canales; cada enjuague contenia el material biol6gico de 5 aves, por lo cual se

analizaron 74 enjuagues, cada uno correspondiente a 5 aves.

De acuerdo con el numero de dias de muestreo (4 dias) y el nUmero de enjuagues, se
tomaron muestras correspondientes a 90 aves el primer dia (18 enjuagues), 95 aves el
segundo dia (19 enjuagues), 95 aves el tercer dia (19 enjuagues) y 90 aves el cuarto dia
(18 enjuagues). Por ejemplo, supéngase que en el primer dia de muestreo se dividi6 la
cantidad de enjuagues con los que se contaban (18 enjuagues) y el nimero de viajes a
muestrear ese dia (3 viajes). Por lo cual, a cada viaje le correspondi6 6 enjuagues en total,

lo que concierne 30 aves para cada viaje (donde un enjuague corresponde a 5 aves).

El punto donde se realizd el muestreo biolégico fue al final del proceso de evisceracion,
antes de la caida de las aves al tanque de pre-enfriamiento (prechiller). La linea de proceso
donde van las aves durante la evisceracion tiene un mecanismo de cuantificacién, cada 25
aves. Una vez se conocié el numero de aves del viaje seleccionado, se dividié por el
ndamero de aves a muestrear en el viaje, con el fin de conocer el rango para la seleccién
de las aves. Es decir, si un viaje tenia 2000 aves y se debian tomar 30 aves para el
muestreo (6 enjuagues), se seleccionaba un pollo cada 50 aves, teniendo en cuenta que
2000/30=66,66 numero que era mayor que 50 y menor de 75. esto se realizé para poder

muestrear todo el viaje.
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e Chiller

En esta etapa se realiz6 el muestreo biolégico de 138 aves, mediante enjuague de aves

individuales, por lo que cada enjuague representaba el muestreo de 1 canal (1 ave).

Teniendo en cuenta que los viajes en el tanque del prechiller y posteriormente en chiller,
se mezclaban, para tomar aves de los viajes seleccionados, fue necesario marcarlos en la

etapa de evisceracion antes de caer al prechiller.

Considerando que el nimero de sujetos a muestrear en este punto del proceso fue de 138,
se dividi6 de manera proporcional el muestreo en los 4 dias, se tomaron muestras
correspondientes a 34 aves el primer dia, 35 aves el segundo dia, 35 el tercer diay 34
aves el cuarto dia. Asi mismo, dividiendo el nimero de aves por himero de viajes diarios,

se tomaron 11, 12 o 13 canales por viaje.

Para la seleccién de las canales se dividia el nimero de aves del viaje a muestrear por 11,
12 0 13 y el intervalo para la seleccién de las canales era el mdltiplo de 25, inferior, mas
cercano al resultado. Por ejemplo, un viaje de 1700 aves en el cual se muestrearon 11
canales, en ese viaje se dividié 1700/11=154,54. De acuerdo a esto se seleccion6 una
canal cada 150, que es el nimero multiplo de 25 menor que el resultado obtenido. Una vez

seleccionado, se identificaba con la tirilla y se arrojaba al prechiller.
En la salida del chiller se esperaron y seleccionaron las aves identificados con las tirillas
para cada viaje y se tomo la muestra respectiva. Se realiz6 un enjuague por cada pollo

seleccionado.

En la tabla 2 se presenta la distribucion de las muestras por los dias de muestreos, para

cada etapa de proceso:
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Tabla 2. Distribucién del nUmero de aves muestreadas pos dia y etapa de proceso.

Recepcion Evisceracion Chiller Total
Dia de No No. NoO No. No No. No No.
muestreo ) muestras ) muestras ) muestras ) muestras
aves ; aves ; aves ; aves ;
analizadas analizadas analizadas analizadas
Dial 90 9 90 18 34 34 214 61
Dia 2 100 10 95 19 35 35 230 64
Dia 3 90 9 95 19 35 35 220 63
Dia 4 90 9 90 18 34 34 214 61
Total 370 37 370 74 138 138 878 249

Una vez los investigadores se encontraron en la planta de beneficio el dia y hora
seleccionado, la planta informé el cronograma tentativo de beneficio del dia, debido a que
podia haber variaciones, especialmente del orden de ingreso de las aves. Con esta
informacion se escogieron los viajes en los cuales se tomarian las muestras. Teniendo en
cuenta que la planta de beneficio prestaba sus servicios a clientes terceros, cuyas aves
provenian de otras granjas diferentes a las granjas de la empresa, se definidé como criterio
de exclusion los viajes pertenecientes a clientes externos, debido a que no era posible

obtener la informacion relacionada con la granja de procedencia.

El dia de muestreo las investigadoras dispusieron de todo el material necesario para
realizar la toma de muestras biolégicas.(dotacion, bolsas con agua peptonada estériles,
hisopos, neveras, refrigerantes, listas de chequeo) y procedieron a realizar la identificacion
de las bolsas, de la siguiente forma: cada muestra se identific6 con un nimero que incluia
un digito que correspondia al dia de muestreo (1 al 4), otro digito correspondiente a el
namero de viaje muestreado (1 al 3), otro concerniente a la etapa de proceso (1 al 3, donde
1 era recepcion, 2 evisceracion y 3 chiller) y un consecutivo, de acuerdo al numero de
muestras de cada etapa del proceso. De esta forma, por ejemplo, el nUmero de muestra
21311 corresponderia a la muestra tomada el dia 2, del viaje 1 de ese dia, de la etapa
chiller y seria la muestra 11 de esta etapa para ese viaje, de acuerdo al nimero de

muestras por dia, codificacién que se presenta en la Figura 3.
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Figura 3. Codificacion para la identificacion de las muestras
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Una vez identificadas las bolsas que contenian las muestras, se procedid a realizar el

muestreo en cada punto del proceso, de acuerdo a lo descrito en la figura 4.

Figura 4. Seleccion de muestras

’ Granja de pollos ‘

!

’ Transporte ‘

!

’ Planta de Beneficio ‘ ‘

Fuente: elaboracion propia

Etapade recepcién
(Guacales)

90-100 pollos
representados por
9 0 10 hisopados
de materia fecal
de guacales
divididos en tres
viajes
seleccionados

Etapade
evisceracion

90 0 95 canales
de pollos (18 0 19
grupos de
enjuagues cada
uno de 5
canales),
seleccionados de

tres viajes
diferentes

Etapade salida de
Chiller

73
/B

34 o 35 canales
de pollos
correspondientes
ERCERVETETS
diferentes,
identificados

previamente en la
etapa de
evisceraciéncon
tirillas de colores.

En la figura 5 se presenta el diagrama de flujo de proceso de beneficio donde se ilustran

los puntos en los cuales se realiz6 el muestreo.

50




Figura 5. Representacion de los puntos de en los cuales se realiz6 el muestreo dentro del

flujo del proceso de beneficio.

v
SACRIFICIO

v
ESCALDADO

v
DESPLUME

EVISCERACION

v
ENFRIAMIENTO EMPAQUE

Fuente: elaboracion propia

Una vez recolectadas las muestras biol6gicas, se identificaron, se almacenaron en neveras
destinadas para este fin y se llevaron al laboratorio Animed donde fueron procesadas y
analizadas, siguiendo los procedimientos estandarizados. En la lista de chequeo también

se diligenciaron los numeros de identificacion de las muestras.

5.3 DESCRIPCION DE LAS VARIABLES:
Las variables que se utilizaron en el proyecto se describen en el anexo A y son las

siguientes:
5.3.1 Diagramas de las variables

Figura 6. Diagrama de la variable dependiente "Prevalencia de Salmonella spp en etapa

de recepcion”.
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Figura 7. Diagrama de la variable dependiente "Prevalencia de Salmonella spp en etapa
de salida del chiller”.
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5.3.2 Agrupacion de las variables en categorias:

. Caracteristicas de la planta de beneficio: en esta categoria se agrupa la informacion
volumen de beneficio total, dia del proceso, hora de proceso en que inicia el muestreo,
tiempo de espera de la planta de beneficio, temperatura del pollo a la salida del chiller. Esta
agrupacion obedece a que se incluyen las variables relacionadas con la programacion del
proceso en la planta de beneficio durante cada dia en el cual se realizé la toma de las
muestras.

. Prevalencia de salmonella spp en las etapas de proceso: Prevalencia Inicial
(Recepcion), Evisceracion y Chiller. En esta categoria se agrupan los resultados del
muestreo realizado para cada una de las etapas de proceso, a través del analisis de las
muestras por medio de la técnica de PCR tiempo real.

° Granja de procedencia y transporte: departamento de procedencia, municipio de
procedencia, nombre de la granja, densidad, tipo de alimentacion, tipo de ambiente, altura
de la granja, cambio de la cama, tipo de agua, edad, peso promedio, horas de ayuno,
tiempo de duracién del transporte desde la granja. En esta categoria se agrupan las
variables relacionadas con la granja de donde provienen las aves a muestrear, y al

transporte de este.

5.4 TECNICAS DE RECOLECCION DE INFORMACION:
5.4.1 Fuentes de informacién

Las fuentes de informacién fueron primarias, teniendo en cuenta que se realiz6 el muestreo
directamente por las investigadoras, se usaron listas de chequeo durante los muestreos y
adicionalmente se diligenciaron encuestas por parte de los veterinarios de las granjas de

procedencia de las aves con el fin de obtener informacién relacionada con estas.

5.4.2 Instrumento de recolecciéon de informacién

Se recolect6 la informacion relacionada con las granjas de procedencia de las aves, por
medio de una encuesta disefiada en el software Epi Info version 7.2, que fue diligenciada

por los médicos veterinarios que laboran en estas granjas, posteriormente a realizar el

53



muestreo, la cual se encuentra en anexo B. Las preguntas que se incluyeron en esta
encuesta se refieren a aspectos generales de las granjas de procedencia de las aves y de
los lotes muestreados relacionados con ubicacion (nombre, departamento, municipio,
altura sobre el nivel del mar), instalaciones (capacidad instalada, tipo de ambiente, tipo de
alimentacion, tipo de agua, nimero de galpones) y condiciones del lote muestreado (No.
de pollos, densidad, fecha de encasetamiento, fecha de sacrificio, tipo de cama, uso de
cama reutilizada y porcentaje de mortalidad), que son aspectos generales de los cuales los
Médicos Veterinarios llevan registros y en dado caso podriamos comprobar su veracidad,
sin necesidad de acudir 0 hacer presencia en las granjas. Con este estudio, se pretende
conocer aspectos generales de las granjas de donde proceden las aves a ser muestreadas,
con el fin de buscar algunos factores que puedan estar asociados con la presencia de
Salmonella spp en la etapa de recepcion, sin realizar una evaluacién completa las medidas
de bioseguridad de estas.

Durante los cuatro dias en los cuales se realiz6 el muestreo se diligenciaron listas de
chequeo disefiadas en el software Epi Info version 7.2 (anexo C) por parte de las
investigadoras, donde se recolect6 la informacion relacionada con la planta de beneficio
para cada una de las granjas de las cuales provenian las aves muestreadas. Durante el
muestreo piloto, se realizé piloteo de los instrumentos para la recoleccion de la informacion,
efectuando una valoracién de su utilidad, con el fin de poder verificar el grado de factibilidad
para obtener la informacién que tenia cada item, determinar si se podia llevar un control y

evaluar detalladamente el desarrollo de la investigacion de manera coherente y efectiva.

5.4.3 Proceso de obtencidon de la informacién (qué, quién, cémo, cuando)

Se realizaron visitas previas con el fin de obtener informacion general del establecimiento.
La toma de las muestras, la recoleccion de la informacion y el analisis de las mismas fueron
realizadas por las autoras del proyecto de acuerdo con los procedimientos establecidos en

el laboratorio de diagndstico Animed.

Se realizé un cronograma de los dias de muestreo conforme con lo determinado en el

disefio muestral, por lo cual el diligenciamiento de las listas de chequeo, la toma de las
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muestras y analisis de las mismas se llevaron a cabo en los dias y horas establecidos en

este cronograma.

La informacion recolectada de las listas de chequeo, de la encuesta y de los resultados de
las muestras se digitalizé en el programa de Excel, donde se identificaron cada una de las

variables tenidas en cuenta.

. Toma de muestras

En la etapa de recepcion se tomaron muestras en guacales. El muestreo se realiz6 a través
de hisopos humedecidos con agua peptonada bufferada los cuales fueron transportados
en refrigeracion hasta el laboratorio. Cada muestra representa 10 aves correspondientes a
un mismo viaje. En la etapa de proceso de evisceracion el muestreo se realiz6 a través de
enjuague de canales enteras donde cada muestra estaba conformada por un pool de 5
aves. Para la etapa de salida de chiller se realiz6 enjuague de canal entera. Estas muestras
se tomaron usando la metodologia sugerida por el Servicio de Seguridad e Inspeccién de
Alimentos de los Estados Unidos, FSIS (57).

Enjuague de canales o presas: las canales evisceradas fueron colocadas en una bolsa
plastica estéril con 400 ml de agua peptonada al 0.1%, se agit6 en forma vigorosa por un
minuto y el liquido de enjuague era transferido a un envase estéril como se muestra en la
figura 8. Se etiquetaba cada frasco con la informacién apropiada (identificacion de la
muestra y clase de la misma asegurandose de que la identificacion del frasco se pudiera
remitir a la hoja de datos donde existia mas informacién sobre la muestra. Se registro el
namero del frasco de la muestra en la lista de chequeo que se diligencié durante el

muestreo.
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Figura 8. Técnica de muestreo por enjuague de canales

Fuente: “Imported raw poultry products sampled for salmonella and campylobacter
analysis”(58)

Las muestras llegadas al laboratorio Animed fueron pasadas a frascos estériles ya
rotulados con el numero de muestra y se afiadieron 40 ml de la muestra a cada frasco
correspondiente en la cabina de seguridad biol6gica tipo 2 y previamente fueron incubadas
a 37°C por 21 Horas para realizar su enriquecimiento segun kit de iQ-Check Salmonella Il,
protocolo Easy | (Anexo E). El kit cuenta con la certificacion de calidad del instituto de
investigacion AOAC, certificacion de validacion NF en ISO 16140 y validacion NORDVAL
y permite detectar 1 a 10 unidades formadoras de colonia (UFC) por cada 25 gramos de

muestra o bien, al final del enriquecimiento seria 100 UFC/ml (59).
Extraccion del ADN: se realizO por medio de una técnica estandarizada de la casa
comercial Bio-Rad segun kit de iQ-Check Salmonella I, protocolo Easy | Anexo E.

e La cabina de seguridad biolégica tipo A2 se colocé en luz ultravioleta durante 30
minutos, pasado este tiempo se limpié con RNase AWAY para comenzar con la

extraccion.
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o Antes de empezar la prueba, se encendi6 el blogque térmico seco para su previo
precalentamiento entre un rango de temperatura de 95°C - 100°C. En este caso se
fijo a 97°C.

e Se marcaron los tubos con el nimero de la muestra, tanto los del procedimiento

como los del producto final.

e Se abrieron los tubos con precaucién para evitar contaminacién cruzada.

e Se pipetearon 100 ul de reactivo de lisis A, mientras se removia a velocidad media
con la varilla magnética que contiene la botella con el fin de mantenerlo en
suspension.

e Se afiadieron 100 ul de la muestra enriquecida.

e Se pasaba la muestra por vortex

e Se Incubaron los tubos en el bloque térmico a 97°C por 15 minutos

e Se colocaron nuevamente las muestras en vortex

e Los tubos fueron centrifugados a 12.000 g durante 2 minutos.

e El sobrenadante se debia pasar a unos nuevos tubos marcados previamente. En
este paso se podia parar la prueba y conservarse hasta 1 afio a -20°C. Si se
deseaba utilizar después de haberlo almacenado se debia descongelar,

homogenizar y luego centrifugar entre 10.000-12.000 g, durante 5 minutos.

Preparacion de la mezcla PCR segun técnica estandarizada del kit iQ-Check Salmonella

I, protocolo Easy | Anexo E.

e Se prepar6 una mezcla PCR que contiene la solucién de amplificacién (reactivo
C) y las sondas fluorescentes (reactivo B) en funcion del numero de muestras y
controles que se iban a analizar (como minimo se debia incluir un control positivo
y uno negativo en cada serie analitica PCR).

e Tras la preparacion del mix, reactivo B + C, se pipeteo 45 ul de dicha mezcla en
cada pocillo segun la cantidad de muestras en la placa.

e Se afiadian 5 pl de muestra, control negativo y control positivo en el pozo
adecuado sin generar burbujas.

e Se debia sellar herméticamente los pocillos de la placa, darle un Spin a la placa
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7 y colocarla placa en el termociclador.

PCR en Tiempo Real

Esta técnica utiliza un sistema optimizado de cebadores y sondas para asegurar una alta
especificidad y eliminar reacciones cruzadas. Las lecturas se realizaron mediante un
software para el analisis automatizado especifico de la prueba.

En la tabla 3 se presentan la interpretacion de los posibles resultados.

Tabla 3. Interpretacién de resultados

Deteccién Salmonella (FAM) | Deteccién control interno

Control negativo Ct=N/A 28<Ct=< 40
No amplificacién

Control positivo 26 < Ct< 36 No significativo

Para que una muestra de Salmonella sea positiva debe presentar un valor Ct =2 10 en

el fluor6foro FAM.

La muestra se considera negativa para Salmonella si no se obtiene ningun valor Ct para

el fluoréforo FAM vy el control interno tiene un Ct = 28.

En la tabla 4 se presentan los posibles resultados obtenidos.

Tabla 4. Posibles resultados

Deteccién Salmonella Deteccién control interno Interpretacion
(FAM)

Ct =2 10 No significativo Positivo
Ct=N/A Ct =2 28 Negativo
Ct=N/A Ct=N/A Inhibicién

Inhibicién: Cuando tanto la deteccion del control interno como la de Salmonella

presentan un valor Ct = N/A, la muestra debe analizarse de nuevo pero diluida (1/10).

58



5.5

PRUEBA PILOTO

Una vez el proyecto fue aprobado por el Comité de Etica y se conto con la autorizacion de

la planta de beneficio, se realiz6 una prueba piloto, tomando dos muestras en cada una de

las etapas en las que se llevaria a cabo el muestreo (seis muestras), se diligencio la lista

de chequeo disefiada para la planta de beneficio con el fin de establecer su funcionalidad,

y se realizo el andlisis de las muestras en el laboratorio.

5.6

CONTROL DE ERRORES Y SESGOS

Tabla 5. Control de errores y sesgos.

Tipo

Descripcién de la posibilidad de

ocurrencia

Forma de control

Seleccion

La seleccion de las muestras
podria estar influenciada, ya sea
por el establecimiento o por los
investigadores, de tal forma que no
se representa la poblacién total.
Los sujetos son representativos de
ellos mismo y con el estudio no se
pretende  realizar inferencias
diferentes a la de la poblacion de

estudio

Se estableci6 un cronograma de
muestreo, se determinaron los dias y las
horas exactas en las que se inicié el
muestreo y se especificé la forma en la
cual se seleccionaron los guacales o
canales de aves para cada dia. Se busco
proporcionalidad en tiempos y poblaciones
mas no representatividad por tanto los
resultados del estudio seran inferibles solo

a los sujetos incluidos

Informaciéon

Errores en la tabulacién de los
datos, en la recoleccion de la
informacion de la llegada de las
granjas a la planta de beneficio.
Error en la técnica de PCR tiempo
real por parte del observador.
Sesgos de memoria por parte de
los médicos veterinarios que

diligenciaron las encuestas

Se realizé doble ingreso de los datos. La
informacion de las granjas de procedencia
se controlé a través del disefio de las
preguntas de la encuesta que fueran
faciles para el Médico Veterinario y con
informacién que registran rutinariamente.
Se aseguré la calidad, se realizé
preparacion de las investigadoras para
indagar los mismos aspectos. Piloto del
instrumento. Confidencialidad de los

encuestados. Una de las investigadoras,

59



. Descripcién de la posibilidad de
Tipo ] Forma de control
ocurrencia

quien se encarg6 del procesamiento de las
muestras mediante la prueba de PCR
tiempo real fue capacitada de acuerdo a
procedimiento interno establecido por el
Laboratorio Animed, con quien labora
(anexo D).

El sesgo de memoria se control6 teniendo
en cuenta que el tiempo trascurrido entre
la realizacién del sacrificio de cada viaje y
el diligenciamiento de la encuesta no
superé una semana, adicionalmente, los
médicos veterinarios cuentan con registros

de la informacion solicitada.

Se revis6 literatura para identificar

variables confusoras con el fin de realizar

Asociaciones con Vvariables de andlisis estratificado, no obstante, no fue

» confusion al determinar los posible encontrar reportes de variables
Confusién ) L, .
factores que influyen con la confusoras. Se realizo analisis

presencia de Salmonella spp multivariado de regresion logistica con el

fin de ajustar los estimadores de

asociacion

57 TECNICAS DE PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

Los datos generados fueron analizados de acuerdo con los objetivos; las descripciones
univariadas para determinar las caracteristicas de la planta de beneficio y la prevalencia
de la enfermedad, se realizaron a través de frecuencias absolutas y relativas, y las
variables cuantitativas a través de medidas de resumen. El analisis bivariado fue llevado a
cabo, con el fin de establecer la asociacion de las variables independientes seleccionadas

con la presencia de Salmonella spp en cada uno de los momentos del proceso. Este
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analisis abarco el calculo de razones de prevalencia con IC del 95% para el estimador a

partir de la construccién de tablas de 2 x 2.

Las variables cuantitativas fueron analizadas mediante pruebas no paramétricas y su valor
de p fue comprado con un alfa de 0,05 definiendo como significativas las asociaciones que

presentaron un valor inferior al limite propuesto.

Con el fin de ajustar las asociaciones por variables confusoras y de interaccion, se realizé
una regresion logistica no condicional para establecer las variables que mejor explican la
prevalencia, las variables candidatas a ingresar al modelo multivariado fueron escogidas a
partir del criterio de Hosmer — Lemeshow (valor de p <0,25), con el fin de ingresar variables
gue en andalisis bivariado podrian no estar asociadas, pero al ingresarlas al modelo
multivariado pueden generar asociacion. En el modelo de regresién logistica las variables
gue se incluyeron tanto en recepcion como en chiller fueron variables con un valor de p
<0,25, a excepcion de las siguientes variables: cantidad de aves beneficiadas en dia del
muestreo, debido a que puede haber una interaccién con las horas de proceso; la variable
ayuno por presentar cerca del 50 % de datos perdidos, y la variable cloro residual en agua
de chiller debido a que el nivel de cloro que se maneja en la planta de beneficio (1.0-1.5
ppm) siempre se encontré dentro del rango establecido por la reglamentacién nacional para
agua potable (0.3-2.0 ppm)(60). Aunque el agua de chiller no se puede considerar potable,
estos niveles indican que en el chiller se mantiene un nivel de cloro disponible para
disminuir carga bacteriana. Los Odds Ratio - OR arrojados por los modelos ajustados,
debieron ser ajustados a partir de Schiaffino (61) con el fin de encontrar las razones de
prevalencia ajustadas con si IC 95%. Se usaron los softwares estadisticos Epi infoTM 7.2

de licencia libre y SPSS versién 24, licencia de la Universidad del Rosario.
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6 CONSIDERACIONES ETICAS

No existen conflictos de intereses por parte de las investigadoras.

Se solicitd consentimiento a las personas responsables de la planta de beneficio para
realizar las preguntas relacionadas con el proceso, necesarias para diligenciar la lista de
chequeo que se utilizaria y se establecié un acuerdo de confidencialidad (Anexo F) donde
el nombre de la empresa y los nombres de las granjas de procedencia fueron cegados por

aspectos éticos.

En lo que respecta a las consideraciones éticas relacionadas con el muestreo, la Ley 84
de 1989y el titulo V de la Resolucién 8430 de 1993, establecen los requisitos en Colombia
para el uso de animales vivos en experimentos e investigacion. Sin embargo, el presente
estudio se realizé en superficies inertes (guacales) y en canales de animales sacrificados
y no en animales vivos, por lo cual se consider6 que no hay ningun conflicto.
Adicionalmente, a que el muestreo se realiz6 en una planta de beneficio autorizada por el
Invima, que, por lo tanto, utiliza animales aptos para el beneficio y métodos de
insensibilizacion y beneficio aprobados por el Ministerio de Salud y Proteccion Social y el
Invima. No obstante, lo anterior, se solicité aprobacion del Comité de Etica de la
Universidad CES, la cual se obtuvo (Anexo G).
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7 RESULTADOS

7.1 Descripcion de las caracteristicas de la granja de procedencia, transporte, la planta

de beneficio y de la poblacién a estudio.

A continuacion, se relacionan los resultados relacionados con las generalidades de la

granja de procedencia, el transporte y de la planta de beneficio.

7.1.1 Caracteristicas de granja de procedencia, transporte y poblacién de estudio para la

etapa de recepcion.

De las aves muestreadas en la etapa de recepcion (370), la mayor proporcién provenian
de granjas ubicadas en el departamento de Cundinamarca, del municipio de Nilo,
manejaron camas reutilizadas durante el proceso de engorde y se caracterizaron como
hembras. Las caracteristicas de la poblacién se muestran en la Tabla 6. En lo relacionado
a las variables tipo de ambiente, tipo de alimentacién, tipo de cama y tipo de agua, no hubo
variaciéon en las granjas de procedencia de las aves seleccionadas, por lo que el 100%
tenian ambiente no controlado, el mecanismo de alimentacién era manual, usaban

cascarilla de arroz como cama y el tipo de agua era tratada.
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Tabla 6. Descripcion de las variables cualitativas de granja de procedencia, transporte, la

planta de beneficio y de la poblacién a estudio, Bogota, 2018.

Variable Categorias N Porcentaje
Departamento Cur_1dinamarca 340 91,9
Tolima 30 8,1
Nilo 100 27,0
Fusagasuga 90 24,3
Arbelaez 30 8,1
Municipio Espinal 30 8,1
Granada 30 8,1
La Mesa 30 8,1
Pandi 30 8,1
Sasaima 30 8,1
E 100 27,0
A 30 8,1
B 30 8,1
C 30 8,1
. ., D 30 8,1
Granja de procedencia F 30 81
G 30 8,1
H 30 8,1
I 30 8,1
J 30 8,1
. Si 250 67,6
Uso de cama reutilizada No 120 324
Hembras 250 67,6
Sexo Machos 120 32,4

Mas de 2,5 horas 150 40,5
*Los nombres de las granjas de procedencia fueron cegados por aspectos éticos.

Fuente: elaboracion propia

La mediana de la altura de las granjas de procedencia de las aves fue de 1200 metros
sobre el nivel del mar (msnm) y al menos el 75% de ellas procedieron de granjas con altura
igual o inferior a 1250 msnm, en cuanto al nimero de pollos por metro cuadrado, se
encontré que el 75% de las granjas tienen un maximo de 13 animales por metro cuadrado.
En lo que respecta al porcentaje de mortalidad, el 75% de las granjas de procedencia
present6 una mortalidad de hasta el 3,3%. Las variables cuantitativas para la etapa de

recepcion no tuvieron una distribucion normal como se evidencia en la Tabla 7.
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Tabla 7. Descripcion de las variables cuantitativas de granja de procedencia, transporte, la

planta de beneficio y de la poblacién a estudio, Bogota, 2018.

Variables Q1 Mediana Q3 Minimo Maximo p*

Altura sobre el nivel del mar (msnm) 336 1200 1250 323 1800 0,000
No. de pollos del galpon 3600 7000 16000 1200 20000 0,000
Densidad del galpon (No. de 127 12,7 138 94 16.2 0.000
Aves por m?

Porcentaje de mortalidad en el galpén (%) 22 3,0 3,3 1,9 4,2 0,000
Edad en dias 37 39 41 35 41 0,000
Peso de las aves en el viaje (gramos) 1950 1968 2060 1910 2370 0,000
Tiempo de transporte (horas) 25 3,2 4,0 2,2 6,1 0,000
Tiempo de espera en la planta de beneficio 07 19 27 0.0 52 0,000
(horas)
*Prueba de normalidad Kolmogorov — Smirnov (p<0,05, variables con distribucién no
normal)

Fuente: elaboracion propia

7.1.2 Caracteristicas de la planta de beneficio y de la poblacién de estudio para la etapa
de salida de chiller.

En la etapa de la salida de chiller, la distribucion por dia de la semana y por la cantidad de
horas transcurridas desde inicio de proceso, al momento del inicio del beneficio del viaje

mostrd proporciones similares, lo que se observa en la tabla 8.

Tabla 8. Descripcion de las variables cualitativas de la planta de beneficio y de la poblacion

a estudio, Bogota, 2018.

Variable Categoria N Porcentaje
Dia de la semana Primeros 3 dias de la semana 70 50,7
Ultimos 3 dias de la semana 68 49,3
Cantidad de horas desde inicio de Ultimas 5 horas de proceso 69 50,0
eiraojgeso del dia al inicio del beneficio del Primeras 5 horas de proceso 69 50,0

Fuente: elaboracion propia

El rango de aves sacrificadas en los dias de muestreo se encontrd entre 40046 a 53552
aves, con una mediana de 44137,5. El cloro residual en el agua de chiller se mantuvo en

un rango entre 1y 1,5. Y la temperatura maxima de los pollos a la salida del chiller fue de
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3,7°C. Todas las variables cuantitativas para la etapa de salida del chiller no tuvieron una
distribuciéon normal como se evidencia en la Tabla 9, debido a que el valor de p de la prueba

de normalidad Kolmogorov — Smirnov es menor a 0,05.

Tabla 9. Descripcion de las variables cuantitativas de la planta de beneficio y de la
poblacién a estudio, Bogota, 2018.

Variable Q1 Mediana Q2 Minimo Méaximo p*

Tiempo de ayuno (horas) 8,5 10,7 10,8 7,7 11,5 0,000

Cantidad de aves beneficiadas el dia del 430115 441375 53552,0 40046 53552 0,000

muestreo
Cantidad de viajes por dia 18,0 18,5 30,0 18 30 0,000
Cloro residual en agua del chiller (ppm) 1,0 1,0 1,1 1,0 15 0,000

Temperatura promedio del pollo a la

salida de chiller ( °C) 2,2 2,4 2,7 18 3,7 0,000

*Prueba de normalidad Kolmogorov - Smirnov

Fuente: elaboracion propia

7.2 Presencia de Salmonella spp en las etapas del proceso de recepcion, evisceracion

y salida de chiller, a través de la técnica PCR tiempo real.

En la figura 9 se observa que la presencia de Salmonella spp aumenta en un 51,35% en la
etapa de evisceracion frente a la etapa de recepcién y en la etapa de chiller se presenta
una disminucién de 16,73% frente a la de evisceracién. La prevalencia de infeccién en la
etapa de recepcioén fue de 37,8%, en la etapa de evisceracion fue de 89,1% y en chiller fue
de 72,5%.
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Figura 9. Presencia de Salmonella spp en las etapas de proceso en las cuales se realizo

muestreo. Bogota, 2018.
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Se presentd una mayor prevalencia en de Salmonella spp en la etapa de recepcion para

las aves provenientes del municipio de Nilo y de la granja G, de acuerdo a lo observado en

la tabla 10.

Tabla 10. Prevalencia de Salmonella spp por Municipio de procedencia de las aves,

Bogota, 2018.

Municipio % positivos Granja de procedencia % positivos
Nilo 60,00% G 66,7%
Fusagasuga  44,44% | 66,7%
Arbelaez 33,33% E 60,0%
Granada 33,33% A 33,3%
La Mesa 33,33% C 33,3%
Pandi 33,33% F 33,3%
Espinal 0,00% J 33,3%
Sasaima 0,00% B 0,0%

D 0,0%
H 0,0%

Fuente: elaboracion propia
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7.3 Asociacion ajustada entre presencia-ausencia de Salmonella spp y las diversas
variables de la granja de procedencia, transporte, la planta de beneficio y de la

poblacion a estudio.

A continuacién, se presentan los resultados del andlisis bivariado para las etapas de

recepcion y salida del Chiller.

7.3.1 Caracteristicas asociadas a Salmonella en la etapa de recepcion

En el andlisis bivariado se logré determinar, que las variables como provenir del municipio
de Nilo, de las granjas G, | E y el uso de cama reutilizada, se asocian con una mayor
prevalencia (RP>1). La asociacion de todas las variables incluidas en el estudio para esta
etapa del proceso se observa en la tabla 11.

Tabla 11. Andlisis bivariado de las variables cualitativas Vs resultado de PCR en tiempo
real en recepcion. Bogoté, 2018

Variable Categoria Positivos Negativos RP IC 95% p*

Departamento Cundinamarca 140 200 - -
Tolima 0 30 - - -
Nilo 60 40 1,8 (1,1-3,1) 0,010
Fusagasuga 40 50 1,33 (0,8-2,3) 0,285
Arbelaez 10 20 1 (0,5-2,0) 1

Municipio Granada 10 20 1 (0,5-2,0) 1
La Mesa 10 20 1 (0,5-2,0) 1
Pandi 10 20 1 (0,5-2,0) 1
Espinal 0 30 - - 0,000
Sasaima 0 30 - - 0,000
G 20 10 2 (1,1-3,5) 0,010
| 20 10 2 (1,1-3,5) 0,010
E 60 40 1,8 (1,1-31) 0,010
A 10 20 1 (0,5-2,0) 1

Granja de procedencia = 10 20 L (0.5-2,0) L
F 10 20 1 (0,5-2,0) 1
J 10 20 1 (0,5-2,0) 1
B 0 30 - - -
D 0 30 - - -
H 0 30 - - -

Uso de cama Si 110 140

reutilizada No 30 90 1,76 (1,253-2,47) 0,000
Machos 50 70

Sexo Hembras 90 160 1,16 (0,88-1,51) 0,293

*Chi-cuadrado de Pearson

Fuente: elaboracion propia
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La asociacion de la positividad a Salmonella spp y las variables cuantitativas mostré que
existen mayores medianas en densidad, edad en dias y tiempo de transporte en las aves
con resultado positivo a Salmonella, en contraste con la mortalidad en galpén, que mostré
una diferencia de 0,32% en favor de los negativos. Para estas variables existe una
diferencia significativa entre las aves con resultados negativos y las aves con resultados

positivos a Salmonella spp. Los andlisis descritos se observan en la tabla 12.

Tabla 12. Andlisis bivariado de las variables cuantitativas Vs resultado de PCR en tiempo
real en recepcion. Bogota, 2018.

Variable Categoria Q1 Mediana Q3 Minimo Méximo p*
Altura sobre el nivel del mar Positivos 336 1112 1250 336 1800 0610
(msnm) Negativos 336 1203 1250 323 1800 '
Densidad de| ga|pén (NO de Aves POSitiVOS 12,7 13,1 15,5 12,0 16,2 0.000
por m2) Negativos 10,0 12,0 13,8 9,4 16,2 '
Porcentaje de mortalidad en el Positivos 2,2 2,7 30 19 4,2 0.000
galpon (%) Negativos 2,7 3,0 35 1,9 4,2 '
Edad en di Positivos 38 40 41 35 41 0.000
aden dias Negativos 36 38 40 35 41 '
Peso de las aves en el viaje Positivos 1950 1984 2060 1910 2370
(gramos) Negativos 1950 1968 2140 1910 2370 0.879
_ Positivos 2,5 3,5 4,9 2,2 6,1
Tiempo de transporte (horas) Negativos 2,5 2.8 38 2.2 6.1 0,03
Tiempo de espera en la planta de Positivos 1,4 2,0 3.6 0.0 52 0.062
beneficio (horas) Negativos 0,5 1,9 2,7 0,0 52 '

*Prueba de U de Mann Whitney

Fuente: elaboracion propia
7.3.2 Caracteristicas asociadas a Salmonella en la etapa salida del chiller

Como resultado del analisis bivariado se determind que las variables dia de la semana y
cantidad de horas desde el inicio del proceso se asocian con una mayor prevalencia de

Salmonella spp a la salida del chiller (RP>1), resultados que se observan en la tabla 13.
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Tabla 13. Analisis bivariado de las variables cualitativas Vs resultado de PCR en tiempo
real en salida del chiller. Bogota, 2018.

Variable Categoria Positivos Negativos RP IC 95% p*
Ultimos 3 dias de 63 5
la semana

Dia de la semana 1,75 (1,4-2,2) 0,000

Primeros 3 dias

37 33
de la semana
Cantidad de horas (ltimas 5 horas
desde inicio de de proceso 60 9
proceso del dia al 15 (1,2-1,9) 0,000
inicio del beneficio Primeras 5 horas 40 29
del viaje de proceso

*Chi-cuadrado de Pearson

Fuente: elaboracion propia

Las variables cuantitativas permitieron observar una mediana menor en las aves con
resultado positivo a Salmonella para la variable cantidad de aves beneficiadas en el dia del
muestreo, en contraste con el cloro residual en agua del chiller, cuya mediana es igual para
los dos grupos. Para estas variables existe una diferencia significativa entre las aves con
resultados negativos y las aves con resultados positivos a Salmonella spp. Estos resultados
de presentan en la tabla 14.

Tabla 14. Andlisis bivariado de las variables cuantitativas Vs resultado de PCR en tiempo
real en salida del chiller. Bogota, 2018.

Variable Categoria Q1 Mediana Q3 Minimo Méximo p*
Tiempo de Positivos 10,3 10,7 11 7,7 11,5 0.064
ayuno (horas) Negativos 7,9 8,5 10,8 7,7 11,5 '
Cantidad de Positivos 40046 44000 44275 40046 53552
aves
be”fjfl,'g'g‘zf‘s e Negativos 44000 53552 53552 40046 53552 0000
muestreo
Cloro residual Positivos 1 1 1,75 1 15
en agua del . 0,005
chiller (ppm) Negativos 1 1 1 1 15
Temperatura Positivos 2,2 2,5 2,7 1,8 3,7
promedio del 0053
pollo ala salida  Negativos 2,3 2,4 2,6 1,8 3,7 ’

de chiller (°C)
*Prueba de U de Mann Whitney.

Fuente: elaboracion propia
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7.3.3 Caracteristicas asociadas con Salmonella ajustadas en la etapa de recepcion

Segun los resultados obtenidos en el analisis multivariado, se encontr6 que el uso de cama
reutilizada y la densidad de aves en el galpén son las variables que mejor explicaron la
presencia de Salmonella spp en la etapa de recepcién, en la poblacion estudiada,
resultados que se presentan en la tablal5.

Tabla 15. Regresién logistica para presencia de Salmonella spp en la etapa de recepcion,
segun las diversas variables de la granja de procedencia, transporte y de la poblacion a
estudio, Bogota, 2018.

Variable B ET Wald p Exp(B) IC95% Exp (B)
Uso de cama reutilizada 0,6 0,3 4,0 0,045 2 1,0-3,9
Densidad del galp6n 0,6 02 13,3 0,000 19 1,3-2,6
Porcentaje de mortalidad en el galp6on -0,6 0,3 35 0,060 0,6 0,3-1,0
Edad en dias 01 01 19 0,163 1,1 0,9-1,3
Tiempo de transporte 04 02 29 0,08 14 0,9-2,2
Tiempo de espera en la planta -02 0,1 23 0,128 0,8 0,6-1,1
Constante -13,1 3,3 154 0,000 0,0

Fuente: elaboracion propia

Como se explicé en el plan de analisis, se calcularon las RP ajustadas a partir de los OR
calculados en la Regresion Logistica presentada anteriormente y como resultado, se
mantienen las variables uso de cama reutilizada y densidad de aves en el galpén, como
las que mejor explican la presencia de Salmonella spp en la etapa de recepcion. Los

estimadores ajustados se presentan en la tabla 16.
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Tabla 16. Regresion logistica para presencia de Salmonella spp en la etapa de recepcion,
segun las diversas variables de la granja de procedencia, transporte y de la poblacion a
estudio con RP ajustado, Bogota, 2018.

Variable B p RPcrudo IC95% RP RP ajustado IC 95% RP ajustado
Uso de cama gsar 0045 1,76  (1,253-2,47) 1,6 (1,01-2,25)
reutilizada

Densidad  del ;559 (g0 1,9 (1,3-2,6)
galpon

Porcentaje de

mortalidad en el -0,563 0,060 0,6* (0,3-1)
galpén

Edad en dias 0,113 0,163 1,1* (0,9-1,3)
Tiempo de 5369 0,086 1,4* (0,9-2,2)
transporte

Tiempo de

espera en la -0,188 0,128 0,8* (0,6-1,1)
planta

Constante -13,120 0,000

*Representa Exp(B). Fuente: elaboracién propia

El modelo explicativo final propuesto para la etapa de recepcion tuvo un R? de cox y Snell

de 0,204, el cual present6 un 67,6% de clasificacion correcta de los casos.

7.3.4 Regresion logistica para presencia de Salmonella spp en la etapa de salida del
chiller, Bogoté, 2018.

Las variables que mejor explican la presencia de Salmonella spp en la poblaciéon de
estudio, en la etapa de salida de chiller, de acuerdo a los resultados presentados en la

Tabla No. 17, son dia de la semana y cantidad de horas desde el inicio del proceso.
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Tabla 17. Regresién logistica para presencia de Salmonella spp en la etapa de salida de
chiller, segun las variables del proceso de beneficio y de la poblacién a estudio, Bogota,
2018

Variable B E.T. Wald p Exp (B) IC 95% Exp (B)
Dia de la semana 2,8 0,6 24,6 0,000 16,6 5,5-50,5
gemp'eratura a la salida 07 05 2.0 0.157 21 0.8-5.6

e chiller

Cantidad de horas

desde el inicio de 1,9 0,5 14,4 0,000 6,8 2,5-18,5
proceso

Constante -2,6 1,3 4,1 0,043 0,1

Fuente: elaboracion propia

Al calcular las RP ajustadas a partir de los OR calculados en la Regresion Logistica,
contindian las variables dia de la semana y cantidad de horas desde el inicio del proceso,
como las que mejor explican la presencia de Salmonella spp en la etapa de salida del

chiller. Los estimadores ajustados para esta etapa se presentan en la tabla 18.

Tabla 18. Regresion logistica para presencia de Salmonella spp en la etapa de salida de
chiller, segun las variables del proceso de beneficio y de la poblacién a estudio, Bogota,
2018, con RP ajustado.

Variable B p RPcrudo IC 95% RP RP ajustado IC 95% RP ajustado
Dia de la semana 2,812 0,000 1,75 (1,39-2,21) 1,8 (1,6-1,9)
Temperatura a la

salida de chiller /19 0,157 2.1 (0.8-5,6)
Cantidad de horas

desde el inicio de 1,924 0,000 15 (1,20-1,87) 1,6 (1,34-1,7)
proceso

Constante -2,647 0,043

*Representa Exp(3)

Fuente: elaboracion propia

El modelo explicativo final propuesto para la etapa salida de chiller tuvo un R? de cox y

Snell de 0,310, con un 84,8% de clasificacion correcta de los casos.
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8 DISCUSION

El porcentaje de granjas de procedencia con uso de cama reutilizada en este estudio fue
el 67,6% a diferencia del estudio Donado, Gardner et al (39) que fue menos del 50%. En
Colombia no existe reglamentacién que prohiba o restrinja el uso de cama reutilizada en
granjas de aves por lo cual estos hallazgos sugieren que esta practica es comunmente
manejada Yy los principales motivos que la soportan son: se disminuye el impacto en el

ambiente, insuficiencia del material y a disminucién de costos en la produccién (40).

La mediana en la edad de las aves en el presente estudio fue de 39 dias, dato similar al
estudio de Donado, Gardner et al (39) el cual fue de 40 dias, que es la edad que en
promedio se llevan las aves para el sacrificio En un estudio realizado por la Autoridad de
Seguridad Alimentaria de Europa (EFSA por sus siglas en inglés), no se encontrd
asociacion entre la edad y la presencia de Salmonella spp en las aves, al igual que los
resultados de este estudio. De acuerdo a lo descrito por Aguilera, M., (62) actualmente los
ciclos de produccion de pollos de engorde en Colombia van de 35 dias, cuando son pollos

para asaderos, a 42 dias si se trata de pollos para despresar.

La alta densidad de aves en la granja de procedencia esta asociada a un aumento en la
prevalencia de Salmonella spp en la etapa de recepcién, al igual que lo descrito por Donado
— Godoy et al (39), donde se reportd que el aumento de una (1) unidad en el niUmero de
pollos por metro cuadrado estaba asociado a un incremento del 20% en el riesgo predicho
para la granja de tener un estatus positivo, lo cual puede ser debido a un aumento en el
estrés de las aves (63). La densidad de las granjas de procedencia de las aves que fueron
objeto de muestreo en este estudio oscilé entre 9,4 y 16,2 pollos por metro cuadrado con

una mediana de 12,7 pollos.

Los resultados del presente estudio presentan una alta prevalencia de Salmonella spp en
las granjas de procedencia, dado que al menos un ave fue positiva en el 70% de las granjas
de las cuales se muestrearon aves. Este hallazgo es similar a lo identificado por Arsenauldt
— Letellier et al (51) que reportd un 84,2 %; sin embargo, prevalencias mas bajas han sido
reportadas en otros estudios tales como el de Donado, Gardner et al (39) en el que fue de
40%, en Ecuador Vinueza_Ceballos et al (64) un 42% y de un estudio llevado a cabo en

Brasil por Giombelli y Abreu (65) que aislé Salmonella spp solamente en 5% de las granjas
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estudiadas. Es muy importante conocer de manera oficial, la situacién nacional de la
prevalencia de Salmonella spp en las granjas de produccion de pollos de engorde con el

fin de establezcan medidas encaminadas a disminuirla.

Se encontr6 asociacion entre la presencia de Salmonella spp y el uso de cama reutilizada
en la granja de procedencia. Aunque este resultado difiere a lo encontrado en el estudio
realizado por Muniz-Mesa (66), donde se analizaron las camas reutilizadas durante 7 lotes
consecutivos de pollos de engorde y se observé disminucion de las muestras positivas a
Salmonella spp, lo cual se podria explicar porque en ese estudio las camas fueron
sometidas a procesos estandarizados de fermentacion entre los lotes, lo que afecta la
viabilidad de la bacteria, a través de una digestion anaerébica. Al no estar reglamentado el
uso de cama reutilizada en Colombia, no se cuenta con procedimientos claros y
estandarizados para su manejo, por lo cual es posible que en muchas ocasiones se realice

de manera inadecuada.

La variacién en la prevalencia de Salmonella a través del proceso de beneficio, coincide
con la variacion reportada por Rozende-Quintana et al (67), Hyun-Jung, Jung-Whan et al
(68) que reportaron un aumento de contaminacion en evisceracion y posteriormente una
disminucion a la salida del chiller; en contraste, los hallazgos del estudio realizado por
Rivera et al (46), mostraron que el momento del proceso de mayor prevalencia fue el de
sangria (punto inmediatamente posterior a la recepcion), presentandose una disminucion
en los siguientes puntos (escaldado, desplumado y corte de cloaca) con un aumento en el
evisceracion y mas adelante una disminucién en la salida del chiller. La prevalencia
obtenida en las etapas de evisceracion (89,19%) y salida del cliller (72,46%) del presente
estudio se encuentran por encima de los valores reportados por el Invima en el estudio
realizado a nivel nacional en el afio 2012 (34% y 29% respectivamente) y en el estudio de
Rivera et al (46) (40% y 10%), respectivamente, lo que podria ser debido a la técnica

analitica utilizada.

El aumento observado de la presencia de Salmonella spp en la etapa de evisceracion
respecto a recepcion, etapa en la cual se encontraron lotes sin presencia de Salmonella
spp, indica contaminacion durante el proceso en las etapas posteriores a recepcion,

llevando a un porcentaje de canales positivas alta en evisceracion, lo cual podria estar
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relacionado con contaminacion cruzada entre lotes u otras fuentes de contaminacion, tal
como lo presentan Arsenauldt — Letellier et al (51) y Nogrady-Kardos et al (69).

Estos hallazgos sugieren, que uno de los momentos en que mas se presenta
contaminacién es la evisceracion, debida probablemente a condiciones en este proceso
que llevan a ruptura del tracto gastrointestinal, contaminacion de las canales con la bacteria
y contaminacion cruzada a otras canales por utensilios y manos de los operarios que

transfieren la Salmonella spp a otras canales que no estan contaminadas.

La disminucién de la prevalencia en la salida del chiller, sugiere una ligera eficiencia en la
eliminacion de la bacteria a través de la adiciébn y medicion constante del cloro residual,
ademas del control de su multiplicacion mediante la disminucién de la temperatura del agua
y de las canales.

En este punto, es necesario destacar que la prueba por la cual se esta determinando la
presencia de Salmonella spp (PCR en tiempo real), detecta la presencia de ADN de la
bacteria y no determina su viabilidad. Por lo tanto, aunque la Salmonella spp esté presente
en una alta proporcion de canales (72,48%) a la salida del chiller, es probable que una
parte de estas bacterias no sean viables, debido al efecto del desinfectante utilizado en
chiller (hidréxido de cloro). Se sugiere realizar estudios donde se determine en las muestras
con presencia de Salmonella spp, su viabilidad mediante pruebas como cultivo

microbioldgico y serotipificacion, cuando se utilice esta técnica analitica.

No se observo diferencia significativa en el tiempo de espera en la planta de beneficio sin
embargo se observé mayor prevalencia en los que esperaron mas tiempo en la planta
similar al estudio de Arsenauldt — Letellier et al (51). Lo anterior difiere a lo encontrado por
Seliwiorstow-Baré et al (70), en un estudio realizado en Bélgica, donde el tiempo de
transporte y espera en la planta estaba inversamente asociado con recuentos de
Campylobacter durante el proceso de beneficio. Esta asociacibn se atribuye
probablemente a un corto tiempo de retiro de alimento en las granjas, el cual es expulsado
cuando el tiempo de transporte y de espera es mas largo, lo que favorece que disminuya

la contaminacién durante el proceso de beneficio.

La presencia de Salmonella spp en la etapa de salida de chiller fue significativamente mas

alta en los ultimos dias de la semana al igual que en el estudio de Arsenauldt — Letellier
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(51) en el cual se obtuvo una diferencia significativa para Campylobacter, lo que se puede
atribuir a una mayor carga de la bacteria en los equipos de beneficio durante la semana o
a la disminucion de practicas higiénicas por parte de los operarios en los ultimos dias de la

semana (51), lo cual podria ser aplicado para Salmonella spp.

Un estudio realizado por EFSA en 28 paises de Europa (17) encontré que la prevalencia
de Salmonela spp en las canales de aves aumentaba en las Ultimas horas de proceso y
aunque no se encontrd asociacion estadisticamente significativa en el total de la poblacién
estudiada, al dividir los paises entre los que presentaron una prevalencia de Salmonella
spp menor a la prevalencia media de la Unién Europea y los que presentaron prevalencia
mayor, se encontré asociacion en estos ultimos. Asi mismo, se encontré que esta es una
de las variables que mejor explicaron la presencia de Salmonella spp en el modelo de
regresion logistica realizado por EFSA. Lo anterior, podria estar relacionado con las
condiciones higiénicas a lo largo del proceso de beneficio, donde se presenta acumulacion
de la bacteria en el medio ambiente de la planta de beneficio (equipos, operarios, utensilios,
agua del chiller) proveniente de los lotes de aves sacrificados en las primeras horas de
proceso Adicionalmente, en las Ultimas horas (10 horas posteriores al inicio del proceso)
los controles pueden ser menos estrictos, los operarios presentan cansancio, lo que puede

influir en la eficiencia de las practicas higiénicas.

En el presente estudio los factores que mejor explican la presencia de Salmonella spp en
recepcion fueron densidad de aves en el galpén (RP 1,9 (IC 1,3-2,6)) y uso de cama
reutilizada (RP 1,6 (IC 1,01-2,25)). Con respecto a la etapa de salida del chiller las variables
gue mejor explican la presencia de Salmonella spp son dia de la semana (RP 1,8 (IC 1,6-
1,9)) y cantidad de horas desde el inicio del proceso (RP 1,6 (IC 1,34-1,7)). La densidad
de las aves en el galpén fue uno de los factores que mejor explicé la presencia de
Salmonella en granja, segun lo reportado por Donado-Godoy et al (39). La ultima variable
fue reportada en un modelo de regresion logistica realizado por EFSA (17), donde a mayor
cantidad de horas, aumenta el OR estimado. No se encontraron estudios adicionales en
los cuales se haya realizado un analisis de regresion logistica similar, por lo cual se

consideran de gran importancia los hallazgos del estudio.

El presente estudio cont6 con limitaciones en lo que respecta a la cantidad de pruebas con

las que se cont6 para realizarlo y adicionalmente, al ser un estudio de corte transversal, no
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es posible hacer inferencia a todas las plantas de beneficio. Sin embargo, los hallazgos
presentan una aproximacion al comportamiento de la Salmonella spp en la planta de
beneficio y los factores sobre los que se puede intervenir para disminuir la prevalencia en
el producto final y asi mismos bajar la probabilidad de Enfermedades Transmitidas por los

Alimentos en la poblacion humana.
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9 CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

La mayor proporcion de aves muestreadas provenian de granjas ubicadas en el
departamento de Cundinamarca, siendo este el segundo departamento con mas
produccion avicola (19,36%), en el municipio de Nilo, utilizaron cama reutilizada durante el
proceso de engorde, eran hembras y tuvieron un tiempo de espera en la planta de beneficio
menor a 2,5 horas. No se observé variacion en las granjas de procedencia de las aves
seleccionadas para las variables tipo de ambiente, tipo de alimentacion, tipo de camay tipo
de agua. La distribucién por dia de la semana y por la cantidad de horas transcurridas
desde inicio de proceso del dia al inicio del beneficio del viaje mostré proporciones similares
para los dos grupos de estudio.

Se evidenci6 diferencia entre las prevalencias de Salmonella spp en las diferentes etapas
del proceso que fueron muestreadas, en la etapa de recepcién se obtuvo una prevalencia
de 37,84%, en la etapa de evisceracion 88,19% y en la etapa de salida de chiller 72,46%,
por lo tanto, la mayor prevalencia de Salmonella spp observada ocurrié en la etapa de
evisceracion. El aumento de Salmonella spp en la etapa de evisceracion frente a la
recepcion indica una contaminacion cruzada, por lo cual se sugiere reforzar los
procedimientos de limpieza y de desinfeccidbn de manos, equipos y utensilios durante el
proceso, monitorear constantemente la operacién de evisceracion, con el fin de verificar la
efectividad, evitando la ruptura del tracto gastrointestinal; asi mismo verificar visualmente
las canales antes del lavado final y de la caida al chiller, con el fin de detectar las que
puedan estar contaminadas y realizar acciones para disminuirla, a través de la
implementaciéon del punto denominado como “tolerancia cero” establecido en la
reglamentacién colombiana. En lo que respecta a la prevalencia en la salida del chiller, se
deben continuar realizando y evaluando las intervenciones necesarias para disminuir la
carga bacteriana en el producto final, lo cual podria lograrse través de la disminucién de la

contaminacién cruzada en los pasos anteriores.

Adicionalmente, es importante que el Gobierno Nacional determine el estandar de
desempefio para Salmonella spp, tomando como base la informacion derivada de los
muestreos realizados por el Invima, conforme a lo establecido en la Resolucién 2690 de

2015, y de esta forma, las plantas de beneficio tendran un objetivo que debe ser alcanzado
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a través de sus Sistemas HACCP y asi mismo llevar a la disminucion de estas prevalencias

y a la produccion y comercializacion de un producto inocuo.

En la etapa de recepcion se encontré asociacion entre la positividad a Salmonella spp y
provenir del municipio del Nilo, de las granjas G, | E y el uso de cama reutilizada.
Igualmente, se observo diferencia significativa para la prevalencia de Salmonella spp en la
etapa de recepcion con respecto a densidad en la granja de procedencia, edad en dias,
tiempo de transporte a la planta de beneficio y porcentaje de mortalidad en el galpén.
Teniendo en cuenta que se encontraron granjas de procedencia con ausencia de
Salmonella spp en la etapa de recepcién, se recomienda realizar un monitoreo constante
del estado de las granjas frente a la presencia de Salmonella spp, lo que permitir4 tomar
medidas de control en las granjas que presenten mayor positividad y considerar la
prevalencia de cada granja con el fin de sacrificar inicialmente las aves correspondientes
a las granjas negativas o con menos prevalencia de Salmonella spp y asi disminuir la

contaminacién cruzada durante el proceso y obtener un producto final inocuo.

Las variables uso de cama reutilizada y la densidad de aves en el galp6n fueron las que
mejor explicaron la presencia de Salmonella spp en la etapa de recepcién, en la poblacion
estudiada. En el mismo sentido, las variables que mejor explicaron la presencia de
Salmonella spp en la etapa de salida de chiller fueron dia de la semanay cantidad de horas

desde el inicio del proceso.

Se deben realizar mas estudios con el fin de establecer el riesgo asociado al uso de cama
reutilizada en los galpones con la presencia de Salmonella spp en las aves al llegar a la
planta de beneficio y establecer las medidas necesarias con el fin de restringir o
estandarizar las metodologias utilizadas para disminuir carga bacteriana entre lotes. Asi
mismo se recomienda tomar medidas en granja para controlar la densidad de los pollos en
el galpén lo cual esta relacionado con una adecuada programacion de la granja y a la

capacidad instalada de los galpones.

El dia de la semana en que se benefician las aves y la hora de proceso se encuentran
asociados con una mayor contaminacion de las canales, por lo cual es importante tener
una mayor supervision en las practicas higiénicas de los equipos y de los operarios durante
todos los dias del proceso, con un especial énfasis en los ultimos dias de la semana e

igualmente en las ultimas horas de proceso. Se recomienda dar cumplimiento a lo
80



establecido en la reglamentacion colombiana (Decreto 1500 de 2007 y resoluciones
reglamentarias) en lo que respecta a la implementacion de los Procedimientos Operativos
Estandarizados de Saneamiento (POES), definiendolos claramente, estableciendo los
responsables y realizando las actividades necesarias para su verificacion y validacion, con

énfasis especial a las Ultimas horas de proceso y Ultimas horas de la semana.

Pruebas para deteccion de Salmonella spp, como PCR en tiempo real pueden contribuir
en los muestreos de rutina, cuando es necesario tomar un gran nimero de muestras y se
requieren los resultados rapidamente, sin embargo, estas metodologias no remplazan las
técnicas de aislamiento de microorganismos, serotipificacion y determinacion de
resistencia antimicrobiana, que son muy importantes en estudios epidemioldgicos (71).Se
recomienda que cuando se utilice PCR en tiempo real en puntos en los cuales existen
intervenciones encaminadas a disminuir carga bacteriana, se determine la viabilidad de los

microrganismos cuando los resultados sean positivos.

Una recomendacion final es evaluar constantemente la efectividad del proceso de limpieza
y desinfeccion de los guacales y de los vehiculos transportadores de guacales antes de
salir de la planta de beneficio, con el fin de evitar o disminuir la posibilidad de contaminacion

cruzada de Salmonella spp entre granjas.
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ANEXOS

Nombre

Presencia de
Salmonella
spp en aves en

la recepcién

Departamento.

Municipio

Anexo A. Lista de variables.

Clasificacion
por relacion al

estudio

Variable

Dependiente

Variable

independiente

Variable

independiente

Definicién

Porcentaje de
muestras
positivas a
Salmonella

Spp en aves.

Departamento
donde se
encuentra
ubicada la
granja de la
cual

provienen las

aves
Municipio
donde se
encuentra
ubicada la

granja de la
cual
provienen las

aves

Clasificacion
por la

naturaleza

Cuantitativa,

continua

Cualitativa

Cualitativa

Unidad de
medida en el
estudio y
codificacion
Ausencia -
Presencia

1: Presencia

2: Ausencia

Departamento

1:

Cundinamarca

2: Tolima

Municipio

1. Arbelaez
2.Fusagasuga
3. Granada.
4. lLa Mesa

5. Nilo.

6. Pandi

7. Sasaima

8. Espinal
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Nombre

Granja

procedencia

Altura de
granja de

procedencia

Densidad del

galpon

Clasificacion

por relaciéon al

estudio

Variable

independiente

Variable

independiente

Variable

independiente

Definicién

Granja
especifica de
donde
provienen las

aves.

Altura sobre el
nivel del mar
en la cual esti
ubicada la
granja de
procedencia

de las aves

muestreadas.

No. de aves
por metro
cuadrado

durante la
etapa de
engorde en el

galpon

Clasificacion
por la
naturaleza

Cualitativa

Cuantitativa

discreta

Cuantitativa

continua

Unidad de
medida en el
estudio y
codificacion
1. Acapulco

2. Cucuate.

3. El Encanto
4. La Cabafa
5. Meseta

6. Mirador.

7. Monicata

8.Rancho
Pitalito 9. San
Fernando 10.

Santa Rosa 1

Metros sobre
el nivel del

mar.

(No. de aves
por metro

cuadrado)
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Nombre

Uso de cama

reutilizada

Porcentaje de
mortalidad en

el galpén

Sexo de las

aves

Edad de las

aves

Peso
promedio de

las aves

Tiempo de

transporte

Clasificacion

por relaciéon al

estudio

Variable

independiente

Variable

independiente

Variable

independiente

Variable

independiente

Variable

independiente

Variable

independiente

Definicién

Se rettiliza la
cama para
varios lotes de

aves

Porcentaje de
mortalidad de
aves durante
la etapa de
engorde en el

galpén

Sexo de las
aves

muestreadas

Edad de las
aves que son
muestreados
I dia de

beneficio

Peso
promedio de
las aves a
muestrear

Tiempo
transcurrido
desde el
cargue de las
aves en el
vehiculo

transportador.

Clasificacion
por la
naturaleza

Cualitativa

dicotébmica

Cuantitativa

continua

Cualitativa

dicotébmica

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Unidad de
medida en el
estudio y

codificacion

1: Si 2:No

Porcentaje de
mortalidad en

el galpén

1: Hembras 2:

Machos

Ndmero de
dias de edad

de las aves

Kilogramos

por pollo.

NUmero de
horas

transcurridas
desde el
cargue de las
aves en el

vehiculo
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Nombre

Tiempo de
espera en

planta

Presencia de
Salmonella

spp al final del
proceso en la
salida de

chiller

Clasificacion

por relaciéon al

estudio

Variable

independiente

Variable

Dependiente

Definicién

en la granja
de

procedencia
hasta la
llegada a la
planta de

beneficio.

Tiempo
transcurrido
desde llegada
a la planta de
beneficio  al
inicio del
proceso de

beneficio

Porcentaje de
muestras
positivas a
Salmonella
spp en
producto  al
final del
proceso en la
salida del

chiller.

Clasificacion
por la
naturaleza

Cuantitativa

Cualitativa

Unidad de
medida en el
estudio y
codificacion
transportador
en la granja de
procedencia
hasta la
llegada a la
planta de
beneficio del
viaje
muestreado
Numero  de
horas
transcurridas
desde llegada
a la planta de
beneficio  al
inicio del
proceso de
beneficio del
viaje

muestreado

Ausencia -

Presencia
1: Presencia

2: Ausencia
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Nombre

Cantidad aves
beneficiadas el
dia del

muestreo

Tiempo de

ayuno

Cantidad de
aves en el

viaje

Dia de

muestreo

Clasificacion

por relaciéon al

estudio

Variable

independiente

Variable

independiente

Variable

independiente

Variable

independiente

Definicién

Numero de
aves

procesados el
dia de la toma

de la muestra

Tiempo
transcurrido
desde el retiro
de la comida
en la granja
de
procedencia
hasta la
recepcion de
las aves en la
planta de

beneficio

Ndmero aves
en el Vviaje

muestreado

Dia en que se
realizé el

muestreo

Clasificacion
por la
naturaleza

Cuantitativa

Cuantitativa

Cuantitativa

Cualitativa
Ordinal

Unidad de
medida en el
estudio y

codificacion

Ndmero de
aves

procesadas.

NUmero de
horas
transcurrido
desde el retiro
de la comida
en la granja de
procedencia
hasta la
recepcion de
las aves en la
planta de

beneficio
NUmero de
aves por viaje

muestreado.

1. Primer dia

de muestreo.

2:  Segundo
dia de
muestreo

3. Tercer dia

de muestreo
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Nombre

Dia de la

semana
Cantidad de
horas desde
inicio de
proceso
Temperatura

del pollo a la
salida del

chiller

Clasificacion

por relacion al

estudio

Variable

independiente

Variable

independiente

Variable

Independiente

Definicién

Dia de Ila
semana en el
cual se esti
realizando el

muestreo

No. de horas
de inicio del
proceso de
beneficio del
lote a
muestrear
desde el inicio
del proceso
del dia

Temperatura
del pollo
muestreado a
la salida del

chiller

Clasificacion
por la

naturaleza

Cualitativa
Ordinal

Cualitativa

dicotémica.

Cuantitativa

Continua

Unidad de
medida en el
estudio y

codificacion

4. Cuarto dia de

muestreo

1: Ultimos 3
dias de la

semana.

2: Primeros 3

dias de la

semana
1: Ultimas 5
horas del
proceso

2: Primeras 5
horas del

proceso.

Temperatura
en grados

centigrados
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Nombre

Cloro residual
en cloro del

agua del chiller

Clasificacion

por relaciéon al

estudio

Variable

Independiente

Definicién

Cloro residual
de agua del
chiller en el
momento de
la toma de las
muestras del

viaje

Clasificacion
por la

naturaleza

Cuantitativa

Continua

Unidad de
medida en el
estudio y

codificacion

Cloro residual

en ppm
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Anexo B. Encuesta médicos veterinarios de las granjas 000

ENCUESTA MV GRANJAS PLANTA DE BENEFICIO
Caracteristicas generales

Nombre de la granja Fecha

| | | |

Nombre Médico Veterinario

| |

Municipio

Departamento
| ] (O Cundinamarca O Meta O Tolima
Altura sobre el nivel del mar {metros) Capacidad instalada de la granja (nimero de pollos)
Tipo de ambiente Tipo de alimentacion Tipo de agua
(O Controlado () Automatica (O Potable
(O No controlado (O Manual (O No potable
Caracteristicas lote muestreado
Nimero de galpones en |a granja Fecha de sacrificio Kiimeno-digalpBedil fote:mussirendo
Numero de pollos en galpdn Densidad (numero de pollos por metro cuadrado)
; i - 4
Fecha de encasetamiento Tipo de cama utilizada SR a0 ama Rt
| ] [ | B
Porcentaje de mortalidad en el galpon ¢Se tuvo diagnostico de Salmonella spp en el lote muestreado?

| [ ONo QOSi

¢Hubo problemas sanitarios en el galpon muestreado?

ONo OSi

Por favor describa brevemente los problemas sanitarios tenidos en el galpén muestreado.incluyendo tratamientos
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Anexo C. Lista de chequeo en planta de beneficio.

Nimero de viaje muestreado en el dia

LISTA DE CHEQUEO |

N

Umero de viaje seleccionado a muestrear

|

Fecha Hora inicio del sacrificio del dia

I I I I Dia del proceso

Nimero de viajes Mo. de granjas total O Domingo O Miercoles

| | I [ O Lunes O Jueves
O Martes () Viernes

NGmero granjas pollo andino

N

|

ASPECTOS RELACIONADOS CON LA PROCEDENCIA DE LOS POLLOS A MUESTREAR

ombre de la granja de procedencia Departamento

Municipio

|5 1]

|| |

N

Gmero de pollos en el vije

|

L]

Peso promedio de los pollos

Edad Sexo

L]

TIEMPO DE AYUNO Y DE TRANSPORTE

Hora delevantamiento de comederos

Hora de inicio del cargue en granja

Hora definal del cargue en granja

|

|

B |

Hora desalida dela granja

Hora de inicio del sacrificio del viaje

Hora de llegadaa la planta

|

i i

<] !

CONDICIONES DURANTE EL PROCESO DE BENEFICIO

Numero de aves procesadas por hora el dia del muestreo

|

|

NGmero de muestras tomadas en recepcion

|

|

Temperatura de agua de escaldado

|

Concentracién de cloro residual en agua de chiller

|

|

Temperatura promedio de |a canal a la salida del chiller

|

|

Comentarios

Numero de aves procesadas el dia del muestreo

| |

NGmerode muestras tomadas en evisceracion
Nimero de muestras tomadas a la salida del chiller

| |

Temperatura del agua del chiller

| 2

i{Se pudo realizar seguimiento de la canal?

| |
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Anexo D. Certificado capacitacion manejo del Kit de diagndstico

AMEEY

ASESORIA Y MANTENIMIENTO LTDA
Nit. 830.034.233-7

Certifica que:

Carol Agudelo Rico

Identificada con C.C. 1,030°596.828

Ha recibido capacitacion Tedrico- Practica en:

Manejo del Kit iQ-Check™ Salmonella II de BIO-RAD
con una intensidad de 6 horas.

Dado ¢n Bogota, Diclembre de 12 de 2017.

Aise, A ANTOMIC m‘-\dk
Especialista de Linea FSD Gerente General

AM. LTDA AM. LTDA

p'"‘i X Thvmu@m [-L‘wn'5m=m+wﬂtu RS
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Anexo E. Guia rapida PCR Salmonella.

357-8123 ¢ iQ-Check™ Salmonellall 7” .
oy Quick Guide | Ea

(¥ 21hes
+1hr A
N + Enrich the sample in buffered peptone water (25 g in225 ml), 21 hrs
srec M e +1hrat37°C
Bew [ \
.\l." . (

i « Add 100 pl of the lysis eagent (eagent A) in the deepwell plate
= \ / X { Lysis reagent must be constantly stirring in order o keep itin suspension
10w 100 A5 « Transfer 100 pl of enriched sample
i Avoid induding large fragments of food debxis, and shaking stomacher bag
before collecting
« Seal the deepwdl plate with the pre-plerced sealing film

10-15 min

%
@ 1300rpm « Incubate at 95-100°C for 10-15 min at 1,300 pm in a plate agitator-
incubator

« Cool the deepwell plate

« Prepare the PCR mix
« Distribute 45 pl/well in the PCR microplate

uv;éa amgifoation ﬁ;ﬁ
mk LT mx

« Add 5 pl of controls

« Transfer 5 pl of sample supernatants
Do not vortex before collecting the sample
Check there are no bubbles

« Seal the microplate

« Start software
« Create the plate setup
« Start the amplification by clicking on “Run”
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Anexo F. Guia rdpida PCR Salmonella.

. Quick Guide iQ-Check™ Salmonelia Il

To find the cormect volumes to use when preparing the PCR mix, add the total number of samples and contiok to
be analyzed, and find the corres ponding volumes of sagent B and reagent C in the table.

Total number of Probes - Ampiification Total number of Probes - Amplification Mix
samples & controls Reagent 8 () Reagent C (ul) samples & control Reagant B () Reagent C (u)

49 265 2100

2 80 270 200
3 51 27 200
4 22 173 52 281 200
5 21 216 83 286 =00
6 32 258 54 28 2300
7 38 302 55 2@ 2400
8 43 346 56 3w 2400
g 49 389 57 308 00
10 54 432 58 313 200
1 58 475 &9 319 2500
12 85 518 60 324 2600
13 70 562 61 32 200
14 76 605 62 336 Z00
15 81 648 B3 340 o0
16 85 691 684 3% 2800
17 92 734 65 351 2800
18 ar 778 66 356 200
18 1% 821 67 362 2800
20 108 854 68 357 2800
21 " 207 689 i 3000
22 119 950 70 378 3000
2 12¢ egd 7 38 S0
24 130 1000 72 3ege 3100
25 1® 1o 73 394 2100
26 140 1100 74 400 3200
27 146 1200 75 405 2200
28 151 1200 76 410 B0
29 1= 1300 e 416 300
30 1@ 1300 78 a 3400
31 167 1300 78 Lrg 3100
32 173 1400 B0 432 00
ES) 178 1400 81 & 00
34 134 1500 a2 a43 3600
35 18 1500 83 448 300
36 194 1600 84 454 3600
7 200 1600 85 458 oo
3a 206 1600 85 464 3700
39 an 1700 a7 A0 /00
40 216 1700 88 475 3500
a1 221 1800 a8 et 200
42 2z 1800 80 486 ©00
43 23 1900 o1 ag1 00
RE} 238 1900 e 47 4000
45 243 1800 83 5@ 4000
46 248 2000 84 508 4100
7 254 000 85 518 4100
\ 43 25 2100 \ 65 518 M00

e
Laboratodes, he.
Life Science ww Lo e mumﬂua-r-u' snnm‘-i-anunwr-lq-mmznn—vzt 337 5400
o' W0 30 08 3G 5 3¢ 008 S Gemels Pagutis 439 241 430 299 20 Fin e 09904 22 COFrence 1) {47 G 62 50

Group u—-yaau:uunt—-m:mmmmmmmmhqxuvumu-umm‘m
Avatos 33

Aamal 00 357 AT2T My 2003 205 061 Jepmre 00 547

52 543 485 M7

The Netharlencs 31 5165 40628 New Zo ol and €45 hsmmns 4130 Polend & un-w-w Y P LT TI00
Rorserf #4051 210 1700 Rnl s 7 065 171 1404 Qg apore &5 C415 T8 §outh At cn 17 1) 44 5508 Spain 4 5550 5500 hunnal 2 uTee
Suartredtond 41(00 07 71700 52 T B0 72570 7100 T aien G 205 £ 0017 Ukt Nt gko m ¢ 4 20 G010 2000 Wil e m 049 2020 #57%°

©f:fnd MTEING e C TN

3 coptal 06 S0 000 000 Euros, Locatair-Gdrant, 440 900 712 RCS Namcms - N tracommuransaks FR 62 440 000 712 - Siot 440 000 712 00019

Bo-Fad, SN
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Anexo G. Acuerdo de confidencialidad y aprobacion Animed y Planta de beneficio.

l i Bogotd D.C. 19 de fobrero o= 2008,

ahiw

nimed

Caral Agucslo, Identificads con chdlly te chatsdania Noo 1030566 428 y Claudia
Patricla Forero, idersficadn con cedula co cludadarda 51.870.236, ostamos
ineresacas en o desarolio dal acuerds de confidencisltad y nos COMPIOmMetenss &

Primero: Garantizar & confidencalidad de s investigeciin Que &9 viene sdelantanco
80000 oo Faciores mcciados o la prevalencia do Salmonels spp oo una plarta de
bereficio da aves meciante i técnica de PCR en tlampo real en Bogotd, Colombia®™
Segundo: A no Avuigar Il POPICIONG! & OlrEs PArsONEs O amprosas, 36 Manom
vertisl © secriin, diects o ndrectamerte. informacén slgura que pequdcue ©
perpudicara g interases do W empriss NN Tercero: NG 40 revelied ninguns
informacidn scbre &f nombre de e Empresa o lns granms. Cuarto: Certficamos quo lx
Informacion suminaiada serd IZacE 00N fiNed ACRGMMDOR, COMO MEQUNTD P
optar por o fitulo de Magister on Epidamiciogia en ke Univessicad Ef Alosana. Guinto:
La otégackin y comproming de Confidenciaidag perduracd miseiis 1o Inloimackin
COMor Ns carnctovlsticns pie I qua 88 consideed confidencial. Ouinto: EX prosents
Acuordo entrard on vigar on of Momantd o % acspiaciin de Pollo Andng, axpreside
madiarts s fima de scsplacdn en este documento.

El pregente scuerdo, 5= frma en prusta de esta conformidad, por &= pare que on olla
Indarvinkarce, o0 Bogoth & os 10 dias o mes do

CAROL AGUDELO RICO CLAUDIA PATRICIA FORERC
CC. 1030508828 CC 51870238
Bgcterdiogs y Cinica, Meckzo Vatarinano

Dyor Lo bl

Frnl

gt - Dok

244 3540
Aanats L & Snai S RTS 781 SO A
of i

Loboratorio Regisirodo cnte of ICA
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Anexo H. Comunicacion comité de ética.

@ UNIVERSIDAD CES

! Uin Compeoming con ke Excelencia

B i g & Sl b3 1) L1 e

Medellin, 21 de marzo cde 2018

Estudiantes

CAROL AGUDELO RICO carolszucelor ail.com
CLAUDIA PATRICIA FORERO clafol @emai com
Mae:tria en Epicdemiologas

Bogota

Asunto: Comunicacion del Comite Operativo de Investigaciones  Codigo: Acto187Proy011

Proyecto: Factores asocigdos a lo prevolencia de Salmonelia spp en uno planto de
beneficio de oves mediante la técnica de PCR en tiempo real en Bogota, Colombia

Respetadas estudiantes:

En el Comite Operativo de investigaciones de !a Facultac de Medicina de nuestra
Universidad s aprobo, como consta en el Acta No. 187 del 13 de marzo de 2018, su
proyecto de investigacion "FACTORES ASOCIADOS A LA PREVALENCIA DE SALMONELLA SPP
EN UNA PLANTA DE BENEFICIO DE AVES MEDIANTE LA TECNICA DE PCR EN TIEMPO REAL
EN BOGOTA, COLOMBIA™.

De igual manera, el Comite revizo y aprobo dicho proyecto desde el punto de vists tico y

este aval expedito se registrara en el Comite de Etica correzpondiente de iz Direccion de
Investigacion e Innovacion de 1a Universidad CES.

Cordizl zaludo,

=N
MONICA M. MASSARO C, MD. MSc.
Jefe Division Investigacion e Innovacion
Facultad de Medicina
Copia:
Dr. Carios Tnllos (crlostrillos@urossrioedu.co) y Dra. Yolanda Torres

(ytorrrezfices edu.co), Coord. Pozgrados Epidemiologia Convenio CES — Univ. Rosario
Dr. Hernan Garcia. Jefe Division de Safud Publica [hzarciz @ces.edu.co)
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