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Resumen

La Argentina posee una importante produccion y
consumo de carne de pollo. No obstante, la inocuidad
de la carne ofrecida a los consumidores no ha sido
completamente lograda. Especies de Campylobacter
termotolerantes (CT), fundamentalmente C. jejuni y
C. coli, estan considerados como los patdgenos mas
relevantes a nivel mundial, causantes de gastroenteritis
por ingesta de alimentos. Las aves de corral han sido
reconocidas como los principales reservorios del
patégeno, y el consumo de su carne se asocia con la
aparicién de numerosos brotes de la enfermedad en el
mundo. Estudios recientes realizados en nuestro pais
informan que aproximadamente el 90 % de las canales
de pollo en puntos de venta final estin contaminadas
con estos patdgenos. El desarrollo de estrategias
tendientes a reducir la exposicion humana a CT resulta
complejo, dado que aun restan dilucidar muchas
incertidumbres sobre la epidemiologia de CT en las
granjas de engorde. El objetivo general del presente
trabajo es estudiar la presencia y la difusién de CT en
las granjas para disefiar medidas de intervencion en la
produccion primaria tendientes a controlar y reducir
su impacto sobre la salud publica.

Palabras clave: pollos parrilleros, Campylobacter
termotolerantes, epidemiologia.

Abstract

Argentina has an important production and
consumption of chicken meat. However, the safety
of the meat offered to consumers has not been
fully achieved. Thermotolerant  Campylobacter
(TC), especially C. jejuni and C. coli are considered
worldwide pathogens which cause gastroenteritis.
Poultry have been recognized as the most important
reservoirs of these pathogens and poultry meat
consumption has been associated with the emergence
of numerous outbreaks of the disease around the
world. Recent studies conducted in Argentina reported
that approximately 90% of the carcasses of chicken at
retail were contaminated with TC. The development
of efficient strategies is complex because still remaining
elucidates many uncertainties about the epidemiology
of TC on poultry farms. The objective of this project
is to study the presence and spread of TC in chicken
farms that allow designing intervention measures
at primary production to control their presence and
reduce its impact on public health.

Keywords: poultry, thermotolerant Campylobacter,
epidemiology.
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Introduccion

El presente trabajo fue presentado en la convocatoria
a los Premios Senasa 2014-2015 a la Investigacion y
Transferencia en Inocuidad y Calidad Agroalimentarias
en la categoria Equipos en Formaciéon y obtuvo el

segundo lugar.

La producciéon de carne de pollo ha crecido
sustancialmente en la Argentina durante los tultimos
anos, y alcanzo, en el afno 2014, una faena total
superior a los 727 millones de cabezas, un 26,8 % mas
que la faena lograda en 2009. El consumo per cdpita
aparente se increment6 un 20 % en los cuatro tltimos
anos, lo que se traduce en 39,9 kg/hab./afio. Esto puede
explicarse, en parte, por el importante aumento en el
precio de la carne vacuna. El indice entre el precio de
la carne bovina y la carne de pollo tuvo un incremento
superior al 18 % en los ultimos cinco afios: desde 2,50
en 2009 hasta 2,97 en 2014 (Ministerio de Agricultura,

Ganaderia y Pesca de la Nacion, 2015).

Este crecimiento en la produccién de carne aviar se ha
sostenido con el empleo de tecnologia de alto nivel.
Sin embargo, las practicas utilizadas en los sistemas
productivos intensivos y la seleccion genética para la
obtencion de ejemplares con mayor tasa de crecimiento
generan un importante estrés sobre las aves,
debilitando asi su funciéon inmunoldgica y afectando
negativamente su viabilidad. De esta manera, los
animales son mds susceptibles a la colonizacion de
su tracto gastrointestinal por patdgenos bacterianos
zoondticos, lo cual plantea amenazas para la seguridad

alimentaria.

Entre los peligros microbiologicos mds relevantes
asociados al consumo de carne aviar, se destacan
las  cepas de Campylobacter termotolerantes
(CT) (European Food Safety Authority [EFSA],
2010; Hansson et al., 2010; FAO-WHO, 2009).
Campylobacter jejuni subsp. jejuni y C. coli son
reconocidos como significativos agentes de infecciones
gastrointestinales asociadas al consumo de alimentos
contaminados en todo el mundo (Newell y Fearnley,
2003; Engberg ef al., 2001). Estos microorganismos
producen una enterocolitis generalmente autolimitada
que se caracteriza por diarrea y dolor abdominal.
Clinicamente es indistinguible de las infecciones

gastrointestinales producidas por otros patogenos

bacterianos, de alli la importancia de la busqueda

de este microorganismo mediante diagndstico
microbiolégico. Son escasos los trabajos realizados
en la Argentina sobre prevalencia de infecciones
por CT (fundamentalmente, C. jejuni y C. coli) en
humanos. Un estudio reciente (Fuentes, 2010) indica
que este patdgeno es el principal agente de infecciones
gastrointestinales, y que gran cantidad de cepas fueron

resistentes a ciprofloxacina (74,2 %) y a tetraciclina

(36,6 %).

Campylobacter se encuentra en una gran proporcion
de la poblacion mundial de pollos y forma parte de
su microbiota entérica. Por ello, durante la faena
de los animales, resulta practicamente inevitable la
contaminacién de las carcasas. Como se menciond
previamente, estudios realizados en la Argentina
indican que mds del 90 % de las canales de pollo
que se comercializan estarian contaminadas con este
patogeno (Zbrun et al., 2013).

A pesar de la alta difusiéon del patégeno en la cadena
agroalimentaria, poco se sabe sobre su epidemiologia
(Hue et al., 2010). Un ejemplo de lo anterior es el
desconocimiento sobre los mecanismos mediante
los cuales Campylobacter ingresa a una granja y se
difunde entre los galpones y en sucesivas producciones
de pollos. Si bien se reconoce la existencia de
heterogeneidad genética entre las cepas presentes en
las granjas, no hay precisiones sobre su permanencia a

lo largo del tiempo (Alter et al., 2011).

Resulta entonces necesario implementar estrategias de
intervencion tendientes a reducir la exposicion a CT
por consumo de carne aviar. No obstante, la falta de
conocimientos sobre los mecanismos de penetracion de
Campylobacter en las granjas es la principal limitante
por las que no se han podido tomar decisiones con
base cientifica que deriven en medidas de manejo del
riesgo. Este tipo de estudios es de especial importancia
para comprender la dindmica de ocurrencia de
Campylobacter de una manera holistica e identificar
los factores de riesgo asociados a su presencia.
Con la informaciéon generada, serd posible realizar
evaluaciones mas precisas que permitan sustentar
cientificamente las decisiones tendientes a reducir el

impacto en salud publica.

Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca

Presidencia de la Nacién |

= SENasd

65

2de?7



Sitio Argentino de Produccion Animal

b I d publicacion periddica
cientifico-tecnolégica

sns N.° 8, abril-junio de 2015
ISSN 2314-2901 / revistasns@senasa.gov.ar

Objetivos del proyecto
Objetivo general

Evaluar la presencia y difusion de Campylobacter
termotolerantes en granjas de engorde de pollos para
el diseno de estrategias de intervencion con base
cientifica sobre la produccién primaria, tendientes a
disminuir la colonizacién del patégeno en los pollos y
reducir el riesgo para la salud publica.

Objetivos especificos

1) Determinar la prevalencia de

Campylobacter en granjas de engorde de

pollos.
2) Evaluar la diversidad genética de
Campylobacter entre diferentes ciclos

de produccién y galpones dentro de una
misma granja, asi como entre distintas

granjas de engorde.

3) Evaluar la relaciéon genética entre las cepas
de Campylobacter termotolerantes aisladas
entre diferentes ciclos de produccion y
galpones dentro de una misma granja, asi
como entre distintas granjas de engorde,
los potenciales vectores y reservorios del
agente y en relacién con aislamientos de

origen humano.

4) Determinar el patron de resistencia

antimicrobiana de las cepas de
Campylobacter termotolerantes halladas

en las distintas granjas y ciclos productivos.

Justificacion del proyecto

La Argentina posee una importante produccion y
consumo de pollo. No obstante, la inocuidad de
la carne ofrecida a los consumidores no ha sido
completamente lograda, pues la campylobacteriosis
es una de las enfermedades mds importantes a nivel
mundial transmitidas por los alimentos y aun es
poco estudiada en nuestro pais. En este sentido, no

se ha establecido con precision su relevancia en la

casuistica nacional de enfermedades gastrointestinales,
y tampoco ha sido cuantificada fehacientemente la
presencia y diseminacion del patdgeno en la cadena
alimentaria, desde las granjas hasta el consumidor
final. La exposicion a Campylobacter a través de
la ingesta de carne de pollo es la principal via de
contaminacion reportada. Resulta entonces esencial
reducir la prevalencia del agente patogeno durante la
produccion primaria. Las estrategias de control de CT
han representado un enorme desafio para la industria
avicola, dado que este patogeno es considerado un
organismo comensal en los pollos, y las autoridades
sanitarias no poseen elementos suficientes para elaborar
programas de control sustentados cientificamente.
Resulta necesario entonces evaluar el riesgo real
asociado con su transmisiéon a humanos e identificar

estrategias efectivas para su disminucion.

Debido a la tradicion en la produccién, al alto consumo
interno de carne, a la intensificacion e integracion de
los eslabones de la cadena avicola y a la incidencia de
infecciones por CT, es imprescindible la aplicaciéon de

estrategias apropiadas de intervencion.

Actividades principales y resultados esperados

Evaluacion dela presenciay difusion de Campylobacter

en granjas comerciales
a) Muestreos

Se trabajara en tres granjas avicolas (pollos parrilleros),
localizadas en la zona de influencia de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional del

Litoral y ubicadas a una distancia mayor de 5 km entre si.

Dentro de cada granja se seleccionaran tres galpones.
La eleccion de las granjas y de los galpones serd del
tipo aleatorio simple. Cada galp6n serd muestreado

durante tres ciclos de produccion consecutivos.

En cada granja se aplicarda una encuesta enfocada
sobre aquellos factores potencialmente asociados con
la presencia de Campylobacter. Entre las preguntas, se
tendrdn en consideracidn las instalaciones disponibles,
las pricticas de manejo, alimentacion, disponibilidad
y calidad de agua, procedimientos de limpieza y

desinfeccion, medidas profildcticas, entre otras.

Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca

Presidencia de la Nacién |

= SENasd

66

3de7



Sitio Argentino de Produccion Animal

b I d publicacion periddica
cientifico-tecnolégica

sns N.° 8, abril-junio de 2015
ISSN 2314-2901 / revistasns@senasa.gov.ar

b) Toma de muestras

En cada uno de los galpones, se tomardn muestras
de materia fecal de diez animales de 45 dias de edad,
desde la cloaca del ave mediante un hisopo estéril, y
serdn trasladadas refrigeradas en medio de transporte
(Cary-Blair) hasta el laboratorio. Adicionalmente, en
cada granja y en el mismo momento en que se tomen

las muestras de materia fecal, se tomaran muestras de:

e Agua: se colectaran asépticamente 50 ml de agua
del tanque que abastece a la granja y de los picos de
bebida de los galpones donde se alojan las aves. En
total se tomard una muestra de tanque y tres mues-
tras de cada galpon, estas ultimas corresponderan

a un pool de varios picos de bebida.

e Cama: se recogerdn muestras desde la superficie del
piso de los galpones, dividido en cinco fracciones,
y muestras de cada sector, mezclandolas luego para

obtener un pool.

e Alimento balanceado: se tomara una muestra des-
de el silo que lo distribuye a los distintos galpones
o desde el silo que se encuentra en cada galpon,
segun la localizacion del silo propio de cada granja.
También se muestrearan los comederos del galp6n

conformando asi un pool de tres muestras.

¢) Procesamiento de las muestras

El aislamiento de Campylobacter termotolerantes se
realizard mediante la siembra en los siguientes medios
selectivos: Caldo Bolton y Agar Preston (Bolton y
Coates, 1983).

Los hisopos con material de la cloaca de los pollos
parrilleros serdn inoculados en caldo Bolton. Luego de la
incubacién (24 h a 42 °C en microaerofilia -H,:CO,:0, =
85:10:5) se haran repliques a agar Preston para realizar

los aislamientos de las colonias presuntivas.

El resto de las muestras provenientes de las granjas
(agua, alimento balanceado, cama) serd incubado en
caldo Bolton en una proporcion de 25 g de muestra en
225 ml de medio. Luego de 24 horas de incubacion a
42 °C en microaerofilia (H,:CO,:0, = 85:10:5), seran
repicados a agar Preston para realizar los aislamientos

de las colonias presuntivas.

La confirmacién preliminar de los microorganismos
aislados se llevara a cabo mediante microscopia de
contraste de fases, observando la morfologia tipica. A
las cepas presuntivas se les realizardn las pruebas de
oxidasa y catalasa. Las colonias asi identificadas serdn
nuevamente cultivadas en agar sangre Columbia y se
conservardn a -80 °C en viales, utilizando el medio

crioprotector descripto por Terzolo et al. (1987).

El procesamiento de las muestras para su cultivo se
hard dentro de las 12 horas de tomadas en cada uno de

los puntos de muestreo.

d) Confirmacion molecular de género y especie

PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) para
determinar género: los aislamientos seran confirmados
a nivel de género y especie (C. coli y C. jejuni) mediante
la técnica descripta por Vandamme et al. (1997). La
extraccion del ADN serd realizada empleando el kit
Wizard® Genomic DNA Purification (Promega).

e) Relacion clonal entre cepas

Para analizar la relacion genética entre las cepas aisladas
se empleard Electroforesis en Campos Pulsados (PFGE),
utilizando el protocolo detallado en la Red Pulse Net
(Ribot et al., 2001; [<http://www.cdc.gov/pulsenet/
Los

con programas

protocols/campy_protocol.pdf>]). fragmentos

de restriccion serdn estudiados
informadticos de analisis filogenético (Bionumerics) en
la Estacion Experimental Agropecuaria Rafaela del

INTA.

Los perfiles de PFGE obtenidos en el proyecto seran
comparados con los correspondientes a aislamientos
esporadicos de humanos, de animales domésticos
y de granja, y de brotes de origen humano desde el
ano 2005 hasta el presente, conservados en el Servicio
Enterobacterias del Instituto Nacional de Enfermedades
Infecciosas - ANLIS “Carlos G. Malbran”, cuyos
perfiles genéticos estin alojados en la Base Nacional
de subtipos genéticos de Campylobacter spp.

Ministerio de
Agricultura, Ganaderia y Pesca

Presidencia de la Nacién |

= SENasd

67

4.de?7



Sitio Argentino de Produccion Animal

b I d publicacion periddica
cientifico-tecnolégica

sns N.° 8, abril-junio de 2015
ISSN 2314-2901 / revistasns@senasa.gov.ar

f) Antibiograma

Para la prueba de difusion con disco se empleara
la técnica establecida en las guifas del National
Clinical Laboratory Standards
(NCCLS), documento M 7-A6-2003. Los resultados

de las mediciones de los halos de

Committee for

inhibicion se
interpretardn como sensibles, intermedios o resistentes
segiin los documentos M100-S16 (NCCLS, 2003)
y M31 A2 (CLSI, 2006). Los antimicrobianos por
evaluar para Campylobacter termotolerantes serdn:
ampicilina, gentamicina, tetraciclina, dcido nalidixico,

enrofloxacina, ciprofloxacina y eritromicina.

g) Analisis de los datos

La prevalencia de Campylobacter en las granjas y
entre los diferentes ciclos de produccion dentro de
una misma granja serd comparada empleando Chi-
cuadrado. Los factores asociados a la presencia de
Campylobacter en pollos serdn evaluados mediante
pruebas bivariadas (Chi-cuadrado, Test Exacto de
Fisher, T-student, dependiendo del tipo de variable) y
regresion logistica. Se establecerd un patron genotipico
comparado de Campylobacter entre diferentes granjas
y ciclos de produccion en las mismas granjas, asi como

entre cepas aisladas de casos humanos.

Resultados esperados

La campylobacteriosis es un grave problema para
la salud publica y requiere estudios que permitan
comprender la epidemiologia de este patdogeno y su
desarrollo en la produccion primaria de pollos. Con
los resultados de este proyecto, se podrd estimar la
prevalencia y difusion del patdgeno sobre toda la cadena
para: 1) comprender aspectos epidemioldgicos de la
presencia y difusién de Campylobacter en la produccion
primaria de pollos y 2) proponer estrategias efectivas
para controlar el patégeno en la produccion primaria.
Con respecto al primer grupo de resultados, se espera:
I) estimar la prevalencia de Campylobacter en granjas
comerciales ubicadas en la zona de influencia de la
FCV-UNL, II) comprender las relaciones clonales entre
cepas de Campylobacter aisladas en diferentes ciclos

de produccion, dentro de cada granja y entre distintas
granjas de produccién, III) identificar el impacto de
algunos factores de riesgo potencialmente asociados
con la presencia de Campylobacter (especialmente
la transmision horizontal, agua, cama y alimento
balanceado), IV) identificar el patrén de resistencia a
los antimicrobianos de eleccion para el tratamiento
de la campylobacteriosis en humanos, y V) establecer
la existencia de un nexo epidemioldgico entre las
cepas de Campylobacter termotolerantes aisladas en
produccion primaria con aquellas responsables de la

enfermedad en las personas.

Las técnicas moleculares modernas permitiran
establecer las relaciones clonales entre cepas de
Campylobacter termotolerantes aisladas a lo largo de
la crianza del pollo, tanto dentro de una misma granja
como entre granjas, asi como también entre diferentes
ciclos de produccion dentro de las mismas granjas. De
esta forma, serd posible evaluar la difusién a lo largo
del proceso e identificar los principales reservorios del

patogeno.

Un aspecto importante que debe ser tenido en cuenta
es la aparicion de cepas que presenten resistencia
a los antimicrobianos usualmente empleados en la
clinica humana, reduciendo asi el espectro de opciones
terapéuticas para estas infecciones. Este estudio
posibilitard estimar la frecuencia de cepas resistentes
serd una informacién

a los antimicrobianos vy

fundamental para disenar politicas de manejo.

Asimismo, permitird la identificacion de los factores
asociados con la presencia y difusion del patogeno
mediante datos de las producciones primarias que
profundicen en la aplicacion de diferentes medidas de
manejo, practicas higiénicas, profilaxis, alimentacion,
entre otras, que pudieran estarasociadas con la presencia
del patogeno. El analisis univariado combinado con la
regresion logistica posibilitard identificar esos factores
y predecir la probabilidad de que se presente un evento
(presencia de Campylobacter termotolerantes) en
funcién de la exposicién a determinados factores de

riesgo o niveles de estos factores.
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