Evidencia del papel de la transmision vertical en la
infeccion de pollitos de un dia por Campylobacter
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Campylobacter esta considerado como la principal causa de gastroenteritis en la Union
Europea y la mayoria de paises industrializados, siendo la carne de pollo la principal fuente de
la infeccion en personas. Desde hace mas de una década, existe una controversia respecto a las
vias de entrada de la bacteria en los lotes de pollo de engorde, ya que a menudo la transmisién
horizontal se cita como la unica via de entrada, mientras que la transmision vertical se
considera un hecho poco probable. La principal razén de esta falta de consenso es que hasta la
fecha ha sido extremadamente dificil demostrar la presencia de Campylobacter en pollitos de
un dia mediante los métodos de cultivo oficiales (ISO 10272:2006). Sin embargo, el desarrollo
de técnicas de diagnéstico mas rapidas y sensibles, nos estin permitiendo conocer un poco mas
acerca de la compleja ecologia de esta bacteria. En este contexto, el objetivo de este estudio fue
investigar la presencia de Campylobacter en pollitos de un dia mediante técnicas moleculares,
para evaluar el papel de la transmisién vertical en la infeccion de los lotes de broilers. Para
ello, se evaluaron un total de 12 lotes de broilers a su llegada a las explotaciones de engorde
(dia 1 de vida). Todas las muestras se analizaron segiin la norma ISO 10272:2006, y mediante
PCR cuantitativa a tiempo real con transcriptasa inversa. Los resultados revelan que mediante
la norma oficial (ISO 10272:2006) no se aislé la bacteria en ninguna muestra de pollitos de un
dia. Sin embargo, mediante la técnica de PCR a tiempo real 4 de los 12 lotes de pollitos de un
dia fueron positivos a Campylobacter. Las dos principales especies asociadas con la infeccion en
personas, C. coli 'y C. jejuni, se identificaron en 4 y 3 de los lotes estudiados, respectivamente.
Estos resultados resultan especialmente relevantes, ya que se ha demostrado que la presencia
de un solo pollito infectado en un lote es suficiente para infectar al 100% de las aves en pocos
dias. Por ese motivo, resulta imprescindible el desarrollo de un método de deteccion sensible y
eficaz para conocer con exactitud la ecologia de la bacteria, y poder asi implementar medidas
de control eficaces para reducir o incluso eliminar su paso a la cadena alimentaria.
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Campylobacter is considered the leading cause of gastroenteritis in the European Union and most
industrialized countries, with chicken meat the main source of infection in people. For over a
decade, there is controversy regarding the entryways of the bacterium in batches of broilers, as
they often horizontal transmission is cited as the only gateway, while vertical transmission is
considered a fact unlikely. The main reason for this lack of consensus is that to date has been
extremely difficult to demonstrate the presence of Campylobacter in day-old chicks by the official
culture methods (ISO 10272: 2006). However, the development of techniques more rapid and
sensitive diagnosis, are allowing us to know a little more about the complex ecology of this
bacterium. In this context, the aim of this study was to investigate the presence of Campylobacter
in day-old chicks by molecular techniques to evaluate the role of vertical transmission of



infection in batches of broilers. For this, a total of 12 batches of broilers on arrival at the
fattening farms (day 1 of life) were evaluated. All samples were analyzed according to ISO
10272: 2006 standard, and PCR real-time quantitative reverse transcriptase. The results show
that by the official standard (ISO 10272: 2006) not the bacterium was isolated in any sample of
day-old chicks. However, by the technique of real time PCR 4 of the 12 lots of day-old chicks
were positive for Campylobacter. The two main species associated with infection in humans, C.
jejuni and C. coli were identified in 4 and 3 lots studied, respectively. These results are
particularly relevant, since it has been shown that the presence of a single chick infected in a
batch is enough to infect 100% of the birds in a few days. For this reason, it is essential to
develop a sensitive and effective method for accurate information about the ecology of the
bacteria detection, and thus implement effective measures to reduce or even eliminate its way
into the food chain control.
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Introduccion

La campilobacteriosis es la zoonosis mas importante de la Unién Europea, siendo su principal fuente
de infeccion el consumo de carne de pollo poco cocinada, o la contaminacion cruzada entre la carne de
pollo y los diferentes alimentos durante su elaboracion (EFSA, 2015). Durante el afio 2014 la Agencia
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) reportd un total de 214.268 casos de campylobacteriosis
humana, y una media de 71 casos por 100.000 habitantes (EFSA, 2015). Sin embargo, la incidencia
real de la enfermedad en la UE-27 es mucho mayor, y se estima que al afio se producen 9 millones de
casos, lo que supone un coste total de 2.400 millones de euros. Por ese motivo, que en los ultimos afios
las autoridades europeas han priorizado el desarrollo de medidas de control para reducir la prevalencia
de Campylobacter en los pollos de engorde. Sin embargo, dada la elevada prevalencia de la bacteria a
nivel de campo, con 88% de lotes positivos al final del ciclo de engorde, conseguir alcanzar este
objetivo supone todo un reto (EFSA, 2011).

La principal dificultad a la que nos enfrentamos radica en que hoy en dia todavia no se conoce con
exactitud la epidemiologia de la bacteria, lo que dificulta enormemente su control a nivel de
produccién primaria (Cox et al., 2012). Desde hace mas de una década existe un gran debate sobre las
vias de transmision de la bacteria en el sector avicola de engorde (Sahin et al., 2002; Cox et al., 2012).
Tradicionalmente, el peso de la infeccion por Campylobacter ha recaido sobre la transmision
horizontal entre individuos infectados y susceptibles, y de estos al medio o viceversa, identificaAndose
diferentes factores de riesgo para la infeccién (Cox et al., 2012). Por el contrario, el papel de la
transmision vertical se considera a menudo como un acontecimiento raro o incluso inexistente. Sin
embargo, gracias a la utilizacion de técnicas de biologia molecular, diversos autores han conseguido
aislar Campylobacter a partir de los oviductos de las gallinas ponedoras (Jacobs-Reitsma et al., 1997;
Camarda et al., 2000; Buhr et al., 2002; Hiett et al. 2002a, Cox et al., 2005), asi como de muestras de
semen de machos reproductores (Cox et al., 2002b; Hiett et al 2003). Otro importante hallazgo que
apoyaria la hipotesis de la transmision vertical, ha sido la identificacion de ribotipos y regiones cortas
variables-flaA (SVR) idénticos, entre un lote de reproductoras de pollos de engorde comercial y su
progenie (broilers) (Cox et al., 2002a). Ademas, se ha descrito la presencia de ADN de Campylobacter
en muestras de polvo de la planta de incubacion, tractos intestinales de embriones de pollitos en
desarrollo y en pollitos de un dia, resultados que de nuevo respaldan la hipotesis de que los pollitos de
un dia podrian estar ya infectados por Campylobacter antes de llegar a las explotaciones (Hiett et al.,
2002b, 2013; Idris et al., 2006). Otro importante hallazgo que ha contribuido a apoyar esta hipotesis ha
sido la deteccion de la bacteria en la cubierta interna y las membranas de los huevos, lo que revelaria
una posible via de transmision de la bacteria por parte de la gallina reproductora a su progenie a través
del huevo (Newell and Fearnley, 2003; Cox et al., 2012).



No obstante, la principal razén por la que la transmision vertical se ha descartado como posible via de
infeccion de los las aves, es porque ha sido extremadamente dificil demostrar la presencia de
Campylobacter en pollitos de un dia mediante los métodos de cultivo oficiales basados en la norma
ISO 10272:2006 (Anonymous, 2006). El desarrollo de técnicas de moleculares como la qPCR
proporciona una serie de ventajas respecto a otros métodos de diagnéstico. En primer lugar, esta
metodologia es mas rapida y sensible que la PCR convencional, y ademas evita la manipulacion de
productos de PCR después de la amplificacion, por lo que reduce el riesgo de contaminacién cruzada
(Melero et al., 2011). La mayor limitacion de la qPCR es que no permite diferenciar entre bacterias
vivas y muertas (Flekna et al., 2007). Como consecuencia, se han desarrollado diversos protocolos
basados en el analisis del ARN mensajero (mMRNA) en lugar del ADN (Maurer, 2006). Dado que la
presencia de mRNA de origen bacteriano esta estrechamente correlacionada con la viabilidad celular,
estd metodologia se presenta como una alternativa muy atractiva para la deteccion cuantitativa rapida
de Campylobacter, sobre todo en muestras con poca celularidad o en las que la bacteria este en forma
viable no cultivable.

En este contexto, el objetivo de este estudio fue investigar la presencia de Campylobacter en pollitos
de un dia PCR cuantitativa a tiempo real (qQPCR) para evaluar el papel de la transmision vertical en la
infeccion por Campylobacter en produccion avicola.

Material y métodos

Recogida de muestras.

Se estudiaron 12 lotes de broilers correspondientes a la progenie de granjas de reproductores positivos
a Campylobacter. Para evaluar la ocurrencia de la transmision vertical de Campylobacter, se tomaron
muestras de pollitos de un dia a su llegada a las explotaciones de engorde (dia 1). Para ello, se
seleccionaron y sacrificaron 10 aves por lote, y a continuacion se realizé una necropsia en la que se
extrajeron de manera aséptica los dos ciegos. Por ultimo se recogieron muestras ambientales de agua
del inicio y final de la linea de bebederos, piensos, polvo, y botas de los ganaderos para evaluar el
estatus de las naves al inicio del ciclo de engorde.

Para cada lote se analizé un pool de muestras compuesto por 0,02 gr de contenido cecal de cada
individuo, diluido en 2 ml de PBS (0,1 mol/l, pH 7,2). Todas las muestras se transportaron en
condiciones de refrigeracion hasta su llegada al laboratorio.

Deteccion de Campylobacter spp.

Todas las muestras se analizaron segun la Norma ISO10272-1:2006 (Anexo E) (Anonymous, 2006) y
mediante cultivo directo (Vidal et al., 2013) para el aislamiento de Campylobacter. Para ello, en
primer lugar se realizd una siembra directa en placas de agar mCCDA y Preston de cada pool de
ciegos, y se incubaron durante 44h+/-4h a 41,5°C en atmdsfera microaerofilica (5%02, 85% N2, 10%
CO0O2), (CampyGen, Oxoid). De forma paralela, las muestras cecales se preenriquecieron en caldo
Bolton (OXOID, Dardilly, France) (diluciéon 1:10), y se incubaron durante 5+/-1h a 37°C y
posteriormente a 44h+/-4h a 41,5°C en atmosfera microaerofilica. Tras la incubacion, se sembraron
100 pl del caldo preenriquecido en una placa de agar mCCDA y en una placa de agar Preston, y se
incubaron segun las condiciones citadas anteriormente. Para la confirmacion de Campylobacter, se
realizé la prueba de movilidad con microscopio de campo oscuro, oxidasa, catalasa y siembras a
diferentes temperaturas y atmosferas en agar Columbia sangre (AES laboratories ®, Bruz Cedex,
France). Por ultimo, para la especiacion de la bacteria se utilizo el test de hidrdlisis de hipurato. En el
caso de los hisopos cloacales, tinicamente se realizé cultivo directo en placas de agar mCCDA y agar
Preston. La confirmacién y especiacion se realizd de la misma manera que para el resto de las
muestras.

Tras el procesado de las muestras se almacenaron a -18°C para la realizacion de los estudios
moleculares.



Deteccion y cuantificacion de Campylobacter spp por el Método qPCR

El primer paso del protocolo de deteccidon y cuantificacion de Campylobacter por qPCR consistid en la
preparacion de la muestras para la extraccion del ADN. Para ello se pesaron 0,1 g de contenido cecal y
se homogeneiz6 en 1 mL de PBS. A continuacion, se centrifugd la mezcla 10 min a 10.000 g. Tras la
centrifugacion se elimino el sobrenadante y el pellet resultante se resuspendioé con 300 pL de tampon
de lisis. La extraccion del ADN se llevo a cabo con el kit comercial de Macherey-Nagel. La
concentracion, calidad, e integridad del ADN se evaluaron mediante espectrofotometria (2000C
NanoDrop, Fisher Scientific SL, Espaia). El ADN extraido se diluyé con agua libre de nucleasas
(Ambion, EE.UU.) hasta una concentraciéon de 100 ng de ADN/uL, y se utilizé como molde. Los
resultados se expresaron como copias por mg de ADN. La cuantificacion y expresion de
Campylobacter se estim6 mediante ensayos de qPCR, utilizando Maxima SYBR Green/ROX qpcr
Master Mix (Fermentas, Corp., Glen Burnie, MD, USA) en un termociclador modelo 7500 (Applied
Biosystems). Para ello, se utilizaron los cebadores descritos por Bui et al. (2011) y (2012) para
cuantificar C. jejuni (nimero de acceso: NC 002163) y C. coli (nimero de acceso: X88849.1),
respectivamente. Las secuencias diana de oligonucle6tidos para la amplificacion fueron las siguientes:
16S rRNA (Forward 5 ' GCGTAGGCGGATTATCAAGT-3 ! y 5'-Rev
CGGATTTTACCCCTACACCA-3") de C. Jjejuni, y ceuE (Forward 5'-
AAATTTCCGCTTTTGGACCT-3 'y 5-Rev C. coli CCTTGTGCGCGTTCTTTATT-3"). La
especificidad fue confirmada por analisis de la curva de fusion, electroforesis en gel y secuenciacion
de los productos de qPCR. Las condiciones de PCR usadas para la amplificaciéon y cuantificacion
fueron: una etapa previa de 50°C durante 2 min, seguido por 1 ciclo de 95°C durante 10 min, a
continuacion 40 ciclos que se componen de una etapa de desnaturalizacion a 95°C durante 1 segundo,
seguido por una etapa de alineamiento a 56°C durante 20 segundos, y por ultimo una etapa de
extension a 72°C durante 15 segundos. Finalmente, para evaluar la especificidad del ensayo se realizd
el andlisis de la curva de fusion, mediante un programa de incremento progresivo y continuo de la
temperatura del termociclador desde 68°C hasta 95°C, lo que permitié registrar los cambios en la
intensidad de emision de la fluorescencia.

Para establecer la curva patrén para la cuantificacion de Campylobacter spp. en las muestras cecales,
se utilizaron diferentes extractos de ADN con diluciones decimales desde10® a 10" niimero de copias
de plasmido/pL. El volumen total para cada reaccion de PCR fue de 20 pL, realizado a partir de una
dilucién (1:10) de ADN molde (5 pl), cebadores directo y reverso (250 nM cada uno), y SYBR
Green/ROX Master Mix (12 pl). Cada ensayo se realiz6 por duplicado, y se incluyd una curva patron
asi como un control negativo en el que se sustituyé el ADN molde por agua.

Clonaciéon molecular de C. jejuniy C. coli por PCR

Para la amplificacion por PCR de C. jejuni y C. coli se utilizé un termociclador ABI GeneAmpTM
2700. La mezcla de reaccion estaba compuesta por 1 ul de ADN molde, tampén de PCR 1X
(Invitrogen), 200 mM dNTPs (Invitrogen), 0,1 Ul de Taq polimerasa (Invitrogen), 500 nM de cada
cebador, en un volumen final de 25 pl. Las condiciones utilizadas en la primera PCR fueron: una
primera etapa a 94°C durante 3 min, seguido de 40 ciclos compuestos por una etapa a 94 °C durante 30
s, una a 56 °C durante 20 s, y una a 72 °C durante 30 s, y finalmente una etapa adicional de extension a
72°C durante 10 min. Los productos resultantes de la PCR se visualizaron en gel de agarosa al 2%
teflido con bromuro de etidio, y las bandas del tamafio esperado se purificaron usando un kit de
extraccion de gel Qiaquick (Qiagen), y se ligaron en el vector pPGEM easy-T (Promega, W1, EE.UU.).
La clonacién se efectud en células E. coli IM109 competentes (Promega). Las colonias positivas se
aislaron y se extrajeron los plasmidos con el kit de Qiagen plasmid Mini (Qiagen). Los plasmidos
eficazmente clonados se secuenciaron usando un secuenciador de ADN ABI 3730 (Applied
Biosystems, Universidad Politécnica de Valencia servicio de secuenciacion, Valencia, Espaia).



Resultados y Discusion

Debido a la implicacion de la carne de pollo como principal fuente de infeccion de Ia
campylobacteriosis humana, el control de Campylobacter en produccion avicola es un elemento clave
de las estrategias de salud publica para reducir el nimero de casos de campilobacteriosis humanas
(EFSA, 2015). La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) estima que implementacion
de medidas de control a nivel de granja supondria un mayor beneficio para la salud publica que
actuando en otros puntos de la cadena alimentaria (EFSA, 2011). No obstante, para establecer medidas
de control eficaces es primero necesario conocer en profundidad la epidemiologia de la bacteria. Hoy
en dia la transmision horizontal a partir del ambiente se considera la principal ruta de infeccion de los
pollos por Campylobacter, y la transmision vertical del patdogeno se considera un hecho poco probable
(Sahin et al., 2002, 2003; Cox et al., 2012). Sin embargo, gracias al desarrollo de técnicas moleculares
para la deteccion e identificacion de microorganismos, existen cada vez mas evidencias que apuntan
que la transmision vertical si que estaria involucrada en la infeccion de las aves (Cox et al., 2012). Por
este motivo, se llevo a cabo este estudio para investigar el posible papel de la transmision vertical en la
infeccion de los lotes de broilers por Campylobacter.

La gran mayoria de los autores coinciden en que los pollitos nacen libres de Campylobacter y
permanecen con ese estatus hasta las dos o tres semanas de vida (Newell and Fearnley, 2003; Cox et
al., 2012). Se han identificado diversos reservorios que pueden contribuir a la infeccion de las aves,
aunque existen resultados muy contradictorios respecto a la importancia relativa de cada uno de ellos
(Cox et al., 2012). En cuanto a la dinamica de la infeccion, se ha descrito que tras la colonizacion de
las aves la infeccion se extiende rapidamente al resto del lote, alcanzandose un pico a final del periodo
de engorde (Newell and Fearnley, 2003; Cox et al., 2012). A parte de la transmision horizontal,
diversos estudios han investigado el papel de la transmisién vertical como factor de riesgo de la
infeccion en las aves. Sin embargo, ninguno de ellos consigui6 aislar la bacteria mediante métodos de
cultivo microbioldgico, por lo que concluyeron que la transmision vertical no parecia ser un factor de
riesgo para la infeccion de las aves (Chuma et al., 1997). En este estudio tampoco se aislo la bacteria
en ninguna muestra de pollitos de un dia ni en el ambiente mediante la norma oficial (ISO
10272:2006). Sin embargo, mediante qPCR se consiguié demostrar con éxito la presencia de C. coli y
C. jejuni en 4 y 3 de los lotes estudiados, respectivamente. Los datos cuantitativos sobre C. coli se
establecieron en un rango de 1,3x10% a 4,9x10° ufc/mL, mientras que los datos sobre C. jejuni estaban
en un rango de 7,7x10* a 3,4x10° ufc/mL (Tabla I). La presencia de Campylobacter en el contenido
cecal de los pollitos de un dia demuestra que la transmision vertical si que podria estar involucrada en
la colonizacioén de las aves por este patdgeno. Otros autores también han hallado indicios que apoyan
el papel de esta via de transmision gracias a la utilizacion de técnicas moleculares, aunque la han
descartado como via de infeccion de los lotes de pollos, debido a que la prevalencia de la misma seria
muy baja (Chuma et al., 1997).



Tabla 1. Comparacién de los resultados obtenidos para la deteccién de Campylobacter spp mediante la norma ISO
10272:2006 y qPCR.

°lo R do O R ado qPCR 0 | | p
| 006 m
1 negativo negativo - -
2 negativo negativo - -
3 negativo positivo 1,3x10% 7,7x10* C. coli, C. jejuni
4 negativo negativo - -
5 negativo positivo 4,9x10°; C. coli
6 negativo negativo - -
7 negativo positivo 2,6x10% 3,4x10° C. coli, C. jejuni
8 negativo negativo - -
9 negativo negativo - -
10 negativo negativo - -
11 negativo negativo - -
12 negativo positivo 3,9x10%; 1,7x10° C. coli, C. jejuni

Una de las principales vias de infeccién que se ha sugerido seria de la gallina al pollito a través del
huevo. La superficie de la cascara del huevo puede contaminarse facilmente con restos de heces en el
momento de la puesta, quedando acantonada la bacteria en los poros durante la incubacién de manera
que cuando el huevo eclosionara y saliera el pollito, éste ingeriria la bacteria quedando infectado. Sin
embargo, a pesar de que la prevalencia de la transmision fuera muy baja, no seria motivo suficiente
para descartarla por completo como fuente de infeccion de los lotes de broilers, puesto que
Campylobacter posee una elevada tasa de colonizacion, estimada de media en 2.37 £ 0.295
infecciones por ave colonizada y dia (Van Gerwe et al., 2009). Esto supondria que la presencia de un
solo pollito positivo seria suficiente para infectar a la totalidad de un lote de 20.000 pollos, entre 8 y
10 dias tras la colonizacion del primer broiler. Muchos autores coinciden en que el primer paso para el
control de Campylobacter en granjas de broilers seria establecer unas estrictas medidas de
bioseguridad. Sin embargo, a la luz de los resultados obtenidos estas medidas no resultaran eficaces si
los pollitos de un dia que entran en las naves estan infectados por la bacteria

De acuerdo con Agunos et al. (2014), la incapacidad de aislamiento de Campylobacter en pollitos de
un dia mediante el método de diagnoéstico oficial, supone una importante limitacion a la hora de
conocer la ecologia de la bacteria, y por lo tanto las rutas exactas de transmision. En este estudio,
todas las muestras de pollito de un dia analizadas segun la norma oficial ISO 10272-1:2006 resultaron
negativas para Campylobacter, aunque la bacteria si que se detectdé en 4 de los 12 lotes mediante
qPCR. Estos resultados sugieren que la metodologia de la norma oficial no es suficientemente sensible
para la detecciéon de la bacteria. En un estudio anterior, Melero et al. (2011) compararon la
sensibilidad de deteccion de Campylobacter mediante la norma ISO 10272-1:2006 frente a la qPCR.
Coincidiendo con los resultados de este estudio, los autores aislaron la bacteria inicamente en 6 de las
48 muestras de carne pollo analizadas (12.50%) mediante el método de cultivo convencional, mientras
que el anélisis por qPCR permiti6 la confirmaciéon de 43 muestras positivas a la bacteria (89.53%). La
qPCR presenta una serie de ventajas respecto a los métodos de cultivo oficiales, ya que por un lado
permite obtener resultados de manera mas rapida, y con un limite de deteccion inferior (Ugarte-Ruiz et
al., 2012).

Este estudio pone en evidencia el papel de la transmision vertical en la infeccion de pollitos de un dia
por Campylobacter spp utilizando técnicas de diagnostico molecular, y sugiere que el uso de métodos
moleculares como la qPCR proporcionaria una visiéon mas realista de la prevalencia y epidemiologia
de la bacteria en el sector avicola. Por lo tanto, seria una herramienta muy util para establecer nuevas
medidas de control, con el fin de aumentar la seguridad de los alimentos en este tipo de productos.
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