Campylobacter: desde la recria a la canal
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Con 214.268 casos confirmados, la campilobacteriosis es la principal causa de gastroenteritis
humana en la Uniéon Europea, siendo la carne de ave la principal ruta de infeccion de la
enfermedad humana. A pesar de los numerosos grupos de investigacion que en la actualidad
trabajan con Campylobacter, muy poco se sabe de la epidemiologia de la bacteria a nivel de la
produccién primaria. En este contexto, el objetivo de este trabajo fue conocer la dinamica de
colonizacion por Campylobacter en los reproductores, asi como en su descendencia (broilers),
para evaluar también la influencia de la transmision vertical. Para la realizacion de este trabajo
se estudiaron todas las naves de las diferentes explotaciones de reproductores de la Comunidad
Valenciana. Durante el periodo comprendido entre los meses de Enero 2012 hasta Agosto 2013,
se tomaron muestras de cada nave de los lotes de recria desde el dia uno de vida. Estos lotes, se
siguieron hasta las naves de puesta donde se siguieron muestreando hasta la salida de los
animales a matadero. Ademas, por cada lote de recria se estudiaron tres lotes de pollo de
engorde desde el dia uno de vida hasta la llegada a matadero. Cada uno de los lotes fue
muestreado tanto en el ambiente de la explotaciéon como en el individuo, en diferentes momentos
del ciclo productivo. Todas las muestras recogidas fueron analizadas siguiendo la Norma ISO
10272:2006. Se analizaron un total de 2.150 muestras de reproductores (incluyendo la etapa de
recria y la etapa de puesta) y un total de 1.470 muestras de broilers. Los resultados de este
estudio pusieron de manifiesto, que independientemente de si el lote de recria permanecié
negativo o positivo a Campylobacter durante los primeros 4 meses de vida, cuando los animales
pasaron a puesta y alcanzaron el pico de puesta, el 100% de los lotes excret6 la bacteria en heces.
Posteriormente, ya en la fase de engorde de la descendencia, durante las primeras semanas de
vida no se aislé la bacteria, pero entre la 5" y 7" semana de engorde, se detecto Campylobacter en
20 de los 21 lotes estudiados. Sin embargo, cabe destacar que en muy pocos casos se detecté la
presencia de la bacteria en el ambiente. Como conclusion, los resultados de este trabajo ponen
en evidencia la elevada prevalencia de Campylobacter a nivel de la produccién primaria, y
refuerzan la necesidad de homogeneizar los métodos de toma de muestras y aislamiento de la
bacteria, para poder conocer en profundidad la ecologia de la infeccién.
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Campylobacter is the major cause of food-borne gastro-enteritis in humans in developed
countries, being responsible for 214.268 cases of illnesses in the EU. Poultry and poultry
products are considered the main source for human campylobacteriosis. In this context, the aim
of the present study was to investigate the dynamics of Campylobacter spp colonization in
breeders during productive life and throughout their progeny (broiler), and to evaluate the
importance of vertical transmission. To this aim, all commercial broiler breeder flocks from the
Valencian region, as well as from 21 flocks of their respective progeny (broilers), were tested. All
samples were analysed according to ISO 10272-1:2006 (Annex E). The results of this study have
demonstrated the high prevalence of Campylobacter at field level, and the complexity of studying



its ecology in the poultry production. From the epidemiologic point of view, both traditional and
newer molecular biology techniques would need an extensive research effort in order to improve
our understanding, and therefore permit to develop effective control measures.
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Introduccion

Campylobacter es la principal causa de gastroenteritis humana en la mayoria de los paises
industrializados con 214.268 de casos confirmados en el 2012 (EFSA, 2014). La campylobacteriosis
se considera uno de los problemas mas importantes en salud publica asociado al consumo de alimentos
(Friedman et al., 2000; Adak et al., 2002). Entre los sintomas tipicos de esta zoonosis se incluyen la
diarrea acuosa y/o sanguinolenta, dolor abdominal, fiebre, nduseas, dolor de cabeza y vomitos (Blaser,
1997; Altekruse et al., 1999; Friedman et al., 2000). El curso de la enfermedad suele ser autolimitante,
resolviéndose aproximadamente en 1 semana, aunque pueden producirse complicaciones en los casos
mas graves derivando en artritis, septicemia o el sindrome de Guillain-Barré, un trastorno
desmielinizante que causa paralisis neuromuscular aguda, compromiso de los musculos respiratorios e
incluso la muerte (Nachamkin et al., 1998; Wassenaar and Blaser, 1999).

Entre las fuentes de contaminacion de Campylobacter cabe destacar como principales focos de
infeccion el consumo de carne de pollo poco cocinada o la contaminacion cruzada entre la carne de
pollo contaminada y diferentes alimentos durante su elaboracion (Jacobs-Reitsma, 2000; Corry and
Atabay, 2001; Friedman et al., 2000; EFSA, 2014). En el caso concreto de los paises miembros de la
UE, el 20-30% de los casos de campilobacteriosis humana se producen por el consumo de carne de
pollo contaminada, mientras que 50-80% se atribuyen al pollo en general como reservorio (Janssen et
al., 2008; EFSA, 2011). C. jejuni y C. coli son las especies mas comunmente aisladas en los pollos y
se corresponden con las principales especies causantes de infecciones humanas, siendo responsable de
mas del 80% y el 10% de los casos en humanos, respectivamente (Janssen et al., 2008; EFSA, 2014).
Por lo tanto, debido a la implicacion de la carne de pollo como principal reservorio de la
campilobacteriosis humana, el control de Campylobacter a lo largo de la cadena productiva resulta una
estrategia esencial para reducir los casos de campilobacteriosis humana (EFSA, 2014).

Sin embargo, pese a ser una bacteria objeto de estudio de numerosos trabajos de investigacion
aun hoy en dia se desconoce su epidemiologia (Cox et al., 2012). Desde hace mas de una década se ha
estado manteniendo un gran debate sobre el papel de la transmision vertical u horizontal en la
infeccion por Campylobacter 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 de la bacteria entre individuos infectados y susceptibles, y de estos al medio o viceversa,
identificandose diferentes factores de riesgo para la infeccion (van de Giessen et al., 1996; Stern et al.,
2002; Ramabu et al., 2004; Hald et al., 2008; Hazeleger et al., 2008; Zweifel et al., 2008; Ellis-Iversen
et al., 2009; Pérez-Boto et al., 2010; Ridley et al., 2011). Sin embargo, en los tltimos afios la hipotesis
de que la transmision vertical no tiene importancia en la epidemiologia de la bacteria esta perdiendo
fuerza (Cox et al., 2012). Diferentes estudios han recalcado la importancia de la transmision vertical
en referencia a la diseminacion de Campylobacter en el sector avicola de carne (Hiett et al., 2003;
Idris et al., 2006), ya que se ha conseguido aislar la bacteria 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 2003b). Otra posible ruta de introduccion de Campylobacter en los lotes de pollos seria la
transmision por parte de la gallina reproductora a su progenie a través del huevo (Newell and
Fearnley, 2003). Por una parte, esta hipoOtesis se ha visto reforzada gracias al hallazgo de
Campylobacter en la cubierta interna y las membranas de los huevos, lo que revelaria una posible via
de exposicion de pollitos durante su incubacidn (Allen et al., 2007; Cox et al., 2012). Otro hallazgo
que apoya esta hipotesis, es la identificacién 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, otros autores han descrito la presencia de ADN amplificable 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 avalan la hipotesis de que los pollitos de un
dia podrian estar ya infectados por Campylobacter antes de llegar a las explotaciones (Hiett et al.,
2002:2003; Idris et al., 2006). No obstante, existen también algunos estudios que discuten la hipdtesis
del papel de la transmision vertical en la diseminacion de Campylobacter en las explotaciones avicolas
(Callicott et al., 2006; O’Mahonny et al., 2011).

En este contexto, el objetivo del presente estudio fue investigar la dindmica de colonizacion de
Campylobacter en los reproductores durante su vida productiva (recria y puesta), asi como en toda su
progenie (broilers), para poder evaluar la importancia de la transmision vertical.

Material y métodos

Durante el periodo comprendido entre enero de 2012 y agosto de 2013, se realizé un estudio
longitudinal en el sector avicola de engorde de la Comunidad Valenciana (ASAV) de 5 lotes de
reproductoras, desde la entrada de los pollitos y pollitas a dia uno de vida en recria, continuando por la
puesta y, posteriormente estudiando a su descendencia durante el engorde y hasta el procesado de las
canales en matadero. Para ello se han analizado un total de 5 explotaciones de recria (14 naves), 7
explotaciones de puesta (27 naves) y 21 explotaciones de broilers (3 explotaciones por lote de
reproductoras).

Antes de la entrada y a salida de las aves en cada explotacion, se determind el estatus de las naves
frente a Campylobacter. Con esta finalidad se analizaron muestras ambientales de agua del inicio y
final de la linea de bebederos, pienso, superficies y polvo y de las botas de los pecuarios. Por otro
lado, para determinar el estatus de los pollitos de cada explotacion para Campylobacter en su primer
dia de vida se analizaron muestras de 10 pares de ciegos por nave.

Posteriormente se recogieron 10 muestras de hisopos cloacales (Cary Blair sterile transport swabs,
DELTALAB®) por nave en cada explotacion coincidiendo con diferentes momentos del ciclo
productivo. Durante la etapa de recria la toma de muestras se llevo a cabo mensualmente, desde la
llegada de los animales hasta su traslado a las naves de puestas a los 5 meses de vida. Coincidiendo
con el traslado de los animales, se tomaron muestras de las plataformas y de los jaulones de los
camiones para evaluar la influencia del transporte en la excrecion de Campylobacter spp. En la etapa
de puesta, las muestras de hisopos cloacales se tomaron coincidiendo con los principales momentos
mas estresantes para los animales en esta etapa, es decir: la entrada (21 semanas), el inicio de la puesta
(26 semanas), el pico de puesta (31 semanas), el spiking (48 semanas) y la salida a matadero (60
semanas). En la etapa de engorde las muestras se recogieron semanalmente desde el inicio hasta el
final de la crianza, coincidiendo con la entrada de los animales, primera semana (7dias), segunda
semana (14 dias), tercera semana (21 dias), cuarta semana (28 dias), quinta semana (35 dias) y sexta
semana de crianza (42 dias). Por ultimo y tras el procesado de las canales en matadero, se recogieron
tres canales de cada uno de los lotes de pollos objeto de estudio.

Todas las muestras se analizaron segun la Norma ISO10272-1:2006 (Anexo E) (Anonymous,
2006). Para ello, primero se preenriquecieron en caldo Bolton (OXOID, Dardilly, France) (dilucion
1:10) y seguidamente se incubaron durante 5+/-1h a 37°C y posteriormente a 44h+/-4h a 41,5°C en
atmoésfera microaerofilica (5%02, 85% N,, 10% CO,), (CampyGen, Oxoid). Tras la incubacion, se
sembraron 100 pl del caldo preenriquecido en una placa de agar mCCDA y en una placa de agar
Preston. Las placas se incubaron durante 44h+/-4h a 41,5°C en atmodsfera microaerofilica. Para la
confirmacion de Campylobacter, se realiz6 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
hidrolisis de hipurato. En el caso de los hisopos cloacales, tinicamente se realizé cultivo directo en
placas de agar mCCDA vy agar Preston. La confirmacién y especiacion se realizé de la misma manera
que para el resto de las muestras.

El analisis estadistico de este estudio se realizd utilizando el software SPSS 16.0 software package;
SPSS Inc., Chicago, Illinois, USA, 2002.



Resultados y Discusion

El presente estudio se llevo a cabo para investigar la dindmica de colonizacion de Campylobacter
en los reproductores durante su vida productiva (recria y puesta), asi como en toda su progenie
(broilers), para poder evaluar la importancia de la transmision vertical. Los resultados revelan una
prevalencia de Campylobacter de entorno al 70% a nivel de campo y 82,5% en las canales, siendo C.
jejuni, la especie aislada con mayor frecuencia en mas del 84,0% de los individuos analizados, y
coincidiendo con la principal especie implicada en los brotes de gastroenteritis en humana (EFSA,
2014). Estos resultados, junto con los del informe de la Comision de Peligros Bioldgicos de la EFSA
(EFSA, 2011), subrayan por un lado la importancia de la carne de pollo como principal fuente de
infeccion de Campylobacter en humanos, al mismo tiempo que destacan la complejidad del estudio de
la ecologia de este microorganismo, acentuando su importancia como riesgo para la salud publica. Por
este motivo, la reduccién o eliminacién de Campylobacter del reservorio de las aves de corral resulta
esencial para poder controlar este problema de seguridad alimentaria (Lin et al., 2009). Sin embargo,
la dindmica de colonizacién y excrecion de la bacteria por parte de las aves de corral no se conoce con
exactitud (Newell and Fearnley, 2003). En este sentido, se han descrito numerosas vias de entrada de
Campylobacter en los lotes comerciales de pollo de engorde (incluyendo la transmision a partir del
huevo), aunque la contaminacion a partir del ambiente de la explotacion es a menudo citada como la
unica fuente (Cox et al., 2012).

El inicio de la colonizacion por Campylobacter en los lotes de reproductores no se detectd hasta las
16 semanas de vida, un mes antes del traslado de los animales a las explotaciones de puesta. Tal y
como se observa en la Tabla 1, coincidiendo con el cuarto mes de recria el 62,5% de las aves
muestreadas (n=100) resultaron positivas a la bacteria y este porcentaje disminuyd significativamente
en el quinto mes hasta un 53,1% (n=85), siendo C. jejuni la especie mas frecuentemente aislada
(72,4%). Entre las diferentes hipdtesis que podrian explicar este hecho, estarian las elevadas medidas
de bioseguridad que encontramos en las explotaciones de recria en comparacién con cualquier otra
etapa del ciclo productivo (Pérez-Boto et al., 2012).

Tabla 1. Niimero de muestras positivas de Campylobacter aisladas durante el periodo de recria.

Total
T.m/P. positivas Dinamica de excrecion de Campylobacter durante la recria (meses)
n % 1 2 3 4 5
n n n
185 23,1 % % % n % n %
H.C 0 00 0 0,0 0 0,0 100 85 53,1°

62,5°
T.m/P: Tipo de muestra positiva. H.C: Hisopo cloacal. n: nimero de hisopos positivos a Campylobacter. %: Porcentaje
de hisopos positivos a Campylobacter. *: los diferentes superindices indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05).

Sin embargo tal y como revelan los resultados de este estudio, al pasar a la etapa de puesta la
bioseguridad disminuye y el estrés de los animales aumenta considerablemente, con el consiguiente
aumento de la excrecidon de la bacteria y su rapida deteccién en heces, con un pico maximo de
prevalencia a las 26 semanas (93,2%), coincidiendo con el inicio de la puesta (Callicott et al., 2006;
Newell et al., 2011; Pérez-Boto et al., 2012). Tras este pico, la prevalencia disminuy6 levemente hasta
el 86,0% al final del ciclo productivo (60 semanas) (Tabla 2).

Tabla 2. Niimero de muestras positivas de Campylobacter aisladas durante el periodo de puesta.



Total

T.m/P. positivas Dindmica de excreciéon de Campylobacter durante la puesta
. Entrada Comienz Puesl,)t;co de “Spiking” Salida
n % o de puesta
n n n
928 80,7 % % % n % n %
H.C 106 215 203 199 205
46,1* 93,5 88,3° 83.5° 89.1°

T.m/P: Tipo de muestra positiva. H.C: Hisopo cloacal. n: nimero de hisopos positivos a Campylobacter. %: Porcentaje
de hisopos positivos a Campylobacter. : los diferentes superindices indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05).

La alta prevalencia observada en este estudio es consistente con los resultados de estudios
anteriores (van Gerwe et al., 2009; Pérez-Boto et al., 2012). Ademas al contrario de lo que ocurre con
otras bacterias gastrointestinales, se observdo que el transporte no influyé en la excrecion de
Campylobacter . Ademas, ese observé que en aquellos casos en los que se realizdé “spiking”, no
aumento significativamente la excrecion de la bacteria.

Aunque la transmision vertical de la bacteria se considera a menudo como un hecho poco probable
(Callicott et al., 2006; O’Mahonny et al., 2011), algunos autores han sugerido que Campylobacter
podria pasar de la reproductora al huevo, via transovarica (Cox et al., 2005) o a través de la cloaca
(Buhr et al., 2002), y sobrevivir en las membranas del huevo durante la incubacién. De esta manera
cuando los pollitos eclosionan en la nacedora ingieren la bacteria, transmitiendo en pocas horas el
microorganismo al resto del lote susceptible (100% de aves afectadas en pocas horas), incluso antes de
llegar a la granja de destino (Nauta et al., 2008). Sin embargo, si la transmision vertical de
Campylobacter por parte de las reproductoras a su progenie hubiese ocurrido, hubiésemos esperado
encontrar pollitos de un dia positivos a la bacteria. No obstante, ninguno de los pollitos analizados en
este estudio fueron positivos a Campylobacter a dia 1 de vida. Por lo tanto, este hallazgo sugiere que
la transmision vertical no jugd papel relevante en la infeccion de los broilers, tal y como han sugerido
con anterioridad otros autores (Callicott et al., 2006; Cox et al., 2012). A pesar de que todos los lotes
de broilers analizados durante este estudio resultaron negativos a Campylobacter al inicio del periodo
de engorde, 20 de los 21 totales fueron positivos a la bacteria al final de este periodo. Si las naves de
engorde se limpian y desinfectan de manera adecuada antes de la llegada de los nuevos, los lotes
suelen permanecer libres de Campylobacter durante las primeras semanas del ciclo (Wagenaar et al.,
2013). Cabe destacar que en este estudio, Unicamente se aislo Campylobacter a partir de 5 muestras
de agua tomada directamente del depdsito y coincidiendo con el final de la etapa de puesta, cuando la
tasa de excrecion de la bacteria era superior al 85,0% (Pérez-Boto et al., 2010:2012). En la etapa de
engorde todas las muestras ambientales fueron negativas a Campylobacter al inicio del ciclo, y la
bacteria se aislo por primera vez a los 14 dias de edad. A partir de este momento la excrecion aumento
significativamente a lo largo de toda la crianza (del 4,8% al 61,9% a los 42 dias) (van Gerwe et al.,
2009) (Tabla 3).

Tabla 3. Niimero de muestras positivas de Campylobacter aisladas durante el periodo de engorde.

Total
T.m/P. positivas Dinamica de excrecion de Campylobacter durante el engorde (dias)
n 42
% 7 14 21 28 35
n n n %
n % % % n % n %
H.C 0 10 32 65 92 130 61.9°
0,0° 4,8° 15,2° 30,9¢ 43 8°

T.m/P: Tipo de muestra positiva. H.C: Hisopo cloacal. n: nimero de hisopos positivos a Campylobacter. %: Porcentaje
de hisopos positivos a Campylobacter. abedel. 1og diferentes superindices indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05).



De acuerdo con Cox et al. (2012), los resultados de este estudio sugieren que existe un
desconocimiento de los aspectos epidemiologicos de la transmision de Campylobacter en el sector
avicola de engorde. Los estudios epidemiolégicos llevados a cabo en lotes comerciales de pollo de
engorde han concluido que los pollitos de un dia parecen estar libres de Campylobacter (Newell and
Fearnley, 2000). Este estatus negativo persiste hasta por lo menos los 10 dias de edad (la llamada fase
lag), y la mayoria de los lotes infectados pasan a ser positivos en solo 2 a 3 semanas tras la llegada de
los pollitos a las explotaciones (Jacobs-Reitsma, 1997; Evans and Sayers, 2000; Newell and Fearnley,
2000; Sahin et al., 2002; Cox et al., 2012). Sin embargo, puede resultar extrafio que no se aisle la
bacteria en ningtn estudio hasta por lo menos los 10 dias de edad de las aves. Este hecho vendria
explicado por el efecto protector de la inmunidad maternal sobre la colonizacion por Campylobacter
de los pollitos, acompafiado por el uso de métodos de toma de muestras poco sensibles (Jacobs-
Reitsma, 1997; Evans and Sayers, 2000; Sahin et al., 2002; Cox et al., 2012). Otras observaciones que
apoyan esta hipotesis son los resultados obtenidos en el andlisis de las muestras ambientales.
Diferentes autores han demostrado que Campylobacter no resiste en el ambiente de la explotacion
entre dos lotes consecutivos debido a la baja resistencia a la deshidratacién que tienen estas bacterias
(Pérez-Boto et al., 2010:2012). Sin embargo, se ha descrito que la bacteria puede transformarse en una
forma viable pero no cultivable, bajo condiciones desfavorables o estresantes (Cox et al., 2001). Estas
formas bacterianas pueden sobrevivir y volver al estado de cultivables cuando se les proporciona
condiciones apropiadas para su crecimiento (Fakruddin et al., 2013). Tal vez, el dificil aislamiento de
Campylobacter a partir de los huevos y los pollitos de un dia, junto con la existencia de formas viables
pero no cultivables del microorganismo, refuerzan la necesidad de llevar a cabo otras investigaciones
para conseguir comprender la ecologia de Campylobacter dentro de las granjas avicolas.

En este estudio tomamos muestras de reproductores (padres) y de lotes de pollos de engorde (su
progenie), para evaluar la importancia de la transmision vertical y horizontal de Campylobacter. No se
encontraron evidencias de la colonizacion de la bacteria en ninguno de los pollitos de un dia ni de las
muestras ambientales analizadas, a pesar de la elevada prevalencia detectada. En conclusion, este
estudio ha puesto en evidencia la falta de conocimiento de la ecologia de Campylobacter en el sector
avicola de engorde, y la complejidad del estudio de la colonizacion de esta bacterias en las aves.
Desde el punto de vista epidemiologico, es necesario estudiar con mayor profundidad las técnicas
diagnosticas para detectar Campylobacter spp., con el fin de mejorar nuestra conocimiento, y por lo
tanto permitir el desarrollo de medidas de control eficaces para combatir este patdégeno.
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