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La campilobacteriosis fue la zoonosis mas frecuente en el afio 2010 segiin el Gltimo informe de la
EFSA (European Food Safety Authority, 2012). Se ha realizado un estudio en granjas de broilers
de Andalucia para determinar la prevalencia de las distintas especies de Campylobacter, asi
como los factores de riesgo asociados a esta infeccion. Para ello, se tomaron de 10 a 15 torundas
cloacales en 291 lotes de broilers desde abril de 2010 hasta mayo de 2012. Adicionalmente, se
cumplimenté una encuesta epidemiolégica por cada uno de los lotes que incluy6 un total de 46
variables relacionadas con la ubicaciéon, manejo, contagio, instalaciones, bioseguridad o sanidad.
La identificacion final de las cepas se llevo a cabo mediante PCR y la evaluacién de asociaciones
entre la infeccion y las variables incluidas en la encuesta fue establecida mediante el calculo de la
Odds Ratio y su intervalo a un nivel de confianza del 95%. El 62,9% de los 291 lotes
muestreados han resultado positivos a Campylobacter. En el 31,7% de los lotes se identificé de
forma exclusiva C. jejuni, en el 6% C. coli y en el 6,6% C. sp. Respecto a infecciones mixtas, el
19,1% de los lotes estaban infectados por C. jejuni y C. coli, el 21,9% por C. jejuni y C. sp.,
el4,4% por C. coliy C. sp. y el 10,4% por C. jejuni, C. coli y C. sp. Se han identificado diversos
factores de riego asociados con la infeccion por Campylobacter: menos de 5 lineas de bebederos
en la nave, menos de 4 lineas de comederos en la nave, presencia de ventanas con lona,
refrigeracion con nebulizadores, control manual de la ventilacién, presencia de roedores,
presencia de pajaros, presencia de insectos, presencia de animales domésticos (perros/gatos),
menos de 23 dias de vacio sanitario, desinfeccion llevada a cabo por el granjero y despoblacién
parcial durante el afio. Ademas se han identificado factores de proteccion tales como el control
de la humedad relativa, la presencia de cerca perimetral y que los broilers tengan menos de 31
dias. Estos resultados nos indicarian la necesidad de combinar distintas medidas a fin de
controlar la infeccion por Campylobacter en las granjas de broilers de Andalucia.
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Campylobacteriosis was the most common zoonoses in 2010 according to the latest report of the
EFSA (European Food Safety Authority, 2012). We performed a study in broiler farms in
Andalusia to determine the prevalence of different species of Campylobacter and the risk factors
associated with this infection. Thus, 10-15 cloacal swabs in 291 broiler flocks from April 2010 to
May 2012 were taken. Additionally, an epidemiological questionnaire was filled for every flock,
including a total of 46 variables related to the location, handling, transmission, facilities,
biosecurity and health. Final identification of the strains was carried out by PCR and evaluating
associations between infection and the variables included in the questionnaire was established by
calculating of the Odds Ratio and its confidence interval at 95% of significant level. The 62.9%
of the 291 sampled flocks were tested positive for Campylobacter. Regarding infected flocks only
with one Campylobacter specie, 31.7% were infected with C. jejuni, 6% with C. coli and 6.6%
with C. sp. In reference to mixed infections, 19.1% of the flocks were infected by C. jejuni and C



coli, 21.9% by C. jejuni and C. sp., 4.4% by C. coli and C. sp. and 10.4% by C. jejuni, C. coli and
C. sp. Several risk factors associated with Campylobacter infection have been identified: less than
5 lines of drinking in the house, less than 4 lines of feeders in the house, presence of windows
with canvas, refrigeration with nebulizers, manual control of ventilation, presence of rodents,
presence of birds, presence of insects, presence of pets (dogs/cats), less than 23 days of empty
period, disinfection carried out by the farmer and partial depopulation during the year.
Protective factors were also identified: control of relative humidity, the presence of perimeter
fence and broilers less than 31 days. These results indicate the need to combine different
measures to control Campylobacter infection in broiler farms in Andalusia.
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Introduccion

La campilobacteriosis es la zoonosis mas frecuente en la UE desde el afio 2005. En Espafia, fue la
primera zoonosis en el afio 2010 con 6.340 casos (EFSA, 2012).

La carne de pollo es la fuente de infeccion mas importante (Sheppard y cols., 2009). Campylobacter
se encuentra con frecuencia en el tracto digestivo de broilers (Ansari-Lari y cols., 2011). La
proporcidén de lotes de broilers positivos a Campylobacter en la UE fue de 18,2%, oscilando desde 0%
hasta 92,9%. Esta proporcion increment6 desde 59,6% en 2009 hasta 82.2% en 2010 (EFSA, 2012).

La epidemiologia de Campylobacter en las granjas de broilers presenta numerosas lagunas
(Humphrey y cols., 2007), aunque es bien sabido que la transmision horizontal es responsable de la
infeccion de los broilers. La transmision vertical no estd demostrada (Callicott y cols., 2006), y los
lotes de broilers raramente son positivos antes de los catorce dias de edad (Bull y cols., 2006; Hansson y
cols., 2007).

Los factores de riesgo identificados por algunas investigaciones incluyen la presencia de mas de una
nave en la granja (Henry y cols. 2011), aumento de la edad de los broilers (Ansari-Lari y cols., 2011),
no usar detergente en la limpieza de la nave (Henry y cols. 2011) y la presencia de otras explotaciones a
menos de 1 km de la granja (Hansson y cols., 2010). Por otro lado, algunos autores han encontrado
factores que disminuyen el riesgo de infeccion como la nula o escasa despoblacion parcial (Hansson y
cols., 2010) y el uso de antibidticos en el inicio del periodo de produccion (Ansari-Lari y cols., 2011).

Hasta el momento, no hay estudios sobre la prevalencia de Campylobacter en granjas de broilers en
Andalucia. Nuestros objetivos han sido determinar la prevalencia de Campylobacter en lotes de
broilers en Andalucia e identificar los factores asociados con la infeccion.

Materiales y
métodos

Los broilers criados en Andalucia entre abril de 2010 y mayo de 2012 fueron la poblacién en
estudio. Se desarrolld6 un estudio estratificado por provincias (los lotes muestreados fueron
proporcionales al total de la poblaciéon de cada provincia).

Fueron muestreados 291 lotes de 134 granjas de broilers en Andalucia. Se tomaron de 10 a 15
muestras cloacales en cada lote mediante torundas estériles con medio de transporte AMIES. Las
torundas se mantuvieron en refrigeracion hasta su llegada al laboratorio y fueron procesadas en las
primeras 24 horas.

Teniendo en cuenta estudios anteriores sobre Campylobacter y factores de riesgo en granjas de
broilers, se disefio una encuesta epidemiologica que fue rellenada para cada lote que incluyd 46 variables
relacionadas con la ubicacién, manejo, contagio, instalaciones, bioseguridad y sanidad (Tabla 1). Este
cuestionario fue realizado siempre directamente al granjero por el primer autor del estudio.



Tabla 1. Variables incluidas en la encuesta epidemioldgica.

Descripcion de la granja Provincia, n° broilers, n° naves, otras granjas a <I km, perros/gatos en la granja,
otros animales en la granja.

Informacion del lote Edad broilers, n° broilers, antigiiedad nave, lotes/aiio, mz, am’males/mz,
despoblacion parcial, T vacio sanitario, tratamiento antibiotico, época del ario.

Personal de la granja N?trabajadores, sexo, n°visitas cada semana.

Instalaciones Material de la pared, sistema calefaccion, refrigeracion y ventilacion, control de

humedad, tipo y manejo de ventanas/persianas, origen y tratamiento del agua, tipo
v lineas de comederos/bebederos, tipo y tratamiento de yacija.
Bioseguridad y practicas de Cerca perimetral, camara de entrada, presencia de roedores, pdjaros, insectos,
higiene pediluvios a la entrada de la nave, mallas pajareras, silos cerrados, desinfeccion
de la nave.

Las torundas cloacales se sembraron en medio para Campylobacter sin sangre (Campylobacter Free
Blood Agar, Ox0id®) con suplemento CCDA (Oxo0id®). Las placas se incubaron a 42 °C durante 48
horas en condiciones de microaerofilia que se consiguieron mediante sobres de anaerobiosis (AnaeroGen,
Ox01d®).

Tras la incubacion, las colonias presentes en el medio descrito que mostraron morfologia
compatible con Campylobacter e incluso las colonias que se consideraron morfologicamente
dudosas,fueron resembradas en agar sangre e incubadas en las mismas condiciones explicadas
anteriormente.

Tras la tincién de Gram para ver su morfologia microscépica y la observacion al microscopio de
campo oscuro para comprobar su motilidad, se llevaron a cabo las pruebas bioquimicas de catalasa y
oxidasa.

A partir de las cepas identificadas fenotipicamente como Campylobacter se procedid a la extraccion de
ADN siguiendo el protocolo fenol-cloroformo descrito por Sambrook y Russell (2001). A continuacion,
se procedio a la realizacion de una PCR multiplex siguiendo el protocolo detallado por

Yamazaki-Matsune y cols. (2007) con el fin de confirmar mediante identificacion molecular las cepas
identificadas fenotipicamente asi como para la identificacion de la especie. Se utilizaron los primers para
el género Campylobacter asi como para C. jejuni'y C. coli.

La unidad de muestreo para la realizaciéon de los andlisis estadisticos fue el lote, entendiéndose
como lote positivo aquel en el que se aislo Campylobacter en al menos un animal. El analisis
estadistico se elabor6 mediante el programa SPSS 15.0 para Windows®, determinandose la Chi
cuadrado de Pearson con su p asociada y, en aquellas variables dicotomicas, la Odds Ratio (OR) y su
intervalo de confianza (IC) a un nivel de confianza del 95 por ciento.

Resultados y discusion

El 38,1% (1Cos0,:36,1-40,1%) de las 2221 muestras cloacales tomadas y el 62,9% (ICoys0,: 57,3%-
68,3%) de los 291 lotes muestreados fueron positivos a Campylobacter. Otros autores han encontrado
prevalencias similares en lotes de broilers: 60% en Suecia (Hansson y cols., 2010) y 63,9% en Italia (Di
Giannatale y cols., 2010), mientras que Powell y cols. (2012) encontraron una prevalencia mayor en
Reino Unido (75,8%) y Sasaki y cols. (2011) menor en Japon (43,5%). De las 846 muestras positivas, en
496 (58,6%) se encontrd C. jejuni, en 165 (19,5%) C. coli, en 153 (18,1%) C. spp y en 32 (3,8%) C. jejuni
y C. coli (Tabla 2).

Tabla 2. Relacién de especies de Campylobacter de las muestras positivas (38,1% de 2221 muestras cloacales).

Relacion de especies de Campylobacter % de muestras
C. jejuni 58,6
C. coli 19,5
C. sp. 18,1

C. jejuni + C. coli 3,8




En cuanto a los lotes, los infectados solamente con una especie de Campylobacter: el 31,7% fueron
infectados por C. jejuni, el 6% por C. coliy el 6,6% C. sp. En relacion a las infecciones mixtas: el
19,1% por C. jejuni 'y C. coli, el 21,9% por C. jejuniy C. sp., el 4,4% por C. coliy C. sp. y el 10,4%
por C. jejuni, C. coli'y C. sp. (Tabla 3); en otros estudios, C. jejuni también fue aislado con mas
frecuencia que C. coli (Nédther y cols., 2009; Sasaki y cols., 2011), mientras que otros investigadores
aislaron con mas frecuencia C. coli (Ansari-Lari y cols., 2011; Henry y cols., 2011).

Tabla 3. Relacion de especies de Campylobacter de los lotes positivos (62,9% de 291 lotes muestreados).

Relacion de especies de Campylobacter % de lotes
C. jejuni 31,7
C. coli 6,0
C. sp. 6,6
C. jejuni + C. coli 19,1
C. jejuni + C. sp. 21,9
C. coli+ C. sp. 4.4
C. jejuni + C. coli + C. sp. 10,4

La prevalencia media intrarebano fue de 60,5%, siendo la prevalencia intrarebafio mas alta del 100% y
la més baja del 12,5%. Esto coincide con los resultados encontrados por Evans y Sayers (2000) quienes
encuentran una prevalencia intrarebafio del 54% en lotes entre 36-42 dias y del 61% en lotes de entre 43-
49 dias.

De los 291 lotes muestreados en este estudio, 16 lotes presentaban animales menores de 14 dias y
todos ellos resultaron negativos a Campylobacter, es decir, s6lo se encontraron lotes positivos a
Campylobacter a partir de los 14 dias de vida de los animales (Bull y cols, 2006; Hansson y cols., 2007).
Por ello, para analizar los factores de riesgo asociados con la infeccion por Campylobacter, fueron
eliminados los lotes con animales menores de 14 dias, ya que esos lotes serian negativos por efecto de la
edad.

De las 46 variables analizadas, se han identificado 12 factores de riesgo y 3 factores de proteccion
asociados con la infeccion por Campylobacter (Tabla 4).

Tabla 4. Variables asociadas de forma significativa con la infeccion por Campylobacter.

Chicuadrade = p OR® ICos,”

Variables asociadas con el aumento del riesgo de infeccion (factor de riesgo)

Perros/gatos en la granja Si 5,82 0,016 2,38 1,16-4,87
No°

Despoblacion parcial Si 23,75 0,0001 3,66 2,15-6,25
No°

Vacio sanitario <22 days 5,11 0,024 1,79 1,08-2,97
>22 days®

Refrigeracion Nebulizadores 26,42 0,0001 6,55 2,99-14,39
Cooling®

Control de la ventilacion Manual 6,55 0,010 2,08 1,18-3,65
Automético®

Persianas Lona 19,15 0,0001 3,96 2,08-7,53
Otras®

Bebederos <4 lineas 9,93 0,002 2,61 1,42-4,79
>4 lineas®

Comederos <3 lineas 5,46 0,019 1,89 1,10-3,22
>3 lineas®

Presencia de roedores Si 14,60 0,0001 2,83 1,64-4,87
No°

Presencia de pajaros Si 26,73 0,0001 3,94 2,31-6,73
No°

Presencia de insectos Si 4,12 0,042 2,08 1,02-4,26

No°



Chicuadrade = p OR® ICos,”

Variables asociadas con el aumento del riesgo de infeccion (factor de riesgo)

Quién desinfecta la nave Granjero 19,33 0,0001 3,28 1,91-5,63
Empresa®

Variables asociadas con la disminucion del riesgo de infeccion (factor de proteccion)

Edad de los animales <30 dias 24,84 0,0001 0,26 0,15-0,45
>30 dias®

Control de la humedad relativa ~ Si 12,45 0,0001 0,38 0,22-0,65
No°

Cerca perimetral Si 8,10 0,004 0,38 0,19-0,75
No°

*OR: Odds Ratio; "IC: Intervalo de Confianza; “Categoria de referencia.

En este estudio, la refrigeracion mediante nebulizacion ha sido el factor de riesgo con la Odds Ratio
mas alta. Este hecho puede ser explicado ya que este sistema de refrigeracion hace que aumente la
humedad de la yacija, siendo un habitat excelente para Campylobacter, el cual es diseminado por la
actividad coprofagica de los broilers (Newell et al., 2011).

Son muchos los investigadores que han encontrado variables relacionadas con la limpieza y
desinfeccion asociadas a la infeccion por Campylobacter en pollos (Van De Giessen y cols., 1996;
Evans y Sayers, 2000; Cardinale y cols., 2004; McDowell y cols., 2008; Hansson y cols., 2010; Henry y
cols., 2011). En este andlisis, se han encontrado variables relacionadas con este hecho. La presencia de
persianas de lona en la nave ha sido asociada con un aumento de infeccion. Esto puede estar relacionado
con la limpieza y desinfeccion de la nave, ya que este tipo de persianas quedan replegadas en la mayoria
de las ocasiones cuando la nave estd siendo desinfectada durante el vacio sanitario. Esta circunstancia
puede dar lugar a que las persianas no queden correctamente higienizadas presentando una posible via de
transmision horizontal para el siguiente lote.

También se puede considerar como factor de riesgo el que sea el propio granjero quien realice la
infeccion frente a que esta actividad sea aplicada por una empresa externa que normalmente puede
contar con productos y procedimientos mas especificos para dicha operacion. Asimismo, un tiempo de
vacio sanitario de 23 dias o menos supondrian un aumento del riesgo de infeccion.

La practica de la despoblacion parcial en cada lote aparece también como un importante factor de
riesgo. Esta actividad supondria una contaminacion entre granjas mediante el personal, los vehiculos de
transporte y el equipamiento utilizado para dicha tarea. Hansson y cols. (2010) indicaron que la
proporcion de lotes infectados por Campylobacter se reducia si rara vez o nunca se realizaba la
despoblacion parcial. Allen y cols. (2008) aislaron Campylobacter de caminos agricolas, vehiculos,
equipamientos y personal dedicado a la despoblacién parcial y encontraron asociacién entre estas
cepas y las aisladas después en lotes donde se habia realizado esta practica. Ridley y cols. (2011)
demostraron que los pollos de las granjas fueron colonizadas rapidamente con los mismos genotipos que
los aislados en cajas limpias usadas durante la despoblacion en diferentes granjas.

Campylobacter ha sido aislado de torundas rectales de perros (Carbonero y cols., 2012) y gatos
(Wieland y cols., 2005). La presencia de perros/gatos en la granja ha resultado ser en nuestro estudio una
variable asociada con el incremento de infeccion en broilers. Hald y cols. (2000) identificaron la

presencia de estos animales en las inmediaciones de naves sin barreras higiénicas como un factor de
riesgo.

La presencia de roedores, pajaros e insectos en la nave se ha relacionado en esta investigacion con
un aumento del riesgo de infeccion. Estos animales pueden ser reservorios de Campylobacter y por
tanto fuentes de infeccion. Sippy y cols. (2012) aislaron Campylobacter en gorriones que fueron
capturados en granjas y Choo y cols. (2011) aislaron esta bacteria de moscas atrapadas en granjas de
broilers.

Ademads, segun estos andlisis, que la nave disponga de menos lineas de bebederos y comederos es
un factor de riesgo. No hay estudios que asocien la infeccidon con el nimero de lineas de bebederos o
comederos, pero esto podria estar relacionado con naves mas pequeflas que normalmente tienen menos
lineas de bebederos y comederos y ademds suelen ser las mas antiguas. Evans y Sayers (2000)
encuentran que las naves con necesidad de reparacion son un factor de riesgo. Otra razoén seria que un
menor numero de lineas de bebederos y comederos implicaria una mayor concentracion de animales
alrededor de un bebedero o un comedero y en consecuencia mas posibilidad de transmision.



Por ultimo, el control manual de la ventilacion también aparece como factor de riesgo. Realizar el
control manual en lugar de automatico supondria la constante entrada y salida del granjero, fomentando
asi la transmision de Campylobacter desde el exterior hasta el interior de la nave al mismo tiempo que la
diseminacion de Campylobacter en los alrededores de la granja. Zweifel y cols. (2008) aislaron
Campylobacter a partir de las botas de los granjeros.

Por otro lado, entre los factores de proteccion se encuentra el control de la humedad relativa en la
nave. Este hecho, al igual que sucedia con el nimero de lineas de bebederos y comederos, puede estar
relacionado con que las naves que llevan un control de la humedad son las mas nuevas. Newell y cols.
(2011) indica que las naves mdas antiguas suelen estar en peor estado y no suelen estar cualificadas
para una limpieza adecuada.

Ademas, la presencia de cerca perimetral disminuye el riesgo ya que limita el acceso desde el
exterior. Adkin y cols. (2006) recogen datos de numerosos estudios e indican la posibilidad de acceso
desde el exterior como un importante factor de riesgo.

Finalmente, que los broilers tengan menos de 31 dias de edad supondria un factor de proteccion ya
que hasta las 2-3 semanas estan protegidos con inmunidad maternal (Sahin y cols., 2003) y si los
animales tienen mas edad, existe mayor posibilidad tendran de ser infectados debido a diferentes
fuentes de infeccion (Ridley y cols., 2011). La edad ha sido relacionada con el riesgo de infeccion por
otros autores (McDowell y cols., 2008; Ansari-Lari y cols., 2010; Lawes y cols., 2012).

Ademas de estos factores, la estacion del afio y la provincia se asociaron de forma significativa con la
infeccién con un valor de p<0,1, presentandose primavera y verano como las estaciones del afio con
mayor numero de lotes infectados; y Sevilla y Almeria como las provincias con mayor porcentaje de
lotes positivos. Autores como McDowell y cols. (2008) también asocian la infeccion con las estaciones
del afio, esto puede ser debido a que en esas épocas del afio Campylobacter encuentra un habitat mas
adecuado para su transmision.

Este es el primer estudio sobre la infeccion por Campylobacter en broilers en Andalucia. Muestra la
alta difusion de la infeccion por Campylobacter y determina las variables asociadas con la infeccion.
Nosotros proponemos extremar la bioseguridad durante la despoblacion parcial, desplegar y limpiar en
profundidad las persianas, ser cuidadosos con la refrigeracion mediante nebulizadores, disponer de
suficientes lineas de bebederos, y limitar la presencia de perros/gatos en la granja. Controlar esos
factores permitirda reducir los lotes positivos a Campylobacter y, consecuentemente, reducir la
contaminacién en las canales en el matadero y el riesgo de infeccion para los consumidores.
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