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RESUMEN
Olivares Hernandez Teresa. Presencia de Campylobacter spp. durante el

procesamiento primario del pollo de engorda en un establecimiento Tipo

Inspeccién Federal.

El pollo de engorda es un hospedero natural de Campylobacter spp., y un
importante agente zoondtico que se relaciona con la etiologia de gastroenteritis en
todo el mundo. La colonizacion del tracto gastrointestinal de las aves con las
especies termdfilas de Campylobacter, desde su crianza y hasta la edad de
sacrificio, sugiere la persistencia de la bacteria y por consecuencia la
contaminacion de las canales durante su procesamiento. En este trabajo se
analizaron 100 muestras (hisopos cloacales y canales) provenientes de cinco lotes
comerciales de pollo de engorda, en cuatro etapas del procesamiento primario en
un establecimiento Tipo Inspeccion Federal (TIF) por el método convencional y un
kit comercial de PCR en tiempo real. Los resultados obtenidos por el método
convencional muestran la presencia de Campylobacter spp. en el 26% de las
muestras, y con el estudio molecular se detectd en el 77% de las mismas. Con
ambos procedimientos se identifico la presencia del patégeno a lo largo del
proceso de sacrificio. Los resultados confirman la presencia de Campylobacter
spp. en canales de pollo de engorda, y muestran la importancia de las aves en la

transmision del patogeno.

Palabras clave: Campylobacter, pollo de engorda, procesamiento primario, Tipo

Inspeccion Federal.



ABSTRACT

Broiler chicken is a natural host for Campylobacter, which is a very important
zoonotic agent related to human gastroenteritis around the world. Colonization of
the gastrointestinal tract of these birds with thermophilic species of Campylobacter,
from rearing to slaughter age, indicates the bacteria persistence and, therefore, the
potential carcass contamination during the processing. In this study, 100 samples
(cloacal swab and carcass rinse) from 5 batches of commercial broiler chickens
were taken in 4 steps of the slaughtering process in a Federal Inspection Type
slaughtering plant. All samples were analyzed by both, the conventional bacteria
isolation method, and by using a commercial real time PCR kit. Results from this
study show that conventional method detected Campylobacter in 26% of the
samples, meanwhile 77% of the samples were positive by the real-time PCR test.
Both tests confirmed the presence of Campylobacter during different stages of the
slaughtering process of broiler chickens, and enhances the importance of testing
for this pathogen in chicken carcasses since they can be a source of potential

contamination for humans.

Key words

Campylobacter spp., Broiler chicken, processing, Federal Inspection Type



INTRODUCCION

La presencia de Campylobacter spp en alimentos como el pollo, representa una
amenaza a la salud publica con fuertes implicaciones en el comercio nacional e
internacional de los alimentos. Lo anterior adquiere relevancia en México ya que
segun reportes de la Union Nacional de Avicultores el sector avicola alcanzé el
63.6 de la produccidon pecuaria nacional, y el consumo de la carne de ave es de
27.42 kg per capita (UNA, 2016).

El creciente desarrollo de la industria avicola y la necesidad mundial de producir
alimentos inocuos, exige la implementacion de medidas de control sanitario
durante toda la cadena de produccién del pollo de engorda y asi evitar

enfermedades transmitidas por el consumo de productos avicolas.

En los ultimos treinta afios, Campylobacter spp. ha sido objeto de una atencion
creciente por parte de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS), asi como de las
autoridades sanitarias en la mayor parte de los paises, ya que es uno de los
principales  microorganismos  patégenos causantes de enfermedades
gastrointestinales en humanos, asociadas con el consumo de carne de pollo
(Hopkins y Scott, 1983; Oosterom et al.,1983; Harris et al.,1986; Deming et al.,
1987; Kapperud et al., 1992; Frost, 2001; Stern et al., 2003).

Las especies comunmente asociadas con las enfermedades entéricas son
Campylobacter jejuni, C. coli y C. lari, aunque la primera es la que se aisla con
mayor frecuencia (Hermans et al., 2012; Weinberger et al., 2013). En los Estados
Unidos, los Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC por
sus siglas en inglés), sehalan que la tasa de incidencia de infeccién por
Campylobacter aumenté 13% en el 2014 en comparacion con el periodo 2006-
2008, con 845,024 casos y pérdidas econdémicas aproximadas de $1,928,787,166
por gastos médicos, baja productividad y muertes (CDC, 2015). De igual manera,
en la Union Europea desde el afio 2005, la campilobacteriosis es la enfermedad

transmitida por los alimentos mas comunmente reportada. El numero de casos
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confirmados en 2014 fue de 236,851, con un aumento de 22,067 casos (10%), en
comparacion con 2013. De hecho, la mayoria de los estados miembros de la UE
reportaron un aumento en el numero de casos de campilobacteriosis en el 2014, lo
que podria explicarse tanto por las mejoras en el sistema de vigilancia, como en la
deteccion de el microorganismo de acuerdo a los informes de la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2015).

El reconocimiento de Campylobacter spp. como un hospedero natural en el pollo
de engorda (Berrang et al., 2004; Rosenquist et al., 2006) implica que, durante el
proceso de sacrificio de las aves, la contaminacién de las canales puede ocurrir no
sélo por la alta carga bacteriana en el tracto gastrointestinal sino también por la
presente en la piel y plumas. Ademas, la contaminacién inicial del lote de origen
de las aves, asi como las condiciones higiénicas y sanitarias durante el
procesamiento y conservacion de la canal pueden influir y favorecer su
permanencia en el alimento (Jeffrey et al., 2001; Newell et al., 2001; Byrd et al.,
2002). Al respecto, se considera que las etapas de desplume, evisceracion vy
enfriamiento son criticas para que ocurra contaminacion cruzada, ya que la
bacteria puede transmitirse de una canal a otra por el equipo y maquinaria que

realizan estas tareas (Potturi-Venkata et al., 2007).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, reducir la prevalencia o
concentracion de la bacteria en un punto especifico de la cadena de produccién
puede reducir el riesgo de incidencias en humanos. De ahi la importancia en la
vigilancia y control de la bacteria a través de la elaboracion e implementacion de
sistemas como el analisis de peligros y puntos criticos de control (HACCP por sus
siglas en inglés) en establecimientos dedicados al sacrificio y procesamiento de
aves. El HACCP es una parte integral de un sistema de inocuidad para cualquier
producto alimenticio y que, en el caso particular del procesamiento permite el
control de microorganismos patdégenos en los productos avicolas (FSIS-USDA,
2016).



Sin duda, para lograr estos objetivos de inocuidad alimentaria es fundamental la
disponibilidad y generacion de informacion acerca de la epidemiologia y la
ecologia del agente. Lo anterior expone una problematica en México, ya que la
ausencia de politicas de vigilancia epidemiolédgica que involucren a Campylobacter
spp. como organismo patdogeno a controlar, dificulta el conocimiento sobre su

incidencia real en la cadena de produccion del pollo de engorda.

Asi mismo, los datos disponibles sobre la incidencia de campilobacteriosis en
humanos por causa del consumo de carne de origen aviar, son escasos. Al
respecto en un estudio realizado de 2006 a 2007, Zaidi et al., (2012), informaron
sobre la identificacion en un total de 11,811 muestras tomadas a partir de heces
de nifos menores de cinco afios de edad con diarrea en hospitales estatales de
Yucatan; asi como en productos carnicos crudos distribuidos en puntos de venta
de pollo y de cerdo recolectados en rastros municipales, de 1,797 aislamientos de
Campylobacter spp. (57%), de los cuales 1,259 correspondieron a Campylobacter
jejuni, En el estudio se observé una contaminacion significativamente mayor en las
muestras de ciego (58.3 %) y carne (93.6 %) provenientes de pollo que en las
respectivas en los productos carnicos de cerdo (71.4 % y 14%). Por su parte,
Quifones et al., (2000) indicaron la presencia de Campylobacter spp en 100
muestras de tacos de pollo elaborados en establecimientos comerciales bien
establecidos y puestos de calle en la Ciudad de México. De 600 colonias que
mostraron la morfologia de Campylobacter spp. sélo 123 aislamientos fueron
positivos. De estos aislamientos, 51 (41%) fueron identificados como C. jejuni, 23

(19%) como C. coliy 49 (40%) como otras especies de este género.

En otro estudio se demostroé la presencia de Campylobacter jejuni en el 38 % del
pollo entero fresco y refrigerado distribuidos en supermercados de la Ciudad de
México (Sanchez, 2007). Si bien estos trabajos demuestran la contaminacion de
productos de origen aviar con Campylobacter spp. y exponen el riesgo a la salud
publica que esto implica, no ofrecen informacién respecto a la presencia de este

patdgeno en el pollo de engorda ni durante su procesamiento primario en el rastro.



Estas ultimas dos situaciones en la industria avicola nacional aun son un tema
poco estudiado, mientras que en paises desarrollados se conoce que entre el 60 y
80% de las parvadas listas para procesar en el rastro son positivas a
Campylobacter spp. (Jeffrey et al., 2001; Stern et al., 2007; Chokboonmongkol et
al., 2013).

JUSTIFICACION
La carne de pollo en México constituye uno de los productos de origen animal con

mayor demanda; evidencias epidemiologicas nacionales e internacionales indican
la existencia de riesgos microbiolégicos en todas las fases de su cadena
productiva, y la ubica como un producto asociado frecuentemente a enfermedades
transmitidas por alimentos. Los escasos datos nacionales sobre la situacidn
sanitaria del pollo y la presencia de microorganismos patégenos, especificamente
Campylobacter spp. durante el procesamiento del pollo de engorda hace
necesario evaluar la calidad microbiolégica de las canales de pollo para definir la
importancia que tiene la carne de pollo en la transmision de esta bacteria.
Igualmente, la informacién generada puede contribuir como una guia en la
elaboracion e implementacion de programas que salvaguarden la inocuidad de los
alimentos, como el HACCP que adquiere cada vez mayor importancia dentro de la
industria alimentaria y el comercio internacional, ademas de ser obligatorio para la
operacion de todos los establecimientos Tipo Inspecciéon Federal dedicados al
sacrificio y proceso de pollo, segun lo estipula el Art. 214 Capitulo III del
Reglamento de la Ley Federal de Sanidad Animal (RLFSA, 2012).



HIPOTESIS
La presencia de Campylobacter spp. en cuatro etapas criticas permitira confirmar

que la bacteria representa un peligro durante el procesamiento primario del pollo

de engorda

OBJETIVO
Analizar la presencia de Campylobacter spp. en cuatro etapas del procesamiento

primario del pollo de engorda en un establecimiento Tipo Inspeccidén Federal por el

método convencional y un kit comercial de PCR en tiempo real.

MATERIAL Y METODOS
Se estudiaron cinco lotes de pollo de engorda procesados en un establecimiento

TIF ubicado en el centro del pais. De cada lote de pollos se obtuvieron cinco
muestras al azar de cuatro puntos: recepcion del pollo vivo (hisopos cloacales),
salida del desplumado, evisceracion (después de la evisceracion y antes del
enfriado) y a la salida del tanque de enfriamiento (lavado de canal). De las 20
muestras por lote de pollos (100), se procedid a realizar el aislamiento e
identificacion de Campylobacter spp. Para evitar la contaminacién cruzada, el
orden para la recoleccion fue a la inversa de lo referido previamente (enfriamiento,
eviscerado, desplumado, recepcion de aves vivas). Las muestras fueron
identificadas numéricamente de manera consecutiva; mientras que los puntos de

muestreo se identificaron con las letras A, B, C y D (Cuadro 1).

El tamafio de muestra se determind con base en el plan de muestreo sugerido por
la Comision Internacional sobre Especificaciones Microbiolégicas para los
Alimentos (ICMSF por sus siglas en inglés), el cual depende de la gravedad
relativa del peligro para la calidad alimentaria o para la salud del consumidor en
funcién de los microorganismos implicados y de la posibilidad de destruccion,
supervivencia o multiplicacion de los mismos durante la manipulacién normal del
alimento. Bajo estos criterios, la ICMSF clasifica a Campylobacter spp. como un

peligro moderado directo, de difusién limitada; por lo tanto, sugiere analizar cinco



unidades de muestra para la busqueda del patdgeno en los lotes de alimentos
(ICMSF, 2001).

En el area de recepcién se tomaron las muestras de cinco aves por lote mediante
el uso de hisopos estériles. Para ello, se tomé un hisopo estéril por ave, el cual se
introdujo en la cloaca, se realizaron movimientos giratorios suaves, cada hisopo se
colocé en medio de transporte Cary Blair (Copan®) y se transportaron a 4° C,
dentro de las primeras cinco horas posteriores a la toma al Laboratorio de
Bacteriologia del Departamento de Medicina y Zootecnia de Aves de la Facultad
de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autonoma de

México.

Las muestras de enjuague de canal de pollo se obtuvieron en las etapas de
desplume, evisceracion y enfriado. En cada punto de muestreo las canales se
retiraron de forma manual de la linea de proceso, y se colocaron asépticamente de
manera individual en bolsas de plastico estériles previamente identificadas; para
realizar el lavado a cada una se le agregaron 300 ml de agua peptonada
tamponada estéril (Acumedia, Cat. 7365, Neogen Corporation, Michigan, USA).
Posteriormente, las canales colocadas en las bolsas se agitaron vigorosamente
durante aproximadamente un minuto, procurando que se cubriera toda la
superficie del canal, trascurrido el tiempo sefalado, las canales se retiraron de la
bolsa usando guantes estériles, y el liquido del enjuague se transfirid
asépticamente a bolsas estériles con cierre hermético y se conservaron a 4° C

para ser transportadas el mismo dia al laboratorio para su analisis.

I. Aislamiento e identificacién de Campylobacter spp.
En el laboratorio se realizé el pre-enriquecimiento de las muestras, para ello se

tomaron 25 ml de cada uno de los enjuagues de canal y se les adicionaron 25 ml
de caldo Bolton suplementado con cefoperazona 20 mg, vancomicina 20 mg,
trimetoprima 20 mg y cicloheximida 50 mg (Acumedia, Cat. 7526, Neogen
Corporation, Michigan, USA), después de ello, se incubaron durante 48 horas a
40° C. En el caso de los hisopos de cloaca, cada uno se introdujo en un tubo tipo
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Falcon® con 25 ml del caldo de pre-enriquecimiento Bolton con las mismas
caracteristicas y condiciones que se utilizaron para las muestras de enjuague de
canal. Posterior al periodo de incubacion de las muestras en el medio de
enriquecimiento, se tomaron 100 pl de cada una de ellas para realizar dos
siembras, una de manera directa y la otra por el método de filtracion (papel filtro
estéril Millipore de 25 mm de diametro y con poro de 0.45 micras) en tres medios
selectivos para Campylobacter spp.: mCCDA, agar modificado con deoxicolato,
cefoperazona y carbon, (Acumedia, Cat. 7527, Neogen Corporation, Michigan,
USA), Campy-Cefex (Acumedia, Cat. 7518, Neogen Corporation, Michigan, USA)
y CHROMagar™ Campylobacter (CHROMagar, Paris, Francia) y se incubaron a
40° C por 48 horas.

La identificacion inicial de las colonias se realizO mediante la observacion
macroscopica de las mismas (pequenas, brillantes, confluentes, irregulares y color
gris), seguida de la tincion de Gram en la que Campylobacter spp. se observa
como una bacteria Gram negativa pequefia con forma espiral y curveada, se
realizaron las pruebas de oxidasa y produccion de catalasa, asi como pruebas de

sensibilidad al acido nalidixico y a la cefalotina (Cuadro 2).

II. Deteccion de Campylobacter spp. por biologia molecular

Extraccion del ADN
La extraccion del ADN se realizé con el kit comercial DNA Bacteria Kit (Fast Lysis

Buffer), para bacterias Gram-negativas (Qiagen, Cat. 69525, Valencia, CA, USA);
para este método se utilizd 1 ml de cada muestra previamente enriquecida en
caldo Bolton, el cual se centrifugd a 15,000 rpom durante cinco minutos para
descartar el sobrenadante y conservar el pellet. Conforme a las instrucciones del
fabricante, se adicionaron 200ul de Buffer (Fast Lysis Buffer), la suspensiéon se
agité vigorosamente durante un minuto y se incub6 a 100° C por 10 minutos en un
termobloque; transcurrido el tiempo de incubacién, las muestras se removieron del
equipo y permanecieron por dos minutos a temperatura ambiente (15-20°C);
posteriormente se centrifugaron a 15,000 rpm durante cinco minutos y se

9



obtuvieron 100 ul del sobrenadante que se transfiieron a un tubo de
microcentrifuga de 1.5 ml. EI ADN asi obtenido se conservé a -20° C para su

posteriormente analisis, en la prueba de PCR.

Prueba de PCR en tiempo real
Para conocer la presencia o ausencia de Campylobacter spp. se realizdé un ensayo

de PCR en tiempo real, para lo cual se empled un termociclador Rotor-Gene®
(QIAGEN GmbH,) con el kit comercial mericon® Campylobacter triple (Qiagen Cat.
290045, Valencia, CA, USA). El kit esta disefiado para la deteccion de
Campylobacter jejuni / coli / lari a partir de muestras de alimentos previamente
enriquecidas. De acuerdo con el fabricante los iniciadores del ensayo son
altamente especificos y estan dirigidos a una regiéon del ADN unica y conservada
del genoma de Campylobacter que ha sido verificada por bioinformatica y
experimentalmente. Cada ensayo puede detectar 10 copias del ADN diana en una
reaccion y se ha determinado que no presenta reaccion cruzada con
Campylobacter upsaliensis, Cronobacter sakazakii, Salmonella abony, Clostridium
perfringens, Yersinia enterocolitica, Staphylococcus aureus, L. monocytogenes,
Shigella flexneri o Escherichia coli. Todos los procedimientos de PCR fueron
llevados a cabo de acuerdo con los protocolos proporcionados con el producto.
También se incluyé la cepa 1763 de E. coli perteneciente al cepario del
Departamento de Medicina y Zootecnia de Aves de la FMVZ-UNAM como un
control negativo adicional. Los componentes de la muestra y de los controles que
se utilizaron en cada reaccion de PCR y las condiciones de amplificacion se

describen en los cuadros 3 y 4, respectivamente.

La presencia o ausencia de ADN de Campylobacter spp. se evalué analizando la
amplificacion del fragmento diana que se visualiza en tiempo real en una grafica
generada por el software 2.1.0 de aplicacion EndPoint analisys del Rotor-Gene®,
en el que un resultado positivo fue visible como un punto final por encima del

umbral de deteccion.
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RESULTADOS

Deteccion de Campylobacter spp. por el método convencional

Por siembra directa solo fue posible observar el crecimiento de colonias
sospechosas en el medio CHROMagar (74 %) y ninguna fue visible en Campy-
Cefex y mCCDA debido a la abundante presencia de microorganismos
competidores. En contraste por filtracién se logré obtener crecimiento compatible
con Campylobacter spp. en 11% 67 % y 86 % en los medios Campy-Cefex,
mCCDA y CHROMagar respectivamente (Cuadro 6).

El método convencional permiti6 el aislamiento de colonias sospechosas a
Campylobacter spp. en 26 de las 100 muestras analizadas, las cuales fueron
confirmadas como bacterias Gram negativas con morfologia con forma espiral y
curveada (Figura 2); Sin embargo, la identificacion de especie de estos
aislamientos por las pruebas de oxidasa, produccion de catalasa y pruebas de
sensibilidad al acido nalidixico y a la cefalotina no fue posible debido a que los

resultados obtenidos en las mismas no fueron concluyentes.

El numero de aislamientos obtenidos en cada uno de los medios selectivos se
muestra en el cuadro 7. En el se observa que, 21 de los 26 aislamientos crecieron
solo en uno de los tres medios selectivos, mientras que el resto de los
aislamientos presentaron crecimiento simultdneo en dos o tres de los mismos.
Ademas, los medios mCCDA y CHROMagarTM mostraron menor invasiéon de

microorganismos de competencia que el Campy-Cefex.

Solo uno de los aislamientos crecid simultaneamente en los tres medios de cultivo

y correspondio a una muestra de hisopo cloacal.

En total, en el medio mCCDA se lograron 17 aislamientos, en CHROMagar 11 y

solo cuatro con el medio Campy-Cefex.
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La distribucion de las muestras positivas a Campylobacter spp. a lo largo de la
linea de procesamiento se muestra en el cuadro 8; en él se puede observar que el
microorganismo estuvo presente en los cinco lotes de pollo de engorda
analizados. Solo el primer lote resulté positivo a la presencia de Campylobacter
spp. en las cuatro etapas de muestreo, mientras que los lotes dos y tres tuvieron
presente al microorganismo desde el desplumado hasta el enfriado. En el lote
cuatro no se aislé al Campylobacter spp. en la recepcion de aves vivas ni en el
area de enfriado, mientras que el lote 5 solo fue positivo en el area de eviscerado
y enfriado. Campylobacter spp. fue aislado con mayor frecuencia en el area de
eviscerado, 56%, las areas con menor frecuencia de aislamientos fueron la
recepcion de aves vivas, desplume y enfriado con 4%, 24% y 20% muestras

positivas respectivamente.

Deteccion de Campylobacter por PCR

En el cuadro 5 se resumen los resultados de la deteccion de Campylobacter spp.
por el ensayo de PCR en tiempo real. De las 100 muestras que se incluyeron en
este estudio, 20 provenientes de aves vivas y 57 de lavado de canal (25 de
desplume, 24 de evisceracion y 8 de enfriado), fueron positivas a la presencia de
Campylobacter spp., por lo que 77% de las muestras del presente trabajo fueron
positivas a la presencia de este microorganismo; mientras que 23% fueron
negativas. El mayor numero de muestras negativas se obtuvo en las muestras

provenientes del area de enfriado 68 %.

Debido a que el kit mericon® Campylobacter triple es especifico para la deteccion
de las especies termotolerantes, sin diferenciar entre ellas, no se determiné cual
de las especies de Campylobacter fue la predominante en cada una de las etapas
del muestreo. Se puede observar la presencia generalizada de Campylobacter
spp. en la linea de proceso del pollo ya que se obtuvieron muestras positivas en

los cinco lotes de pollos y en los cuatro puntos de muestreo.
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De igual manera, los resultados visualizados en la grafica de amplificacién del
ensayo molecular en el area de enfriado sugieren que las muestras tomadas en
las areas de recepcion de aves vivas, desplume y eviscerado contenian mayor
cantidad de ADN del patégeno, ya que el valor de Ct para las muestras en estos
sitios de muestreo fue menor que los valores de Ct obtenidos en las muestras del
area de enfriado, como se observa en la figura 1; en la que se presenta la
distribucion de los valores de Ct de las muestras consideradas positivas, de
acuerdo a los valores obtenidos a 40 ciclos. Sin embargo, debido a que no se
establecié una curva de calibracion que permitiera determinar los valores de Ct de
las muestras con el objetivo de obtener una cuantificacion precisa del patdégeno

estos valores no son concluyentes.
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DISCUSION
El objetivo de este estudio fue demostrar la presencia de Campylobacter spp. a lo

largo de la linea del procesamiento primario del pollo de engorda, desde las aves
vivas previo a su ingreso a la sala de sacrificio, y hasta las canales al salir del
tanque de enfriamiento. Los resultados comprobaron que, a pesar de la diferencia
en el numero de muestras positivas a Campylobacter spp. obtenidas en cada uno
de los métodos de deteccion utilizados, fue posible detectar la presencia del

patdgeno en las cuatro etapas del procesamiento primario analizadas.

Lo anterior, sugiere que existe el riesgo de exposicion del consumidor con
Campylobacter spp., ya que el pollo de engorda con frecuencia es portador
asintomatico de este patdgeno, y es generalmente en el rastro cuando el riesgo de
contaminacion de las canales se incrementa (Berndtson et al.,, 1996). Por lo
anterior, es vital para la industria avicola, el analisis de muestras y la obtencién
rapida de resultados que le permitan aplicar las acciones preventivas y correctivas
que reduzcan o eliminen el riesgo de contaminacién de la canal durante el
procesamiento primario de aves comerciales. Por lo cual, los hallazgos de esta
investigacion pueden ofrecer una base para considerar a Campylobacter spp.
como un agente patdogeno que debe considerarse durante la elaboracién del
analisis de los peligros microbiologicos que pueden presentarse durante el
procesamiento del pollo de engorda en el establecimiento Tipo Inspeccion Federal

en el que se realizé el estudio.

Aunque el objetivo de la presente investigacion no fue la comparaciéon entre el
método convencional y molecular para la deteccién de Campylobacter spp, los
resultados muestran que los 26 aislamientos sospechosos fueron identificados
como positivos a las especies termofilas de Campylobacter por el método
molecular. Estos resultados son parecidos a los encontrados por Kulkarni et al
(2002) quienes, al comparar las técnicas de cultivo bacteriano y el PCR para la
identificacion de Campylobacter spp. en 343 muestras de heces de ave obtuvieron

23 muestras positivas en uno o mas de los métodos utilizados, de las cuales 18
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fueron identificadas como C. jejuni por PCR y 14 solo a nivel de género por cultivo

selectivo.

Asimismo, la mayor cantidad de muestras positivas a Campylobacter spp. por
PCR, comparado con las obtenidas por el aislamiento, coincide con un estudio de
Al Amri et al. (2007), quienes detectaron especies termofilas de Campylobacter
mediante un ensayo de PCR en 30 muestras clasificadas como negativas tras su
cultivo en medios selectivos. De manera similar, lvanova et al. (2014) sefialaron
que la prueba de PCR es un método sencillo, especifico y rapido que se puede
utilizar para la identificacion rapida, fiable y sin ambiguedades de C. jejuni en
muestras de ave; tras observar que 36 de 40 muestras positivas a Campylobacter
por medio de PCR fueron positivas también al agente por el método de siembra
directa en el medio mCCDA en un total de 73 muestras obtenidas en diferentes
sitios a lo largo de la linea de procesamiento en dos establecimientos de sacrificio

de aves.

La utilidad de la técnica de PCR en la industria avicola para la deteccion y
cuantificacion de patégenos ha sido ampliamente evaluada y aceptada ya que,
permite detectar incluso aquellas células del microrganismo que se encuentran en
un estado viable no cultivable y que no son detectadas por el método de
aislamiento convencional. Sin embargo, debido a que una de las limitaciones de la
prueba molecular radica en que la amplificacion del material genético se puede
producir tanto por las células viables como las muertas (Linton et al., 1997;
Oyarzabal et al., 2005, Persson et al., 2005) en este estudio se realizd también la
deteccion de Campylobacter spp. por el método convencional con la intencion de

evidenciar la presencia de células viables del patdégeno en las canales.

Con base en lo anterior, los aislamientos obtenidos sugieren la presencia de
células viables de la bacteria en las canales, a pesar de las medidas sanitarias
implementadas en el rastro y permite suponer que las canales de pollo pueden ser
una fuente de infeccién en humanos al salir del rastro. Aunque, como se muestra

en los resultados, después de la etapa de enfriamiento de las canales se observo
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una disminucion en el numero de muestras positivas a Campylobacter spp. en

ambos métodos de deteccion.

Debido a que el objetivo de esta investigacion fue determinar la presencia o
ausencia de Campylobacter spp. no fue posible evaluar si el numero de células
presentes en las canales al salir del area de enfriado se encontraba con una
concentracion suficiente para considerarse una dosis infectiva (~ 500 ufc) para los
seres humanos (FAO, 2001). No obstante, la inclusion de analisis microbiolégicos
cualitativos en canales, como el que se realizé en el presente estudio es de suma
importancia para demostrar la presencia de patoégenos durante el procesamiento
primario del pollo de engorda que permita estimar si un patdogeno en este caso,
Campylobacter spp. debe ser considerado a lo largo de la linea de proceso para
reducir al minimo la contaminacién de las canales y por ende asegurar su

inocuidad al salir del rastro.

Los resultados muestran que el lote 1 fue positivo en el area de recepcion de aves
vivas, tanto por la prueba tradicional como por PCR, los lotes dos al cinco fueron
positivos solo por PCR, lo que pudo favorecer la diseminacion del patégeno al
interior del establecimiento, ya que, de acuerdo con Jeffrey et al. (2001), la
principal fuente de contaminacion por Campylobacter spp. en canales de pollo
incluye la fuga de materia fecal contenida en la cloaca, la contaminacion de las
plumas durante el transporte al rastro, asi como practicas de limpieza y
desinfeccion inadecuadas de los vehiculos de transporte de las aves entre lotes.
De manera coincidente Kotula et al. (1995) y Stern et al. (2001) informaron que
después del transporte de aves al rastro las poblaciones de Campylobacter spp.
aumentan significativamente y alcanzan niveles de 10 68 a 10 &7 UFC/g, por lo que
concluyeron que existe una correlacidon positiva entre la prevalencia de lotes de
pollos colonizados por el patdgeno y la frecuencia de canales contaminadas con la

bacteria.

Con base en lo anterior, los resultados del presente estudio indican que los

ensayos de PCR se pueden utilizar en conjunto con el método de cultivo
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convencional para mejorar la velocidad y la precision de la deteccion e
identificacion de Campylobacter spp. Conforme a estas observaciones se
considera que el kit QIAsymphony®AS mericon® Campylobacter PCR permite
demostrar la presencia de especies termdfilas de Campylobacter en muestras de

hisopos cloacales y enjuagues de canal de ave.

La deteccion de muestras positivas a Campylobacter spp. por el método
convencional pudo verse afectada negativamente por el crecimiento excesivo de
otras bacterias competidoras en los medios de cultivo las cuales complicaron la
recuperacion de colonias del patdogeno, previamente Jgrgensen et al. (2002)
demostraron algunas dificultades en la deteccién del patdégeno en muestras de
carne de pollo debido a la presencia de biota competidora. Esto particularmente
puede ser cierto en el caso del medio mCDDA, ya que Hilbert et al. (2010)
observaron que la presencia Pseudomonas y otros microorganismos como
Proteus mirabilis, Citrobacter freundii, Micrococcus luteus y Enterococcus faecalis
inhibieron el crecimiento de Campylobacter jejuni, al usar los medios selectivos
mCCDA y Skirrow.

En el presente estudio se observd que el medio Campy-Cefex mostr6 mayor
susceptibilidad a la contaminacion con microrganismos de competencia,
principalmente Proteus, y menor eficiencia en el aislamiento de Campylobacter
spp. que los medios mCCDA y CHROMagar™ lo que coincide con un estudio de
Davis y Conner (2007) quienes informaron que Pseudomonas, Proteus vy
Lactobacillus disminuyeron el crecimiento y la supervivencia de Campylobacter
jejuni en el medio Campy-Cefex, de manera similar Chon et al. (2012) observaron
que la tasa de aislamiento del patégeno en el agar Campy-Cefex fue la mas baja
tras comparar la eficacia del medio de enriquecimiento Bolton en tres medios
selectivos Campy-Cefex, Preston y mCCDA. No obstante, otros autores como
Oyarzabal et al. (2005) y Potturi-Venkata et al. (2007), no observaron diferencias
significativas en las tasas de aislamiento de Campylobacter spp., de los enjuagues

de canal entre el medio mCCDA y el Campy-Cefex.
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Los resultados del medio de cultivo CHROMagar™ para el aislamiento de
Campylobacter spp., revelaron que bajo las condiciones de esta investigacion, el
numero de aislamientos positivos obtenidos fueron cercanos a los obtenidos con el
medio mCCDA, este ultimo considerado por la FDA, la Organizacion de
Estandares Internacionales (ISO) y por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) como el medio de cultivo idoneo en la deteccién cualitativa y
cuantitativa de especies termotolerantes de Campylobacter. Sin embargo, este
medio CHROMagar™ Campylobacter alin se encuentra en etapa de evaluacion y
validacién para ser utilizado en la deteccion, aislamiento y diferenciacion de
Campylobacter jejuni, C. coli y C. lari, por lo que la futura incorporacion de este
medio en los laboratorios de microbiologia de los alimentos dependera de
evaluaciones cientificas que validen la sensibilidad y costo equiparable con los

medios de cultivo selectivo que se utilizan actualmente.

Aunque la presente investigacion, los resultados de las pruebas bioquimicas y
sensibilidad a antibidticos para la identificacion de la especie de Campylobacter en
los 26 aislamientos no fueron concluyentes, se puede sugerir que los aislamientos
obtenidos pertenecen a cualquiera de las tres especies termotolerantes de
Campylobacter que con mayor frecuencia se encuentran en las muestras de
origen aviar, es decir, C. jejuni, C. coli o C. lari. (Man et al., 2011; Gharst et al.,
2013; Taylor et al., 2013); ya que las condiciones de temperatura de incubacion de
las muestras fueron de 40° C con el propdsito de minimizar el crecimiento de
microbiota contaminante y favorecer el crecimiento 6ptimo de las especies
termdfilas del patégeno; ademas de los resultados positivos obtenidos con el kit de
PCR QIAsymphony®AS mericon® Campylobacter triple, el cual es especifico para

la identificacion de C. jejuni, C. coliy C. lari.

De acuerdo con Ivanova et al., (2014), en los afos recientes se recomienda la
utilizaciéon de métodos moleculares para facilitar la identificacion de especies de
Campylobacter en los alimentos debido a las inconsistencias y dificultades en la
identificacion del agente por pruebas bioquimicas, ya que se ha informado de

cepas de Campylobacter jejuni negativas a la hidrolisis del hipurato (Van Landuyt
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et al., 1987) aun cuando se consideraba que C. jejuni era la unica especie de
Campylobacter positiva a esta prueba. Por otro lado, la sensibilidad al acido
nalidixico que solia ser una de las caracteristicas frecuentemente utilizadas para la
identificacion de la especie hoy en dia ha revelado que existen problemas en la
interpretacion, debido al aumento de cepas de C. jejuni y C. coli resistentes, y

también al aislamiento de C. lari sensibles a este antibiético.

En México, no existen estudios cientificos publicados que analicen la presencia de
Campylobacter durante el procesamiento del pollo de engorda, a pesar de que
diversos trabajos han reconocido la correlacion positiva que existe entre la
contaminacion de las canales durante el procesamiento primario y la presentacion
de campilobacteriosis en humanos como consecuencia del consumo de carne

contaminada con este patogeno.

En este estudio el 77% y 26% de las muestras fueron positivas a Campylobacter
spp. por PCR y el método convencional respectivamente. Lo que es consistente
con los hallazgos de Figueroa et al. (2009) quienes encontraron 72% y 36% de
muestras contaminadas con Campylobacter spp. en cuatro etapas del
procesamiento de aves en dos plantas chilenas por medio de PCR y método
convencional respectivamente. Por otro lado, Wieczorek et al. (2012) detectaron al
patégeno en 74 y 75.4% las canales de aves con el método convencional durante
un estudio en Polonia realizado entre el 2004 y 2005. Del mismo modo, otros
estudios informaron resultados similares en la prevalencia de Campylobacter spp.
en canales de pollo, con incidencias de 56.3% y 87.5% (Hue et al.,, 2010;
Kovalenko et al., 2013).

Por otra parte, diversas investigaciones consideran que las etapas de desplume y
evisceracion de las canales durante el procesamiento son criticas, debido a que
pueden generar una elevacion en el recuento de microorganismos patdégenos
sobre las canales como resultado de la contaminacién de los equipos, superficies
de trabajo y agua de proceso, lo que queda demostrado en el presente trabajo en

el que se observo un incremento en el numero aislamientos de Campylobacter
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spp. en el area de desplume, 24 % y evisceracion, 56 % en comparacién con los
obtenidas en el area de enfriamiento de canales, 20 % por medio del método de

deteccidén convencional.

De igual manera los resultados por PCR mostraron un incremento en el porcentaje
de muestras positivas durante estas dos etapas con el 100 % y 96 %
respectivamente. Asimismo, los valores de Ct obtenidos en las muestras durante
el desplumado y evisceracion sugieren que podrian haber contenido mas ADN del
patdogeno ya que la fluorescencia se detectdé en un menor numero de ciclos en
comparaciéon con los que se obtuvieron en el area de enfriado. Sin embargo,
debido a que en este estudio la prueba de PCR tiempo real solo se llevo a cabo a
nivel cualitativo sin establecer una curva de calibracién para obtener una
cuantificacion precisa del patégeno, estos valores no son concluyentes y solo
sugieren que podrian ser una referencia del comportamiento del patégeno durante

el procesamiento del pollo de engorda.

La menor recuperacion de Campylobacter spp. por el cultivo convencional
comparada con la obtenida mediante el ensayo molecular sugiere que este ultimo
tiene mayor capacidad para detectar células que fueron indetectables en los
cultivos como consecuencia del enmascaramiento de las colonias por la biota de
competencia. No obstante, los resultados obtenidos en ambos métodos de
deteccidn en estas areas sugieren que el incremento del patdégeno pudo deberse a
un fendmeno de contaminacién cruzada por la permanencia del patégeno en los
dedos de goma de la desplumadora, equipo de evisceracion o bien en superficies
de contacto con la canal, incluyendo las manos de los operadores de la linea, ya
que algunos estudios como el de Perko-Makela et al., (2009) han relacionado la
capacidad de supervivencia de Campylobacter spp. con la formacion de biofilms
en las superficies de contacto o incluso en las tuberias que abastecen el agua de

proceso.

Otra posibilidad es que el contacto de los dedos de goma y la region celémica de

las canales pudo provocar la liberacién del contenido intestinal sobre la canal y por
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ende la contaminacion de acuerdo con un estudio de Berrang et al. (2011), en el
cual se examino la prevalencia y la cantidad de Campylobacter spp. en las canales
de pollo de engorda en plantas de procesamiento avicola en Estados Unidos
observaron que el recuento de coliformes, E. coli y Campylobacter tuvo un
aumento significativo después del desplume y fue atribuido a la contaminacion del
equipo con las plumas de las aves. Adicionalmente, debe tenerse en cuenta el
agua de goteo del desplume, segun Wempe et al. (1993) quienes aislaron
Campylobacter jejuni en el 94.4 % de las muestras de agua proveniente del area

de desplumado.

Los hallazgos obtenidos en este trabajo con relacion al incremento de muestras
positivas a Campylobacter spp. durante la evisceracion, 56 %, coinciden con
estudios como los de Jacob-Reisma et al. (2000) en Europa, quienes senalaron
que el 80% de las canales examinadas en esta etapa del procesamiento fueron
positivas al patdégeno, y con el de Figueroa et al. (2009) quienes encontraron 90%
y 54% de canales evisceradas positivas a Campylobacter spp. al evaluar dos
plantas de procesamiento. En contraste, el estudio de Cortez et al. (2006) en
Brasil obtuvo solo 5.6% de canales positivas para C. jejuni en la etapa de
eviscerado la explicacion que dieron los autores fue que los lotes analizados

podrian haber estado libres del patégeno desde la granja.

Los resultados obtenidos en el area de enfriado de las canales fueron coincidentes
en ambos métodos de deteccidn, ya que se observo una disminucion en el numero
de muestras positivas a Campylobacter spp. Incluso resulté interesante encontrar
una disminucién de los valores de Ct obtenidos en el ensayo molecular; sin
embargo, debido a las limitaciones del ensayo en el cual no se determind la
concentracion del patdgeno en esta etapa para evaluar si la disminucién fue
realmente significativa, los valores fueron tomados unicamente como una
referencia del posible comportamiento de Campylobacter spp. a lo largo de la linea
de proceso gracias a las diversas acciones para el control de patéogenos
implementados en el establecimiento Tipo Inspeccidon Federal en el que se realiz6

este estudio.
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Resultados diferentes fueron observados por Pezzotti et al. (2003) durante un
estudio de canales a la salida del tanque de enfriamiento en plantas de
procesamiento aviar de ltalia durante el afio 2000 y 2001 en el que demostraron
que 81.3% de las canales estaban contaminadas con Campylobacter spp., sin
embargo, en este estudio no se sefalo si las plantas de procesamiento evaluadas
tenian implementado sistemas de control de patdégenos u otros programas para
asegurar la inocuidad de las canales similares a los establecidos en el rastro TIF

en donde se realizo el presente estudio.

En coincidencia con los resultados de esta investigacion, los hallazgos
presentados en el estudio de Figueroa et al. (2009) sefalan que, al comparar los
recuentos del microorganismos en las canales de aves antes y después del
enfriamiento en dos plantas de sacrificio chilenas se observé una disminucién
significativa en el numero de canales positivas a Campylobacter spp., lo cual fue
atribuible a los beneficios de una concentracién adecuada de cloro y temperatura
del agua en los tanques de enfriamiento. Estas conclusiones se apoyan con las de
Berrang et al. (2004) quienes sefalaron que el uso de cloro en el tanque de
enfriamiento se relaciond con cantidades mas bajas en la concentracion de
Campylobacter spp. en las canales post enfriamiento. La deteccion de la bacteria
en el area de enfriamiento de la canal indica que la posibilidad de contaminacién
cruzada de las canales se puede dar incluso en esta etapa tan avanzada del
procesamiento, lo que coincide con Wempe et al. (1993) quienes recuperaron
Campylobacter spp. en muestras del agua del tanque de enfriamiento en tres

plantas de procesamiento aviar.

Finalmente, a pesar de que los resultados de esta investigacion demostraron la
presencia de Campylobacter spp. en cuatro etapas del procesamiento del pollo de
engorda, éstos no son suficientes para asegurar que al salir del rastro las canales
representan un riesgo potencial para la salud de los consumidores, ya que, de
acuerdo con Stern et al. (2013), es necesario tener en cuenta que la
contaminacion cruzada con este patdgeno puede producirse incluso en el

supermercado donde se expende el pollo e incluso durante la manipulacion,
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preparacion y la refrigeracion casera de este alimento. Por ello, resulta importante
destacar la importancia de generar informacion epidemiolégica nacional sobre
Campylobacter spp. que evidencie la presencia de este riesgo en el
procesamiento del pollo de engorda y permita la conduccion de un analisis de
peligros, el cual es un proceso para valorar la probabilidad de que un peligro se
presente durante la produccion, procesamiento, distribucion, almacenamiento y
preparacion de un alimento. Sin embargo, la aun escasa investigacion en la
deteccion de Campylobacter spp. en la carne de pollo desmerece su importancia
como un agente patdogeno causante de enfermedades gastrointestinales en

humanos.

Aunque los resultados de esta investigacidon solo involucran las condiciones
sanitarias particulares que se llevan a cabo en un establecimiento TIF que influyen
en la permanencia y supervivencia de microorganismos patogenos durante el
procesamiento, se considera que los resultados pueden ser utiles como un modelo
para el desarrollo de otros estudios microbiolégicos que corroboren si los niveles y
frecuencias de Campylobacter spp. encontradas durante el procesamiento del
pollo de engorda en este rastro son similares a los que se pudieran encontrar en

otros establecimientos dedicados al procesamiento de aves comerciales.

Asimismo, la informacion obtenida puede servir como apoyo para evaluar el
riesgo de contaminacion de la canal con este patdégeno y permita adoptar en el
rastro las medidas que reduzcan el numero de canales positivas y mejoren la
calidad microbiolégica de la carne de pollo y con ello se obtengan beneficios para

la salud publica y el comercio internacional de los productos avicolas.
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CONCLUSIONES

e Se demostré la presencia de Campylobacter spp. desde las aves que
ingresaron al rastro hasta las canales de pollo de engorda al salir del

tanque de enfriamiento.

e Con base en los resultados, el kit mericon® Campylobacter triple descrito
en este estudio puede ser utilizado para la deteccion de especies
termotolerantes de Campylobacter en muestras de ave y enjuagues de

canal.

e Bajo las condiciones de este estudio, el medio selectivo mCCDA favorecié
el aislamiento de Campylobacter spp. a partir de muestras de hisopos

cloacales y enjuagues de canal de pollo

o Este es el primer trabajo que muestra informacion local sobre la presencia
de Campylobacter spp. durante el procesamiento primario del pollo de
engorda que puede ser de utilidad durante el analisis de peligros, etapa
fundamental en la elaboracion e implementacion del sistema HACCP en los

establecimientos dedicados al sacrificio y procesamiento de aves.
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ANEXOS

Cuadro 1. Identificacion de los puntos de muestreo en la planta de
procesamiento para el aislamiento e identificacion de Campylobacter.

Identificacion Punto de muestreo®* No. muestras/lote Tipo de muestra

A Enfriamiento
] Enjuague de canal
B Eviscerado
C Desplumado 5
D Recepcion de aves Hisopo cloacal
vivas

* El muestreo se realizé en sentido contrario al flujo de operaciones para evitar la contaminacion cruzada

Cuadro 2. Caracteristicas bioquimicas de especies termofilas de Campylobacter

C. jejuni C. coli C. lari
Jejuni Doyle
Oxidasa + + + +
Produccion de catalasa + + + +
Produccion de SH2 - - - -
Resistencia al Ac. Nalidixico S S S R
Resistencia a la Cefalotina R \Y R R

(S) sensible (R) resistente (V) variable
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Cuadro 3. Componentes de la muestra y controles utilizados en cada reaccién de

PCR en tiempo real para la deteccion de Campylobacter.

Componente Muestra Control (+) Control (-)
Ensayo mericon® 10 pl 10 pl 10 pl
Muestra ADN 10 pl - -

ADN control (+) - 10 pl -
Diluyente control (-) - - 10 pl
Volumen total 20 ul

Cuadro 4. Condiciones de amplificacion utilizados en el termociclador Rotor-

Gene® para la deteccion de Campylobacter.

Etapa Tiempo  Temperatura (°C)
Activacion inicial 5 min 95 HotStarTaq Plus®
Desnaturalizacion 15 s 95

Alineamiento 15s 60

Extensién 10s 72

No. ciclos 40
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Cuadro 5. Presencia de Campylobacter en muestras de ave (n= 5) en cuatro

etapas del procesamiento primario identificadas mediante PCR en tiempo real.

positivos/total

Etapa Lote (%)
1 2 3 4 5
Recepcién 4 4 2 5 5 20/25 (80)
Desplume 5 5 5 5 5 25/25 (100)
Eviscerado 5 5 5 4 5 24/25 (96)
Enfriado 1 1 2 1 3 8/25 (32)
TOTAL 15 15 14 15 18 77/100 (77)

Cuadro 6. Colonias bacterianas sospechosas a Campylobacter en tres medios
selectivos sembrados con muestras de hisopo cloacal o enjuague de canal (n=
100)

Medio de cultivo

Campy-Cefex mCCDA CHROMagar™
% % %
Método de siembra
Directa 0 0 74
Filtracion 11 67 86

Porcentajes correspondientes al total de muestras sembradas en cada medio (100 en cada uno)
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Cuadro 7. Frecuencia de aislamientos de Campylobacter en tres medios
selectivos a partir de la siembra de colonias sospechosas provenientes de
muestras tomadas en cuatro etapas del procesamiento primario del pollo de
engorda.

Crecimiento de Campylobacter

Solo en un medio* Dos 0 mas medios**

Campy- Cefex mCCDA  CHROMagar mC/Ch CC/mC mC/CC/Ch
Etapa
Recepcion 1
Desplume 6
Eviscerado 2 2 7 2
Enfriado 4 1 1
TOTAL 2 12 7 3 1 1

* Aislamientos identificados exclusivamente en uno de cualquiera de los 3 medios
** Crecimiento simultdneo de Campylobacter en 2 o 3 de los medios (CC: Campy-Cefex; mC: mCCDA,; Ch:
CHROMagar)

Cuadro 8. Frecuencia del aislamiento de Campylobacter en cuatro etapas del
procesamiento primario en canales de pollo provenientes de cinco lotes de aves.

Punto de muestreo

Lote Recepcion Desplume Evisceracion Enfriado
1 1 1 2 1
2 - 2 2 1
3 - 2 2 1
4 - 1 5 -
5 - - 3 2
TOTAL 1/25 (4%) 6/25 (24%) 14/25 (56%) 5/25 (20%)
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Figura 1. Distribucion de muestras positivas a Campylobacter durante el

procesamiento del pollo de engorda detectadas por PCR en tiempo real

Recepcion Desplumado Eviscerado Enfriado

Ciclos

Figura 2. Tincion de Gram en la que Campylobacter se observa como una
bacteria Gram (-) pequefia con forma espiral y curveada
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