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INTRODUCCION
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En los ultimos afios, la ganaderia avicola ha alcanzado la mejor productividad global en el
sector pecuario, siendo actualmente Estados Unidos y China los mayores productores de carne
de ave (MARM, 2010; FAO, 2012; MAGRAMA, 2013). Dentro de esa clasificacién, Espafa ocupa
el undécimo lugar (MARM, 2010), desempenando un papel secundario respecto a la
exportacién e importacién, al considerarse en este sentido un pais autosuficiente

(European Commission, 2011).

Al referirnos a los paises de la Unidn Europea (UE), observamos como Reino Unido es el
mayor productor de carne de pollo con el 14,5 por ciento de la produccidn, seguido de Espafia
(12%) y Francia (11,3%) (MAGRAMA, 2013). En Espafia, el pollo representa el veinte por ciento
del total de produccién de carne, ocupando el segundo lugar después de la carne de cerdo
(MARM, 2010). Por comunidades, Cataluiia es la primera Comunidad Auténoma productora de
carne de pollo (22%), seguida muy de cerca por Andalucia (20%) (MAGRAMA, 2013). En lo
referente a su consumo, hay una clara preferencia por el producto fresco (el 90% de la
produccion total), dejando el pollo congelado principalmente para el desarrollo de productos
transformados. Asi, Andalucia, con el 18 por ciento del consumo nacional, es la primera

consumidora de carne de ave fresca (MARM, 2010).

La mayor parte de la carne de pollo proviene de los broilers (Gallus gallus domesticus),
pollos criados especificamente para la produccién de carne, siendo las lineas Ross y Cobb las
mas comunes en Andalucia. El Registro General de Explotaciones Ganaderas (REGA) sefialé que
el nimero de explotaciones de broilers en Espafia en 2013 fue de 5.040. Concretamente en
Andalucia, aparecen 812 explotaciones, siendo la segunda Comunidad Auténoma con mayor
nimero de explotaciones de pollo para carne, solo por detras de Catalufia

(1.009 explotaciones) y por delante de Galicia (722 explotaciones).

Podemos decir que el sector avicola de carne en Espafia se caracteriza por un sistema de

produccion intensivo (European Commission, 2011). Ademas, segun un informe emitido en
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2006 por la empresa Alimarket S.A. (empresa lider en generacién de contenidos de
informacién econdmico-sectorial en Espafia), el noventa por ciento del pollo comercializado en
Espafia estd controlado por empresas que integran el proceso de produccién y transformacion.
Asi, el 65,2 por ciento del mercado espafiol esta distribuido entre diez empresas integradoras,
tres de ellas cooperativas. De este modo, las granjas de las reproductoras y las salas de
incubacién suelen ser propiedad de la empresa integradora quien suministra al granjero,
ademds de los pollitos, el pienso y la asistencia técnica y veterinaria necesaria. Asi, el granjero
trabaja para la compaiiia integradora realizando en su granja todas las faenas que requiere el
cebo durante alrededor de cincuenta dias en los que los animales alcanzan el peso suficiente
para ser sacrificados. Finalmente, la empresa realiza la carga y el transporte de los pollos desde

la granja al matadero y el granjero percibe de la integradora un pago por sus servicios.

En la etapa de sacrificio y procesado, el grado de integracién vertical es también muy alto.
En el matadero los animales son sacrificados y las canales se evisceran, refrigeran y clasifican a
la vez que se llevan a cabo exigentes controles de calidad y trazabilidad. Asimismo, las
empresas integradas son responsables del transporte de las canales a las salas de despiece,
plataformas de distribucién o carnicerias tradicionales. EIl nimero de mataderos de pollo en
Espafia esta en torno a los ciento cincuenta, la mayoria de ellos de pequefio tamafio, con una
capacidad de produccién de unas cinco mil toneladas de canales al afio. Por otra parte, los
mataderos de mayor capacidad son generalmente propiedad de las empresas integradoras
mas importantes en Espafia, generando unas 21.000 toneladas de canales de pollo al afio, lo
qgue supone el 65 por ciento de la produccion total de carne de nuestro pais

(European Commission, 2011).

Desde el aifo 2005, la campilobacteriosis representa la zoonosis mas importante a nivel
mundial (WHO, 2011; EFSA Journal, 2012a; OIE, 2013), alcanzando los 220.209 casos
confirmados en la Unién Europea en el afio 2011 (EFSA Journal, 2013). Esta enfermedad se
transmite a los humanos sobre todo por el consumo de carne de pollo (WHO, 2011), hecho
que condiciona su mayor repercusion a medida que aumenta el consumo de carne de pollo.
Las estimaciones para los proximos veinte afos a este respecto sugieren un aumento
exponencial en el consumo de este tipo de carne superando incluso al consumo de carne de
cerdo por lo que se torna urgente el establecimiento de adecuadas medidas para el control de
esta enfermedad (Fig. 1) (Aho, 2012). Ademds del consumo de carne de pollo, el contacto con
animales de compafiia también supone una importante via de infeccién para las personas

(EFSA Journal, 2005; Workman vy cols., 2005); hecho a destacar puesto que, segin datos del
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2009, existen cinco millones de perros censados que conviven como mascota en casi la mitad

de los hogares espafioles (49,3%) (ANFAAC, 2009).

Figura 1. Consumo mundial per capita de carne de cerdo, pollo y ternera
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La campilobacteriosis humana es causada principalmente por las especies C. jejuniy C. coli
(OIE, 2008) aunque C. lari y C. upsaliensis presenta también una importancia notable (Labarca
y cols., 2002; EFSA Journal, 2012a). En los humanos, Campylobacter causa gastroenteritis
(WHO, 2011) describiéndose también infecciones extraintestinales especialmente en personas
con inmunosupresion (De Vries y cols., 2008). Por el contrario, en los animales,
C. jejuni y C. colino causan enfermedad clinica, excepto en casos esporadicos de abortos en
rumiantes y casos muy raros de hepatitis en avestruces (OIE, 2008). En los perros sin embargo,
este hecho es controvertido al demostrar algunos estudios que tanto C. jejuni
como C. upsaliensis pueden causar gastroenteritis en perros (Olson y Sandstedt, 1987),

mientras que otros indicarian lo contrario (Leonard y cols., 2011; Stavisky y cols., 2011).

Las diferentes especies del género Campylobacter estan ampliamente distribuidas tanto en
los animales destinados al consumo humano o productores de alimentos, como en los
animales de compaiiia. De esta forma, es posible encontrar esta bacteria como comensal del
tracto digestivo de los broilers (Ansari-Lari y cols., 2011), vacas de leche (Englen y cols., 2007),
cerdos (Keller y cols., 2007), cabras, patos (Chattopadhyay y cols., 2001), ovejas, pavos,

avestruces (Siemer y cols., 2004), ciervos, jabalies, liebres (Engvall y cols., 2002) y mariscos



(O’Leary y cols., 2011); asi como en perros (Koene y cols., 2009) y gatos (Wieland y cols., 2005).
En este sentido, Keller y cols. (2007) demostraron que dependiendo del hospedador, podemos
encontrar distintas especies de Campylobacter predominantes. Asi, las especies aisladas con
mayor frecuencia en broilers son C. jejuniy C. coli (Keller y cols., 2007; Ansari-Lari y cols., 2011;
Henry y cols., 2011), siendo C. jejuni y C. upsaliensis las predominantes en perros

(Hald y cols., 2004).

Como se apuntaba anteriormente, la carne de pollo cruda o cocinada insuficientemente es
la fuente mas importante de campilobacteriosis para los humanos (Sheppard y cols., 2009),
siendo un destacado factor de riesgo la contaminacion cruzada entre la carne de pollo cruda y
las manos o utensilios de cocina (cuchillos, tablas de cortar) (Luber y cols., 2006). No obstante,
existen otras categorias de alimentos que pueden estar implicadas en la transmisidn, tales
como la carne de cerdo mal cocinada, la leche mal pasteurizada o cruda, y el agua sin
potabilizar. Ademads, existen otras vias de infeccidén diferentes a la alimentaria que también
deben ser consideradas, como el contacto con los animales de abasto, la transmisidon persona

a persona y el contacto con perros y gatos (EFSA Journal, 2005).

Para reducir los niveles de contaminacién de Campylobacter en la produccién primaria y
por consiguiente en la carne de pollo que llegard al consumidor (Rosenquist y cols., 2003) es
fundamental profundizar en el estudio de la epidemiologia de esta bacteria en las granjas de
broilers, pues existen aln lagunas que impiden su comprensién de forma completa (Humphrey
y cols., 2007). El hecho de que la transmision horizontal es responsable de la colonizacién del
aparato digestivo de los broilers se ha demostrado en numerosos estudios (Pérez-Boto y cols.,
2010; Newell y cols., 2011). Sin embargo, el papel de la transmisidn vertical desde los padres a
sus descendientes no esta claro (Callicott y cols., 2006), siendo poco frecuente que los broilers

estén infectados antes de los 14 dias de edad (Bull y cols., 2006; Hansson y cols., 2007).

Hay estudios que apuntan que son varias las fuentes de infeccién que pueden jugar un
papel importante en la epidemiologia de Campylobacter en las granjas de broilers. Asi, Ridley y
cols. (2011) aislaron Campylobacter en los alrededores de una granja antes de que esta
bacteria fuese detectada en los broilers dentro de la nave. Ademds, Campylobacter se ha
aislado en gorriones (Sippy y cols., 2012) y moscas (Choo y cols., 2011) capturados en granjas.
Por otra parte, factores tales como la presencia de varias naves en una granja (Lyngstad y cols.,
2008; Henry y cols., 2011), la mayor edad de los animales (Ansari-Lari y cols., 2011), el

suministro de agua sin desinfectar para los broilers (Sasaki y cols., 2011), la falta de limpieza en
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las naves o la presencia de otros animales a menos de un kilémetro de la granja suponen un
riesgo para la infeccidn. Por el contrario, cambiarse el calzado con mayor frecuencia antes de
entrar en la nave o no llevar a cabo la despoblacion parcial de la granja han demostrado ser

factores de proteccion (Hansson y cols., 2010).

En el momento del sacrificio y procesado de los broilers, llegan al matadero un elevado
numero de lotes infectados con Campylobacter (EFSA Journal, 2012a), lo que permite aislar al
agente a lo largo de todas las etapas de la cadena del procesado (Melero y cols., 2012). La
evisceracién y el contacto con las instalaciones y el agua de escaldado contaminada con
Campylobacter pueden dar lugar a contaminaciones cruzadas en las canales (Chantarapanont y
cols., 2004). Por otra parte, se ha descrito como a lo largo de la cadena en el matadero el
numero de Campylobacter en las canales puede disminuir por el agua de escaldado o Ia
refrigeracion, aunque estas fases del procesado no son efectivas para eliminar por completo el
microorganismo en el producto final que llega hasta el consumidor (Rosenquist y cols., 2006).
Este hecho explica la alta prevalencia (75,8%) de canales de pollo contaminadas con
Campylobacter en la UE en el afio 2008 (EFSA Journal, 2010), siendo C. jejuni mas frecuente
que C. coli (EFSA Journal, 2010). En Espafia, durante ese mismo afio la prevalencia de canales

contaminadas (92,6%) fue mayor que la media de la UE (EFSA Journal, 2010).

En cuanto a los perros domésticos, anteriormente se ha sefialado que podemos encontrar
Campylobacter en el aparato digestivo de estos animales (Koene y cols., 2009), demostrandose
su papel como fuente de infeccién para los humanos (Workman y cols., 2005). De hecho,
diversos estudios consideran que aproximadamente el seis por ciento de los casos de
campilobacteriosis humana se deben al contacto con animales domésticos (Tenkate y Stafford,
2001; Rossi y cols., 2008). Por lo tanto, aunque el consumo de carne de pollo es la causa mas
importante de campilobacteriosis humana, no hay que desestimar que el contacto con perros

supone también una posible via de infeccién.

Por otra parte, al tratarse Campylobacter de un patégeno zoondtico, la aparicién de cepas
resistentes aisladas a partir de reservorios animales presenta serias implicaciones en salud
publica, siendo la eliminaciéon de estas resistencias uno de los principales retos sanitarios del
siglo XXI (Moore y cols., 2006). La resistencia de Campylobacter frente a distintos
antimicrobianos han sido descritas tanto en cepas aisladas en broilers (Avrain y cols., 2003a) y
carne de pollo (Ge y cols., 2003), asi como en perros domésticos (Acke y cols., 2009a). Por lo

general, Campylobacter presenta menos resistencia frente a la gentamicina y la eritromicina
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(Lee y cols., 2004; Acke y cols., 2009a; Krutkiewicz y cols., 2009), aunque hay estudios que
muestran un aumento en el nimero de aislamientos resistentes a la eritromicina (81,8%)
(Tsai y cols., 2007). En general, la resistencia de Campylobacter frente a los antimicrobianos
ha aumentado a lo largo de los ultimos afios, especialmente en el caso de las fluoroquinolonas,
tratamiento de eleccién en humanos, lo que supone importantes consecuencias para la salud

publica (Lubery cols., 2003).

Dado que la campilobacteriosis es la zoonosis mas frecuente a nivel mundial y la principal
causa es el consumo de carne de pollo, consideramos de gran interés su estudio, sobre todo al
no existir en Espafa trabajos previos sobre las fuentes y factores de riesgo asociados a la
infeccion de Campylobacter en los lotes de broilers en granja. Ademds, este estudio aporta
datos sobre la prevalencia de las distintas especies de Campylobacter, estimdndose su
frecuencia a lo largo del procesado en el matadero (desde el sacrificio hasta la carne de pollo
que llegard al consumidor) y los puntos criticos para la contaminacion de las canales. Al mismo
tiempo, hemos incluido el estudio de la frecuencia de infeccion de Campylobacter en perros y
los factores de riesgo asociados en esta especie. Por ultimo, debido a su repercusion en salud
publica se ha determinado el perfil de resistencia frente a diversos antimicrobianos de los
aislamientos de Campylobacter procedentes de broilers, de carne de pollo y de perros

domeésticos.
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HISTORIA E IMPORTANCIA ECONOMICA

La primera descripcion de las bacterias del género Campylobacter podria remontarse al
siglo XIX, cuando Escherich observé unos microorganismos con forma de espiral en muestras
de heces y en el aparato digestivo de niflos que murieron como consecuencia de un proceso
de gastroenteritis (Fig. 2) (Escherich, 1886, Butzler, 2004). Estos hallazgos pasaron inadvertidos
durante décadas hasta que en 1985 se sugirid6 que podria tratarse de Campylobacter

(Kist, 1985; Butzler, 2004).

Figura 2. Publicacion y dibujo original del microorganismo en forma de espiral observado por
Escherich (1886) en el aparato digestivo de los nifios fallecidos por gastroenteritis
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En veterinaria, los primeros hallazgos datan de hace mas de un siglo cuando en
1909 McFadyean y Stockman aislaron una bacteria desconocida parecida a un vibridn en fetos
de ovejas (McFadyean y Stockman, 1913). Afios mas tarde, Smith (1919) encontrd en abortos
de bovinos una bacteria que describié como un espirilo, llegando a la conclusidn de que se
trataba del mismo agente encontrado en 1909. Asi, puesto que la morfologia era parecida a un
vibrion, Smith y Taylor (1919) propusieron para este microorganismo el nombre de
Vibrio fetus. Por otro lado, Jones y cols. (1931) observaron en heces de terneros unos
vibriones a los que llamaron Vibrio jejuni y Doyle (1948) se refirié con el nombre de Vibrio coli

a bacterias observadas con la misma morfologia en cerdos con disenteria.
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En humanos, el primer brote de campilobacteriosis documentado data de 1938 cuando se
constaté la presencia de V. jejuni en 355 personas con gastroenteritis que habian consumido la

misma leche (Levy, 1946; Butzler, 2004).

El género Campylobacter no se establecid hasta 1963; al encontrarse que en realidad estos
microorganismos no tenian las mismas caracteristicas bioquimicas que los del género Vibrio
(Sebald y Véron, 1963). Diez afios mas tarde, Vibrio jejuni y Vibrio coli pasaron a ser
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli, respectivamente (Véron y Chatelain, 1973),
mientras que Smibert los agrupd a ambos como C. fetus subespecie jejuni en 1974. La razoén
por la que hasta los afios 70 existen pocos documentos sobre campilobacteriosis, a la que
llamaban vibriosis, fue la ausencia de las técnicas selectivas de cultivo necesarias para el
aislamiento de este organismo en heces, por lo que la infeccién podia ser diagnosticada solo a
partir de la sangre de infecciones con bacteriemia, realizando el diagndstico mediante caldos
de cultivo de sangre o la observacidn directa al microscopio (Butzler, 2004). En la década de los
70, Dekeyser y cols. (1972) publicaron el primer aislamiento de Campylobacter en las heces de

una mujer con bacteriemia, demostrandose la infeccidn intestinal como el origen de ésta.

Asimismo, se demostrd la capacidad de Campylobacter de colonizar el aparato digestivo de
los animales, encontrdndose una estrecha relacién antigénica entre las cepas de
Campylobacter aisladas en los animales y los humanos (Butzler, 1974; Hastings, 1978). Mas
tarde, Skirrow (1977) describié una técnica sencilla para el cultivo de C. jejuniy C. coli a partir
de muestras de heces de humanos, desarrolldndose a continuacion medios selectivos que
hicieron  posible que el aislamiento de Campylobacter se incluyera en la practica
microbioldgica (Butzler y cols., 1983; Bolton y cols., 1984; Goossens y cols., 1986; Karmali y
cols., 1986; Goossens y cols., 1989). Finalmente, los estudios de Penner y Hennessy (1980) y
Lior y cols. (1982) permitieron la serotipificacion de las cepas, técnica que sigue siendo la base
de la caracterizacién de cepas de Campylobacter (Butzler, 2004). No fue hasta los afios
80 cuando Campylobacter fue reconocido como la causa mas frecuente de gastroenteritis
bacteriana en el hombre (Butzler, 2004), seifialando como fuente de infeccion mas importante
para los humanos el consumo de carne el pollo (Barot y cols., 1983; Lindblom y cols., 1986;
Hood y cols., 1988). Desde entonces, ademds de la preocupacién por reducir las tasas de
infeccidn por Campylobacter en broilers (Thorén y cols., 1988; Neill y cols., 1984; Lindblom y
cols., 1986), se realizaron los primeros estudios sobre la importancia de la
contaminacién de la superficie de la carne de pollo durante el procesado en el matadero

(Simmons y Gibbs, 1979; Barot y cols., 1983; Hood y cols., 1988).
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Al mismo tiempo, Skirrow (1981) se refirié a la transmision de Campylobacter desde los
perros domésticos a las personas como una “nueva zoonosis”. De esta forma, el nombre de la
especie C. upsaliensis, predominante en perros junto con C. jejuni (Hald y cols., 2004), fue
propuesto en 1986 por Sandstedt y Ursing, siendo identificada previamente como
Campylobacter spp. dentro del grupo de las cepas de Campylobacter catalasa negativas o
débilmente positivas (Sandstedt y cols., 1983). A su vez, se mostraba interés sobre la infeccidn
de las personas con cepas de Campylobacter resistentes a los antimicrobianos comenzando asi
los primeros estudios sobre este tema (Taylor y cols., 1981; Vanhoof y cols., 1982; Tenover y

cols., 1985).

A pesar de la alta prevalencia de infeccién que las cepas de Campylobacter presentan en
animales de produccion y de compaifiia, solamente se trata de un comensal intestinal que no
causa enfermedad de forma primaria y sin graves repercusiones econdmicas (WHO, 2011). De
forma esporadica, C. jejuni puede causar abortos en rumiantes (Wagenaar y cols., 2006), asi como
casos de hepatitis en gallinas (Burch, 2005) y avestruces (OIE, 2008) o procesos de gastroenteritis
en perros, procesos estos Ultimos discutidos al encontrar diversos estudios resultados opuestos

(Burnens y cols., 1992; Rossi y cols., 2008; Leonard y cols., 2011; Stavisky y cols., 2011).

En los Estados Unidos se ha estimado que reducir la presencia de Campylobacter en los
alimentos podria prevenir costes de hasta 5,6 billones de délares anuales en el tratamiento de
la campilobacteriosis en humanos (Buzby y cols., 1997). Asimismo, el coste de esta zoonosis en
Nueva Zelanda en base al nimero de enfermedades agudas, muertes y complicaciones
secundarias alcanzd los 4,48 millones de ddlares en el afio 1995 (Withington y Chambers,
1995). En la UE se estima que hay aproximadamente nueve millones de casos de
campilobacteriosis humana por ano, suponiendo unos costes anuales de 2,4 billones de euros
(EFSA Journal, 2011). Concretamente, en Espafia se considerd que el coste en el afio
2001 ascendido a mas de 103 millones de euros con 231.817 casos diagnosticados

(Garcia y cols., 2006).

ETIOLOGIA

Segun la décima edicién del Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology el género
Campylobacter pertenece al reino bacteria, filo Proteobacteria, clase Epsilonproteobacteria

(Garrity y cols.,, 2005), orden Campylobacteriales (Garrity y cols., 2003) y familia
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Campylobacteraceae (Vandamme y cols, 2005). Actualmente, se reconocen veintidds especies
incluidas dentro de este género: C. fetus (especie tipo), C. hyointestinalis, C. lanienae,
C. sputorum, C. mucosalis, C. concisus, C. curvus, C. rectus, C. gracilis, C. showae,
C. hominis, C. jejuni, C. coli, C. lari, C. insulaenigrae, C. canadensis, C. upsaliensis y
C. helveticus (Debruyne y cols, 2008), sumandose C. avium (Rossi y cols., 2009) y
C. cuniculorum (Zanoni y cols., 2009) en el afio 2009, asi como C. ureolyticus en el 2010 por la
reclasificacion de Bacteroides ureolyticus (Vandamme y cols., 2010) y C. troglodytis en el

2011 (Kaury cols., 2011).

Asi, las especies que constituyen este género son gram negativas, no sacaroliticas, con
requerimientos de crecimiento microaerdbico, no forman esporas y tienen bajo contenido de
guanina y citosina (entre el 29 y el 47% molar). Su morfologia es curvada, en forma de S o
espiral, aunque en algunas especies puede predominar la forma recta, con unas dimensiones
entre 0,2 a 0,8 um de ancho y 0,5 a 5 um de largo (Debruyne y cols., 2008). Ademas, pueden
mostrar forma esférica o cuerpos cocoides en cultivos no recientes, considerandose que son
formas degenerativas mas que un estado latente del organismo (lkeda y Karlyshev, 2012). Son
bacterias moviles que cuentan con un solo flagelo polar sin vaina en uno o ambos extremos,
presentando un movimiento similar al realizado por un sacacorchos (Hendrixson y cols., 2001;
Debruyne y cols., 2008; Yamamoto y cols., 2013), excepto las especies C. gracilis (Debruyne y
cols., 2008) y C. hominis (Lawson y cols., 2001), no méviles y C. showae (Etoh y cols., 1993) que
cuenta con multiples flagelos. De esta forma, la motilidad mediada por los flagelos se reconoce
como uno de los mayores factores que contribuyen a la virulencia de Campylobacter

(Guerry, 2007).

Campylobacter crece bajo condiciones microaerdbicas si el hidrégeno, el formato o el
succinato se afiade como fuente de electrones (Debruyne y cols., 2008), pudiendo cultivarse
en atmodsferas con 3-15 por ciento de oxigeno, 2-10 por ciento de diéxido de carbono y 85 por
ciento de nitrégeno (Forsythe, 2000; Garénaux y cols., 2008). No obstante, algunas especies
crecen bajo condiciones anaerdbicas con el fumarato o el nitrato como aceptor de electrones
(Debruyne y cols. 2008). Ademads, las especies de este género tienen un metabolismo
respiratorio quimioorganotrofo, siendo capaces de obtener energia a partir de los aminodcidos
o del ciclo de los 4cidos tricarboxilicos (Debruyne y cols., 2008) y no a partir de los hidratos de
carbono que no fermentan ni oxidan pues carecen de la enzima glucolitica fosfofructoquinasa
(Dasti y cols., 2010). Tampoco hidrolizan el colageno, la caseina, el almidén ni la tirosina

(Debruyne y cols., 2008).
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Su temperatura de crecimiento varia entre los 3 °C y 37 °C (Debruyne y cols. 2008), siendo
la mayoria de las especies incapaces de crecer a menos de 30 °C debido a la ausencia de los
genes que codifican las proteinas de choque térmico (Silva y cols., 2011). No obstante, hay
especies denominadas “termofilicas”, como C. jejuni y C. coli, capaces de crecer entre 37 y
42 °C, con una temperatura optima de 41,5 °C (Silva y cols., 2011), para las que se sugiere el
nombre de “termotolerantes” por no presentar una verdadera termofilia pues no crecen a

partir de 55 °C (Levin, 2007).

Estas caracteristicas, junto con la necesidad de crecer en condiciones microaerdbicas,
reducen la capacidad de estos organismos para multiplicarse fuera de su hospedador asi como
durante el procesado y almacenamiento en los alimentos (Park, 2002). Ademas, su crecimiento
o6ptimo se produce con una actividad de agua (a,) de 0,997 y con una concentracion
aproximada de cloruro sédico (NaCl) al 0,5% m/v, no siendo capaz de crecer en ambientes con
ay menor que 0,987 y concentraciones de NaCl mayores que 2% m/v. También, es incapaz de
crecer con un pH menor a 4,9 y mayor de 9,0, encontrandose su pH éptimo entre 6,5y 7,5

(Silva y cols., 2011).

Sus caracteristicas bioquimicas son la reduccién de fumarato a succinato, la reaccién
negativa del rojo de metilo y la produccion de acetoina e indol; y para la mayoria de las
especies, la reduccién del nitrato, la presencia de la actividad de la oxidasa (excepto para
C. gracilis) y la ausencia de la hidrdlisis del hipurato (excepto para C. jejuni) y de la actividad
lipasa y lecitinasa (Debruyne y cols., 2008). Asi, en la tabla 1 se pueden observar las
caracteristicas fenotipicas y bioquimicas de las especies de Campylobacter de significado

clinico (Lastovica y Allos, 2008).

En este momento, C. jejuniy C. coli son con diferencia las especies enteropatdgenas mas
importantes en humanos, seguidas de C. lari y C. upsaliensis (EFSA Journal, 2012a). Ademas,
C. jejuni es la causa mas frecuente del sindrome de Guillain-Barré, trastorno neuroldgico
autoinmune en el que el sistema inmunitario del cuerpo ataca a la mielina que recubre los
nervios. Cuando esto sucede, los nervios no pueden enviar las sefiales de forma eficaz; el
resultado es la incapacidad de sentir calor, dolor y otras sensaciones, ademas de paralizar
progresivamente varios musculos del cuerpo (Nobuhiro y Hartung, 2012). Del mismo modo, en
el tracto digestivo de los broilers C. jejuni y C. coli son las especies que se aislan con mayor
frecuencia, y en menor proporcién C. lari (Di Giannatale y cols., 2010; Ansari-Lari y cols., 2011);

mientras que en perros lo son C. jejuniy C. upsaliensis (Hald y cols., 2004).
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Tabla 1. Caracteristicas fenotipicas y bioquimicas de las especies de Campylobacter de significado clinico (Lastovica y Allos, 2008)

Produccion de H,S Crecimiento
Hidrdlisis B
Especies o Reduccion Acido Acetato Indoxil H,
Catalasa Arilsulfatasa Pirazinamidasa del Cefalotina H,S Ureasa
subespecies de nitrato nalidixico de TSI 25°C 42°C acetato requerido
hipurato rapido
plomo

C. jejuni subsp.

+ + — + + (S) R — ++ — — + + — —
jejuni biotipo 1
C. jejuni subsp.

+ + + + + (S) R + ++ — — + + — —
jejuni biotipo 2
C. jejuni subsp.

+ - - + (+) s ] - e — -
doylei
C. coli + + — + — S R - ++ — — + + — —
C. fetus subsp.

+ + - — — R S — + - + (—) — — —
fetus
C. upsaliensis (+) + — + — S S — (+) — — (+) + _a —
C. lari + + — + — R R + + — (—) + _ _a (—)
C. hyointestinalis + + — — — R S — 5+ 3+ (+) + — _a —
C. sputorum - + + (+) - R S + 5+ 3+ - + — — (—)
C. concisus — + + + — (R) (S) — 3+ (+) — (—) (—) + —
C. mucosalis — + — — — R S — 5+ + — (—) — + —
C. curvus — + + + — R S — 5+ + — + + + —
C. rectus — + + + — (R) S — 3+ + — + + + —
C. showae + + + ND — R S ND ND + — + + + —
C. gracilis — + ND ND — S R ND ND + ND ND ND + —

+, positivo; (+), la mayoria de las cepas positivas; —, negativo; (—), la mayoria de las cepas negativas; ND, no determinado; R, resistente; (R), la mayoria de las cepas resistentes; S,

sensible; (S), la mayoria de las cepas sensibles.
® Algunas cepas crecen mejor en condiciones microaerofilicas con hidrégeno.
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La especie C. jejuni se divide en dos subespecies: C. jejuni subsp. jejuni y C. jejuni
subsp. doylei, esta ultima sin papel patégeno conocido. Ademads se aisla raramente,
obteniéndose en su mayoria a partir de muestras clinicas de humanos con bacteriemia, sobre
todo en nifios (Debruyne y cols., 2008). La mayoria de las técnicas moleculares comunes en la
identificacion de microorganismos no son adecuadas para la identificacion de estas
subespecies, sugiriéndose el empleo a tal efecto de una PCR multiple basada en el locus nap
(Miller y cols., 2007). De igual modo, debido a las limitaciones para la diferenciacion
bioquimica entre las cepas de C. coli y C. jejuni subsp. jejuni, se han desarrollado métodos

genotipicos que facilitan esta tarea (Sails y cols., 2001; Amri y cols., 2007).

Por otro lado, C. lari se ha aislado a partir de contenidos intestinales de gaviotas (Moore y
cols., 2002) y otros animales como los broilers (Di Giannatale y cols., 2010) y el marisco (Endtz
y cols., 1997), asi como del agua del rio (Van Dyke y cols., 2010). En humanos, se ha aislado a
partir de heces diarreicas, casos de bacteriemia y otras infecciones extraintestinales (EFSA
Journal, 2012a). Las cepas de la especie C. lari se incluyen en el grupo de las especies del
género Campylobacter “termdfilas” y fueron diferenciadas de C. jejuni y C. coli por su
resistencia al acido nalidixico, su crecimiento en anaerobiosis con la presencia de clorhidrato
de N-6xido de trimetilamina, y mas tarde también por la ausencia de la hidrdlisis del acetato
de indoxil (Debruyne y cols., 2008). Sin embargo, se han identificado cepas sensibles al acido

nalidixico y/o productoras de ureasa que complican esta diferenciacion (Endtz y cols., 1997).

De la misma forma, las cepas de C. upsaliensis son organismos “termdfilos” catalasa
negativos o débilmente positivos (Debruyne y cols., 2008) y han sido aislados a partir de heces
de humanos con gastroenteritis (Couturier y cols., 2012), asi como de perros y gatos (Rahimi y
cols., 2012). Ademas, se han descrito cepas de C. upsaliensis asociadas con abortos,
abscesos mamarios, infeccion de proétesis de rodilla y el sindrome urémico-hemolitico en
humanos (Debruyne y cols., 2008). Asimismo, hay estudios en todo el mundo que
implican a C. upsaliensis como patdégeno entérico en el hombre, y en algunas
regiones es la especie de Campylobacter aislada con mayor frecuencia tras C. jejuni

(Lindblom y cols., 1995; Bourke y cols., 1998).

Respecto al aislamiento de las especies de Campylobacter, no existe ningun protocolo
sencillo para aislar de forma rutinaria todas ellas, siendo la mejor solucién metodoldgica la
aplicacién simultanea de una atmdsfera microaerdbica con hidrégeno, un método de filtracion

y un medio selectivo (Debruyne y cols., 2008). Sin embargo, las especies predominantes
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implicadas en las infecciones humanas pueden crecer en atmésfera microaerdbica y en medio

selectivo sin la necesidad de usar hidrégeno (Baylis y cols., 2000; Silva y cols., 2011).

En los ultimos afios se han desarrollado distintos métodos mdas o menos rapidos para la
deteccidén y confirmaciéon de Campylobacter, tales como la hibridacién fluorescente in situ
(FISH) (Lehtola y cols., 2006), la aglutinacidon en latex (Wilma y cols., 1992) o los métodos
fisicos de enriquecimiento (filtracién) (Baggerman y Koster, 1992). Si bien, la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) es el método mas eficaz para la confirmacion de los resultados

(Silva y cols, 2011).

EPIDEMIOLOGIA

Distribucidn geografica y reservorios

La campilobacteriosis humana representa actualmente la zoonosis mas importante a nivel
mundial (WHO, 2011) y aunque su incidencia estda aumentando en todo el mundo, aun es
necesaria mas informacién sobre su prevalencia en los paises en vias de desarrollo

(Coker y cols., 2002).

La presencia de Campylobacter como comensal del tracto digestivo de los animales esta
muy extendida en todo el mundo, encontrandose incluso en pingliinos de lugares tan aislados
como la Antartida (Griekspoor y cols., 2009). En Europa, la presencia de Campylobacter en
broilers se ha constatado en Suecia (Hansson y cols., 2010), Alemania (Nather y cols., 2009),
Gran Bretafia (Ellis-lversen y cols., 2009), Noruega (Lyngstad y cols., 2008) o Italia (Di
Giannatale y cols., 2010); a partir de perros domésticos en Reino Unido (Parsons y cols., 2009),
Dinamarca (Hald y cols., 2004) o Suiza (Wieland y cols., 2005) y en otros animales como en
cerdos (Payot y cols., 2004) o ganado bovino (Chéatre y cols., 2010) en Francia y ovejas

en Escocia (Garcia y cols., 2010), entre otros.

Del mismo modo, en Africa, donde la mayor parte de los paises se encuentran en vias de
desarrollo, se ha aislado Campylobacter en distintas regiones como Kenia, donde se han
observado en animales de produccién como cerdos, pollos, cabras, ganado vacuno, ovejas y
patos, asi como en perros domésticos (Turkson y cols., 1988); Etiopia, donde se encontré en
pollos y cerdos (Kassa y cols., 2007); en ovejas en Nigeria (Raji y cols., 2000) o en broilers y

gallinas ponedoras en el sur del continente (Bester y Essack, 2008).
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Por otro lado, en el sureste de Asia se ha encontrado Campylobacter en aves domésticas
en Tailandia (Boonmar y cols. 2005), asi como en broilers (Saleha, 2002), patos (Adzitey y cols.,
2012) y aves silvestres (Ganapathy y cols., 2007) en Malasia. En paises de Oriente Medio, se
aislé en aves domésticas, vacas, caballos y camellos en Irdn (Baserisalehi y cols., 2007) o en
pollos en Jordania (Osaili y cols., 2012). Ademas, en Asia oriental, se obtuvieron aislamientos a
partir de broilers en China y Japén (Chuma y cols., 2001; Chen y cols., 2010) y en ganado

bovino (Giacoboni y cols. 1993), perros y gatos en Japén (Misawa y cols., 2001).

En Oceania se ha aislado Campylobacter en distintas especies animales en Australia como
perros y gatos (Baker y cols., 1999) o ganado bovino y ovejas (Bailey y cols., 2003), y en aves

domeésticas (Bates y cols., 2004) y terneros en Nueva Zelanda (Grinberg y cols., 2005).

Por ultimo, se ha encontrado Campylobacter en los animales ubicados en América del Sur,
como perros, gatos (Tamborini y cols., 2012), gallinas y pollos en Argentina (Notario y cols.,
2011); en América Central a partir de cerdos en San Salvador (Pinochet y cols., 1988) o en

Ameérica del Norte en pavos localizados en Estados Unidos (Olah y cols., 2004).

Para obtener una vision esquemdtica de la enorme difusién de Campylobacter como

habitante del tracto intestinal en los animales, en la tabla 2 se muestra la distribucion mundial

de esta bacteria en diferentes hospedadores.
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Tabla 2. Reservorios de Campylobacter spp. en diferentes estudios a nivel mundial

Broilers/
Continente Regién gallinas Perros/ Cerdos  Bovinos Peq rumiantes Pavos Caballos Camellos Pingiinos . Aves Autores
gatos silvestres
ponedoras
Antartida Georgia del Sur + Griekspoor y cols., 2009
Alemania + Nather y cols. 2009
Dinamarca + Hald y cols., 2004
. Payot y cols., 2004
Francia * * Chétre y cols., 2010
Italia + Di Giannatale y cols., 2010
Europa
P Noruega + Lyngstad y cols., 2008
Ellis-Iversen y cols., 2009
Reino Unido + + + Parsons y cols., 2009
Garciay cols., 2010
Suecia + Hansson y cols., 2010
Suiza + Wieland y cols., 2005
Kenia + + + + + + Turkson y cols., 1988
‘o Etiopia + s Kassa y cols., 2007
Africa
Nigeria + Raji y cols., 2000
Africa del Sur + Bester y Essack, 2008
Tailandia + Boonmar y cols., 2005
Malasia + + Saleha, 2002
Adzitey y cols., 2012
Asia Iran + + + + Baserisalehi y cols., 2007
China + Cheny cols., 2010
Giacoboni y cols., 1993
Japon + + + Chumay cols., 2001
Misawa y cols., 2001
Australia + . + Ba!(er y cols., 1999
. Bailey y cols., 2003
Oceania Bates y cols., 2004
Nueva Zelanda * * Grinberg y cols., 2005
América del Norte s Olahy cols., 2004
America América Central + Pinochet y cols., 1988
América del Sur + + Notario y cols., 2011

Tamborini y cols., 2012
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El reservorio principal de Campylobacter lo constituyen las aves domésticas vy silvestres asi
como vacas, cerdos, ovejas, perros y gatos quienes albergan al microorganismo en el tracto
digestivo (EFSA Journal, 2012a). Estos reservorios se comportan como portadores
asintomaticos, presentando la enfermedad clinica en raras ocasiones (OIE, 2008). Ademas, en
cada uno de los reservorios predominan unas especies determinadas de Campylobacter,
siendo C. jejuni y C. coli las especies aisladas con mayor frecuencia en broilers (Ansari-Lari y
cols., 2011, Henry y cols., 2011); mientras que C. jejuni y C. upsaliensis lo son en perros (Hald y
cols., 2004). En la figura 3 se muestran las principales especies de Campylobacter aisladas en

distintos reservorios, siendo C. jejuni la mas difundida (Keller y cols., 2007).

Figura 3. Distribucion de las especies de Campylobacter en diferentes reservorios
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Fuente: Keller y cols., 2007

Los roedores (Meerburg y Kijlstra, 2007) y los insectos, como moscas (Choo y cols., 2011) o
escarabajos (Hazeleger y cols., 2008), asi como los mamiferos salvajes (Lillehaug y cols. 2005) y
los reptiles (Dingle y cols. 2010) también pueden actuar como reservorios. Del mismo modo, el
agua subterrdnea, de la lluvia y de los rios (Savill y cols., 2001), incluso las amebas (Axelsson-
Olsson y cols., 2005) puede suponer importantes reservorios de Campylobacter en el medio

ambiente.

Indicadores epidemioldgicos y de salud

El porcentaje medio de lotes de broilers positivos a Campylobacter en la UE fue de
75,8 por ciento en el afilo 2008, con una variacidén entre los distintos paises entre el dos y el
cien por cien de lotes infectados, encontrandose Espafa entre aquellos con un mayor

porcentaje de lotes positivos (88%), solo por detrds de Malta y Luxemburgo (96,8% y 100%,
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respectivamente) (Fig. 4) (EFSA Journal, 2010). Por el contrario, los niveles mas bajos de
infeccién (menos del 6%) se han observado en Estonia, Finlandia y Noruega (EFSA Journal,
2012a). Respecto a las especies de Campylobacter aisladas, C. jejuni es la mas comun,

seguida de C. coliy C. lari (Keller y cols., 2007; EFSA Journal, 2012a).

Figura 4. Prevalencia de Campylobacter spp. en lotes de broilers de la UE en 2008
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Si atendemos a las canales de pollo, en el afio 2008 la prevalencia de Campylobacter en la
UE fue del 75,8 por ciento (oscilando entre 4,9% y 100%) (EFSA Journal, 2010). Sin embargo, el
porcentaje medio de carne de pollo fresca en la UE contaminada con Campylobacter en el aiio
2010 fue de 29,6 por ciento, mucho menor que la encontrada en las canales, variando desde
un 3,1 hasta un 90 por ciento (EFSA Journal, 2012a). En lo referente a las especies de
Campylobacter, como ocurre en los lotes de broilers, C. jejuni se aisla con mayor frecuencia,

seguida de C. coliy C. lari (EFSA Journal, 2010; EFSA Journal, 2012a).

De acuerdo con la alta proporcién de canales de pollo contaminadas con Campylobacter
en la UE, Espaia es uno de los paises con mayor proporcién de canales contaminadas con esta
bacteria (92,6%) (EFSA Journal, 2010), asi como de carne de pollo fresca (tabla 3)

(EFSA Journal, 2012a).
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Tabla 3. Campylobacter en carne de pollo fresca en Espafia, 2008-2010

2010 2009 2008
Origen
N % positivos N % positivos N % positivos

Mataderos 139 44,6 72 95,8 420 86,2
Plantas de

178 74,7 99 70,7 50 58,0
procesado
Comercios 126 25,4 273 49,5 165 13,3

Fuente: EFSA Journal, 2012a

Por otra parte, mas del cincuenta por ciento de los perros domésticos pueden estar
infectados con Campylobacter (Hald y cols., 2004), siendo C. jejuni, C. upsaliensis y C. coli las

especies mas frecuentes en estos animales (EFSA Journal, 2012a).

En cuanto a la campilobacteriosis humana, ya desde el afio 2005 Campylobacter ha sido la
primera causa de zoonosis en la mayoria de los paises del continente europeo (EFSA Journal,
2012a). Asi, el nimero de personas afectadas ha seguido aumentando de forma significativa
hasta alcanzar los 220.209 casos confirmados en 2011 (EFSA Journal, 2013), siendo los nifios
menores de cinco afios los que concentran el mayor nimero de casos (126,8 por
100.000 habitantes) (EFSA Journal, 2012a). Si lo analizamos por paises encontramos tasas de
incidencia por cada 100.000 habitantes que varian entre los 221 casos en Malta y los 18.372 de
la Republica Checa (OIE, 2013). En la figura 5 se muestra la tasa de incidencia real estimada de

la campilobacteriosis humana en la UE (EFSA Journal, 2011).

En el resto del mundo, la campilobacteriosis fue también la zoonosis con mayor nimero de
casos en paises como Nueva Zelanda (7.033), Australia (17.723), Israel (4.866) (OIE, 2013) o

Estados Unidos (2,4 millones de casos al afio) (Mead y cols., 1999).

Concretamente en Espafia, la campilobacteriosis fue la zoonosis mds relevante con
5.463 casos en el afio 2011, seguida de la salmonelosis con 3.779 casos y la leishmaniosis
con 232 casos (OIE, 2013). Asi, en la figura 6 se puede observar el nimero de casos de
campilobacteriosis en comparacion con el nimero de casos de salmonelosis en humanos

desde el afio 2005 hasta el afio 2011 en nuestro pais (OIE, 2013).
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Figura 5. Tasa de incidencia real estimada de la campilobacteriosis humana en la UE
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Figura 6. Niumero de casos de campilobacteriosis y salmonelosis humana en Espana,
2005-2011
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No obstante, la tasa de letalidad de esta zoonosis es baja (0,22%) siendo causante de la
muerte de 266 personas en la UE durante el afio 2010 (EFSA Journal, 2012a). Asimismo, a
pesar de que Campylobacter causa el mayor nimero de casos de gastroenteritis en

humanos, solamente es responsable del 8,9 por ciento de los casos de brotes de origen
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alimentario, precedido tanto de Salmonella (30,5%) como de los agentes viricos (15,0%)

(EFSA Journal, 2012a).

De esta forma, la especie de Campylobacter asociada con mayor frecuencia con la
campilobacteriosis humana en la UE fue C. jejuni (35,7%), con el 93,4 por ciento de los casos
confirmados a nivel de especie, seguida por C. coli (2,3%), C. lari (0,22%) y C. upsaliensis

(0.006%), aunque otras especies también pueden estar implicadas (EFSA Journal, 2012a).

Factores de riesgo relacionados con el hospedador
A continuacién se describen aquellos factores de riesgo asociados a la infeccién en las

especies en estudio y en el hombre.

Respecto a los factores de riesgo relacionados con los broilers, el mas importante sin duda
es la edad. Asi, encontramos numerosos estudios que relacionan el riesgo de infeccién con el
aumento de la edad de estos animales (Barrios y cols., 2006, Arsenault y cols., 2007a),
aumentando de forma significativa en los broilers de entre 29 y 35 dias de edad, y mas aun en
los animales de entre 36 y 42 dias en comparacidn con los broilers de entre 22 y 28 dias de
edad (Bouwknegt y cols., 2004). El estudio de Ansari-Lari y cols. (2011) indican la existencia de
un riesgo de infeccion cinco veces mayor cuando la edad de los broilers es mayor o igual a

45 dias.

En cuanto a la raza y el sexo de estos animales, son pocos los autores que han encontrado
relacion entre estos factores y la infeccion con Campylobacter, siendo la mayoria los que
apuntan que no tienen efecto sobre la prevalencia de Campylobacter en los lotes de broilers

(Adkin y cols., 2006).

Por otra parte, la mayor parte de los estudios no han encontrado un aumento del riesgo de
infeccién con Campylobacter en lotes de broilers con alguna enfermedad previa (Adkin y cols.,
2006); si bien, Bull y cols.,, (2008) describen una asociacion entre los lotes positivos a
Campylobacter y la presencia de dermatitis digital u otra enfermedad en los broilers, observando
ademas, tasas mayores de prevalencia intrarrebafio (70%-100%). Estos resultados indican como

mejorando la salud de los broilers se podria reducir la infeccidon por Campylobacter.

Del mismo modo que en los broilers, numerosos estudios han descrito la edad como el

factor de riesgo mas importante para que un perro esté infectado con Campylobacter,
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presentando los perros jovenes un mayor riesgo de infeccion (Torre y Tello, 1993; Sandberg y
cols., 2002; Engvall y cols., 2003; Guest y cols., 2007; Acke y cols., 2009b; Westgarth y cols.,
2009; Parsons y cols., 2009). Asi, encontramos estudios que describen un mayor aislamiento
de cepas de Campylobacter en perros menores de seis meses de edad (Torre y Tello, 1993;
Acke y cols., 2009b), 6 menores de un afio (Sandberg y cols., 2002; Engvall y cols., 2003; Hald y
cols., 2004). Ademas también se han descrito diferencias entre las especies de Campylobacter,
teniendo mayor riesgo de estar infectados con C. upsaliensis los perros menores de tres anos,

mientras que para C. jejuni la edad no parece ser factor de riesgo (Wieland y cols., 2005).

Respecto a la raza, la mayoria de los autores no encuentran relacidn entre este factor y la
infeccion con Campylobacter en perros (Wieland y cols., 2005; Parsons y cols., 2009), en
contraste Westgarth y cols. (2009) encontraron un aumento significativo de aislamientos de

Campylobacter en razas de tamafio pequefio.

Por otra parte, no se han encontrado diferencias entre el sexo del animal y la infeccién con
Campylobacter (Workman y cols., 2005; Tsai y cols., 2007), aunque Hald y cols. (2004)

observaron mayor nimero de machos infectados que de hembras.

Finalmente, el factor mas controvertido es la asociacién o no de una mayor prevalencia de
Campylobacter en perros con diarrea existiendo autores que no han encontrado diferencias
significativas entre los perros con diarrea y sanos (Sandberg y cols., 2002; Rossi y cols., 2008;
Leonard y cols., 2011; Stavisky y cols., 2011) y autores que han aislado con mayor frecuencia
Campylobacter en perros con diarrea (Acke y cols., 2009b; Chaban y cols., 2010), sefialando
que esto hecho solo era cierto en los perros mas jovenes (Burnens y cols., 1992). En este
sentido, se han establecido también relaciones entre los perros con parvovirosis vy
Campylobacter, afectando esta coinfeccion a la gravedad y al prondstico de la enfermedad

(Workman y cols., 2005).

En el hombre, la edad también es un importante factor de riesgo, apareciendo durante la
infancia y de nuevo en la edad adulta temprana un mayor numero de casos de
campilobacteriosis (Acheson y Allos, 2001; Green y cols., 2006). No obstante, hay estudios que
describen que esta enfermedad es mas frecuente solo en nifios (Tenkate y Stafford, 2001; EFSA
Journal, 2012a), existiendo la posibilidad de que los factores de riesgo puedan ser diferentes

para cada grupo de edad especifico (Unicomb y cols., 2005).
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Respecto al sexo, no se ha encontrado que sea un factor de riesgo (Gillespie y cols., 2002),
aunque algunos estudios sefialen que la campilobacteriosis fue mas frecuente en hombres que

en mujeres (Green y cols., 2006).

Por ultimo, padecer alguna enfermedad también puede suponer un factor de riesgo para
los humanos. De esta forma, se asocia un mayor riesgo de campilobacteriosis en pacientes con
SIDA (Robinson y Pugh, 2002), diabetes mellitus (Neal y Slack, 1997), ulcera péptica, hernia de

hiato o problemas intestinales inferiores (Danis y cols., 2009).

Factores de riesgo relacionados con el manejo y medio ambiente
Al igual que en el punto anterior, se exponen los factores de riesgo relacionados con el

manejo y medio ambiente en broilers, perros y humanos.

Son numerosos los estudios sobre los factores de riesgo y la infeccién con Campylobacter
en granjas de broilers que demuestran que existen una gran variedad de ellos relacionados
tanto con el manejo como con el medio ambiente. Entre ellos, uno de los mds importantes, es
la falta de barreras higiénicas (Hald y cols., 2000; Hansson y cols., 2010; Henry y cols., 2011;
Adkin y cols., 2006). Asi, se ha demostrado como el hecho de que el personal de la granja no
lleve puesta su ropa de trabajo exclusivamente en la nave supone un aumento del riesgo
(Cardinale y cols., 2004), de igual forma se ha observado que existe un riesgo mayor si el vacio
sanitario de la nave es menor que 14 dias (Hald y cols., 2000). En contraste, la aplicacién de
medidas especificas de higiene durante el periodo de cria, tales como lavarse las manos antes
de entrar en la nave (Van de Giessen, 1996), eliminar el estiércol fuera de la granja (Cardinale y
cols., 2004), usar desinfectante en la limpieza haciéndola en profundidad en los alrededores de
la granja (Cardinale y cols., 2004; Henry y cols., 2011) y en las instalaciones del agua (Evans y
Sayers, 2004), cambiarse de calzado para entrar en cada nave (Van de Giessen y cols., 1996;
Hansson y cols., 2010), asi como el uso apropiado de pediluvios desinfectantes (Van de Giessen

y cols., 1996; Evans y Sayers, 2004) se ha asociado con una disminucidn del riesgo de infeccion.

Asimismo, la mayoria de los estudios indican que la practica de la despoblacion parcial
en los broilers de una granja supone un importante factor de riesgo de forma que
disminuye si la despoblacién parcial en la granja no se realiza nunca o en raras ocasiones

(Hald y cols., 2000; Adkin y cols., 2006; Hansson y cols., 2010).
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Otros factores como el suministro de agua procedente de una fuente privada (Jonsson y
cols., 2012) o no tratatada (Kapperud y cols., 1993; Haruna y cols., 2011; Sasaki y cols., 2011)
asi como la acidificacién del agua (Refrégier-Petton y cols., 2001) o el uso de bebederos de

tetina se han asociado con un riesgo para la infeccién de los lotes (Nather y cols., 2009).

La ventilacién también se ha sefialado como un factor asociado con esta infeccién en los
broilers, observandose un incremento del riesgo de infeccidn en los lotes ubicados en naves
con distribucion de aire estatico (Refrégier-Petton y cols., 2001); en naves con un sistema de
ventilacién vertical (Barrios y cols., 2006) encontraron un aumento del riesgo, asi como en

naves con ventilaciéon mixta: vertical y horizontal (Guerin y cols., 2007).

También se ha descrito como la administracion de un tratamiento antibidtico después de una
enfermedad (Refrégier-Petton y cols. 2001) o el uso de antibidticos en la etapa temprana del periodo

de produccién disminuyen el riesgo de infeccion con Campylobacter (Ansari-Lariy cols., 2011).

En lo referente a la alimentacidon, se ha observado como el uso de las cajas que
transportan los pollitos desde la incubadora a la granja como bandejas para alimentarlos, en
lugar de bandejas disefadas especificamente para esto supone un factor de riesgo (Cardinale y
cols., 2004). Asimismo, también aumenta el riesgo de infeccidn alimentar a los broilers con

trigo comprado en lugar de con trigo de cosecha propia (Hald y cols., 2000).

Finalmente, en cuanto al personal que trabaja en la granja, se ha asociado con un aumento
del riesgo de infeccidon tanto la presencia de dos o mads personas al cuidado del lote de broilers
(Refrégier-Petton y cols. 2001), como haber estado trabajando con otras aves domésticas o
con cerdos antes de entrar a la nave de broilers (Kapperud y cols., 1993). Ademas, hay autores
gue apuntan que la empresa a la que pertenece la granja de broilers supone también un factor

de riesgo a tener en cuenta (Adkin y cols., 2006).

Respecto a los factores relacionados con el medio ambiente en los broilers, se ha descrito
que la época del afio es uno de los mas importantes (Adkin y cols., 2006) siendo el verano y el
otofio los momentos donde se presenta un mayor riesgo de infeccidon (Refrégier-Petton y
cols., 2001; Bouwknegt y cols., 2004; Jorgensen y cols., 2011), si bien autores como

Kapperud y cols. (1993) realizan esta asociacidén solamente para la estacién de otofio.
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Ademas, la regidn geografica (Kapperud y cols., 1993; Jorgensen y cols., 2011; Sasaki y
cols., 2011; Jonsson y cols., 2012), el afio (Jonsson y cols. 2012) y las caracteristicas
climatoldgicas tales como una mayor temperatura media diaria o la caida de lluvias
torrenciales 11-30 dias antes del sacrificio se han descrito como factores de riesgo para la

infeccidn con Campylobacter (Jonsson y cols., 2012).

Asimismo se ha apuntado que la presencia de otros animales en la granja de broilers es un
factor de riesgo de importancia (Bouwknegt y cols., 2004; Cardinale y cols., 2004; Hansson y
cols., 2010). Asi, se ha descrito como la presencia en la granja de cerdos (Van de Giessen,
1996), ganado bovino, ovejas y otras aves domésticas suponen un factor de riesgo para
que los broilers se infecten con Campylobacter (Cardinale y cols., 2004), ain mas en
ausencia de barreras higiénicas (Hald y cols., 2000). La presencia de escarabajos (Refrégier-
Petton y cols., 2001), asi como de un gran nimero de moscas en una nave con broilers
(Hald y cols., 2008) suponen también factores de riesgo, habiéndose descrito que estos
insectos pueden actuar como reservorios de Campylobacter (Choo y cols., 2011). También
la presencia de ganado bovino, cerdos, aves domésticas o animales de peleteria dentro de
un kilémetro de la granja de broilers puede suponer un aumento del riesgo de infeccidn

(Bouwknegt y cols., 2004; Hald y cols. 2000; Hansson y cols., 2010; Henry y cols., 2011).

La densidad de animales en una granja es un factor que incrementa el riesgo tanto por un
mayor numero de animales en un lote (Barrios y cols., 2006; Nather y cols. 2009), como por el
aumento del nimero de broilers criados al afio en una granja (Arsenault y cols., 2007a).
Asimismo, se ha descrito una mayor prevalencia de Campylobacter en lotes de granjas al aire

libre y granjas organicas (Nather y cols. 2009).

Respecto a las naves en las que se crian los broilers, la presencia de mayor nimero de
naves en una granja se ha asociado con el aumento del riesgo de infeccidn. Asi, la granjas con
varias naves (Henry y cols., 2011), con tres o mas naves (Refrégier-Petton y cols., 2001) o con
cinco o mas naves (Bouwknegt y cols., 2004), presentan un mayor riesgo de infeccién con
Campylobacter. Ademas, otro factor de riesgo asociado a la infeccion es la presencia de suelo
sin cementar (Cardinale y cols., 2004), describiéndose una disminucién del riesgo si las naves
se encuentran en buen estado de reparacién (Evans y Sayers, 2000). Por ultimo, se ha
observado como a medida que el nivel de educacién del propietario de la granja de broilers

aumenta, disminuye el riesgo de infeccion con Campylobacter (Ansari-Lari y cols., 2011).
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Entre los factores asociados con el manejo del perro, la dieta proporcionada supone un
aumento del riesgo de infeccidn si estd constituida de comida cocinada casera o si ésta se
afiade a su alimentacién (Leonard y cols., 2011), asi como de carne cruda (Lenz y cols., 2009) o
golosinas comerciales para perros y/o humanos (Westgarth y cols., 2009). Por otra parte,
existe un mayor riesgo de infeccién con Campylobacter si los perros no han sido tratados con

antibidticos en el mes anterior a la recogida de muestras (Leonard y cols., 2011).

Respecto a los factores de riesgo asociados con el medio ambiente, Damborg y cols. (2004)
sefialaron que Campylobacter fue aislado con mayor frecuencia en perros domésticos que
vivian con personas menores de 17 afios que en los que vivian con personas mayores. Sin
embargo, otros autores encontraron lo contrario sefialando como la ausencia de nifios en el
hogar aumenta el riesgo de infeccion. Ademas, el hecho de que un miembro del hogar tenga
contacto con gatos u otros animales de compaiiia también ha sido descrito como un factor de

riesgo (Leonard y cols., 2011).

Por otra parte, los perros de las ciudades estdn infectados con Campylobacter con mas
frecuencia que los perros que viven en areas rurales (Halds y cols., 2004). Ademas, se ha descrito
que los perros callejeros que fueron adoptados han presentado una mayor prevalencia de

Campylobacter que los perros domésticos (Workman y cols., 2005; Tsai y cols., 2007).

Asimismo, se ha observado que si un perro tiene contacto con otros perros (Buogo y cols.,
1995; Baker y cols., 1999; Damborg y cols., 2004; Westgarth y cols., 2009) o convive con una
alta densidad de poblacion canina durante largos periodos de tiempo (Torre y Tello, 1993) hay
un aumento del riesgo de infeccion con Campylobacter. De igual manera, se ha demostrado
que los perros que tienen un contacto habitual con pajaros y aves domésticas tienen mas

probabilidad de estar infectados con esta bacteria (Wieland y cols., 2005).

En ultimo lugar, la influencia de la época del afio en la infeccion con Campylobacter en
perros difiere entre los diferentes autores. Asi, Sandberg y cols. (2002) encontraron que la
primavera supone un factor de riesgo, mientras que Torre y Tello (1993) observaron una
mayor prevalencia de Campylobacter durante el otofio. Por el contrario, otros estudios no
encontraron relacion entre la época del afio y la infeccién con Campylobacter en perros

(Hald y cols., 2004).
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En el hombre sin embargo, el principal factor de riesgo encontrado por numerosos
estudios es el consumo de carne de pollo (Neal y Slack, 1997; Studahl y Andersson, 2000;
Acheson y Allos, 2001; Rodrigues y cols., 2001; Evans y cols., 2003; Kapperud y cols., 2003;
Neimann y cols., 2003; Friedman y cols., 2004; Kassenborg y cols., 2004; Wingstrand y cols.,
2006; Danis y cols., 2009), especificando que hay un incremento del riesgo si la carne de pollo
gue se consume es fresca y sin congelar (Wingstrand y cols., 2006), esta cocinada de forma
insuficiente (Kapperud y cols., 2003; Neimann y cols., 2003) o si el pollo fue preparado en un

restaurante (Rodrigues y cols., 2001; Friedman vy cols., 2004).

No obstante, Kapperud y cols. (2003) encontraron que es mas probable que la infeccion se
produzca como resultado de la contaminacién cruzada a partir de productos avicolas crudos
que debido al consumo de aves domésticas por si mismo. Por otra parte, el consumo de carne
de pollo de forma regular disminuye el riesgo de padecer la enfermedad respecto a aquellas
que no lo hacen, sugiriendo que el consumo de pollo de forma habitual puede dar lugar al
desarrollo de una respuesta inmune parcial (Tam y cols., 2009). Ademas, aungue en menor
medida, el consumo de otras carnes mal cocinadas (Schonberg-Norio y cols, 2004, Doorduyn y
cols., 2010) o preparadas en restaurantes (Friedman y cols., 2004; Unicomb y cols., 2008)
como el pavo (Kassenborg y cols., 2004), el cerdo (Studahl y Andersson, 2000; Kapperud y
cols., 2003, Neimaan y cols., 2003) o la res (Unicomb y cols., 2008) se ha asociado con un
aumento del riesgo de infeccién. Al mismo tiempo, se ha observado como el consumo de
carne cocinada a la barbacoa o el consumo de comida rdpida dos o mas veces a la semana
supone un factor de riesgo (Studahl y Andersson, 2000; Kapperud y cols., 2003; Neimann y
cols., 2003; Unicomb y cols., 2008; Doorduyn y cols., 2010). Por el contrario, el consumo de
cordero y frutas se asocia con un menor riesgo de infeccion (Kapperud y cols., 2003), aunque
se ha sefialado que el consumo de uvas (Neimann y cols. 2003), y el consumo de verduras

(Evans y cols., 2003; Danis y cols., 2009) aumenta el riesgo.

Por otro lado, se ha observado como beber leche sin pasteurizar (Studahl vy
Andersson, 2000; Neimann y cols., 2003) o de botellas con tapones dafiados por pajaros
(Neal y Slack, 1997) asi como beber agua no tratada son también factores de riesgo

(Kapperud y cols., 2003; Schonberg-Norio y cols., 2004).

Ademas, el contacto directo con animales domésticos como pollos y gallinas (Studahl y
Andersson, 2000; Acheson y Allos, 2001; Potter y cols., 2003), vacas y terneros (Evans y cols.,

2003), ovejas (Danis y cols., 2009), perros y gatos (Neimann y cols., 2003) implica un aumento
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del riesgo de infeccion. Concretamente, se ha observado como el hecho de que los nifios
menores de tres afos convivan con cachorros o pollos como mascotas (Tenkate y Stafford,
2001), asi como la adquisicion reciente de un perro, suponen un factor de riesgo para la
infeccidn con Campylobacter (Tam y cols., 2009). Asimismo, Green y cols. (2006) encontraron
que las zonas geograficas con mayor densidad de animales correspondian con las que

presentaban mayor incidencia de campilobacteriosis humana.

También se han descrito factores de riesgo asociados al ocio tales como bafiarse en
fuentes naturales de agua (Schénberg-Norio y cols., 2004), la natacidon (Unicomb y cols., 2008)
o los viajes al extranjero (Neal y Slack, 1997; Neimann y cols., 2009; Rodrigues y cols., 2001;

Kassenborg y cols., 2004; Unicomb y cols., 2008).

Respecto a los tratamientos médicos, las personas que se medican con omeprazol, H, y
antagonistas H, (Neal y Slack, 1997), inhibidores de la bomba de protones (Doorduyn y
cols., 2010) o 4cido supresores presentan mayor riesgo de infeccién con Campylobacter

(Tam y cols., 2009).

Por ultimo, cabe destacar la tendencia estacional de la campilobacteriosis en humanos,
con mayor nimero de casos en verano y otofio (Green y cols., 2006). Asi, en la UE se refleja
esta tendencia durante los meses de verano desde junio a agosto y gradualmente va
decreciendo desde septiembre hasta diciembre (EFSA Journal, 2012a). Ademas, se ha descrito
como las personas que viven en zonas rurales (Green y cols., 2006; Bessell y cols., 2010) y las
personas mas necesitadas son los grupos que presentan mayor riesgo de infeccidn

(Olowokure y cols., 1999; Simonsen y cols., 2008; Bessell y cols., 2010).

Factores de riesgo relacionados con el agente

El mayor desafio para Campylobacter, que debe ser capaz de sobrevivir en el tracto
intestinal de los animales y los humanos y causar infeccidn, es su supervivencia en el medio
ambiente pues se expone a temperaturas por debajo de su temperatura minima de
crecimiento, asi como al oxigeno, la desecacién y otros factores de estrés ambiental

(Park, 2002).

A diferencia de otros patégenos transmitidos por los alimentos, Campylobacter es
aparentemente fragil, incapaz de crecer en presencia del aire ni de multiplicarse fuera del

hospedador, ademas de altamente susceptible a una serie de condiciones ambientales (Park,
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2002). A pesar de estas dificultades, Campylobacter ha logrado ser la primera causa de

enfermedad transmitida por los alimentos en los seres humanos (WHO, 2011).

Asi, estos organismos son sensibles a la desecacién (Moriarty y cols., 2011), a los procesos
de calentamiento como la coccién y la pasteurizacion (WHO, 2011), a la irradiacién (Kudra y
cols., 2012) y a las condiciones acidas (Chaveerach y cols., 2003). Ademas, se ha comprobado
gue aunque Campylobacter puede sobrevivir a temperaturas de refrigeracion y congelacion, el
numero y la viabilidad de las unidades formadoras de colonias (UFC) disminuyen de forma

notable (Bhaduriy Cottrell, 2004; EI-Shibiny y cols., 2009a).

Igualmente, Campylobacter es sensible a la mayoria de los desinfectantes como el alcohol
etilico, la formalina (10%) y los compuestos yodéforos y de amonio cuaternario (Wang y cols.,
1983), sugiriéndose un tiempo de exposicion mayor de cinco minutos para asegurar su
efectividad (Avrain y cols., 2003b). De esta forma, es posible la eliminacién de Campylobacter
del agua mediante un método de cloracion estandar cuando es de baja turbidez (WHO, 1996;
Ford, 1999). No obstante, la interaccidn con los protozoos del agua tales como Acanthamoeba
castellani y Tetrahymena pyriformis, que actlan como reservorios protectores para
Campylobacter en los sistemas de agua potable, puede hacer que los desinfectantes como el
cloro sean menos efectivos (King y cols., 1988, Snelling y cols., 2005), hecho que podria
explicar que la cloracion del agua potable suministrada a los broilers no evite que se infecten

con Campylobacter (Stern y cols., 2002).

Como mecanismo de defensa en el medio ambiente, en condiciones desfavorables tales
como la falta de nutrientes en ambientes acuosos o la entrada en fase estacionaria,
Campylobacter muestra un estado viable pero no cultivable (VPNC) (Moore y cols., 2006). En
este estado Campylobacter deja de tener una forma espiral mdvil para presentar una
morfologia cocoide, siendo controvertido el hecho de que pueda convertirse de nuevo en
forma cultivable infectante (lkeda y Karlyshev, 2012). No obstante adn no se conoce del todo
cual es la importancia de estas formas VPNC con respecto a la infeccién de los animales y de los
humanos con Campylobacter, pudiendo incluso ser diferente segun la cepa de Campylobacter y

la especie animal a la que infecte (Medema y cos., 1992; Van de Giessen y cols., 1996).

Por otra parte, se cree que Campylobacter puede responder a los cambios que se generan en
el entorno mediante la sintesis de determinados componentes que regulan una serie de genes

qgue a la vez mejoran su capacidad de supervivencia en el medio. Estos componentes son la
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histidina quinasa sensorial, localizada en el citoplasma y un regulador de respuesta localizado en
la membrana citoplasmatica. Asi, mientras que la histidina quinasa tiene como funcién la
deteccion externa, los reguladores de respuesta funcionan como efectores para responder a los
cambios frente a los estimulos ambientales (Murphy y cols., 2006). Ademas, durante la fase de
crecimiento se secretan una serie de proteinas extracelulares que inducen una mayor tolerancia
frente al estrés ambiental (Murphy y cols., 2003). Alguna de estas proteinas pueden transferirse

de unas cepas a otras, dando proteccién a todas las cepas presentes (Murphy y cols., 2006).

Otro mecanismo de resistencia de numerosas bacterias es la formacion de biofilm, una
sustancia polimérica extracelular en la que un conjunto de células quedan protegidas pudiendo
aumentar su capacidad para sobrevivir en condiciones extremas y protegidas frente a la
inactivacién por el oxigeno, las bajas temperaturas o la falta de nutrientes (Murphy y cols., 2006).
De este modo, Campylobacter puede formar biofilm en medios acuaticos (Buswell y cols., 1998)
y en superficies de plastico de poliestireno, vidrio o acero inoxidable caracteristica que adquiere

un papel muy importante en el entorno del procesado de alimentos (Gunther y Chen, 2009).

Son numerosas las instituciones entre las que se incluye la Organizacién Mundial de la
Salud (WHO) que se han hecho eco en sus foros y publicaciones de la trascendencia que
tienen las resistencias antimicrobianas para la salud publica, situdandolas como uno de los
principales retos sanitarios del siglo XXI (Smith y cols., 2001). De hecho, se estima que unas
25.000 personas mueren anualmente en Europa como consecuencia directa de las resistencias
a los antimicrobianos (Baquero, 2010). Por otra parte, el incremento de las resistencias
antimicrobianas debido al uso indiscriminado en los animales destinados al consumo humano

y su emergencia a nivel global son muy preocupantes.

En este sentido, al tratarse de un patdgeno zoondtico, la aparicién de cepas resistentes
aisladas a partir de reservorios animales presenta serias implicaciones en el tratamiento de la
campilobacteriosis humana (Moore y cols., 2006). Asi, la aprobacion del uso de
fluoroquinolonas durante la década de los noventa en aves domésticas en Europa y Estados
Unidos produjo un aumento de las resistencias frente a este grupo de antibidticos en cepas de
Campylobacter aisladas en animales y humanos (Nachamkin y cols., 2002; Smith y Fratamico,
2010), sugiriéndose que estas resistencias podrian persistir durante largos periodos de tiempo
(Price y cols. 2007). Asimismo, se ha observado un incremento en el porcentaje de cepas de
Campylobacter resistentes a macrélidos (Aarestrup y Engberg, 2001), al igual que frente a

tetraciclina (Avrain y cols., 2003 y 2004), presentandose por lo general, la menor resistencia
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frente a gentamicina (Saenz y cols., 2000; Avrain y cols., 2003 y 2004). Ademas, por razones
que hoy en dia no estan claras, las cepas de C. coli suelen ser mas resistentes frente a los
antibidticos que las cepas de C. jejuni (D’lima y cols., 2007; Kim y cols., 2008). Si bien, en los
paises en los que el uso de antibiéticos en la produccién de broilers no es habitual, la

prevalencia de cepas de Campylobacter resistentes es muy baja (Norstrém y cols., 2007).

La campilobacteriosis en los humanos es mas duradera y mas grave si son infectados con
cepas de Campylobacter resistentes a los antimicrobianos, si bien no estd claro si esto es
simplemente por este hecho, o si las cepas resistentes tienden a tener un mayor nimero de
factores de virulencia (Moore y cols., 2006). Por suerte, las personas que presentan
complicaciones debido a la infeccién con Campylobacter son escasas y la mayoria no requieren
antibidticos, tratandose los casos mas severos con macrdlidos, tetraciclina o fluoroquinolonas
aunque el incremento de resistencias antimicrobianas puede comprometer la eficacia de estos
tratamientos (Silva y cols., 2011). Asi, la gentamicina es hoy en dia la alternativa a las
fluoroquinolonas y macrédlidos en las infecciones sistémicas causadas por Campylobacter

(Aarestrup y Engberg, 2001).

Aunque la capacidad de Campylobacter para colonizar el tracto intestinal puede variar entre las
distintas cepas (Ringoir y Korolik, 2002), de forma experimental se ha demostrado que una dosis
infectante de 40 UFC de Campylobacter pueden ser suficiente para infectar a los pollos (Cawthraw
y cols., 1996). Asi, una vez que la infeccidn esta establecida, Campylobacter alcanza rapidamente
un elevado nimero en el contenido cecal, observandose una media de 10°-107 UFC/g de heces

en los broilers con 30-45 dias de edad (Stern y Robach, 2003; Stern y cols., 2004).

Por otra parte, no parece que existan estudios publicados en relaciéon a la dosis infectante
en perros domésticos. Si bien, en el afo 2010 se publicd el primer estudio de cuantificacion
de las distintas especies de Campylobacter eliminadas en las heces de perros sanos y con
diarrea, encontrandose el nivel individual de cada especie de Campylobacter detectada
entre 10° y 10® organismos/gramo de heces (Chaban y cols., 2010); ademas, se aislaron hasta
siete y doce especies diferentes de Campylobacter en perros sanos y con diarrea

respectivamente (Chaban y cols., 2010).

En cuanto a los humanos, la dosis infectante que se describe es muy baja, pudiendo causar
enfermedad menos de quinientas células de Campylobacter (Robinson, 1981; Black y cols.,

1988). Asi, Tribble y cols. (2010) realizaron un estudio experimental para comprobar la relacion
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de la dosis infectante de Campylobacter con la presentacion de la enfermedad en diferentes
grupos de personas, observando que entre el cuarenta y el sesenta por ciento de los individuos
que no habian sido infectados previamente con Campylobacter resultaron enfermos con dosis
de 10° UFC y el 92 por ciento con dosis de 10° UFC, mostrandose un aumento dosis
dependiente en la incidencia de los casos de campilobacteriosis. No obstante, no encontraron

relaciéon entre la dosis infectante y los sintomas asociados o la gravedad de la enfermedad.

Los mecanismos especificos de virulencia de Campylobacter ain no se han determinado
con claridad (Guerry, 2007; Dasti y cols., 2010). Asi, se han identificado como mecanismos de
virulencia la motilidad mediada por flagelos, la adhesién a la mucosa intestinal, la capacidad

invasiva y la capacidad para producir toxinas (Asakura y cols., 2007; Dasti y cols., 2010).

La motilidad flagelar es esencial para la colonizacion del tracto intestinal (Guerry, 2007).
Ademas, el papel del flagelo es determinante para la supervivencia de Campylobacter en
diferentes nichos ecoldgicos en el tracto digestivo (Jagannathan y Penn, 2005). El flagelo esta
compuesto de flagelina glicosilada O-ligada, asi como de un sistema con dos componentes
formado por el sensor FIgS y el regulador de respuesta FIgR, ambos fundamentales en la
regulacién del flagelo (Dasti y cols., 2010). Asimismo, el flagelo posee dos flagelinas: FlaA y
FlaB (Konkel y cols., 2001; Guerry, 2007), codificadas por el gen flaA y el gen flaB,
respectivamente (Jagannathan y Penn, 2005). Mientras que el gen flaA es esencial para la
invasion de las células epiteliales pues su mutacion da lugar a una reduccidon importante en
la motilidad, una mutacidon en el gen flaB no parece tener importancia (Guerry, 2007).
Ademas, se cree que los flagelos poseen la capacidad de secretar proteinas no flagelares
asociadas con el fendmeno de virulencia en si (Poly y Guerry, 2008). Igualmente, los flagelos
podrian tener un papel fundamental en la adherencia a superficies abidticas como el vidrio

(Joshua y cols., 2006; Kalmokoff y cols., 2006).

Del mismo modo, la toxina citoletal de distension (TCD) ha sido descrita como un
importante factor de virulencia de Campylobacter (Asakura y cols., 2008). Asi, la holotoxina
TCD hace que las células eucariotas se detengan en la fase G2-M del ciclo celular, evitando que
entren en mitosis y en consecuencia, provocando la muerte celular (Ge y cols., 2008; Zilbauer y
cols., 2008). Esta toxina esta compuesta de tres subunidades codificadas por los genes cdtA,
cdtB y cdtC, siendo las tres, responsables de la unién de ésta a la membrana celular del

hospedador (Ge y cols., 2008). Tras unirse, la subunidad CdtB, con actividad similar a la
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ADNasa I, rompe la doble cadena del ADN de las células evitando que la célula pueda dividirse

(Ge y cols., 2008).

Los lipooligosacaridos y los lipopolisacaridos de membrana de Campylobacter también son
importantes factores de virulencia, mostrando propiedades endotdxicas y un papel
fundamental en la adhesion celular (Fry y cols.,, 2000; Van Vliet y Ketley, 2001).
Concretamente, los lipooligosacaridos, a través del mimetismo molecular entre su estructura y
los ganglidsidos de los nervios periféricos, pueden dar lugar a complicaciones postinfecciosas

como el sindrome de Guillain-Barré y el sindrome de Miller Fisher (Dorrell y Wren, 2007).

Por ultimo, se ha sefalado que los plasmidos (Bacon y cols., 2000) y la capsula

(Bacon y cols., 2001) pueden estar implicados en la virulencia de C. jejuni.

Contagio

Tanto el hombre como los animales se infectan con Campylobacter mediante la via de
transmision fecal-oral, de forma directa o indirecta, es decir, mediante la ingestién directa de
las heces con este organismo o bien indirectamente por el consumo de agua o alimentos
contaminados con heces con Campylobacter (Gorkiewicz y cols., 2002; EFSA Journal, 2005;

Posch y cols., 2006; Newell y cols., 2011).

Los broilers, al ser animales coproéfagos, se contagian de forma muy rapida dentro de una
nave, y la mayoria (hasta el 100%) de los broilers de un lote positivo estan infectados en solo

unos pocos dias (Shreeve y cols., 2000; Miflin y cols., 2001; Katsma y cols., 2007).

Por otra parte, la transmisidn vertical de Campylobacter en los broilers es una cuestion
controvertida. Asi, Campylobacter ha sido aislado en distintas partes del tracto reproductivo
de las gallinas reproductoras (Camarda y cols., 2000; Buhr y cols., 2002), sugiriéndose que esta
bacteria puede ascender desde la cloaca ya que se han encontrado cepas idénticas en las
heces (Camarda y cols., 2000, Hiett y cols., 2002a). Ademds, también se ha aislado
Campylobacter a partir del semen de gallo, por lo que el aparato genital de las gallinas podria
infectarse también via venérea (Cox y cols., 2001). En este sentido, algunos estudios han
detectado Campylobacter en alrededor del uno por ciento de huevos de gallinas infectadas

(Doyle, 1984, Shanker y cols., 1986).
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A pesar de que se ha demostrado que las cascaras de huevo pueden ser permeables a
Campylobacter (Allen y Griffiths, 2001), éste quedaria en la cdscara interior o en las
membranas y no en el contenido de los huevos (Doyle, 1984; Neill y cols., 1985). Por tanto, la
infeccidn del contenido del huevo se deberia a la contaminacion fecal de la superficie externa
del huevo y la consiguiente entrada de Campylobacter a través de las posibles grietas de la
cascara (Doyle, 1984), aunque los pollitos podrian infectarse también via oral al eclosionar el

huevo si este presenta contaminacion fecal (Newell y Fearnley, 2003).

Sin embargo, se ha observado que la inoculacién de las membranas corioalantoides con
Campylobacter es letal para los embriones (King y cols., 1993), produciendo pollos viables en
alrededor del diez por ciento de los huevos infectados (Clark y Bueschkens, 1985, Shane y cols.,
1986). No obstante, Campylobacter no se ha aislado en pollos recién nacidos (Lindblom y cols.,
1986; Jacobs-Reitsma, 1995; Pearson y cols., 1996) hecho que sugiere que la transmisiéon

vertical no es habitual (Chuma y cols., 1997; Petersen y cols., 2001; Sahin y cols., 2003a).

De esta manera, la mayoria de los lotes de broilers se infectan a los 14-21 dias de edad
(Jacobs-Reitsma y cols., 1995; Evans y Sayers, 2000), siendo la transmisidon horizontal la
responsable de la infeccion (Lyngstad y cols., 2008; Nather y cols., 2009). La contaminacion
interna de la nave en la que se cria un lote de broilers puede deberse a la persistencia de este
organismo a partir del alojamiento de lotes anteriores positivos a Campylobacter o por
insectos que actian como reservorios de este organismo. Asimismo, Campylobacter puede ser
introducido en la nave desde el exterior mediante el alimento, la cama o el agua, asi como la
entrada y salida de los granjeros, el personal de mantenimiento o los veterinarios. También, la
entrada en la nave de animales domésticos o salvajes, pdjaros e insectos puede ser una via de
transmision (Newell y Fearnley, 2003). Aunque no hay estudios que hayan aislado
Campylobacter en las naves vacias, limpias y desinfectadas (Newell y Fearnley, 2003),
Shreeve y cols. (2000) encontraron cepas idénticas en el quince por ciento de lotes

consecutivos en una nave, sugiriendo que Campylobacter podia transmitirse de un lote a otro.

Por otro lado, el alimento o la cama nueva no se consideran una fuente de infeccion
importante pues sus condiciones secas son letales para Campylobacter (Berndtson y cols.,
1996a). Sin embargo, Campylobacter si puede sobrevivir en el agua y hay estudios que han
encontrado las mismas cepas en instalaciones de agua que en las heces de los broilers de la
misma nave (Pearson y cols., 1996); si bien, la contaminacién del agua normalmente es

precedida por la contaminacion del lote de broilers (Engvall y cols., 1986; Lindblom y cols.,
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1986; Kazwala y cols., 1990), sugiriendo que las instalaciones se contaminan a partir de las
heces excretadas con Campylobacter. No obstante, diversos investigadores sefialan que son
necesarias mas investigaciones para establecer el papel del agua de las instalaciones de una

nave en la infeccion de un lote de broilers (Newell y Fearnley, 2003).

Ademas, el personal de la granja mediante el calzado, la ropa o los utensilios pueden
introducir Campylobacter desde el exterior de la nave al interior. Asi, hay estudios que han
encontrado Campylobacter en el agua estancada de los alrededores de una nave antes de que
el lote sea positivo y mas tarde han aislado la misma cepa en el lote de broilers (Newell, 2001;
Hiett y cols., 2002b). Del mismo modo se ha sefalado que las cajas utilizadas para
transportar los broilers al matadero pueden infectar al lote, detectdndose Campylobacter en
cajas usadas con anterioridad en lotes positivos y con procedimientos de lavado inadecuados

(Newell y cols., 2001; Hiett y cols., 2002b; Slader y cols., 2002).

Respecto a los animales portadores de Campylobacter que pueden entrar en una nave de
broilers, se han aislado las mismas cepas de este organismo en ratones capturados en los
alrededores de una granja y en las heces de los broilers (Hietty cols., 2002b). Igualmente, se ha
detectado Campylobacter en insectos localizados dentro y en los alrededores de la nave, tales
como moscas (Hald y cols., 2008; Choo y cols., 2011), escarabajos (Alphitobius diaperinus)
(Jacobs-Reitsma y cols., 1995) y cucarachas (Periplaneta americana y Blatta orientalis)
(Umunnabuike y Irokanulo, 1986) aunque las bacterias podrian sobrevivir en los insectos solo
durante unos pocos dias (Evans, 1992). Las aves silvestres como las palomas, paseriformes y
las aves acuaticas pueden ser portadoras de Campylobacter (Craven y cols., 2000, Fallacara y
cols., 2001). De esta forma, hay estudios que han aislado las mismas cepas en las heces de aves

silvestres que en el ciego de broilers (Newell, 2001; Hiett y cols., 2002b).

Ademas, Campylobacter se ha aislado en cerdos, ganado vacuno y ovejas, asi como en
perros y gatos pudiendo contaminar el calzado, la ropa o los utensilios del personal de Ia
granja (Newell y Fearnley, 2003). En este sentido, se han encontrado cepas idénticas de

Campylobacter en el ganado vacuno y en broilers alojados en naves cercanas (Newell, 2001).

La duracion de la infeccion y la diseminacidon de Campylobacter en las aves domésticas no
se ha determinado con claridad, aceptandose que los broilers persisten infectados con
Campylobacter al menos durante el tiempo de vida en la granja, aunque esto puede variar

segln la cepa de Campylobacter (Ringoir y Korolik, 2002). Ademas, se ha observado que
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cuando las aves tienen mas de ocho semanas de edad, tanto el nimero de Campylobacter en
contenidos cecales como el numero de animales infectados pueden disminuir (Achen y cols.,
1998). De esta forma, puesto que el intestino de las aves es reservorio de este organismo, la
evisceraciéon mecdnica en el matadero puede dar lugar a un gran porcentaje de producto final
contaminado, consecuencia de la ruptura del intestino, posterior descarga de su contenido y
consiguiente contaminacion de las canales (Posch y cols.,, 2006). Asimismo, durante el
procesado a lo largo del matadero se producen también contaminaciones cruzadas de las
canales tanto a partir de los aerosoles y gotas suspendidas en el aire que contienen
Campylobacter (Posch y cols., 2006) como mediante el contacto con las instalaciones y el agua

de escaldado (Chantarapanont y cols., 2004).

Por otra parte, no hay que olvidar que la infeccion con Campylobacter no se limita
solamente al sistema gastrointestinal pudiendo encontrarse en el tejido muscular y el
higado de los broilers, lo que supone una fuente de infeccién sin contaminacion fecal

(Barot y cols., 1983; Young y cols., 1999).

El contagio con Campylobacter en los perros, no se ha estudiado con el mismo detalle que
en los broilers. Asi, se ha sugerido que los perros podrian infectarse mediante el consumo de
carne cruda (Lenz y cols., 2009) o restos de comida para humanos (Damborg y cols., 2004). Del
mismo modo, estudios sobre factores de riesgo hacen pensar que el contacto con otros
perros (Damborg y cols., 2004; Westgarth y cols., 2009) o con aves domésticas (Wieland y
cols., 2005) pueden suponer también una via de transmision para los perros. Recientemente,
Mughini Gras y cols. (2013) han aislado las mismas cepas de Campylobacter en los perros y
sus duefios, sin poder determinar la direccionalidad de la transmisidn, sugiriendo que podria

ser posible que los perros se infecten a través de las personas.

En humanos, los brotes causados por Campylobacter son poco frecuentes, representando
el 8,9 por ciento del total de los brotes de origen alimentario comunicados en la UE (EFSA
Journal, 2012a), apareciendo en la mayoria de los casos como enfermedad esporadica

(Friedman y cols., 2000)

De esta forma, los casos esporadicos de campilobacteriosis humana se producen sobre
todo mediante el consumo de carne de pollo fresca cocinada insuficientemente y el manejo de
la carne de pollo cruda (Kapperud y cols., 2003; Sheppard y cols., 2009), siendo menos habitual

la infeccion por el consumo de carne de otros animales como el pavo, el cerdo o el ganado
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bovino (EFSA Journal, 2012a). Asi, no es comun la campilobacteriosis debida al consumo de
verduras crudas ya que en estos alimentos se ha encontrado Campylobacter en muy baja

proporcién (Odumeru y cols., 1997; Kumar y cols., 2001).

Por otro lado, los casos esporadicos de esta enfermedad también pueden deberse al
contacto directo con animales destinados al consumo humano (Gorkiewicz y cols., 2002) y
animales de compaiiia (Mughini Gras y cols., 2013). Asi, en los Estados Unidos el quince por
ciento de los casos de campilobacteriosis humana son atribuidos al contacto con animales de
compania (Stehr-Green y Schantz, 1987). Ademas, aunque es poco frecuente, Blaser y cols.
(1981) sefialaron que la transmisidon directa persona a persona fue la responsable de la

diseminacién de Campylobacter entre dos familias.

En lo referente a los brotes de campilobacteriosis, la carne de pollo esta relacionada con la
mayoria de estos brotes en la UE, siendo también frecuentes los brotes originados por el
consumo de leche cruda y de agua contaminada con Campylobacter (EFSA Journal, 2012a). En
este sentido, el agua contaminada puede dar lugar a brotes de enfermedad no solo por su
consumo, sino durante el disfrute de actividades acuaticas recreativas, tanto en agua de rios

(Savill y cols., 2001) como en agua marina (Alonso y Alonso, 1993).

PATOGENIA

Como ya se sefiald anteriormente, por lo general, Campylobacter no actia como patégeno
en el tracto intestinal de los animales (OIE, 2008), aunque en el caso de los perros este hecho
es controvertido (Olson y Sandstedt, 1987; Leonard y cols., 2011; Stavisky y cols., 2011). En
humanos, no obstante, Campylobacter es la causa de gastroenteritis bacteriana mas
importante a nivel mundial (WHO, 2011) siendo C. jejuniy C. coli las especies mas importantes

(OIE, 2008), seguidas de C. lariy C. upsaliensis (EFSA Journal, 2012a).

La descripcion de la patogenia de Campylobacter se centra por tanto en la especie C. jejuni
por ser esta la especie mas estudiada, si bien existen lagunas que hacen que aun existan
aspectos por comprender en su totalidad. Actualmente se conocen por ejemplo, las diferencias
entre C. jejuni y otras bacterias que causan gastroenteritis en la expresion de un gran niumero
de factores de virulencia (Dasti y cols., 2010). En este sentido, y con la finalidad de ayudar en la
comprension de la patogénesis de C. jejuni, diversos autores han llevado a cabo estudios para

determinar las caracteristicas genéticas, rasgos metabdlicos y potenciales factores de
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virulencia de las cepas de alta virulencia de C. jejuni en comparacion con el resto de cepas
(Hofreuter y cols., 2006). No obstante, los investigadores sefialan que los factores
dependientes del hospedador deberian tenerse en cuenta al discutir la patogenicidad de

Campylobacter en humanos (Havelaar y cols., 2009).

Campylobacter jejuni obtiene la energia a partir de los aminodcidos o del ciclo de los
acidos tricarboxilicos, y no a partir de los hidratos de carbono (Debruyne y cols., 2008)
dependiendo por tanto, principalmente de la recoleccién de residuos aminoacidos vy

cetoacidos del hospedador o de su flora microbiana intestinal (Dasti y cols., 2010).

El conocimiento que tenemos hoy en dia sobre la estrategia de colonizacién de C. jejuni en
el intestino de los animales es limitado. En este sentido, Van Deun y cols. (2008a) demostraron
la capacidad de C. jejuni para invadir pero no para proliferar dentro de las células epiteliales de
las criptas cecales de los broilers, sin producir necrosis o apoptosis, ni la inflamacion del
intestino; en cambio, observaron que C. jejuni es capaz de replicarse rapidamente en el mucus
intestinal de los broilers. Por otra parte, en los perros domésticos la mayor parte de los
microorganismos parecen encontrarse en la mucosa del ciego y del colon, y en menor medida
en el intestino delgado (Macartney y cols., 1988), encontrando otros autores que la mayoria de

estas bacterias estan presentes solamente en el colon de estos animales (Fox y cols., 1984).

En humanos, sin embargo, algunos autores apuntan que C. jejuni coloniza inicialmente el
yeyuno vy el ileon, y posteriormente el colon (Allos y Blaser, 1995; Skirrow y Blaser, 2000),
aunque existen estudios que han encontrado alteraciones principalmente en el colon (Black y
cols., 1988; Babakhani y cols., 1993; Russell y cols., 1993), sin que alun se haya determinado la
localizacién precisa de C. jejuni in vivo (Konkel y cols., 2001). En cambio, si es sabido que la
motilidad (Dasti y cols., 2010) y la quimiotaxis (Konkel y cols., 2001) desempefian un papel
fundamental en la campilobacteriosis humana, siendo necesarias mas investigaciones sobre

ello.

La motilidad depende fundamentalmente del flagelo polar, aunque este desempefia otras
funciones independientemente de la motilidad, como son el abordaje de los sitios de unién
sobre las células epiteliales del intestino (Dasti y cols., 2010) y su posterior invasion (Grant y
cols., 1993; Wassenaar y Blaser, 1999). La regulacion del flagelo estd determinada por el
sensor FlgS y el regulador de respuesta FlgR (Dasti y cols., 2010) mientras que otros

reguladores como fliA (sigma28), rpoN (sigma54) y rpoD (sigma70) intervienen en la expresion
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de los genes involucrados en la motilidad, la secrecion de proteinas y la invasién de las células
intestinales (Carrillo y cols., 2004; Wosten y cols., 2004; Hendrixson, 2006). Otras dos proteinas
conocidas como FIgP y FlgQ son también esenciales para la motilidad flagelar de C. jejuni,

aunque su mecanismo funcional no esta claro (Sommerlad y Hendrixson, 2007).

La quimiotaxis se define como el movimiento de un organismo hacia o en contra de un
estimulo quimico y supone un factor fundamental para que Campylobacter sea capaz de dirigirse
a lugares especificos en el tracto intestinal del hospedador y consiga colonizarlos (Konkel y cols.,
2001). Actualmente se conocen y se han secuenciado diferentes genes de C. jejuni implicados en
la quimiotaxis (cheA, cheW, cheV, cheY, cheR y cheB), algunos de ellos implicados también en la
colonizacion comensal del intestino de los broilers (Hendrixson y DeRita, 2004), siendo el gen
cheY el regulador de respuesta con un papel central en la rotacién flagelar, crucial para la
virulencia (Yao y cols.,, 1997). En experimentos realizados in vivo, se observé como
Campylobacter migra hacia las criptas llenas de mucus, aunque es incapaz de penetrarlo debido
a su viscosidad. Asi, tras la migracion hacia el mucus, C. jejuni desarrolla una respuesta
adaptativa ante el microambiente intestinal, sintetizando un nuevo conjunto de proteinas que

permiten su interaccidn con las células diana del hospedador (Konkel y cols., 2001).

La adhesion de C. jejuni desempefia un papel temprano en el proceso infeccioso,
uniéndose especificamente a receptores de las células del hospedador. En este sentido,
muchos estudios apoyan la necesidad de las adhesinas en el establecimiento de Ia
enfermedad, por lo que resultaria interesante precisar si C. jejuni tiene predileccion por los
receptores de la superficie apical o basolateral de los enterocitos (Konkel y cols., 2001). Asi, se
han identificado factores de adhesiéon en C. jejuni tales como la proteina CadF de unién a
fibronectina en la membrana externa (Konkel y cols., 1997), el autotransportador CapA, la
proteina PEB1 de unién periplasmica (Pei y Blaser, 1993) y la lipoproteina JIpA expuesta en la
superficie (Jin y cols., 2001). Concretamente, la proteina CadF se expresa en todas las cepas de
C. jejuniy C. coli e interviene en la adhesion celular mediante la unién a la fibronectina de la
matriz celular. Sin embargo, el gen cadF se diferencia en una secuencia de insercién de 39 pb
entre las especies C. coli y C. jejuni (Dasti y cols., 2010), demostrandose como la adhesién e
invasién de C. jejuni en las células epiteliales intestinales es mucho mas eficiente que C. coli
(Dasti y cols., 2010). Asimismo, Krause-Gruszczynska y cols. (2007a) confirmaron mediante

cepas mutantes que la proteina CadF supone un importante factor de virulencia.
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De esta forma, tras la unién de C. jejuni a las células intestinales del hospedador, este
organismo es internalizado por los enterocitos. De hecho, la presencia de esta bacteria en
tejidos de biopsias y varios modelos de cultivo de tejidos han demostrado la habilidad de
invasién de C. jejuni (Konkel y cols., 1990; Wassenaar y cols., 1991; Grant y cols., 1993; Pei y
cols., 1998; Rivera-Amill y cols., 2001). La proteina CadF no solo esta implicada en la adhesion
celular, también se encarga de la activacién de GTPasas Racl y Cdc42 induciendo asi la
internalizacién de la bacteria (Dasti y cols. 2010). Si bien, no se conoce el papel preciso en el
proceso de invasién de C. jejuni de otros factores como el polisacarido capsular (Karlyshev y
Wren, 2001), la sialilacién de los lipooligosacaridos (Louwen y cols., 2008) o los antigenos
invasivos de Campylobacter (Rivera-Amill y cols., 2001). Igualmente, la proteina FlaC,
homdéloga de las flagelinas FlaA y FlaB, podria jugar un importante papel en la invasién de las
células hospedadoras (Song y cols., 2004). De esta forma, C. jejuni entra en la célula epitelial
intestinal con su punta seguida de su final flagelar (Krause-Gruszczynska y cols., 2007b, Dasti y
cols., 2010), destruyendo especificamente la punta de las vellosidades que estan
completamente diferenciadas, en lugar de las células indiferenciadas de la cripta (Babakhani y
cols., 1993), causando necrosis por la accion de una o mas toxinas bacterianas (Konkel y cols.,
2001). De este modo, se ha observado una fuerte asociacién entre la presentacion de la

enfermedad diarreica y el grado de invasividad de la bacteria (Russell y cols., 1993).

Varios estudios in vitro han demostrado como al igual que ocurre con otros patégenos
entéricos, la capacidad de C. jejuni para atravesar una monocapa de células no se corresponde
con su invasividad, siendo una minoria las bacterias que finalmente consiguen invadir las
células (Harvey y cols. ,1999; Dasti y cols., 2010). El mecanismo por el cual C. jejuni atraviesa la
barrera intestinal de los enterocitos no se conoce con exactitud; parece ser que el acceso a la
submucosa y al tejido subyacente se produce mediante la interaccién con una serie de
moléculas que actuarian como receptores (Konkel y cols., 2001). En este sentido, Walker y
cols. (1988) observaron como C. jejuni tiene acceso a la submucosa intestinal a través de su
captacién por las células M de las placas de Peyer del intestino delgado. Asi, el mecanismo por
el cual C. jejuni traspasa la barrera celular intestinal a través de los enterocitos no esta claro,
pudiendo hacerlo mediante una ruta transcelular (a través de una célula) o paracelular (entre
las células) (Everest y cols., 1992; Konkel y cols, 1992; Grant y cols., 1993; Bras y Ketley, 1999;
Harvey y cols., 1999).

El momento en el que la bacteria traspasa la barrera intestinal se ha asociado con el

desarrollo de enteritis (Konkel y cols., 2001). A largo plazo, los efectos del traspaso/invasion o
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la acumulacidon de toxinas bacterianas provocan un trastorno de las uniones celulares del
intestino dando lugar a la pérdida de integridad de la monocapa (Bras y Ketley, 1999;
MacCallum vy cols., 2005a). No obstante, la incidencia de casos de septicemia por
Campylobacter es baja (0,4%) (Allos y Blaser, 1995), pues C. jejuni no esta bien preparado para
sobrevivir y proliferar mas alld del intestino (Konkel y cols., 2001). Sin embargo, Kalischuk y
cols., (2009) demostraron como C. jejuni, independientemente de su invasividad, promueve el
traspaso a través del epitelio de bacterias intestinales comensales hacia los ganglios linfaticos
mesentéricos, el higado y el bazo. Por el contrario, también existen una serie de sustancias,
como el butirato, metabolito resultante de la fermentacién de los polisacdridos de las
bacterias comensales intestinales, que protege a las células del colon de la invasién y el

traspaso bacteriano (Van Deun y cols., 2008b).

La Unica toxina identificada en C. jejuni, la toxina citoletal de distensién (TCD), se ha
encontrado también en especies como C. coli, C. upsaliensis, C. lari y C. fetus (Johnson y Lior,
1988). Esta toxina induce la distensidn de las células caracterizada por la elongacion, asi como
la tumefaccién y finalmente la muerte celular (Whitehouse y cols., 1998). Concretamente, la
toxina TCD contribuye a la atrofia de las vellosidades, interfiriendo en la proliferacién activa de
los enterocitos dentro de la cripta, dificultando por tanto la sustitucién de las células

diferenciadas de la punta de las vellosidades que se vera retrasada (Konkel y cols.,2001).

Todo este proceso de infeccion viene acompanado por una respuesta inflamatoria (Konkel
y cols., 2001). La toxina TCD podria estar implicada en la invasividad y la modulacion de la
respuesta inmune (Purdy y cols., 2000), interviniendo en la produccion de interleuquinas 8 y
por tanto en la movilizacién de células dendriticas, macrofagos y neutrdfilos al lugar de
infeccidn, dando lugar a la inflamacién del intestino en el hombre (Hickey y cols., 1999),
aunque no asi en los broilers (Dasti y cols., 2010). Del mismo modo, la toxina TCD induce la
produccidon de anticuerpos neutralizantes solo en humanos, lo que indica la existencia de
mecanismos especificos del hospedador en el reconocimiento de los antigenos de C. jejuni
(Young vy cols., 2007). De esta forma, la respuesta inflamatoria seria responsable de la
intensificacion de los sintomas exhibidos por las personas infectadas con C. jejuni, pero no
de causar la atrofia de las vellosidades observada al principio de la infeccién cuando existe
un numero reducido de neutréfilos y otras células inflamatorias en los tejidos dafiados
(Konkel y cols., 2001). Asi, la respuesta inflamatoria es seguida por la reduccién de la

capacidad de absorcién del intestino (Van Deun y cols., 2007).
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Es obvio que son necesarios mas estudios que profundicen en las estrategias de virulencia
Unicas que sin duda tiene este microorganismo y que permitan una comprension mas precisa y

completa de la patogenia de Campylobacter (Konkel y cols., 2001).

Son numerosos los estudios que se han centrado en la investigacion de la inmunidad
de los broilers frente a Campylobacter (Myszewski y Stern, 1990; Cawthraw y cols., 1994;
Rice y cols., 1997). No obstante, la naturaleza de esta respuesta inmune aun se desconoce.
De esta forma, no es posible el aislamiento de Campylobacter en broilers menores de 2-3
semanas de edad bajo condiciones de produccidn comercial (Jacobs-Reitsma y cols., 1995;
Evans y Sayers, 2000; Newell y Wagenaar, 2000; Shreeve y cols., 2000), siendo a partir de
este momento cuando la prevalencia de infeccion aumenta, alcanzando el pico mas alto
durante el periodo de comercializacion de estos animales entre las 6-7 semanas de vida

(Evans, 1992; Newell y Wagenaar, 2000; Corry y Atabay, 2001).

Esta resistencia de los pollitos puede estar relacionada con la presencia de anticuerpos
maternales especificos frente a Campylobacter (Cawthraw y cols., 1994; Rice y cols., 1997;
Newell y Wagenaar, 2000; Sahin y cols., 2001) presentes en el cien por cien de los pollitos de
un dia y que, como demostraron Sahin y cols. (2001), durante la primera semana de vida
permanecen con niveles altos reduciéndose sustancialmente a los catorce dias de edad. No
obstante, hay estudios que sefialan que aunque efectivamente los broilers de tres semanas de
edad son mas susceptibles a la colonizacién con Campylobacter que los de 1-2 semanas debido
a la disminucion de las IgY de origen materno, hay pollitos recién nacidos con altos niveles de
anticuerpos maternos tan susceptibles a Campylobacter como los broilers de tres semanas,
habiendo un aumento de resistencia desde el primer al tercer dia de edad. Hasta ahora, las
razones de este hecho son desconocidas, pero pueden explicar la colonizacién ocasional
temprana de los lotes, especialmente cuando la exposicion a Campylobacter en el ambiente es

elevada (Cawthraw y Newell, 2010).

Asi, se puede considerar que los anticuerpos maternales especificos contra Campylobacter
retrasan el inicio de la colonizacidon del intestino en los pollitos a la vez que reducen la
propagacion horizontal de Campylobacter (Sahin y cols., 2003b), sin afectar al desarrollo de la

respuesta inmune sistémica ante la infeccidén con este microorganismo (Sahin y cols., 2003b).

Durante la tercera semana de edad, los broilers comienzan a producir sus propios

anticuerpos, principalmente frente a la flagelina (Cawthraw y cols., 1994; Jeurissen y cols.,
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1998) y de forma muy suave frente a la cdpsula (Jeurissen y cols., 1998). Asimismo, no se
producen anticuerpos neutralizantes frente a la toxina TCD (Abuoun y cols., 2005). Esta
respuesta inmune incompleta contribuye a la colonizacién del intestino de los broilers por

C. jejuni (Jeurissen y cols., 1998).

La actividad de la IgG humoral es mas elevada al nacimiento, disminuyendo hasta alcanzar
su nivel mas bajo en la segunda semana de edad, incrementdandose gradualmente hasta la
octava semana en la que alcanza un nivel similar al detectado en el nacimiento; la actividad de
la IgA en cambio, mds baja al nacimiento, se incrementa en la cuarta semana de edad. A pesar
de estas respuestas, C. jejuni es capaz de persistir en el ciego de los broilers durante al menos
ocho semanas (Myszewski y Stern, 1990), observandose como transcurrido este tiempo, tanto
el nimero de organismos en los contenidos cecales como el nimero de animales infectados se
reduce progresivamente (Achen y cols., 1998) llegando a encontrarse anticuerpos frente a
Campylobacter en gallinas de edad avanzada sin estar colonizadas con esta bacteria,
sugiriendo que la respuesta de los anticuerpos podria estar asociada con la eliminacion de la

infeccidn (Genigeorgis y cols., 1986).

En relacidon a los perros domésticos, también se ha sugerido el desarrollo de inmunidad
con la edad, pues se encuentran mayores niveles de prevalencia en cachorros que en
perros adultos (Burnens y cols., 1992; Torre y Tello, 1993; Sandberg y cols., 2002; Engvall y
cols., 2003; Workman y cols., 2005; Acke y cols., 2006); no obstante, la existencia de
infecciones y reinfecciones de larga duracién indican la ausencia de inmunidad protectora

(Stanley y cols., 1994; Hald y cols., 2004).

Por otro lado, la investigacion detallada de la respuesta inmune del intestino a causa de
C. jejuni en humanos se ha visto obstaculizada por la falta de modelos apropiados de infeccion
en animales (Bereswill y cols., 2011). Se conoce que la respuesta frente a C. jejuni en el
hombre comienza con la produccién a partir de las células epiteliales intestinales de citoquinas
proinflamatorias, como IL-8 (interleucina-8), y proteinas quinasas activadas por mitégenos
(MAPK), lo que resulta en la llegada de células dendriticas, neutréfilos y macréfagos al lugar de

infeccidn (Hu y Hickey, 2005; MacCallum y cols., 2005b; Watson y Galan, 2005).

La respuesta inmune innata puede iniciarse por los receptores TLRs (receptores tipo Toll) o
por las proteinas de dominio de oligomerizacion de unién a nucleétidos (NOD) de las células

epiteliales intestinales; ambos funcionan como receptores a los que se unen componentes
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microbianos especificos, activando las vias de sefializacion. En contraste con la mayoria de los
patdgenos bacterianos entéricos, los componentes de la superficie celular de C. jejuni, tales
como flagelinas y lipooligosacaridos (LOS), son estimuladores muy débiles de TLRs
(Siegesmund y cols. 2004; Andersen-Nissen y cols., 2005; Watson y Galan, 2005), sugiriendo
que C. jejuni ha desarrollado adaptaciones especificas que inducen la produccién de citoquinas
proinflamatorias independientemente de los TLRs situados en la superficie de la célula del

epitelio intestinal (Watson y Galan, 2005).

Por otra parte, las proteinas NOD de las células epiteliales intestinales han sido
identificadas como importantes receptores de reconocimiento de patrones intracelulares de
C. jejuni (Zilbauer y cols., 2007), sugiriendo que durante el desarrollo de esta infeccidn, para
inducir la respuesta de las citoquinas proinflamatorias es imprescindible que se produzca la

invasién de las células epiteliales intestinales (Dorrell y Wrent, 2007).

Ademas, los estudios de Bereswill y cols. (2011) muestran como la colonizacidn de C. jejuni
en ratones esta acompafiada de una respuesta inmune proinflamatoria caracterizada por un
aumento en el numero de linfocitos T y linfocitos B, células T reguladoras, neutréfilos y células
apoptéticas, asi como por una mayor concentracién en la mucosa del colon de TNF-a (factor
de necrosis tumoral-alpha), IL-6 (interleucina-6) y MCP-1 (proteina quimioatrayente de
monocitos-1). En cuanto a la respuesta inmune celular, se ha observado un incremento en los
niveles de IFN-y (interferén-gamma) dependiente de la dosis infectante de Campylobacter, con
grandes variaciones en su concentracion en funcién del individuo (Tribble y cols. 2010).
Ademas, la infeccidon por C. jejuni de las células epiteliales intestinales resulta en la produccién
de péptidos antimicrobianos que actiian como potentes bactericidas (beta-defensinas 2 y 3)
que podrian desempefiar un papel fundamental en la naturaleza autolimitante de la infeccidon

(Zilbauer y cols., 2005).

Respecto a la inmunidad humoral, se han observado diferencias entre la respuesta
generada por individuos expuestos a dosis crecientes de C. jejuni y la que desarrollaron
individuos que se infectaron por primera vez. Asi, mientras que en los primeros no se
observaron variaciones significativas en los niveles de inmunoglobulinas seroespecificas
(78%-80% de IgM, 75%-100% de IgA y 60%-64% de IgG), en personas no infectadas
previamente con Campylobacter, el nivel de IgG aumentd gradualmente y se mantuvo por
encima del punto de referencia, excepto cuando la dosis de Campylobacter inoculada fue de

10’ UFC (Tribble y cols., 2010). En comparacién con la IgG, en este segundo grupo la magnitud
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de IgA o IgM fue menor y tendié a disminuir. Ademas, todos los individuos infectados por
primera vez presentaron anticuerpos IgA especificos de antigenos de Campylobacter,
observdndose una fuerte respuesta de IgA fecales en el 86%-100% de los pacientes, con un
pico maximo entre los dias 7-9 postinfeccidn, asi como leucocitosis (> 10.000/mm?3) en el
veinte por ciento de los individuos infectados con dosis de 10° y 10° UFC (Tribble y cols., 2010).
En cambio, en las infecciones en nifios menores de seis meses se han observado niveles
bajos de IgA, IgG e IgM, posiblemente debido a la presencia de anticuerpos maternales

(Young y cols., 2007).

Asimismo, existen evidencias de la aparicion de inmunidad adquirida en la
campilobacteriosis humana (Bell y Manning, 1990; Miller y cols., 2005) observandose como las
personas en contacto regular con animales son menos propensas a desarrollar la enfermedad
que aquellas que no mantienen ninguna relacién con ellos (Forbes y cols., 2009). En este
sentido, Tribble y cols. (2010) comprobaron la evidencia de una proteccién completa adquirida
frente a Campylobacter a corto plazo y atenuada con el tiempo, al observar como después de
un afo, un grupo de personas infectadas con Campylobacter mostré mayor numero de
anticuerpos séricos basales que el grupo que no fue infectado anteriormente con este
organismo, aumentando solamente de forma significativa el nivel de IgG tras 28-49 dias de la
primoinfeccion con Campylobacter. Tras la reexposicion a la bacteria se observo que las
personas reinfectadas a los 28-49 dias de padecer la enfermedad no desarrollaron ningln
aumento en los niveles de anticuerpos. En contraste, el grupo de personas que padecieron
campilobacteriosis un afio atras desarrollaron un pico maximo de IgM el dia 10 postinfeccién al
infectarse nuevamente. En contraste, el grupo de personas infectadas por primera y Unica
vez mostraron el pico de IgM el dia 21, asi como un aumento en los niveles de las IgA

(Tribble y cols., 2010).

CLINICA Y LESIONES

Los animales con Campylobacter en su tracto digestivo se comportan como portadores

asintomaticos, desarrollando la enfermedad clinica en raras ocasiones (OIE, 2008).

Asi, los broilers infectados con Campylobacter no muestran sintomatologia aparente,
incluso cuando a los pocos dias de edad estan expuestos a dosis altas de este organismo en
condiciones experimentales (Newell y Fearnley, 2003). No obstante, Campylobacter se ha

asociado con casos de hepatitis y disminucién de la produccidn de huevos en gallinas
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(Burch, 2005) y en avestruces (Stephens y cols., 1998) con altas tasas de morbilidad y
mortalidad, aunque esta manifestacion de la enfermedad se considera esporadica y no se ha
podido reproducir en broilers sanos tras la infeccion experimental con una cepa de C. jejuni

aislada a partir de un higado con signos de hepatitis focal (Jennings y cols., 2011).

En los perros domésticos, algunos autores han descrito la existencia de relacién entre los
procesos entéricos en estos animales y la presencia de Campylobacter en las heces (Burnens
y cols., 1992), presentando a veces retraso en el crecimiento, una pobre condicién corporal y
el pelaje aspero (Brown y cols., 1999). En contraste, otros estudios no encuentran relaciéon
entre los perros con diarrea y el aislamiento del microorganismo, sugiriendo que el
aislamiento se produce en aquellos individuos que son portadores asintomaticos de esta
bacteria (Rossi y cols., 2008; Leonard y cols., 2011; Stavisky y cols., 2011). Asi, algunos
autores han sugerido que Campylobacter puede ser oportunista o sinérgico con otros
agentes patogenos en el intestino de los perros, siendo mds probable que cause enfermedad
cuando otros organismos ya han invadido la mucosa, permitiéndole una colonizacién mas

eficaz (Fox y cols., 1984; Dillon y cols., 1987; Olson y Sandstedt, 1987).

En las personas sin embargo, no es frecuente la existencia de portadores asintomaticos de
Campylobacter (Tauxe, 1992) a excepcion de aquellas que trabajan en entornos infectados
permanentemente, pudiendo llegar entonces a no mostrar sintomatologia (Cawthraw y cols.,
2000). Los sintomas de la enfermedad aparecen por lo general entre los dos y los cinco dias
después de la infeccion, pudiendo variar entre uno y diez dias. Cursa con diarrea aguda acuosa
o sanguinolenta (Ketley, 1997) que puede ir acompafiada de dolor de cabeza, fiebre, vdmitos o
dolor abdominal y suele durar entre tres y seis dias (WHO, 2011), siendo el proceso similar en

nifios, adolescentes y adultos (Chen y cols., 2011; WHO, 2011; Hou y cols., 2012).

Aunque es poco frecuente, también se puede producir una infeccidn sistémica que cursa
con bacteriemia (Sakran y cols., 1999; Fernandez-Cruz y cols., 2010), endocarditis (Dinant y
cols., 2011), hepatitis (Korman y cols., 1997), pancreatitis (Kandula y cols., 2006), neumonia
(Sakran y cols., 1999), meningitis (Thomas y cols., 1980; Dronda y cols., 1998) o
glomerulonefritis (Op Den Winkel y cols., 2010), asi como la infeccion del feto en mujeres

embarazadas donde pueden producirse abortos espontaneos (WHO, 2011).

Aunque la mayoria de las infecciones son de cardcter autolimitante y no requieren

tratamiento antibidtico (WHO, 2011), en ocasiones pueden producirse complicaciones

50



postinfecciosas como el sindrome de Guillain-Barré (Heikema y cols., 2013), el sindrome de
Miller-Fisher (Heikema y cols., 2013) y la artritis reactiva (Hannu y cols., 2002). Durante afios se
ha creido que los lipooligosacdridos de membrana de Campylobacter eran fundamentales para
provocar el sindrome de Guillain-Barré y Miller-Fisher. De esta forma, a través del mimetismo
molecular entre la estructura de los lipooligosacaridos y los ganglidsidos de los nervios
periféricos se producen trastornos desmielinizantes que pueden llevar a una pardlisis
neuromuscular aguda (Heikema y cols., 2013). No obstante, en los ultimos anos se ha indicado
gue en algunos casos estas neuropatias inmunomediadas pueden producirse también a través

de otros mecanismos diferentes al mimetismo molecular (Godschalk y cols., 2007).

El sindrome de Guillain-Barré comienza con una sensacién de hormigueo en los pies que se
extiende por todo el cuerpo, produciendo debilidad y finalizando en paralisis. Este sindrome
puede durar desde semanas a meses y requiere cuidados intensivos (Bernsen y cols. 2002).
Aunque es habitual la recuperaciéon completa, pueden aparecer secuelas como pérdida de
fuerza, fatiga y en algunos casos pérdida de libido, permaneciendo los enfermos postrados en
cama o en silla de ruedas en aproximadamente el quince por ciento de los casos (Bernsen y
cols. 2002). Los estudios de Poropatich y cols. (2010) determinaron que Campylobacter es la

causa del 31 por ciento de los casos de personas con sindrome de Guillain-Barré.

Por otro lado, el sindrome de Miller-Fisher es una variante del anterior, en el que
se observa como los nervios de la cabeza se ven mas afectados que los nervios del
resto del cuerpo. Asi, se han descrito casos de oftalmoplejia asociados con C. jejuni

(Kurokiy cols., 2001).

Ademas, Campylobacter puede causar artritis reactiva, conocida como sindrome de Reiter.
Este sindrome afecta sobre todo a las articulaciones grandes que soportan peso como las
rodillas o la zona baja de la espalda (Skirrow y Blaser, 2000; Nachamkin, 2002). No obstante, la
muerte por campilobacteriosis en humanos es rara, limitdndose este hecho a bebés, ancianos

y personas que padecen una enfermedad grave como el SIDA (WHO, 2011).

El hecho de que Campylobacter no actie generalmente como patdgeno en el tracto
intestinal hace que tampoco suelan producirse lesiones en los animales (OIE, 2008). Sin
embargo, en los casos descritos de hepatitis en aves se han encontrado lesiones hepaticas
focales de color gris blanquecino en gallinas (Burch, 2005), asi como multiples focos necréticos

blancos, amarillentos y verdosos en avestruces (Stephens y cols., 1998).
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En los perros, aunque no existen estudios concluyentes sobre si Campylobacter es
patdgeno o no en estos animales, algunos estudios describen anomalias intestinales graves
asociadas con este microorganismo, como flacidez del intestino delgado y grueso, y contenido
espumoso maloliente, a veces con aspecto mucoide. Microscopicamente en el intestino
delgado se describen uniones y atrofia de las vellosidades e infiltrados linfoplasmociticos en la
[dmina propia, mientras que en el colon se pueden llegar a observar erosiones superficiales,
aumento del ndmero de linfocitos y células plasmaticas en la |ldmina propia e hiperplasia

epitelial en las criptas (Brown y cols., 1999).

En cambio, es indiscutible que Campylobacter es un patdgeno gastrointestinal en humanos
y como tal, produce lesiones especificas como la inflamacién tanto en el intestino delgado
como en el colon (Konkel y cols., 2001) caracterizada por la infiltracidon de neutroéfilos, abscesos
en las criptas, ulceraciones focales y proliferacién de las células plasmaticas (Van Spreeuwel y
cols., 1985; Walker y cols., 1986; Ketley, 1997). Ademas, provoca degeneracién de las células
epiteliales, presencia de fibrina y atrofia de las vellosidades (Konkel y cols., 2001), reduciendo

la capacidad de absorcién del intestino (Van Deun y cols., 2007).

DIAGNOSTICO

Para llegar a cabo el diagndstico epidemioldgico en un lote de broilers, se deben tener en
cuenta factores como la presencia de Campylobacter en lotes anteriores alojados en la misma
nave (Shreeve y cols., 2000), asi como en otros animales que puedan actuar como reservorios
en la granja (Newell y Fearnley, 2003) o en el medio ambiente (Hiett y cols., 2002b). Del mismo
modo, en los perros domésticos es necesario prestar atencidn a la alimentacién que reciben
(Lenz y cols., 2009) y a la convivencia con otros perros (Damborg y cols., 2004), animales
(Wieland y cols., 2005) o personas (Mughini Gras y cols., 2013) que pudiesen estar infectados

con Campylobacter.

En humanos, al considerarse el consumo de pollo o de otro alimento contaminado a partir
de la carne de pollo fresca la primera causa de campilobacteriosis (Kapperud y cols., 2003), es
fundamental determinar si el pollo se encuentra entre los alimentos ingeridos en los dias
previos a la presentacion de la enfermedad. De la misma forma, conocer si una persona a
estado en contacto con animales portadores de Campylobacter podria suponer un elemento

indicativo pero no concluyente (Gorkiewicz y cols., 2002).
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Por otra parte, el diagndstico clinico y lesional solamente seria factible en humanos pues
los broilers no presentan enfermedad clinica (Newell y Fearnley, 2003; OIE, 2008) y en los
perros no se ha determinado si realmente Campylobacter causa procesos entéricos (Olson y
Sandstedt, 1987; Leonard y cols., 2011; Stavisky y cols., 2011). No obstante, en humanos este
diagndstico resulta complicado pues la sintomatologia de la campilobacteriosis es inespecifica
y general de una gastroenteritis (WHO, 2011), haciéndose necesario recurrir al diagndstico

laboratorial.

En el caso de que Campylobacter causara procesos entéricos en perros, habria que realizar
el diagndstico diferencial con otros organismos que pueden provocar diarrea en estos animales
tales como los parasitos Giardia (Hackett y Lappin, 2003), Isospora y Cryptosporidium
(Batchelor y cols., 2008); los virus Parvovirus (Decaro y cols., 2006), Calicivirus (Mochizuki y
cols., 1993) y Norovirus (Martella y cols., 2008); y las bacterias Clostridium difficile (Berry y
Levett, 1986), Escherichia coli (Sancak y cols., 2004), Brachyspira (Hidalgo y cols., 2010) y
Salmonella (Polpakdee y cols., 2012). Sin embargo, del mismo modo que ocurre con
Campylobacter, para muchos de estos agentes aun no se ha establecido su papel primario

como responsables de la enfermedad en perros (Stavisky y cols., 2011).

Asimismo, son muchos los microorganismos que pueden producir enfermedades diarreicas
en humanos; de modo que es necesario establecer el diagndstico diferencial entre
Campylobacter y los principales agentes bacterianos como Vibrio cholerae, Salmonella, Shigella
y Escherichia coli (WHO, 2009). Otras bacterias como Staphylococcus aureus, Clostridium
perfringens, Clostridium difficile o Klebsiella, asi como parasitos como Giardia, Cyclospora,
Cryptosporidium y Entamoeba histolytica también pueden causar procesos entéricos en
humanos (WHO, 2009). Respecto a los virus, los rotavirus son el grupo de mayor importancia
(Glass y cols., 2006), aunque también pueden ser responsables los adenovirus, astrovirus,

calicivirus y norovirus (Clark y McKendrick, 2004).

Respecto a diagndstico laboratorial, a pesar de que los avances tecnoldgicos han
aumentado la velocidad de las pruebas diagndsticas de muchas enfermedades, para el
aislamiento de bacterias como Campylobacter, el coprocultivo realizado a partir de muestras
de heces sigue siendo el método que se utiliza de forma rutinaria en la mayoria de los

laboratorios de microbiologia (Abubakar y cols., 2007).
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Del mismo modo, la toma de muestras también puede realizarse a partir de ciegos de los
broilers tanto en granja (Sasaki y cols., 2013) como en matadero (Hue y cols., 2011; Sasaki y
cols., 2013), donde ademas pueden tomarse muestras de la piel del cuello (Malher y cols.,
2011), asi como hisopos de la superficie de las canales (Ellerbroek y cols., 2010) o muestras
de carne de pollo, siendo 25 gramos suficientes para la deteccion de Campylobacter

(Nordic Committee on Food Analysis, 2007).

En humanos ademas, cuando las caracteristicas clinicas y el perfil inmunolégico del
paciente hacen sospechar de una posible bacteriemia es recomendable tomar también una

muestra de sangre (Bolton, 2001).

En cuanto a las muestras ambientales se pueden utilizar calzas para muestrear los
alrededores de las granjas y esponjas estériles o hisopos para las instalaciones de granjas y

mataderos (Ellerbroek y cols., 2010; Kudirkiene y cols., 2011; Melero y cols., 2012).

El transporte de las muestras de heces hasta el laboratorio puede realizarse en recipientes
convencionales si se prevé que lleguen en el mismo dia al laboratorio, en cambio, si tardan
mas de un dia, las heces deben introducirse en un medio de transporte como el medio Cary
Blair y mantenerse en refrigeracion. El medio de transporte también debe utilizarse para los
hisopos rectales y cloacales, asi como de la superficie de las canales y ambientales, respetando
las condiciones de refrigeracion que deben mantenerse hasta su procesamiento en el
laboratorio en 24-48 horas (Bolton, 2001; Crushell y cols., 2004). De igual manera, las muestras
de carne de pollo deben mantenerse en refrigeracién hasta su llegada al laboratorio vy

procesarse en 24-48 horas (Dominguez y cols., 2002; Mateo y cols., 2005; Sasaki y cols., 2013).

La morfologia espiral y los movimientos rdpidos y de rotacidon caracteristicos de
Campylobacter permiten su identificacidon directa mediante el examen microscépico de las
heces frescas, ya sea con la tincién de Gram o con el microscopio de contraste de fases
(Butzler, 2004).

El aislamiento de las especies termotolerantes de Campylobacter a partir de heces o

hisopos rectales/cloacales puede realizarse facilmente mediante la siembra directa en un

medio selectivo, que ademas de otros nutrientes, contienen antibidticos capaces de inhibir el
crecimiento de la flora saprofita del intestino (Endtz y cols., 1991). Entre los medios mas
utilizados se encuentran el agar Preston, el carbdn cefoperazona desoxicolato (CCDA) y el agar

Butzler (Silva y cols., 2011); a continuacion las bacterias deben incubarse durante 48-72 horas
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a 42 °C en condiciones de microaerofilia (Butzler, 2004). Para muestras con un nimero bajo de
bacterias, se recomienda la filtraciéon o el empleo previo de medios de enriquecimiento como
los caldos selectivos Bolton o Preston para posteriormente realizar el cultivo en el agar

selectivo, mejorando asi el aislamiento de Campylobacter (Baylis y cols., 2000; Hu y Kuo, 2011).

Concretamente, el uso del CCDA y la incubacién en microaerofilia a 42 °C es por lo general,
la metodologia de eleccion pues permite el aislamiento de mas cepas de Campylobacter
(Zanetti y cols., 1996). El agar CAT no es mas que una modificacion en los niveles de
antibidticos del anterior permitiendo el aislamiento de un rango mas amplio de cepas de

Campylobacter, sobre todo de C. upsaliensis (Corry y Atabay, 1997).

El empleo de estos antibidticos como suplemento en los medios selectivos, asi como la
temperatura de incubacion de 42 °C son condiciones que pueden inhibir el crecimiento de
algunas especies de Campylobacter menos frecuentes, recomendandose las técnicas de
filtracion, la siembra en medios no selectivos y temperaturas de incubacién de 37 °Cy 42 °C de
forma simultdnea cuando exista la sospecha de la presencia en una muestra de especies de

Campylobacter no habituales (Bolton, 2001).

Estos medios selectivos también pueden utilizarse para el aislamiento de Campylobacter a

partir de muestras ambientales, agua o alimentos (Baylis y cols., 2000; Hu y Kuo, 2011; Ugarte-

Ruiz y cols., 2012). No obstante, en los ultimos afios se ha desarrollado un método
internacional que estandariza en una norma ISO tanto el aislamiento como la cuantificacién de
las cepas de Campylobacter en los productos destinados al consumo humano o para la
alimentacién de los animales, asi como para las muestras ambientales en el drea de
produccion alimentaria y manipulaciéon de alimentos. La norma no incluye las muestras
intestinales, de heces o hisopos rectales/cloacales. Este protocolo utiliza el CCDA
modificado, recomendando el uso del caldo Bolton como medio de enriquecimiento previo

(1SO, 20064a; I1SO, 2006b).

Asimismo, en el ano 2007 el Comité Nordico sobre el Andlisis de los Alimentos (Nordic
Committee on Food Analysis) elabord otro protocolo estandar para el aislamiento y
cuantificacidon de cepas de Campylobacter termotolerantes en alimentos (NMKL 119, 3. Ed,,
2007), demostrandose su eficacia siempre que la concentracion de Campylobacter en la

muestra sea superior a 25 UFC/gramo (Rosenquist y cols., 2007).
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Actualmente existen otros métodos mas rapidos para la deteccién de Campylobacter, si
bien, Kulkarni y cols. (2002) determinaron que el método déptimo sigue siendo el uso de
medios selectivos. De esta forma, tras el primoaislamiento en estos medios, la identificacion
de Campylobacter se lleva a cabo mediante la descripcién de la morfologia de la colonia, la
tincién de Gram, la motilidad y pruebas bioquimicas como la de la oxidasa, catalasa o hidrélisis
del hipurato (Butzler, 2004; ISO 2006a). Esta ultima se emplea para diferenciar las cepas de
C. jejuni de otras especies de Campylobacter pues C. jejuni es la Unica especie hipurato positiva
(Bolton, 2001), aunque la existencia de algunas cepas hipurato negativas hacen que esta

diferenciacion bioguimica sea limitada (Roop y cols., 1984; Nicholson y Patton, 1993).

Por otra parte, existen kits comerciales, como la técnica de aglutinacidon en latex, que
detectan de forma directa los antigenos de Campylobacter tanto a partir de heces como de
colonias aisladas, utilizdndose para confirmar si un aislamiento pertenece al género

Campylobacter (Hindiyeh y cols., 2000; Dediste y cols., 2003).

No obstante, para llevar a cabo la identificacién de las cepas de Campylobacter existen
diferentes métodos faciles de realizar y mas rdpidos que los métodos bioquimicos
convencionales entre los que destacan las técnicas moleculares (Frost y cols., 1998; Frost y

cols., 1999; Wassenaar y Newell, 2000).

En este sentido, una de las técnicas mas usadas para el diagndstico rdpido de
Campylobacter es la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Esta técnica reduce
significativamente el tiempo de deteccién de Campylobacter en comparacion con los métodos
de cultivo tradicionales (Abubakar y cols.,, 2007). Actualmente se han descrito diversos
cebadores capaces de unirse de forma especifica a diferentes genes permitiendo Ia
identificacion de distintas especies de Campylobacter en un solo dia (Butzler, 2004)
incluyendo algunas especies poco comunes vy dificiles de cultivar (Kulkarni y cols., 2002).
Ademds, la PCR es mas eficaz para la confirmacién de los resultados pues las reacciones
fenotipicas pueden ser variables y dificiles de leer (Silva y cols., 2011).

Desafortunadamente se trata de un método caro que no proporciona el aislamiento del
organismo para poder realizar su tipificacién o las pruebas de sensibilidad antimicrobiana
(Butzler, 2004). Asimismo, los métodos moleculares convencionales no son adecuados para
la identificacion de las subespecies de Campylobacter, debiendo optar en estos casos por
una PCR multiple basada en el locus nap capaz de diferenciar las subespecies de C. jejuni

(Miller y cols., 2007).
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Otra técnica adecuada para diferenciar las distintas especies de Campylobacter es el
analisis de la secuencia del rRNA 16S mediante PCR y enzimas de restriccion (PCR-RFLP),
(Marshall y cols., 1999) para posteriormente, compararlas con las secuencias existentes en
una base de datos internacional (Gorkiewicz y cols., 2003). No obstante, el hecho de que
cepas de diferentes especies puedan tener una secuencia de rRNA 16S idéntica o cepas de la
misma especie puedan presentar hasta un tres por ciento de variabilidad entre ellas
(Stackebrandt y Goebel, 1994) hacen que esta técnica se utilice en menor medida para la
identificacion de cepas a nivel de especie y se destine fundamentalmente al disefio de
primers y sondas especificas de especie, grupo o género necesarios en PCR y ensayos de
hibridacion (Lubeck y cols., 2003). Concretamente, existe un protocolo de hibridacion rapida
capaz de detectar C. jejuni directamente en muestras de alimentos mediante una sonda de

ADN de 1475 pb marcada con cromégeno (Ng y cols., 1997).

Otras técnicas utilizadas en la identificacidn y tipificacion de las especies que comprende el
género Campylobacter han sido la amplificacion aleatoria de ADN polimdrfico (RAPD) (Adzitey
y cols., 2012), la electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) (Ribot y cols., 2001) y la técnica
de polimorfismo de longitud de fragmentos amplificados (AFLP) (Duim y cols., 1999 y 2001;
Aabenhus y cols., 2005; Keller y cols., 2007). Por otra parte, la técnica genética de tipificacién
de secuencias multilocus (MLST) se ha utilizado para comparar las cepas de Campylobacter
aisladas a partir de animales (ganado bovino, ovejas, aves domésticas, cerdos, perros y gatos),

del medio ambiente y de personas con campilobacteriosis (Manning y cols., 2003).

Ademas, las técnicas seroldgicas como el ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay) son
métodos de uso reciente en el diagndstico rdpido de campilobacteriosis reduciendo el tiempo
de deteccidon de Campylobacter en muestras de heces o alimentos respecto a los coprocultivos
(Abubakar y cols., 2007). Asimismo, también se ha podido detectar Campylobacter en agua
mediante un sistema de deteccién inmunoenzimatico (Sails y cols., 2002) o el uso de

anticuerpos monoclonales (Buswell y cols., 1998).

La serologia en humanos estd indicada cuando a pesar de obtener cultivos negativos, se

sospeche de una infeccién con Campylobacter en personas que presentan complicaciones

como artritis reactiva o sindrome de Guillain-Barré (Cawthraw y cols., 2002).
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Una de las ultimas herramientas que estd revolucionando el diagndstico microbiolégico
es la conocida como MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-
Flight Mass Spectrometry). Esta técnica supone un enfoque radicalmente nuevo y
metddicamente sencillo que reduce en gran medida el coste de los consumibles y el tiempo

empleado en el diagndstico (Seng y cols., 2009; Sauer y Kliem, 2010).

A diferencia de los métodos convencionales de identificacion basados en criterios
bioquimicos que requieren el aislamiento previo de las bacterias e incubaciones de larga
duracién, MALDI-TOF-MS es un método rapido y preciso que puede identificar
microorganismos en cuestién de minutos a partir de las colonias en los medios de cultivos
mediante la dando ionizacién de las proteinas ribosémicas que proporcionan un espectro

proteico Unico especifico de género, especie e incluso subespecie.

Diversos estudios han evaluado el potencial de MALDI-TOF en el laboratorio de
microbiologia, encontrandose una tasa de identificacion cercana al cien por cien en el caso
del género Campylobacter (Martiny y cols., 2011) con la mayor dificultad en la

diferenciacion de C. upsaliensis y C. helveticus (Mandrell y cols., 2005).

LUcHA

Puesto que los broilers actian como reservorios de Campylobacter sin desarrollar la
enfermedad (OIE, 2008), es un error plantear la aplicacion de un tratamiento antibiético a fin
de eliminar este microorganismo del individuo, sobre todo cuando se trata de animales
destinados al consumo humano, pues el uso indiscriminado de antibidticos se ha sefialado
como una de las causas del incremento de las resistencias frente a los antimicrobianos

(Moore y cols., 2006).

Afortunadamente, la mayoria de las personas con campilobacteriosis se recuperan
simplemente tras la administraciéon de un tratamiento sintomatico, reponiendo los fluidos y
electrolitos perdidos, sin necesidad de ningln tratamiento especifico (Silva y cols., 2011). La
terapia antimicrobiana se reserva para los casos mas graves, siendo los macrélidos como la
eritromicina y las fluoroquinolonas como la ciprofloxacina los antibidticos de eleccidn (Blaser,
1997; Allos, 2001). Otros antibidticos como la gentamicina, tetraciclina, clindamicina y ampicilina

son la alternativa para las infecciones sistémicas (Blaser, 2000; Aarestrup y Engberg, 2001).
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Por otro lado, con el objeto de reducir la carga bacteriana de las canales de broilers, los
mataderos llevan a cabo de forma rutinaria diversos tratamientos que pueden ser fisicos o
quimicos. En este sentido, aunque el empleo de productos quimicos no esta aprobado en la UE
(EFSA Journal, 2011), en la bibliografia encontramos diversos estudios sobre los efectos de
distintos productos quimicos, demostrandose como el acido lactico (Bolder, 2007; Riedel y
cols., 2009), el clorito de sodio acidificado (Kemp y cols., 2001; Bashor y cols., 2004; Bolder,
2007; Corry y cols., 2008), el didxido de cloro (Bolder, 2007), el fosfato trisddico (Slavik y cols.,
1994; Whyte y cols., 2001; Bashor y cols., 2004; Corry y cols., 2008), el agua electrolizada acida
oxidante (Kim y cols., 2005) y el acido peracético (Bauermeister y cols., 2008) reducen en

mayor o menor medida el nimero de Campylobacter en las canales de pollo.

Los métodos de descontaminacién fisica de las canales, a excepcion de la irradiacion, si
pueden ser utilizados en todos los paises de la UE (EFSA Journal, 2011). Asi, la congelacion
durante unos dias (Sandberg y cols., 2005; Georgsson y cols., 2006, Rosenquist y cols., 2006), la
congelacién durante tres semanas (Sandberg y cols., 2005; Georgsson y cols., 2006), la
inmersiéon en agua caliente (Corry y cols., 2006), la coccién (Whyte y cols., 2006), la
congelaciéon de la superficie (Boysen y Rosenquist, 2009), el vapor (Whyte y cols., 2003) y el
vapor ultrasonido (Boysen y Rosenquist, 2009) se pueden utilizar para disminuir el nimero de

Campylobacter.

Otros métodos como la irradiacién o la coccion a nivel industrial pueden reducir el cien por
cien del riesgo de transmision en la cadena alimentaria. Del mismo modo, la congelacion de las
canales durante dos o tres semanas supone la disminucién del noventa por ciento del riesgo y
entre un cincuenta y un noventa por ciento la congelacién durante dos o tres dias, la inmersién

en agua caliente o la descontaminacidn quimica (EFSA Journal, 2011).

La implementacién de medidas de prevencion que eviten en las granjas de broilers la
colonizacion de los lotes de pollos, asi como la contaminacién de las canales en el matadero
son fundamentales en la prevencién de la infeccidon en las personas, mas aun si tenemos en
cuenta que los casos de campilobacteriosis humana no han dejado de incrementarse en los
ultimos afios (EFSA Journal, 2013). En este sentido, cabe destacar como a pesar de la elevada
prevalencia de lotes y canales de pollo contaminados con este organismo en la UE cada ano,
en la actualidad no existe una legislacion europea especifica con relacién a los niveles de

Campylobacter permitidos en los alimentos (EFSA Journal, 2010; EFSA Journal, 2012a).
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Hasta la fecha, los estudios para prevenir o reducir el nimero de Campylobacter en el
intestino de los animales se centran en los broilers, puesto que son la principal fuente de
infeccidn para los humanos (Sheppard y cols., 2009), no encontrando ninguna referencia sobre

estudios de quimioprofilaxis en perros domésticos.

Como alternativa al uso de antibidticos para prevenir la infeccion en los broilers se
recomienda el empleo de aditivos quimicos o bioldgicos en el pienso y el agua (EFSA Journal,
2011). De esta forma, se ha demostrado al eficacia en la reduccién del nimero de
Campylobacter en las heces de los animales mediante el butirato (Van Deun y cols., 2008c), la
aplicacién de acidos orgéanicos en el agua de bebida (Byrd y cols., 2001; Chaveerach y cols.,
2004; Thormar y cols., 2006) o el acido caprilico (De los Santos y cols., 2010). En cambio, no se
ha observado que la adicidn de acido caproico, caprilico o caprico en el alimento disminuya la
carga de Campylobacter en las heces (Hermans y cols., 2010) como tampoco son eficaces los
acidos grasos de cadena corta (Van Deun y cols., 2008c). Asimismo, el alimento suplementado
con acido féormico combinado con sorbato de potasio puede reducir o prevenir la colonizacion

de Campylobacter en los pollos (Skanseng y cols. 2010).

Respecto al empleo de probidticos, hay estudios que han demostrado una reduccién
significativa de Campylobacter en las heces de broilers debido a la exclusidn competitiva
de una determinada flora bacteriana (Mead y cols., 1996; Stern y cols., 2001). Adema3s,
para reducir el niUmero de Campylobacter en el intestino de los broilers antes del sacrificio
en el matadero pueden ser efectiva la aplicacion de bacteriocinas y bacteriofagos (EFSA
Journal, 2011). Las bacteriocinas son toxinas proteicas producidas por las bacterias para
inhibir el crecimiento de cepas bacterianas similares o estrechamente relacionadas; en la
actualidad existen cuatro bacteriocinas purificadas para reducir la infeccion de los broilers
con Campylobacter, éstas son la SRCAM 602 de Paenibacillus polymyxa NRRL B-30509
(Stern y cols, 2005), la OR-7 de Lactobacillus salivarius (Stern y cols., 2006), y la E-760 y
E 50-52 de Enterococcus spp. (Line y cols., 2008; Svetoch y cols., 2008). De esta forma, si
estas bacteriocinas son afadidas en el alimento de los broilers (Stern y cols., 2005; Stern y
cols., 2006; Line y cols., 2008) o en el agua de bebida (Svetoch y cols., 2008) se produce
una reduccidon del numero de Campylobacter en el intestino hasta niveles indetectables
(< 2 logyg UFC/g). Sin embargo, aunque Svetoch y cols. (2008) han sugerido que el tratamiento
con bacteriocinas puede eliminar por completo Campylobacter del tracto digestivo de los

broilers, aun son escasos los estudios experimentales que se han llevado a cabo con estas
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sustancias, siendo necesarios ensayos de campo a gran escala para determinar la factibilidad

del tratamiento con bacteriocinas.

Del mismo modo, la actividad litica de los bacteriéfagos puede servir para eliminar
Campylobacter del intestino de los broilers. Los fagos se unen a la célula bacteriana a través de
receptores como proteinas o lipooligosacaridos, penetrando en ella para finalmente
multiplicarse. La progenie de fagos son liberados mediante la lisis de la bacteria para infectar a
continuaciéon a otras bacterias. Ademas, en contraste con los antimicrobianos, los fagos son
organismos que evolucionan rapidamente junto a sus bacterias hospedadoras (EFSA Journal,
2011). Asi, con la administraciéon de bacteridfagos dos o tres dias antes del sacrificio, los
niveles de Campylobacter en el ciego pueden reducirse hasta 0,5-5 log,, (EI-Shibiny y cols.,
2009b; Loc Carrillo y cols., 2005; Wagenaar y cols., 2005). Sin embargo, estas terapias se
encuentran en las primeras etapas de su desarrollo siendo actualmente muy dificil evaluar su

efectividad (Scott y cols., 2007).

La vacunacion en broilers podria reducir o incluso prevenir la infeccién de estos animales
con Campylobacter, afectando en ambos casos al nimero de organismos en la cadena
alimentaria y en el medio ambiente (EFSA Journal, 2011). Desde que en 1990 Stern y cols.
demostraran por primera vez en broilers que los anticuerpos contra Campylobacter inducidos
por la vacunacién podian tener propiedades de proteccién, se han probado distintas
estrategias de vacunacion, centradas sobre todo en la flagelina como antigeno protector.
También se han desarrollado vacunas con células enteras y otros antigenos (De Zoete y cols.,
2007) y recientemente se ha obtenido la primera vacuna con el parasito Eimeria como vector

para la induccion de inmunidad protectora en broilers (Clark y cols., 2012).

Sin embargo, los resultados hasta el momento no han sido satisfactorios pues la mayoria
de estos estudios han resultado poco reproducibles y la proteccién inducida por la vacunacion
no ha reducido la infeccidn en los broilers con Campylobacter. Asi, la investigacién vacunal
actual se centra en el estudio de antigenos protectores alternativos y nuevos enfoques, tales
como adyuvantes de la mucosa o citoquinas que estimulen el sistema inmune de los broilers
(EFSA Journal, 2011). Respecto al desarrollo de vacunas contra Campylobacter en perros

domésticos, no existen actualmente datos publicados disponibles.

En humanos, no hay ninguna vacuna disponible hasta la fecha, sospechandose que la

inmunidad frente a Campylobacter pueda ser especifica de cada cepa, si bien ain no se han
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identificado los antigenos que confieren la inmunidad protectora (Baqar y cols., 2001). Por otra
parte, la falta de entendimiento sobre el mecanismo del sindrome de Guillain-Barré es otro
obstaculo para el desarrollo de una vacuna frente a Campylobacter (Yuki, 2001). No obstante,
los estudios realizados por diversos investigadores evaluando la eficacia de diferentes vacunas
en ratones desarrolladas con bacterias enteras inactivadas (Baqar y cols., 1995), flagelinas
(Lee y cols., 1999) y proteinas FspAl secretadas por los flagelos (Bagar y cols., 2008)
combinadas con la enterotoxina termolabil de Escherichia coli como adyuvante de la mucosa,
han mostrado cierta eficacia en la proteccién contra Campylobacter,presentdandose como

posibles candidatas para su aplicacion en humanos.

De forma general se acepta que cualquier medida de control frente a Campylobacter debe
comenzar durante la etapa de produccidn primaria pues los beneficios que se obtienen para la
salud publica son mayores que si el control se realiza posteriormente en la cadena alimentaria
ya que esta bacteria podria extenderse desde las granjas a los humanos mediante otras vias

diferentes al consumo de la carne de pollo (EFSA Journal, 2011).

Cuando las medidas de bioseguridad en produccién primaria se implementan de forma
estricta se evita que Campylobacter u otros agentes patdgenos sean transportados desde
fuera hasta dentro de la nave. Sin embargo, en la practica es muy dificil obtener y mantener tal
nivel de bioseguridad; la vulneracién pasiva de la bioseguridad se produce a través del agua, el
alimento o el aire y la activa mediante los insectos o los humanos (EFSA Journal, 2011). De esta
manera, una vez que Campylobacter entra en la nave de broilers e infecta a los primeros
animales, se extiende de forma muy rdpida, infectando prdcticamente al cien por cien de los

animales en una semana (Katsmay cols., 2007).

En este sentido, las barreras higiénicas tales como la presencia de pediluvios e
instalaciones para el lavado de las manos a la entrada de la nave, asi como el cambio de
calzado y el uso de ropa especifica son una parte muy importante en las medidas de
bioseguridad pudiendo disminuir el riesgo de infeccidon del lote en un cincuenta por ciento

(Berndtson y cols., 1996b; Van de Giessen y cols., 1998; Evans y Sayers, 2000).

Del mismo modo, la prevencidn de la entrada de insectos en el interior de la nave también

debe estar presente a la hora de aplicar las medidas de bioseguridad pues se ha demostrado

como la exclusion de los insectos voladores en las naves mediante el uso de mosquiteras
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reduce significativamente la posibilidad de que un lote de broilers sea positivo durante el pico

estacional (Hald y cols., 2007).

Otro factor relacionado con la bioseguridad de las explotaciones es la calidad del agua de
bebida. Por ello, es necesario llevar a cabo una correcta desinfecciéon tanto del agua
suministrada a los broilers como de sus instalaciones, importantes factores de riesgo para la
infeccion de estos animales en la granja (Evans y Sayers, 2000; Arsenault y cols., 2007b;

Lyngstad y cols., 2008).

Asimismo, se ha investigado el efecto del linaje en la susceptibilidad de los broilers frente a
la infeccidon con Campylobacter (King y cols., 1993; Boyd y cols., 2005) sugiriéndose que la cria
selectiva de broilers resistentes a Campylobacter es una practica que se podria utilizar en el

control de la infeccién (Kaiser y cols., 2009).

Por otro lado, si tenemos en cuenta que la prevalencia de la infeccién en los lotes de
broilers esta directamente relacionada con la edad, el sacrificio en edades mas tempranas
deberia suponer una intervencién efectiva que reduciria el riesgo de infeccion de los broilers
hasta en un cincuenta por ciento, siempre que la edad de sacrificio de los animales sea como
maximo de 28 dias (Kapperud y cols., 1993; Berndtson y cols., 1996b; EFSA Journal, 2011). De
igual forma, se ha sefialado que si la despoblacién parcial de los lotes se realiza en la granja de
forma discontinua, el riesgo de infeccion de lo broilers se podria reducir en un 25 por ciento

(Adkin y cols., 2006; Hansson y cols., 2010; EFSA Journal, 2011).

Otra practica habitual consiste en la retirada de la alimentacién a los broilers antes del
sacrificio; de esta forma se reduce la defecaciéon durante el transporte, disminuyendo la
contaminacion fecal durante el desplumado mientras se facilita la evisceracion en la planta de
procesamiento (EFSA Journal, 2011). En este sentido, la Directiva 2007/43/CE, del Consejo,
limita la retirada del alimento en un maximo de doce horas antes de la hora prevista para el
sacrificio en el matadero. Los resultados de esta medida respecto a la disminucion del
numero de Campylobacter en el medio ambiente y en las canales son contradictorios,
mientras que algunos autores han constatado esta disminucidn (Bilgili, 2002), otros han
encontrado un aumento de la contaminacion de las canales (Northcutt y cols., 2003; Keener
y cols., 2004). No obstante, para reducir la probabilidad de la contaminacion de las canales
se recomienda el sacrificio de las aves entre ocho y doce horas después de la retirada del

alimento, pues mas de doce horas podria causar deterioro en las visceras ademas de un
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incremento en la fluidez del contenido gastrointestinal que aumentaria la contaminacion

fecal de las canales (Bilgili y Hess, 1997; Zuidhof y cols., 2004; Delezie y cols., 2006).

También, las cajas utilizadas para el transporte de los broilers desde la granja al matadero
deben ser lavadas y desinfectadas después de cada uso para reducir asi la contaminacion
cruzada entre lotes positivos y negativos a Campylobacter dentro de la granja, a la vez que se

consigue disminuir la contaminacién en las instalaciones del matadero (Allen y cols., 2008).

Por otro lado, para minimizar la contaminacién y el crecimiento de patégenos dentro del
matadero debe prestarse atencién a las medidas de higiene durante el sacrificio,
fundamentalmente al disefio de las instalaciones (Luning y cols., 2008). Asi, en un matadero de
broilers, la contaminacion ocurre sobre todo en el proceso de evisceracion, especialmente si la
magquina no estd adaptada a los diferentes tamafios de las canales de un lote (Figueroa y cols.,
2009). En paises como Noruega, Islandia y Dinamarca, ademds se realiza un sacrificio
programado, identificando los lotes positivos antes de ser sacrificados y sometiendo a las
canales de esos lotes a tratamientos como la congelacién (EFSA Journal, 2011). Asimismo, el
sacrificio de los lotes positivos después de los negativos podria evitar la contaminacion
cruzada, aunque Elvers y cols. (2011) demostraron que la aplicacidon de esta medida tiene un
efecto limitado pues los lotes negativos precedidos por lotes positivos se contaminan con
cepas de Campylobacter distintas a las aisladas a partir del lote positivo previo; ademas se
ha descrito que el orden en el sacrificio no repercute en el nimero de casos de
campilobacteriosis humana (Havelaar y cols., 2007). Por otra parte, las modificaciones
durante el procesado en el matadero podrian disminuir el nimero de Campylobacter en las
canales. Asi, Berrang y cols. (2011) observaron una reduccidon en la contaminacidn de las
canales con Campylobacter si la evisceracion se realizaba antes del escaldado. Ademas, es
muy importante la educacion de los manipuladores de alimentos en las practicas de higiene,
centrandose principalmente en la prevencién de la contaminacién cruzada durante la

manipulacion de la carne de pollo (EFSA Journal, 2011).

En cuanto a los perros domésticos, para evitar la transmisién de la infeccién a las
personas, se recomienda tener especial cuidado de la higiene personal si se convive con
un perro. Asimismo, se puede evitar que estos animales se infecten y sean reservorios
de un mayor numero de Campylobacter si su alimentacién no incluye carne cruda

(Rossi y cols., 2008; Lenz y cols., 2009).
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Se espera que la aplicacién estricta de la bioseguridad en la produccién primaria, asi como
de Buenas Practicas de Manipulacion (BPM) y Andlisis de Peligros y Puntos de Control Criticos
(APPCC) durante el procesado en el matadero, reduzca el nivel de infeccion de los broilers con
Campylobacter y la contaminacion de las canales y la carne como producto final (EFSA Journal,
2011). No obstante, aunque esta aplicacién podria reducir considerablemente el riesgo para la
salud publica, la erradicacién de Campylobacter hoy en dia resulta impensable pues a
excepcidn de las medidas de bioseguridad, las demas medidas de intervencidn estan todavia

en desarrollo.

Recientemente, la comision del Codex Alimentarius ha elaborado una serie de directrices
para el control de Campylobacter y Salmonella en la carne de pollo; a pesar de no establecer
limites cuantitativos para Campylobacter, el documento proporciona una base para que los
paises establezcan medidas de control apropiadas a su esquema nacional (Codex Alimentarius,
2011). En la actualidad no existe en la UE ninguna normativa que establezca los niveles de
Campylobacter permitidos en los alimentos; no obstante, en teoria se podria reducir el riesgo
para la salud publica entre un cincuenta y un noventa por ciento en la UE si todos los lotes que
se venden como carne fresca cumplieran el criterio microbiolégico de tener unos limites
criticos de 1.000 y 500 UFC/gramo en la piel cuello y pechuga, respectivamente, estimandose
que entre el 15y el 45 por ciento de los lotes examinados en la UE en el aiio 2008 no cumplian

estos criterios (EFSA Journal, 2011).

En paises como Reino Unido se han desarrollado estrategias frente a las enfermedades
transmitidas por los alimentos, siendo su principal propdsito la lucha contra la contaminacién
de la carne de pollo con Campylobacter, teniendo como objetivo que solo un diez por ciento
de la carne fresca esté contaminada con mas de 1.000 UFC en abril de 2015 (EFSA Journal,
2012a). También en Nueva Zelanda se han llevado a cabo intervenciones reguladas y
voluntarias para reducir la infeccion de Campylobacter en aves domésticas, observandose un
marcado descenso en los casos de campilobacteriosis humana tras la aplicacién de estas

medidas (Sears y cols., 2011).
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OBJECTIVES/OBIJETIVOS
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The main objective of this PhD thesis was the performance of an etiologic, epidemiological
and antimicrobial susceptibility study on the infection with species in the genus Campylobacter

in broiler farms and slaughterhouse, as well as in dogs from veterinary clinics, in Andalusia.

This main objective will be developed through the next specific objectives:

e To determine the prevalence of infection with different species in the genus
Campylobacter in broiler flocks from farms in Andalusia.

e To identify the risk factors potentially associated with Campylobacter spp. in broiler
flocks from farms in Andalusia.

e To evaluate the frequency of contamination with Campylobacter spp. in several
potential sources of infection inside the broiler house.

e To perform the monitoring of the infection with species in the genus Campylobacter in
broiler farms along the production cycle.

e To assess the contamination level with different species in the genus Campylobacter
from carcass and chicken meat along the processing at the slaughterhouse and
quartering room.

e To determine the main critical points for the contamination of chicken meat with
species belonging to the genus Campylobacter in slaughterhouse and quartering room.

e To determine the prevalence of infection with different species in the genus
Campylobacter in domestic dogs from veterinary clinics in Cordoba.

e To identify the risk factors potentially involved with Campylobacter spp. infection in
domestic dogs from veterinary clinics in Cordoba.

e To establish the antimicrobial susceptibility for different species belonging to
Campylobacter genus isolated from broilers, chicken meat and domestic dogs, and to

obtain the frequency of multi-drug resistance for the isolates tested.
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El objetivo general de este trabajo de investigacion fue la realizacién de un estudio

etioldgico, epidemioldgico y de sensibilidad antimicrobiana de la infeccidon con especies del

género Campylobacter en granjas y matadero de broilers, asi como en perros de clinicas

veterinarias, en Andalucia.

La consecucion de dicho objetivo se desarrolld6 mediante los siguientes objetivos

especificos:

Determinar la prevalencia de infeccion de las distintas especies del género
Campylobacter por lotes en granjas de broilers de Andalucia.

Identificar los factores de riesgo potencialmente asociados con la infeccion con
Campylobacter spp. en lotes de broilers en granjas de Andalucia.

Evaluar la frecuencia de contaminacién con Campylobacter spp. en distintas fuentes
potenciales de infeccién del interior de la nave de broilers.

Realizar el seguimiento de la infeccién con especies del género Campylobacter en
granjas de broilers a lo largo de su ciclo productivo.

Evaluar el nivel de contaminacidn con distintas especies del género Campylobacter de
las canales y carne de pollo a lo largo del procesado en matadero y sala de despiece.
Determinar los principales puntos criticos para la contaminacién de la carne de pollo
con las distintas especies de Campylobacter en matadero y sala de despiece.
Determinar la prevalencia de infeccion de las distintas especies del género
Campylobacter en perros domésticos de clinicas veterinarias en Cérdoba.

Identificar los factores de riesgo potencialmente asociados con la infeccion con
Campylobacter spp. en perros domésticos de clinicas veterinarias de Cérdoba.
Establecer la sensibilidad antimicrobiana de las distintas especies de Campylobacter
aisladas a partir de broilers, carne de pollo y perros domésticos y determinar Ia

frecuencia de multirresistencia en los aislamientos analizados.
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MATERIAL Y METODOS
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POBLACION Y DISENO DEL ESTUDIO

Granjas de broilers

El estudio se ha realizado en granjas de broilers situadas en las ocho provincias de
Andalucia (sur de Espafia, 36° N-38° 60" N, 1° 75" 0-7° 25" O) (Fig. 7) desde abril de 2010 hasta
mayo de 2012. Esta Comunidad Auténoma se localiza en el extremo suroeste de la UE y sus
limites naturales son, por el sur, el océano Atlantico y el mar Mediterraneo; por el norte, la
cadena montafiosa de Sierra Morena que la separa de Extremadura y Castilla-La Mancha; por
occidente, Portugal; y por oriente, Murcia. Asimismo, Andalucia es la segunda regidn mas
extensa de Espafia con 87.597 km?, representando el 17,3 por ciento del territorio espafiol y
siendo su superficie similar a la de Austria y Portugal y mayor que la de paises como Irlanda,

Bélgica, Holanda, Dinamarca o Suiza (Junta de Andalucia, 2013).

Figura 7. Mapa de Espaia y Andalucia mostrando cada provincia andaluza
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Segun el Registro General de Explotaciones Ganaderas (REGA) del afio 2013, Andalucia es
la segunda Comunidad Auténoma de Espafia con mayor nimero de granjas de produccién de
pollos para carne (812 explotaciones), precedida de Catalufia (1.009 explotaciones). En la
siguiente tabla se presenta la produccidn de broilers en las distintas provincias de Andalucia

(tabla 4).
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Tabla 4. Distribucidn provincial de las granjas de broilers en Andalucia en 2011 segun la
Consejeria de Agricultura y Pesca de la Junta de Andalucia

Provincia N2 de granjas N2 de pollos de carne
Almeria 85 727.637

Cadiz 17 165.619
Cordoba 60 1.086.216
Granada 148 1.626.104
Huelva 292 3.805.798

Jaén 75 831.730
Malaga 27 390.380
Sevilla 203 2.905.255
TOTAL 907 11.538.739

En Andalucia coexisten desde granjas antiguas en las cuales las condiciones de
temperatura y humedad dentro de la nave deben ser controladas mediante el control manual
de ventanas, ventiladores y sistemas de refrigeraciéon hasta granjas mas modernas equipadas
con la mds alta tecnologia para el control automatizado del ambiente del interior de la nave.
Las lineas de broilers Ross y Cobb son las mas utilizadas y las incubadoras de las que proceden
se encuentran en su mayoria en Andalucia y Portugal, habiendo algunos lotes procedentes de
Madrid o Barcelona. Asimismo, el pienso para la alimentacién de estos animales es fabricado
en Andalucia y, por lo general, los programas de profilaxis incluyen la vacunacién contra la
enfermedad de la bursitis infecciosa (IBD), la rinotraqueitis del pavo (TRT) y la bronquitis

infecciosa (IB).

La poblacién en estudio estd constituida por aproximadamente 14.105 lotes que se criaron
en Andalucia desde abril de 2010 hasta mayo de 2012. El estudio incluyé lotes de broilers

procedentes de la mayoria de las empresas integradoras presentes en Andalucia.

La unidad de muestreo en el estudio fue el lote, definido como el conjunto de broilers que
ingresan en una nave para su engorde desde el primer dia de vida hasta su retirada para el
sacrificio. Se desarrollé un muestreo estratificado por provincias, de tal manera que el nimero
de lotes muestreados en cada provincia fuese proporcional al total de la poblaciéon en cada una
de las mismas. Para la determinacidon del tamafio de la muestra se empled el programa
informatico de epidemiologia veterinaria WinEpiscope 2.0, de libre difusién y desarrollado por
el gobierno de Aragdn en colaboracién con la Universidad de Zaragoza, la Universidad de
Wageningen y la Universidad de Edimburgo, empleando los siguientes pardametros: una
poblacién total de 14.105 (numero de lotes criados en Andalucia durante el periodo de

estudio), una prevalencia esperada del 75 por ciento (Jacobs-Reitsma y cols., 1994; Powell y
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cols., 2012), un nivel de confianza del 95 por ciento y un error aceptado del 5 por ciento. De
esta forma, se obtuvo como resultado un tamafio de muestra minimo de 289 lotes necesarios
para determinar la prevalencia por lotes de broilers de la infeccidon con especies del género

Campylobacter en Andalucia.

Dado que un lote positivo se define como aquel en el que al menos un animal presenté la
infeccion, se disend otro muestreo para establecer el nimero minimo de animales que debian
ser muestreados dentro de cada lote para poder concluir si éste se encontraba o no infectado.
Para ello, se considerd un tamano de 5.000 animales (lote con el minimo nimero de animales
en datos previos), una prevalencia minima esperada del 40 por ciento (basado en estudios
previos en la zona de estudio) y un nivel de confianza del 95 por ciento, lo cual resulté en un
numero minimo de muestras requeridas de seis animales por lote, por lo que se tomaron en

cada lote un minimo de seis muestras cloacales, ademas de las muestras ambientales.

En las granjas se tomaron muestras cloacales mediante torundas estériles con medio de
transporte para detectar la infeccién, se obtuvieron muestras del medio ambiente y se
cumplimentd un cuestionario epidemiolégico con el fin de determinar aquellos factores que
influyen en la infecciéon con agentes del género Campylobacter en los lotes de broilers de
Andalucia. Tanto la toma de muestras como las entrevistas para recabar los datos de la

encuesta epidemioldgica fueron realizadas por la propia defensora de la presente tesis.

A continuacién se detallan las variables incluidas en la encuesta epidemioldgica.

e EPOCA EN EL QUE SE REALIZO EL MUESTREO

Estacion del aiio: otofio, invierno, primavera, verano.

e DESCRIPCION DE LA GRANJA

Provincia: lugar en el que se localiza la granja (Almeria, Cadiz, Cérdoba, Granada, Huelva, Jaén,
Malaga o Sevilla).

Numero de broilers: nimero de animales criados en la granja en cada camada.

Numero de naves: nimero de recintos en la granja para criar cada uno de los lotes.

Otras granjas de broilers a <1 Km.: presencia de otras granjas de pollos a menos de un
kildmetro de distancia de la granja incluida en el muestreo.

Granjas de pavos a <1 Km.: presencia de granjas de pavos a menos de un kildmetro de

distancia de la granja incluida en el muestreo.
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Granjas de cerdos a <1 Km.: presencia de granjas de cerdos a menos de un kildémetro de
distancia de la granja incluida en el muestreo.

Perros/gatos en la granja: presencia de estos animales en la granja como animales de
compainiia o para proteger la granja.

éSe alimentan estos perros/gatos con pollos criados en la granja?: si estos animales se
alimentan con pollos que mueren durante la cria de un lote en la granja.

Presencia de otros animales en la granja: si en la granja se estan criando al mismo tiempo
otros animales como ovejas, vacas, caballos o cerdos.

e INFORMACION DEL LOTE

Edad de los broilers (dias): los dias que tienen los pollos en el momento del muestreo.
Numero de broilers en el lote: niUmero de animales que hay en cada lote muestreado, lo que
seria lo mismo que decir en cada nave.

Antigiiedad de la nave (afios): nimero de afios desde que la nave fue construida hasta el
momento del muestreo.

Lotes/afio: lotes criados al afio en una nave.

Metros cuadrados de la nave: superficie de la nave en la que se cria el lote muestreado.
Densidad de animales (animales/m?®): nimero de animales por cada metro cuadrado de
superficie de la nave en la que se cria el lote muestreado.

Despoblacion parcial: si en cada lote criado en la granja se realiza la recogida de una parte de
los broilers para su sacrificio, dejando la otra parte de los animales durante unos dias mas en la
nave.

Temperatura de la nave ( °C): temperatura a la que se encuentra la nave en el momento de la
recogida de las muestras.

Dias de vacio sanitario: tiempo del ultimo vacio sanitario realizado en la nave muestreada, es
decir, los dias transcurridos desde que se recogié el ultimo lote de broilers hasta que se
introdujo el nuevo lote en dicha nave.

Tratamiento antibidtico: si los animales han recibido algin tratamiento antibidtico desde que
entran en la nave con un dia de vida hasta la toma de muestras.

e PERSONAL DE LA GRANJA

Numero de trabajadores: nimero de personas que estd a cargo de los animales en la granja.
Sexo: si las personas encargadas del cuidado de los animales son hombres o mujeres.

Nimero de visitas/semana: numero de personas que van a la granja cada semana
(veterinarios, alimentacion, otros).

e INSTALACIONES DE LA NAVE
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Material de las paredes: material utilizado para la construccién de las paredes de la nave en la
que se cria el lote muestreado.

Sistema de calefaccion: método que se utiliza para calentar la nave en la que se crian los
animales muestreados.

Sistema de refrigeracion: método que se utiliza para refrigerar la nave en la que se crian los
animales muestreados.

Sistema de ventilacion: método que se utiliza para ventilar la nave en la que se crian los
animales muestreados.

Control de la ventilacién: forma de controlar que una nave esté bien ventilada.

Control de la humedad relativa: si se realiza o no el control de este pardmetro dentro de la
nave.

Material de las persianas: tipo de persianas de las ventanas que forman parte de la nave.
Manejo de ventanas/persianas: forma de utilizacion de las ventanas/persianas.

Origen del agua: procedencia del agua suministrada al lote de broilers en una nave.
Tratamiento del agua: si el agua que beben los broilers estd tratada con algin producto
desinfectante.

Tipo de comederos: modelo de los comederos instalados en la nave.

Lineas de comederos: niumero de lineas de comederos con la que cuenta una nave.

Tipo de bebederos: modelo de los bebederos instalados en la nave.

Lineas de bebederos: nimero de lineas de bebederos con la que cuenta una nave.

Origen del pienso: procedencia del pienso suministrado al lote de broilers de una nave.

Tipo de yacija: cama utilizada en la nave para la cria de los broilers.

Tratamiento de la yacija: si la cama recibe algun tratamiento desinfectante.

BIOSEGURIDAD Y PRACTICAS DE HIGIENE

Cerca perimetral: si existe un vallado que rodee a toda la granja.

Cadmara de entrada: presencia de una habitacién anterior a la entrada directa a la nave de los
broilers.

Roedores en la nave: si es habitual ver roedores dentro de la nave o si se observan durante el
muestreo.

Pajaros en la nave: si es habitual ver pdjaros dentro de la nave o si se observan durante el
muestreo.

Insectos en la nave: si es habitual ver gran cantidad de insectos dentro de la nave o si se
observan durante el muestreo.

Pediluvios en la entrada de la nave: si existe bandejas con desinfectantes o cualquier otro

método para sumergir el calzado al entrar y salir de la nave.
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Mallas pajareras: presencia de estas redes en las ventanas como proteccién frente a la
entrada de pajaros a la nave.

Silos cerrados: si los silos del pienso se mantienen siempre cerrados.

éQuién desinfecta la nave?: si la desinfeccion de la nave la realiza el propio granjero o la lleva

a cabo una empresa especializada.

Por otra parte, en el afio 2012 se realizd el seguimiento de cinco de estas granjas, las
cuales fueron elegidas segun la disponibilidad de la empresa integradora. Asi, con el fin de
evaluar la evolucidn de la infeccién con Campylobacter, el estudio se inicié a partir de las naves
limpias y desinfectadas durante el periodo de vacio sanitario y termind con la llegada de los
pollos a matadero. Seguidamente, se volvid a repetir el mismo procedimiento tras la aplicacion

de algunas medidas de bioseguridad en estas granjas.

Matadero de broilers

Espafia ocupa el undécimo lugar respecto a la produccion mundial de carne de ave, siendo
Estados Unidos y China los principales productores de carne de pollo (MARM, 2010). En el afo
2012 Espafia produjo 1.161 miles de toneladas de carne de pollo, ocupando el segundo lugar
en relacion a la produccién de los paises de la UE (12,0%) tras Reino Unido (MAGRAMA, 2013).
Asimismo, Andalucia produce el 20 por ciento de la carne de pollo de Espafia, siendo la

segunda Comunidad Auténoma con mayor produccidn tras Cataluia (Fig. 8) (MARM, 2010).

Figura 8. Distribucion geografica de la produccién de carne de pollo en Espaiia en el afio 2008
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El estudio en matadero fue llevado a cabo en una planta de sacrificio, procesado y

despiece de broilers en Andalucia donde se sacrifican alrededor de 60.000 pollos al dia, siendo

entre cinco y seis lotes de broilers los sacrificados a lo largo de una jornada. Cabe destacar que

mas de la mitad (52,2%) de las granjas de las que se tomaron las muestras envian los broilers

de forma habitual a este matadero.

En la figura 9 se puede observar el procesado de las aves desde que llegan al matadero

hasta la etapa final de envasado del producto.

De este modo, la faena comienza en el muelle de carga, un espacio donde se descargan los

camiones que transportan las jaulas con los broilers desde las granjas.

Figura 9. Estructura general del trabajo realizado en el matadero desde que un lote de
broilers llega desde la granja hasta que su carne esta preparada para ser comercializada

Llegada de los camiones desde las granjas con las jaulas de broilers al matadero

! I

Muelle de carga

=

Cuelgue de los broilers y aturdimiento por electrocucién

(=)

Corte manual de la vena yugular y desangrado

=

Escaldado

(=)

Desplumado

=

Evisceracion automatica

(excepto la separacidn manual de los higados)

(=)

Tlnel de oreo de aire seco
(canales durante 2 horas a 4 °C)

=

Clasificacion de las canales segln el peso

4

Sala de despiece
(troceado v deshuesado de la canal)

=

Mantenimiento de la carne de pollo en
camaras frigorificas a 1-1,5 °C
(comercializacién envasada o a granel)

81



Seguidamente, en la zona de escaldado, los broilers colgados de las patas son primero
aturdidos por electrocucién al pasar su cabeza por un bafio con agua por la que discurre una
corriente de 246 voltios. Tras el aturdimiento, se realiza el corte manual de la vena yugular con
el consiguiente desangrado. Una vez desangrados, los broilers ingresan en el bafio de
escaldado donde el agua esta a una temperatura de 52 °C, que se comprueba cada 30 minutos.

A continuacioén, se realiza el desplume de forma mecanica.

A partir de este punto, pasamos a la zona de evisceracion, en la que se extraen las visceras
de forma mecanica excepto el higado, que es separado de forma manual. De ahi, las canales

pasan al tunel de oreo de aire seco en el que permanecen durante dos horas a 4 °C.

Transcurridas las dos horas en refrigeracion, las canales se llevan a la zona de
clasificacion donde se separan segln el peso y, posteriormente, van hasta la zona de
despiece, obteniéndose asi el producto final que se mantiene en camaras con una

temperatura de 1-1,5 °C para ser envasado o vendido a granel.

Las muestras fueron obtenidas en quince dias diferentes distribuidos en tres afos, desde
2010 hasta 2012, segun la disponibilidad del matadero. El método de muestreo fue aleatorio
sistematico. Asimismo, para determinar la frecuencia de contaminacidon de las distintas
especies de Campylobacter, asi como estimar los puntos criticos a lo largo del procesado, se
tomaron muestras en las diferentes partes del matadero descritas anteriormente: muelle de
carga, zona de escaldado, zona de evisceracion, zona de clasificado, zona de despiece vy

producto final (tabla 5).

Tabla 5. Descripcion del origen de las muestras tomadas en las diferentes zonas del
matadero

Zona Origen de las muestras

Muestras de origen animal Muestras ambientales

Muelle de carga

Escaldado
Evisceracion
Clasificado

Despiece

Cloaca de aves vivas

Superficie de las canales después
del escaldado y desplumado
Superficie de las canales después de
la evisceracion

Superficie de las canales después de
dos horas en refrigeracién a 4 °C
Superficie de las canales enteras y
despiezadas en la cadena de
despiece

Agua de escaldado

Cortadora de piel del cuello,
evisceradora, cuchillos, etc.

Mesas, contenedores, etc.

Corta alas, cintas transportadoras,
cuchillos, etc.
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Producto final Superficie de la carne de pollo
almacenada en camaras frigorificas -
a 1-1,5° C después del despiece

En este sentido, se realizaron dos estudios distintos: uno para determinar la frecuencia de
contaminacion en las distintas zonas del matadero, tomandose las muestras durante el
sacrificio y procesado del ultimo lote de la jornada realizado en quince dias distintos (estudio
1), y otro para evaluar la variacién de la frecuencia de contaminacién a lo largo de la jornada
de sacrificio, tomandose muestras antes del sacrificio (matadero y sala de despiece limpios y
desinfectados) y posteriormente, de forma regular, durante el sacrificio y procesado del lote
192, 32 y dUltimo en las mismas zonas del estudio 1 (estudio 2), realizandose este estudio durante

tres dias (Fig. 10).

Figura 10. Esquematizacion de la toma de muestras en el matadero/sala de despiece

Toma de muestras
a a
Estudio 1 Estudio 2
a a
OBJETIVO: Determinar la frecuencia de OBJETIVO: Determinar la frecuencia de
contaminacion en las distintas zonas del matadero contaminacion a lo largo de la jornada de sacrificio
a a
MOMENTO DEL MUESTREO: durante el sacrificio y MOMENTO DEL MUESTREO: durante toda la
procesado del Gltimo lote de la jornada jornada de sacrificio

) Matadero limpio y desinfectado
Ultimo lote Lote 1°

' Lote 3°

Ultimo lote

Perros en clinicas veterinarias

Las condiciones en las que vive el perro doméstico (Canis lupus familiaris) en la zona de
estudio (Cordoba, provincia de Andalucia), no difieren de las habituales en otros perros en
Espana y Europa, conviviendo con sus duefos en sus hogares y alimentandose principalmente
con productos especificamente preparados para consumo animal, si bien en ocasiones los

restos de alimentos o carne cruda son incluidas en su dieta.
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Se realizé un muestreo por conveniencia en nueve clinicas veterinarias de la ciudad de
Cordoba, incluyendo animales de cada grupo de edad, asi como sanos, enfermos, machos y
hembras. Ademas, se disefié un cuestionario para recoger datos epidemiolégicos acerca de los
perros muestreados. Asi, las variables incluidas fueron tales como la estacidn del aio en la que
se realizé el muestreo, la edad, el sexo, estado de salud (enfermo o sano), proceso entérico en
el momento del muestreo y la presencia de nifios menores de diez afios conviviendo con el

perro muestreado.

Un perro fue considerado enfermo si el motivo de la visita a la clinica fue una enfermedad
(signos clinicos observados por el propietario), mientras que un perro se considerd sano si la
razon de la visita era una revision rutinaria, desparasitacién, vacunacidn o traumatismos como
fracturas, cortes o picaduras. Por otro lado, se consideré que un animal presentaba una
enfermedad entérica cuando un trastorno digestivo (dolor abdominal, vémitos, diarrea) se
identifico como la razén principal de la visita a la clinica. De esta forma, solo los animales sin
enfermedad entérica dos semanas antes de acudir a la clinica se consideraron negativos a la

variable enfermedad entérica.

TOMA DE MUESTRAS

Granjas de broilers

Se muestrearon un total de 291 lotes de 134 granjas de broilers diferentes localizadas en
las ochos provincias de Andalucia (tabla 6), siendo el total de lotes muestreados en cada
provincia proporcional a la poblacidn (muestreo estratificado). Para cada lote se cumplimenté

una encuesta epidemiolégica mediante una entrevista directa con el granjero.

Tabla 6. Distribucion provincial de los lotes y las granjas de broilers muestreados en
Andalucia

Provincia Lotes de broilers Granjas de broilers
Ne % Ne %
Sevilla 114 39,2 45 33,6
Huelva 70 24,1 33 24,6
Granada 30 10,3 21 15,7
Almeria 19 6,5 9 6,7
Malaga 18 6,2 5 3,7
Jaén 16 5,5 8 6,0
Cérdoba 14 4,8 9 6,7
Cadiz 10 3,4 4 3,0
TOTAL 291 100 134 100
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Asimismo, se tomaron 6-15 muestras cloacales y 2-7 muestras ambientales

(principalmente de cama, pienso de los comederos y agua de los bebederos) de cada lote.

De esta forma, se obtuvieron un total de 2.221 muestras cloacales de broilers y 747
muestras ambientales (Fig. 11, tabla 7), tomandose todas las muestras mediante hisopos
estériles, los cuales se transportaron en tubos con medio de transporte Amies (Eurotubo®).
Tras la recogida, las muestras se mantuvieron en refrigeracién hasta su llegada al laboratorio y

fueron procesadas en 24 horas.

Figura 11. Toma de muestras: cloaca y agua del bebedero

Tabla 7. Numero y porcentaje de muestras cloacales y ambientales tomadas en granjas de
broilers

Origen de la muestra N2 de muestras % de muestras
Cloacal 2.221 74,8
Agua del bebedero 216 7,3
Yacija 178 6,0
Pienso del comedero 135 4,5
Instalaciones 155 5,2
Utensilios 36 1,2
Otros 27 1,0
TOTAL 2.968 100

Por otro lado, respecto al seguimiento de las cinco granjas, la tabla 8 indica el nUmero de

muestras tomadas en cada una de ellas.

Tabla 8. Numero de muestras tomadas durante el seguimiento de cinco granjas

Grania Antes de las medidas Tras las medidas
! Etapa N2 de muestras Etapa N2 de muestras
Cloaca Muestras Cloaca Muestras
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ambientales

ambientales

N2 1°® Nave vacia 30 Nave vacia 30
desinfectada desinfectada
Edad: 14 dias 8 7 Edad: 6 dias 10 5
Edad: 28 dias 8 7 Edad: 21 dias 10 5
Edad: 35 dias 8 7 Edad: 30 dias 10 5
Edad: 43 dias 15 5 Edad: 41 dias 10 5
Matadero 15 Matadero 15

09b i

Ne 2 Nav.e vacia 30
desinfectada
Edad: 12 dias 8 7
Edad: 26 dias 8 7
Edad: 33 dias 10 5

Ne 3P Nave vacia 30 Nave vacia 30
desinfectada desinfectada
Edad: 5 dias 8 7
Edad: 19 dias 8 7
Edad: 26 dias 8 7
Edad: 34 dias 15 5
Matadero 15

Ne 4°@ Nave vacia 30 Nave vacia 30
desinfectada desinfectada
Edad: 7 dias 8 7 Edad: 15 dias 10 5
Edad: 21 dias 8 7 Edad: 24 dias 10 5
Edad: 28 dias 8 7 Edad: 35 dias 10 5
Edad: 39 dias 15 5 Edad: 42 dias 10 5
Matadero 15 Matadero 15

oca , ,

N2 5 Nav_e vacia 30 Na\{e vacia 30
desinfectada desinfectada
Edad: 5 dias 8 7 Edad: 11 dias 10 5
Edad: 19 dias 8 7 Edad: 21 dias 10 5
Edad: 26 dias 8 7 Edad: 32 dias 10 5
Edad: 37 dias 15 5 Edad: 39 dias 10 5
Matadero 15 Matadero 15

® Medidas aplicadas - pediluvio a la entrada de la nave y desinfeccidn realizada por una empresa especializada
b . N . . ez
No fue posible continuar con el muestreo debido a la aparicidn de un brote de Newcastle en la zona

Matadero de broilers
En matadero se tomaron un total de 1.298 muestras, siendo 637 procedentes de cloaca de

pollos vivos, canales y carne de pollo despiezada; y 661 del agua de escaldado e instalaciones.

Como ya se ha apuntado en el apartado anterior, hay que diferenciar dos estudios en la
toma de muestras en matadero: una parte de estas muestras fueron tomadas coincidiendo
con el sacrificio del ultimo lote de la jornada (estudio 1: 848 muestras) y otra parte a lo largo
de toda la jornada desde el matadero limpio hasta el procesado del ultimo lote (estudio 2: 450

muestras). En la tabla 9 se puede observar las muestras tomadas en cada estudio.

Tabla 9. Nimero y porcentaje de muestras tomadas en cada estudio y en cada zona del
matadero/sala de despiece

Zona Muelle Zona de Zona de Zona de Zona de Producto
o . g e . ) Total
Estudio de carga escaldado evisceracion clasificado despiece final

1. Durante el sacrificio y procesado del ultimo lote de la jornada
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96 88 153 117 311 83 848
(11,3%)  (10,4%) (18,0%) (13,8%) (36,8%)  (9,8%) (100%)
2. Durante toda la jornada de sacrificio

Desde el matadero

limpio hasta el 36 51 79 78 183 23 450
procesado del (8,0%) (11,3%) (17,6%) (17,3%) (40,7%) (5,1%) (100%)
ultimo lote*

*Los distintos momentos en los que estas muestras fueron tomadas se puede observar en la tabla 10

La tabla 10 presenta los momentos concretos en que se tomaron las muestras cuando se
realizé el seguimiento a lo largo de toda la jornada de sacrificio (estudio 2). Asi, se comenzd
tomando muestras en el matadero y la sala de despiece limpios y desinfectados antes del
comienzo del sacrificio de los pollos, y se continué tomando muestras a lo largo de todo el
procesado coincidiendo con el sacrificio del primer, tercer y ultimo lote de la jornada. Es
preciso mencionar que no fue posible identificar el lote al que pertenecian las muestras tras el
clasificado después del primer lote, ya que en este punto se perdia la trazabilidad del lote. En
consecuencia, en la sala de despiece se tomaron muestras al comienzo (primer lote) y al final

del trabajo (ultimo lote).

Tabla 10. Numero y porcentaje de muestras tomadas durante toda la jornada de sacrificio
segun el momento de trabajo en el matadero/sala de despiece (estudio 2)

N2 de % de

Momento de trabajo en el matadero/sala de despiece
muestras  muestras

Matadero/sala de despiece limpios y desinfectados

e 143 31,8
(antes de comenzar el sacrificio)
Sacrificio lote 12 (desde muelle de carga a zona de clasificado) 61 13,6
Sacrificio lote 32 (desde muelle de carga a zona de clasificado) 60 13,3
Sacrificio ultimo lote (desde muelle de carga a zona de clasificado) 60 13,3
Zona de despiece: lote 12 62 13,8
Zona de despiece: ultimo lote® 64 14,2
Total 450 100

® Aunque se nombra como Ultimo lote, no existe una total conviccién de que todas las canales pertenezcan a este
lote debido a la pérdida de trazabilidad en esta zona. Por ello, no existen muestras del lote tres en esta zona

Ademads, en la tabla 11 se muestra el niumero y el porcentaje segun el origen de las

muestras recogidas en cada estudio realizado en el matadero.

Tabla 11. Numero y porcentaje segun el origen de las muestras tomadas en cada estudio en
el matadero/sala de despiece

Origen . Maquinaria
g Magquinaria/ 9 - /
- utensilios
Cloaca/canal/ Agua de utensilios ..
. limpios Total
. carne despiezada escaldado (durante el
Estudio (durante el
procesado)
procesado)
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1. Durante el sacrificio y procesado del ultimo lote de la jornada

476 49 285 38 848
(56,1%) (5,8%) (33,6%) (4,5%) (100%)
2. Durante toda la jornada de sacrificio
Desde el
hmaaszd;ro mpio 161 27 128 134 450
o, 0, o o 0
procesado del (35,8%) (6,0%) (28,4%) (29,8%) (100%)
ultimo lote

La toma de muestras en el matadero se realizé de forma similar a la realizada en las
granjas, es decir, mediante hisopos estériles con medio de transporte Amies (Eurotubo®). Una
vez recogidas, las muestras se mantuvieron en refrigeracion hasta su llegada al laboratorio,

procesandose de forma individual en 24 horas.

Perros en clinicas veterinarias

Un total de 306 muestras rectales fueron obtenidas a partir de perros domésticos que
acudieron a las clinicas veterinarias desde mayo de 2007 hasta marzo de 2008. Estas muestras
fueron tomadas por los veterinarios de las clinicas mediante hisopos rectales, transportadas en
medio Amies (Eurotubo®) en refrigeracion y procesadas en 24-48 horas. Asimismo, la encuesta

epidemioldgica fue cumplimentada por los veterinarios que recogieron las muestras.

AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE CAMPYLOBACTER

Todos los hisopos se sembraron en agar para Campylobacter exento de sangre
(Campylobacter Free Blood Agar, Oxoid®), utilizdndose el suplemento CCDA modificado
(cefoperazona y anfotericina B, Oxoid®) para las muestras tomadas en las granjas y el
matadero de broilers, y el suplemento CAT (cefoperazona, anfotericina B y teicoplanina,

Oxoid®) para las muestras obtenidas a partir de los perros domésticos.

Tras la siembra en los medios selectivos, las placas se incubaron a 42 °C durante 48 horas
en condiciones de microaerofilia que se consiguieron mediante la introduccidn de las placas en
recipientes plasticos herméticos a liquidos y gases junto a sobres de anaerobiosis (AnaeroGen,
Oxoid®). Después de la incubacidn, las colonias presentes en el medio descrito que mostraron
morfologia compatible con Campylobacter e incluso las que se consideraron morfolégicamente
dudosas, fueron resembradas en agar sangre e incubadas en las mismas condiciones
explicadas anteriormente. Esta resiembra se realiza con objeto de lograr una mayor pureza de

los aislamientos e incrementar su crecimiento antes de identificarlos y congelarlos (Fig. 12).
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Figura 12. Colonias de Campylobacter en medio selectivo (izquierda) y en agar sangre
(derecha)

[

Una vez aisladas en agar sangre, se realizo la tincidon de Gram para examinar su morfologia
microscépica y la observacion al microscopio de campo oscuro para comprobar su motilidad,

asi como las pruebas bioquimicas de la catalasa y la oxidasa.

Tras su identificacion, los aislamientos fenotipicamente clasificados como Campylobacter
se conservaron a -80° C en un medio semisélido compuesto de agar bacteriolégico, caldo
nutriente, glicerol, piruvato, extracto de levadura y suplemento de crecimiento para
Campylobacter, conocido como FBP (sulfato ferroso, metabisulfato de sodio y piruvato de
sodio, Oxo0id®), el cual incrementa la tolerancia al oxigeno de estos organismos. Asi, estos
aislamientos estaban disponibles para la posterior identificacion molecular y el estudio de la

sensibilidad antimicrobiana.

ExTRACCION DE ADN Y PCR

La extraccién de ADN se llevd a cabo a partir de las colonias de Campylobacter crecidas en
agar sangre. A continuacién, mediante un asa de siembra de 10 pl, se tomaron colonias de
cada aislamiento considerado fenotipicamente compatible con Campylobacter. Seguidamente,
las colonias se mezclaron con 100 pul de agua destilada estéril en un tubo eppendorf de 1,5ml a
los que se les afiadié 100 pl de cloroformo. Esta mezcla se calentd a 80° C durante 20 minutos,
congelandose luego a -20° C un minimo de 20 minutos. Tras la congelacién, los tubos se
centrifugaron a 12.000 revoluciones por minuto (r.p.m.) durante 5 minutos y se obtuvo el

sobrenadante en el cual se encontraba el ADN.

A partir del ADN extraido se llevo a cabo una PCR multiple utilizando un kit de Qiagen®
(Multiplex PCR Kit, Qiagen®) para la identificacion molecular de los aislamientos de

Campylobacter siguiendo el protocolo descrito por Yamazaki-Matsune y cols. (2007). Este kit
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incluye la Master Mix para PCR multiple (Qiagen®) compuesta por la Tag ADN polimerasa, los
desoxirribonucleétidos trifosfato (ANTPs) y un Unico tampdn de PCR (KCl y (NH,4),S0,) que
contiene el factor MP sintético el cual promueve la estabilidad y el alineamiento eficiente de
los primers. Ademas, incluye agua libre de ARNasas y una solucidn llamada Q que permite la

amplificacion eficiente de los moldes de ADN mds complejos.

Los primers utilizados para la PCR multiple de los aislamientos de granjas y matadero de
broilers fueron especificamente disefiados para amplificar una secuencia especifica del género
Campylobacter (16S rRNA; Linton y cols., 1996), asi como secuencias de ADN especificas de las
especies C. jejuni (gen diana ¢j0414; Wang y cols., 1992), C. coli (gen diana ask; Linton y cols.,
1996) y C. lari (gen diana glyA; Wang y cols., 2002). De forma independiente, se realizé una
PCR con los primers de la especie C. ureolyticus (gen diana hsp60; Bullman y cols., 2011),

debido a que requerian una temperatura de alineamiento superior a los demas primers.

En contraste, para los aislamientos de Campylobacter de perros domésticos se utilizaron
Unicamente los primers para la identificacién de especies del género Campylobacter (16S
rRNA; Linton y cols., 1996) y de las especies C. jejuni (gen diana cj0414; Wang y cols., 1992) y

C. upsaliensis (gen diana IpxA; Yamazaki-Matsune y cols., 2007).

La amplificaciéon del ADN se llevd a cabo en un termociclador Eppendorf Mastercycler®
utilizando un paso de desnaturalizacién inicial a 95° C durante 15 minutos y 25 ciclos que
incluyeron: desnaturalizacién (95° C durante 30 segundos), alineamiento (58° C durante 90
segundos, 61° C para los primers de C. ureolyticus) y extension (72° C durante 1 minuto),

finalizando con un paso de extension final de 72° C durante 7 minutos.

A continuacidn, cada producto de PCR fue analizado mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1,5 por ciento en solucidon tampon buffer TAE al 1X tefiido con bromuro de etidio y

fue visualizado mediante un transiluminador de luz ultravioleta.

ESTUDIO DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Se analizé la sensibilidad antimicrobiana frente a ciprofloxacina, eritromicina,
estreptomicina, tetraciclina, gentamicina y enrofloxacina (Sigma-Aldrich®) de 50 aislamientos

cloacales de Campylobacter detectados en 50 granjas diferentes elegidas de forma aleatoria.
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Por otro lado, se investigd la sensibilidad antimicrobiana de aislamientos de
Campylobacter procedentes del matadero, especificamente de la carne de pollo lista para ser
comercializada. Se seleccionaron aleatoriamente 30 aislamientos de C. jejuni y 30 de C. coli,
analizandose la sensibilidad frente a los siguientes antimicrobianos: ciprofloxacina,

eritromicina, estreptomicina, tetraciclina y gentamicina (Sigma-Aldrich®).

Para el estudio de la sensibilidad antimicrobiana en especies de Campylobacter se
recomienda el cdlculo de la concentracién minima inhibitoria (CMI) mediante el método de
dilucion en placa de agar (NCCLS, 2002). Por ello, la determinacion de la CMI de los
aislamientos de Campylobacter de granjas y matadero de broilers se realiz6 empleando este
método siguiendo el protocolo descrito por el Comité Europeo para el Analisis de Sensibilidad
a los Antimicrobianos (European Committee for Antimicrobial Susceptibility Testing, EUCAST)
de la Sociedad Europea de Microbiologia Clinica y Enfermedades Infecciosas (European Society
of Clinical Microbiology and Infectious Diseases, ESCMID) (EUCAST, 2000). Asi, se realizaron 18
diluciones dobles obteniendo una concentracidén antimicrobiana desde 10.240 mg/l hasta
0,0781 mg/l. Seguidamente, los aislamientos seleccionados para el andlisis y las cepas de
referencia C. jejuni ATCC 33560 y C. coli DSMZ 4689" utilizadas como controles, se inocularon
en placas de Petri con agar Mueller Hinton suplementado con sangre y con cada concentracion
de antibidtico. A continuacidon, se incubaron en condiciones de microaerofilia a 42 °C,
realizdndose la lectura de los valores de la CMI tras 24 horas de incubacién. Los valores de
corte utilizados para la interpretacion de los resultados se tomaron segun el EUCAST (2012),
excepto para la enrofloxacina ya que el valor de corte no aparece para este antibidtico, por lo

gue se tomé el valor de la ciprofloxacina, pues también es una fluoroquinolona.

Por otra parte, se evalud la existencia de multirresistencia de los aislamientos procedentes
de la carne de pollo tomando como criterio el que mostrasen resistencia frente a tres o mas de

los antibidticos empleados.

En contraste, se aplicé el método de difusion de disco en agar para el estudio de la
sensibilidad antimicrobiana en 91 aislamientos de Campylobacter de los perros domésticos
que pudieron ser recuperados tras la congelacion para la realizacion de esta parte del estudio.
Los antimicrobianos que se probaron fueron: ampicilina (10 pg), cefalotina (30 pg),
ciprofloxacina (5 ug), clindamicina (2 pg), eritromicina (15 pg), gentamicina (10 pg), acido

nalidixico (30 pg), trimetoprim/sulfametoxazol (25 pg) y tetraciclina (30 pg) (Oxoid®).
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Se siguiod el protocolo descrito en el documento M31-A2 del Comité Nacional de Normas
de Laboratorio Clinico (National Committee for Clinical Laboratory Standards, NCCLS) (NCCLS,
2002), actualmente conocido como Instituto de Normas Clinicas y de Laboratorio (Clinical and
Laboratory Standars Institute, CLSI), excepto en lo que respecta al medio de cultivo utilizado.
En este sentido, se utilizd agar sangre siguiendo las recomendaciones realizadas por Zanoni y
cols. (2007) en lugar de agar Mueller Hinton suplementado con 5 por ciento de sangre de
oveja, debido a que se observd que no todas las cepas de C. upsaliensis crecian en agar
Mueller Hinton con sangre. Como fue descrito para el aislamiento, las placas fueron incubadas
a 42 °C en atmodsfera microaerdfila, interpretandose los resultados después de 24 horas de

incubacion.

Los puntos de corte del didmetro que definieron la susceptibilidad o la resistencia
antimicrobiana también se tomaron del documento M31-A2 del NCCLS (NCCLS, 2002), excepto
para la cefalotina y el trimetoprim/sulfametoxazol, ya que estos antimicrobianos no aparecen
en este documento. Por este motivo, el punto de corte de la ampicilina fue utilizado para la
cefalotina (ambos son beta lactamicos), no observandose area de inhibicion frente a

trimetoprim/sulfametoxazol para ninguno de los aislamientos.

Con el fin de evaluar la existencia de diferencias entre la sensibilidad antimicrobiana de las
dos principales especies que tienen como hospedador al perro (C. jejuni y C. upsaliensis), los
aislamientos que mostraron sensibilidad intermedia fueron considerados como resistentes, a

fin de obtener una tabla de contingencia 2x2.

Por otra parte, se determind la existencia de multirresistencia, definiéndose como tales
aquellos aislamientos que mostraron resistencia frente a cuatro o mds antimicrobianos. La
diferencia en el numero de resistencias necesarias con respecto al criterio empleado con los
aislamientos procedentes de carne de pollo se justifica debido al mayor numero de

antimicrobianos usados en el estudio de los perros.

ANALISIS ESTADISTICOS

Granjas de broilers

La variable dependiente para el estudio epidemiolégico fue el lote, considerandose como
positivo aquel donde al menos un broiler se encontraba infectado con alguna especie del

género Campylobacter. Las variables independientes las constituyen aquellas incluidas en la
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encuesta epidemioldgica. Del andlisis descriptivo (distribucion de frecuencias) de la variable
dependiente se obtiene la prevalencia de infeccidon. Asimismo, se calcularon las distribuciones
de frecuencia de todas las variables categédricas asi como la media, la mediana, la varianza, la

moda, el maximo y el minimo de las variables numeéricas.

Con objeto de determinar los factores de riesgo asociados con la infeccion con
Campylobacter, los lotes con animales menores de 14 dias se excluyeron, ya que éstos serian
negativos como consecuencia exclusivamente de la edad, por lo que en lugar de 291 lotes este
analisis incluyd 275 lotes de broilers. Para el estudio de factores de riesgo se categorizaron
todas las variables independientes. Asi, las variables con mds de dos categorias se
transformaron en variables dummies dicotdmicas mediante el uso de una categoria de
referencia y las variables numéricas se transformaron en variables dicotdmicas utilizando la

mediana como valor de corte.

Con objeto de realizar una selecciéon inicial de variables para la determinacion de los
factores de riesgo, se realizé un test de Chi-cuadrado de Pearson (x2) que evalla el grado de
asociacién entre la infeccion del lote con Campylobacter y las variables incluidas en la encuesta
epidemioldgica. Las variables asociadas con un valor de p<0,1 fueron seleccionadas. Ademas,
para determinar el sentido de la asociacidn se calculé la Odds Ratio (OR), asi como su intervalo
de confianza. A continuacién, se realizd un estudio para determinar la existencia de
colinealidad entre las variables independientes mediante el calculo del coeficiente Phi (¢)
debido al caracter dicotémico de todas las variables independientes. De esta forma, cuando
Phi fue mayor que 0,3 y se pudo establecer la existencia de una relacidn biolégicamente
plausible entre ambas variables independientes, se descartd la variable con menor relacion

bioldgica con la infeccién con Campylobacter.

Por ultimo, se obtuvo un modelo de regresion logistica multivariable siguiendo las
directrices descritas por Hosmer y Lemeshow (2000). Este analisis se realizd utilizando una
seleccion no automatica de las variables. Se establecié un modelo por pasos hacia delante
hasta que la adicién de una variable mas al modelo resulté en un modelo menos significativo
que el modelo previo segun el estadistico de Wald. El modelo final determina el grado de
asociaciéon de cada una de las variables incluidas en el mismo expresado en forma de Odds
Ratio con su intervalo de confianza. La bondad de ajuste del modelo se determind mediante el
test de Hosmer-Lemeshow. Todos los analisis estadisticos fueron realizados con el programa

informatico SPSS v15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
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Respecto al seguimiento de las cinco granjas, se determind la frecuencia de infeccion para
cada etapa del ciclo productivo antes y después del establecimiento de medidas de
bioseguridad y, con objeto de evaluar la eficacia de estas medidas, se compararon estas

frecuencias mediante un test de Chi-cuadrado de Pearson (x2).

Matadero de broilers

La frecuencia de contaminacidn en las distintas zonas se estudié tanto durante el sacrificio
y procesado del ultimo lote de la jornada (estudio 1) como para las muestras tomadas para
evaluar las variaciones en la prevalencia a lo largo de toda la jornada de sacrificio (estudio 2).
Como se ha descrito anteriormente, el matadero se divididé para ambos estudios en seis zonas:
muelle de carga, zona de escaldado, zona de evisceracion, zona de clasificado, zona de

despiece y del producto final.

La unidad de muestreo para los analisis estadisticos fue cada una de las muestras tomadas
con un hisopo estéril a partir de cloaca, superficie de la canal, carne de pollo despiezada o
medio ambiente del matadero (instalaciones, agua de escaldado). Asi, la prevalencia de
Campylobacter y de las distintas especies de este género en cada estudio y zona del
matadero se calculé mediante el programa SPSS v15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). El test de
Chi-cuadrado de Pearson (x2) fue utilizado para evaluar las diferencias entre la prevalencia de
las distintas areas. Asimismo, se realizé un test de Bonferroni para evaluar la existencia de
diferencias significativas en la prevalencia relativa de las muestras procedentes de distintos

origenes (muestras de origen animal y muestras ambientales).

Perros de clinicas veterinarias

El analisis estadistico realizado en el estudio de la infeccién con Campylobacter en perros
procedentes de clinicas fue similar al descrito en las granjas de broilers, con la diferencia de
que la unidad de muestreo para los andlisis fue el perro y no el lote. Ademas del estudio
descriptivo, univariable (x2 y colinealidad) y multivariable, se realizé un test de Bonferroni para
comprobar si existian diferencias significativas entre la prevalencia de infeccion de las distintas
categorias de las variables estacion del afio y edad. Finalmente, en el andlisis multivariable de
regresidon logistica se obtuvieron tres modelos epidemioldgicos, uno para la infeccién por
especies del género Campylobacter, otro para la infeccidon con C. jejuni (sin incluir la infeccidon

con cualquier otra especie de Campylobacter) y otro para la infeccion con C. upsaliensis (sin
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incluir la infeccidon con otras especies de este género). Al igual que en los puntos anteriores, el

analisis estadistico se realizd usando el programa SPSS v15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).

Sensibilidad antimicrobiana

Para los aislamientos de Campylobacter a partir de las granjas de broilers y del matadero
de broilers, ademas de establecer la frecuencia de sensibilidad para cada antibiético, se
determinaron las concentraciones minimas inhibitorias: CMlyqa, la CMIsg y la CMlgg. La CMIioda
es el valor de CMI mas frecuente, y la CMlsp y CMlgy es la CMI necesaria para inhibir el

crecimiento del 50 y 90 por ciento de los aislamientos, respectivamente.

En cuanto al estudio de sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos de Campylobacter
realizados a partir de perros, ya que se utilizd el método de difusidon de disco en agar, solo se

determind el porcentaje de sensibilidad para cada uno de los antibiéticos analizados.

Ademas, tanto para los aislamientos de carne de pollo en matadero como para los aislados
a partir de perros se determinaron las diferencias entre la sensibilidad antimicrobiana de las
especies aisladas (C. jejuni y C. coli en carne de pollo, y C. jejuni y C. upsaliensis en perros)
mediante el test de Chi-cuadrado (x2) usando el programa SPSS v15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA).
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GRANJAS DE BROILERS

Los datos descriptivos de las granjas de Andalucia donde se muestrearon los lotes de este

estudio se muestran en la tabla 12 (variables numéricas) y la tabla 13 (variables categoricas).

Tabla 12. Datos descriptivos de las granjas de Andalucia: variables numéricas

Variable numérica Media Mediana Moda Maximo Minimo Varianza
Ne de broilers en la 41.351,8 38.000 55.000 144.000 6.200 620680314,7
granja
N2 de naves 2,5 2 2 7 1 2,2
N2 de broilers en el lote 17.982,4  15.700 13.000 45.500 5.000 72633978,3
Antigliedad de la nave 18,8 19 30 50 <1 132,5
(afios)

Lotes/afio criados en 5,0 5 5 6 4 0,1
una nave

M? de la nave 1.379,4 1.320 1.200 3.090 300 308041,3
Densidad de animales 12,8 12,7 15 27 3,11 10,4
(broilers/m?)

T2 de la nave (° C) 25,0 25 28 32 17 12,7
Vacio sanitario (dias) 23,5 22 20 70 12 50,9
N2 de trabajadores 1,5 1 1 5 1 0,5
N2 de visitas/semana 2,7 2 2 7 1 1,4
Ne de lineas de 3,3 3 3 6 2 0,5
bebederos

Ne de lineas de 4,0 4 4 6 2 0,5
comederos

Tabla 13. Datos descriptivos de las granjas de Andalucia: variables categdricas

Distribucion de frecuencias

Variable categdrica Categoria
n2 (%)
Otras granjas de broilers a <1 Km. Si 116 (45,8)
No 137 (54,2)
Granjas de pavos a <1 Km. Si 35(13,8)
No 218 (86,2)
Granjas de cerdos a <1km Si 30(11,9)
No 223 (88,1)
Perros/gatos en la granja Si 220 (87,0)
No 33 (13,0)
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éSe alimentan estos perros/gatos
con pollos criados en la granja?

Presencia de otros animales en la
granja

Despoblacién parcial
Tratamiento antibiético
Sexo de los trabajadores

Material de las paredes

Sistema de calefaccién

Sistema de refrigeracion

Control de la humedad relativa
Sistema de ventilacién

Control de la ventilacidn

Material de las persianas

Manejo de las persianas/ventanas
Origen del agua

Tratamiento del agua

Tipo de bebederos

Origen del pienso

Tipo de comederos
Tipo de yacija
Tratamiento de la yacija
Cerca perimetral
Camara de entrada

Roedores en la nave

Si

No
Si

No
Si
No
Si
No
Hombre
Mujer/mujer y hombre

Con cemento/hormigon

Sin cemento/hormigdn

Biomasa
Otros
Nebulizacién
Cooling
Si
No
Forzada
Natural no forzada
Manual
Automatico
Lona
Otros
Manual
Automatico
Publico
Privado (pozo, otros)
Si
No
Tetina
Otros
Compaiiia A
Compainiia B
Compaiiia C
Compaiia D
Plato
Tolva
Cascarilla de arroz
Otros
Si
No
Si
No
Si
No
Si

192 (87,3)

28 (12,7)
64 (25,3)

189 (74,7)
163 (64,4)
90 (35,6)
233(92,1)
20(7,9)
213 (84,2)
40 (15,8)
209 (83,6)
41 (16,4)
182 (71,9)
71 (28,1)
217 (86,1)
35 (13,9)
70 (27,7)
183 (72,3)
149 (58,9)
104 (41,1)
118 (46,6)
135 (53,4)
80 (31,6)
173 (68,4)
132 (53,2)
116 (46,8)
92 (36,7)
159 (63,3)
202 (79,8)
51 (20,2)
206 (81,4)
47 (18,6)
86 (34,1)
94 (37,3)
57 (22,6)
15 (6,0)
222 (87,7)
31(12,3)
173 (68,4)
80 (31,6)
131 (52,0)
121 (48,0)
194 (76,7)
59 (23,3)
59 (23,3)
194 (76,7)
109 (43,1)
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No 144 (56,9)

Pajaros en la nave Si 136 (53,8)

No 117 (46,2)

Insectos en la nave Si 224 (88,5)
No 29 (11,5)

Pediluvios en la entrada de la nave Si 38 (15,0)

No 215 (85,0)

Mallas pajareras Si 241 (96,0)
No 10 (4,0)

Silos cerrados Si 172 (68,0)
No 81 (32,0)

¢Quién desinfecta la nave? Granjero 111 (44,2)

Empresa especializada 140 (55,8)

La prevalencia individual de la infeccion con Campylobacter fue de 38,1 por ciento, es
decir, 846 muestras cloacales positivas de las 2.221 muestras tomadas. Concretamente, 496
(58,6%) aislamientos cloacales fueron identificados como C. jejuni, mientras que 165 (19,5%)
fueron identificados como C. coli. Asimismo, se detectaron 32 (3,8%) infecciones mixtas con C.
jejuniy C. coli. Ademas, un total de 153 (18,1%) aislamientos solo pudieron ser definidos como
Campylobacter spp. ya que no fue posible la determinaciéon de la especie (Tabla 14). Las

especies C. lariy C. ureolyticus no fueron detectadas en este estudio.

Asimismo, la prevalencia de infeccién por lotes fue de 62,9 por ciento, es decir, en 183 de
los 291 lotes muestreados se detectd al menos un animal positivo a la infeccion con
Campylobacter. En este sentido, 58 (31,7%) lotes se encontraban infectados exclusivamente
con C. jejuni, 11 (6,0%) exclusivamente con C. coli y 12 (6,6%) exclusivamente con
Campylobacter spp., mientras que en 35 (19,1%) lotes se identificé C. jejuni y C. coli, en 40
(21,9%) C. jejuni y Campylobacter spp., en 8 (4,4%) C. coliy Campylobacter spp. y en 19 (10,4%)
C. jejuni, C. coliy Campylobacter spp. (tabla 14).

Tabla 14. Distribucidén de la proporcion relativa de las especies de Campylobacter aisladas en
lotes de broilers

Especies de Campylobacter Muestras cloacales Lotes de broilers

n2 (%) Ne (%)

C. jejuni 496 (58,6) 58 (31,7)

C. coli 165 (19,5) 11 (6,0)

Campylobacter spp. 153 (18,1) 12 (6,6)

C. jejuni + C. coli 32(3,8) 35(19,1)

C. jejuni + Campylobacter spp. 0(0,0) 40 (21,9)

C. coli + Campylobacter spp. 0(0,0) 8 (4,4)

C. jejuni + C. coli + Campylobacter spp. 0(0,0) 19 (10,4)
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Por otra parte, la prevalencia intrarrebafio media fue de 60,5 por ciento. Esta prevalencia
se ha presentado del siguiente modo segun la edad: ausencia de infeccién en animales
menores de 14 dias, 59,9 por ciento en animales de 14-35 dias de edad y 61,3 por ciento en los
animales de 36-50 dias (tabla 15). Respecto a la distribucidn por especies, el 60,2 y el 52,2 por
ciento de C. jejuni, el 15,7 y el 26,9 por ciento de C. coli, y el 20,4 y el 15,1 por ciento de
Campylobacter spp. fue observado en los broilers de 14-35 dias y de 36-50 dias,

respectivamente (tabla 16).

Tabla 15. Distribucion segun la edad de la prevalencia intrarrebafio media en los lotes de
broilers positivos a Campylobacter

Categoria de edad Ne |otes positivos/total Prevalencia intrarrebafiio
(prevalencia por lotes (%)) media (%)
Lotes de broilers <14 dias 0/16 (0,0) 0,0
Lotes de broilers 214-35 dias 109/182 (59,9) 59,9
Lotes de broilers 236-50 dias 74/93 (79,6) 61,3
Total 183/291 (62,9) 60,5

Tabla 16. Distribucidn segin la edad de las especies de Campylobacter en los lotes de
broilers positivos

Categoria de edad C. jejuni (%) C. coli (%) C. jejuniy Campylobacter
C. coli (%) spp. (%)

Lotes de broilers 0 0 0 0

<14 dias

Lotes de broilers 60,2 15,7 3,1 21

>14-35 dias

Lotes de broilers 52,2 26,9 5 15,8

236-50 dias

Por ello, como se ha apuntado anteriormente, los factores de riesgo asociados con la
infeccidn con Campylobacter se determinaron sin incluir los lotes con animales menores de 14
dias, puesto que se consideré que estos lotes resultaron negativos debido a la edad. De este
modo, en lugar de 291 lotes, el analisis de factores de riesgo incluyé 275 ya que se excluyeron

los 16 lotes con broilers menores de 14 dias.

En la tabla 17 se puede observar las variables del andlisis univariable de la infeccién con
Campylobacter en los 275 lotes de broilers mayores de 13 dias. Asimismo, en dicha tabla

también aparecen con un asterisco las variables que fueron eliminadas debido a colinealidad

($<0,3).
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Tabla 17. Analisis univariable de las variables asociadas con la infeccién con Campylobacter
(p<0,1) en 275 lotes de broilers mayores de 13 dias de edad

Variable Categoria Campylobacter Chi-cuadrado Odds Ratio
Sin2 (%) No n? (%) Chi p OR 1Co59
Invierno ° Si 46 (71,9) 18 (28,1) 5,86 0,015 2,20 1,2-4,2
No 71 (53,8) 61 (46,2)
Primavera ° Si 30(81,1) 7(18,9) 8,95 0,003 3,68 1,5-9,0
No 71(53,8) 61 (46,2)
Verano® Si 36 (85,7) 6(14,3) 13,72 <0,001 5,16 2,0-13,1
No 71 (53,8) 61 (46,2)
Granjas de Si 35(77,8) 10 (22,2) 3,05 0,081 1,94 0,9-4,1
pavos <1 km No 148 (64,3) 82 (35,7)
Perros/gatos Si 166 (69,2) 74 (30,8) 5,82 0,016 2,38 1,2-4,9
en la granja No 17 (48,6) 18 (51,4)
Edad de los > 30 dias 110(80,9) 26 (19,1) 24,84 <0,001 3,85 2,5-5,0
broilers < 30dias 73 (52,5) 66 (47,5)
Despoblacién  Si 141 (76,2) 44 (23,8) 23,75 <0,001 3,66 2,1-6,3
parcial No 42 (46,7) 48 (53,3)
T2 dela <25°C 106 (72,1) 41 (27,9) 5,36 0,021 1,84 1,1-3,1
nave* >25°C 66 (58,4) 47 (41,6)
Vacio <23 dias 104 (72,7) 39(27,3) 5,11 0,024 1,79 1,1-3,0
sanitario > 23 dias 79 (59,8) 53(40,2)
Tratamiento Si 178 (69,8) 77 (30,2) 16,72 <0,001 6,94 2,4-19,8
antibidtico*  No 5(25,0) 15 (75,0)
Sexo de los Hombre 158 (69,0) 71(31,0) 3,69 0,055 1,87 1,0-3,6
trabajadores . .
Mujer/mujer 25 (54,3) 21 (45,7)
y hombre
Ne de visitas < 2 personas 88 (60,3) 58 (39,7) 5,50 0,019 0,54 0,3-0,9
cadasemana > 2 personas 95 (73,6) 34 (26,4)
Sistema de Nebulizacion 173 (72,4) 66 (27,6) 26,42 <0,001 6,55 3,0-14,4
refrigeracion  Cooling 10 (28,6) 25(71,4)
Controldela  Si 37(50,0) 37 (50,0) 12,45 <0,001 0,38 0,2-0,7
humedad No 146 (72,6) 55 (27,4)
relativa
Sistema de Forzada 102 (62,2) 62 (37,8) 3,45 0,063 0,61 0,4-1,0
ventilacion Natural no 81 (73,0) 30(27,0)
forzada
Control de la Manual 91 (73,4) 33 (26,6) 4,75 0,029 1,77 1,1-3,0
ventilacion Automatico 92 (60,9) 59 (39,1)
Material de Lona 79 (84,9) 14 (15,1) 21,37 <0,001 4,23 2,2-8,0
las persianas Otros 104 (57,1) 78 (42,9)
N2 de lineas <4 155 (70,8) 64 (29,2) 9,93 0,002 2,61 1,4-4,8
de bebederos >4 26 (48,1) 28(51,9)
Origen del Si 71(74,7) 24 (25,3) 23,31 <0,001 5,47 2,7-11,2
pienso A° No 20(35,1) 37 (64,9)
Origen del Si 84 (78,5) 23 (21,5) 30,22 <0,001 6,76 3,3-13,8
pienso B° No 20 (35,1) 37 (64,9)
Nedelineasde <3 135 (70,7) 56 (29,3) 5,46 0,019 1,89 1,1-3,2
comederos* >3 46 (56,1) 36 (43,9)
Cerca Si 131 (62,1) 80 (37,9) 8,10 0,004 0,38 0,2-0,8
perimetral No 52 (81,3) 12 (18,8)
Roedores en Si 94 (79,0) 25 (21,0) 14,60 <0,001 2,83 1,6-4,9
la nave No 89 (57,1) 67 (42,9)
Pajarosenla S 118 (80,3) 29 (19,7) 26,73 <0,001 3,94 2,3-6,7
nave No 65 (50,8) 63 (49,2)
Insectosenla Si 165 (68,8) 75 (31,3) 4,12 0,042 2,08 1,0-4,3
nave No 18 (51,4) 17 (48,6)
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¢Quién Granjero 102 (79,7) 26 (20,3) 19,33 <0,001 3,28 1,9-5,6
desinfecta la Empresa 79 (54,5) 66 (45,5)
nave? especializada

* Variables eliminadas debido a colinealidad (¢$<0,3)
® La categoria de referencia es otofio
®la categoria de referencia es el origen del pienso C. El origen del pienso D no es una variable significativa

Debido a la considerable importancia de la estacidn del aifo para la infeccién por especies
del género Campylobacter derivada de otros estudios (Bouwknegt y cols., 2004; McDowell y
cols., 2008), esta variable se estudié desde otro punto de vista, comparando la prevalencia en

cada estacion con la prevalencia media en el resto de estaciones (tabla 18).

Tabla 18. Estudio univariable de la estacion del afio en granjas

Variable Categoria Campylobacter Chi-cuadrado Odds Ratio
Si n2 (%) No n2 (%) Chi p OR 1Cy59
Estacion Otofio 71 (53,8) 61 (46,2) 18,56 <0,001 0,32 0,2-0,5
del afo
Invierno 46 (71,9) 18 (28,1) 1,06 0,302 1,38 0,7-2,6
Primavera 30(81,1) 7 (18,9) 4,06 0,044 2,38 1,0-57
Verano 36 (85,7) 6 (14,3) 8,18 0,004 3,51 1,4-8,7

Asi, el modelo de regresidn logistica multivariable incluyé seis factores de riesgo asociados
con la infeccién con Campylobacter: la presencia de perros o gatos en la granja, la edad de los
animales (mayores de 30 dias), la practica de la despoblacidn parcial en cada lote, el uso de
nebulizadores como sistema de refrigeracién, las ventanas con persianas de lona y menos de
cinco lineas de bebederos en la nave (tabla 19). El modelo presenta una adecuada bondad de

ajuste entre lo predicho y lo realmente observado (p=0,292).

Tabla 19. Modelo de regresion logistica de la infeccion con Campylobacter en 275 lotes de
broilers mayores de 13 dias en Andalucia

Variable Categoria Odds Ratio
OR Clgsg,

Perros/gatos en la granja Si 2,49 1,0-6,0
No®

Edad de los broilers >30 dias 4,76 2,5-10,0
<30 dias®

Despoblacién parcial Si 2,73 1,4-5,2
No®

Sistema de refrigeracién Nebulizacion 5,34 2,0-14,3
Cooling®
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Material de las persianas Lona 2,92 1,4-6,1
Otros®

Ne de lineas de bebederos <4 2,78 1,2-6,2
>4°

® Categoria de referencia

El factor de riesgo mds importante hallado en este estudio fue el empleo de nebulizadores
como sistema de refrigeracién (OR: 5,34, 1Cgs: 2,0-14,3). Asi, la prevalencia aumenté 5,34
veces en naves con un sistema de refrigeracion con nebulizadores. La siguiente variable en el
modelo, segln el valor de la Odds Ratio, fue la edad (mayores de 30 dias) (OR: 4,76, 1Cgss: 2,5-
10). En relacién a los cuatro factores de riesgo restantes, mostraron un valor de OR similar:
ventanas con persianas de lona (OR: 2,92, ICqsy: 1,4-6,1), menos de cinco lineas de bebederos
en la nave (OR: 2,78, ICqosy: 1,2-6,2), la despoblacién parcial (OR: 2,73, 1Cosy: 1,4-5,2) y la

presencia de perros o gatos en la granja (OR: 2,49, 1Cysy: 1,0-6,0).

Respecto al medio ambiente de la nave (yacija, agua, pienso, etc.), se aislaron especies del
género Campylobacter en 66 lotes (23,5%). Cabe destacar que nunca se logrd aislar
Campylobacter en muestras ambientales cuando los broilers de esa nave resultaron negativos.
La tabla 20 muestra que el mayor porcentaje de muestras positivas correspondieron a las
tomadas de la yacija (25,8%) y el menor a las tomadas del pienso de los comederos (5,2%) y de
los utensilios utilizados en la granja (5,6%). Asimismo, se observd un porcentaje similar de
muestras positivas tomadas a partir del agua de los bebederos (9,7%) y de las instalaciones

(9,0%).

Tabla 20. Deteccion de Campylobacter a partir de las muestras ambientales tomadas en el
entorno de las naves de los broilers

Origen de la muestra Campylobacter

Si n2 (%) No n2 (%)
Agua del bebedero 21(9,7) 195 (90,3)
Yacija 46 (25,8) 132 (74,2)
Pienso del comedero 7 (5,2) 128 (94,8)
Instalaciones 14 (9,0) 141 (91,0)
Utensilios 2 (5,6) 34 (94,4)
Otros 4 (14,8) 23 (85,2)

Asi, las instalaciones a partir de las que se aislé6 Campylobacter fueron las siguientes:
ventilador (una muestra positiva), pared (nueve muestras positivas), puerta (una muestra
positiva), tolva (una muestra positiva) y persiana de lona (dos muestras positivas). En cuanto a

los utensilios, se encontré Campylobacter en una pala y en una carretilla.
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Respecto a las especies de Campylobacter encontradas en las muestras ambientales, la
mas frecuente fue C. jejuni (47,6%). Campylobacter coli se observé en el 28,6 por ciento de las
muestras, mientras que en 23,8 por ciento de las muestras en las que se aislé6 Campylobacter

no se logrd identificar la especie.

Por otro lado, la tabla 21 indica la prevalencia de Campylobacter observada en las granjas
en las que se realizé el seguimiento. Asi, se puede observar que la prevalencia en cuanto a las
muestras cloacales aumenta o se mantiene a medida que los broilers tienen mayor edad en la
granja, disminuyendo, sin embargo, al llegar al matadero. Asimismo, en todas las granjas se
aislé Campylobacter excepto en la granja nimero dos. En cuanto a las especies aisladas, las
granjas numero tres y cinco presentaron infeccion exclusivamente con C. coli y C. jejuni,
respectivamente, mientras que las granjas nimero uno y cuatro presentaron infeccion mixta
con C. jejuni, C. coli y Campylobacter spp. No se hallaron diferencias significativas entre los
resultados iniciales y tras las medidas cuando se realizaron los analisis para las muestras
cloacales (p=0,15), para las muestras ambientales (p=0,27), asi como para el total de muestras

(p=0,787).

Tabla 21. Resultados obtenidos en el seguimiento de cinco granjas

Granja Antes de las medidas Tras las medidas
Etapa Campylobacter n2 (%) Etapa Campylobacter n2 (%)
Muestras Muestras
Cloaca . Cloaca .
ambientales ambientales
N2 1°® Nave vacia vy Nave vacia y
desinfectada 0/30(0,0) desinfectada 0/30(0,0)
Edad: 14 dias 0/8 (0,0) 0/7(0,0) Edad: 6 dias 0/10 (0,0) 0/5 (0,0)
Edad: 28 dias 6/8 (75,0) 3/7 (42,9) Edad: 21 dias 1/10 (10,0) 0/5 (0,0)
Edad: 35 dias 7/8 (87,5) 0/7 (0,0) Edad: 30 dias®
Edad: 43 dias 14/15 (93,3) 0/5 (0,0) Edad: 41 dias 10/10 (100) 3/5 (60,0)
Matadero 2/15 (13,3) Matadero 8/15 (53,3)
Ne 2 ° Nave vacia vy
desinfectada 0/30(0,0)
Edad: 12 dias 0/8 (0,0) 0/7 (0,0)
Edad: 26 dias 0/8 (0,0) 0/7 (0,0)
Edad: 33 dias 0/10 (0,0) 0/5 (0,0)
Ne 3° Nave vacia vy Nave vacia y 0/30(0,0)
desinfectada 0/30(0,0) desinfectada
Edad: 5 dias 0/8 (0,0) 0/7 (0,0)
Edad: 19 dias 6/8 (75,0) 5/7 (71,4)
Edad: 26 dias 6/8 (75,0) 1/7 (14,3)
Edad: 34 dias 13/15 (86,7) 1/5 (20,0)
Matadero 7/15 (46,7)
Ne 4°@ Nave vacia vy Nave vacia y
desinfectada 0/30(0,0) desinfectada 0/30(0,0)
Edad: 7 dias 0/8 (0,0) 0/7 (0,0) Edad: 15 dias 0/10 (0,0) 0/5 (0,0)

Edad: 21 dias 0/8 (0,0) 0/7 (0,0) Edad: 24 dias®
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Edad: 28 dias 8/8 (100) 0/7 (0,0) Edad: 35 dias 9/10 (90,0) 2/5 (40,0)

Edad: 39 dias 15/15 (100) 1/5 (20,0) Edad: 42 dias 9/10 (90,0) 0/5 (0,0)
Matadero 11/15 (73,3) Matadero 6/15 (40,0)
og? Nave vacia Nave vacia

N®> desinfectada ! 0/30(0,0 desinfectaday 0/30(0,0
Edad: 5 dias 0/8 (0,0) 0/7 (0,0) Edad: 11 dias 0/10 (0,0) 0/5 (0,0)
Edad: 19 dias 0/8 (0,0) 0/7 (0,0) Edad: 21 dias®
Edad: 26 dias 1/8 (12,5) 0/7 (0,0) Edad: 32 dias 6/10 (60,0) 1/5 (20,0)
Edad: 37 dias 15/15 (100) 2/5 (40,0) Edad: 39 dias 9/10 (90,0) 2/5 (40,0)
Matadero 5/15 (33,3) Matadero 0/15 (0,0)

® Medidas aplicadas: pediluvio a la entrada de la nave y desinfeccién realizada por una empresa especializada
b . N . . ez

No fue posible continuar con el muestreo debido a la aparicidn de un brote de Newcastle en la zona
© A causa de un problema con la estufa en la que se incubaron las muestras no fue posible obtener resultados

MATADERO DE BROILERS

Estudio 1: prevalencia y prevalencia relativa de Campylobacter durante el sacrificio y

procesado del tltimo lote de la jornada

Segln se explicé en la secciéon de material y métodos, en el estudio 1 las muestras se
tomaron durante el sacrificio del ultimo lote de la jornada en cada una de las zonas del
matadero, observandose que el 65,9 por ciento (559/848) de las muestras resultaron positivas
a Campylobacter. Las muestras tomadas en este estudio se dividieron segln se obtuviesen a
partir de los pollos vivos, las canales o las distintas porciones que resultaron tras el despiece
(muestras de origen animal), o bien a partir del medio ambiente del matadero y la sala de

despiece: agua de escaldado, maquinaria o utensilios (muestras ambientales).

Respecto a las muestras de origen animal, la etapa donde se aislé6 Campylobacter con
mayor frecuencia fue en la zona de evisceracidn (79,1%), disminuyendo hasta un 67,4 por
ciento en la etapa de procesado consecutiva (zona de clasificado). A continuacién se observd
un incremento leve durante el despiece (71,7%), disminuyendo al final del proceso hasta un

62,7 por ciento (tabla 22, Fig. 13).

Tabla 22. Evolucién de la prevalencia de Campylobacter por zonas en muestras de origen
animal (estudio 1)

Zona Campylobacter
Si n2 (%) No n2 (%)
Muelle de carga 57 (59,4) 39 (40,6)
Escaldado 27 (69,2) 12 (30,8)
Evisceracion 53(79,1) 14 (20,9)
Clasificado 31(67,4) 15(32,6)
Despiece 104 (71,7) 41 (28,3)
Producto final 52 (62,7) 31(37,3)
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Si bien se observa un incremento en la prevalencia desde el muelle de carga hasta el
escaldado, éste no resultd significativo a un nivel de confianza del 95 por ciento (p=0,284). Sin
embargo, si el analisis lo realizamos entre la prevalencia inicial en el muelle de carga y tras la
evisceracion, el incremento de la prevalencia si resulta significativo (p=0,008). Asimismo, la
disminucién en la prevalencia en la zona de clasificado y en el producto final ocasionan que,
desde la evisceracion, la prevalencia de Campylobacter vuelva a reducirse de forma

significativa en el producto final (p=0,029).

Figura 13. Prevalencia de Campylobacter (%) por zonas en muestras de origen animal
(estudio 1)
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Respecto a las muestras ambientales, la tabla 23 y la figura 14 presentan la prevalencia por
zonas. Segun se observa, la maquinaria y utensilios ubicados en la zona de evisceracion
presentan la mayor prevalencia de Campylobacter (81,4%), suponiendo la principal fuente de

contaminacion para las canales.

Tabla 23. Prevalencia de Campylobacter por zonas en muestras ambientales (estudio 1)

Zona Origen de la muestra Campylobacter
Si n2 (%) No n2 (%)
Muelle de carga - - -
Escaldado Agua 25 (51,0) 24 (49,0)
Evisceracion Maquinaria/utensilios 70(81,4) 16 (18,6)
Clasificado Utensilios 41 (57,7) 30 (42,3)
Despiece Maquinaria/utensilios 99 (59,6) 67 (40,4)

Producto final - - -
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Figura 14. Prevalencia de Campylobacter (%) por zonas en muestras ambientales (estudio 1)
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En cuanto a las especies de Campylobacter aisladas en las distintas zona del matadero
durante el procesado (considerando tanto muestras de origen animal como ambientales), C.
coli fue la que se aislé6 con mayor frecuencia encontrandose el 30,1 por ciento (255/848),
seguida de C. jejuni con el 18,4 por ciento (156/848). Asimismo, se hallaron infecciones mixtas
de C. jejuni y C. coli en el 10,1 por ciento (86/848) de las muestras, y otras especies
pertenecientes al género Campylobacter que no pudieron ser identificadas en el 7,3 por ciento
(62/848). En la tabla 24 se puede observar la distribucion de las especies de Campylobacter
aisladas en cada zona del matadero. Campylobacter jejuni fue la especie de este género
identificada con mayor frecuencia en las aves previamente a su sacrificio; sin embargo, al final

del procesado fue C. coli la que presentd una prevalencia mas elevada.

Tabla 24. Especies de Campylobacter en cada zona del matadero (estudio 1)

Zona C. jejuni C. coli Campylobacter spp. 5 éejc ‘:,7,' Negativo

n2 (%) n2 (%) n2 (%) ne (%) Ne (%)
Muelle de carga 22 (22,9) 13 (13,5) 13 (13,5) 9(9,4) 39 (40,6)
Escaldado 14 (15,9) 24 (27,3) 6 (6,8) 8(9,1) 36 (40,9)
Evisceracion 33(21,6) 53(34,6) 9(5,9) 28 (18,3) 30(19,6)
Clasificado 21(17,9) 32(27,4) 9(7,7) 10 (8,5) 45 (38,5)
Despiece 51(16,4) 104 (33,4) 19 (6,1) 29 (9,3) 108 (34,7)
Producto final 15(18,1)  29(34,9) 6(7,2) 2(2,4) 31(37,3)
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Asi, con el fin de analizar las diferencias entre las dos especies de Campylobacter aisladas,
se calculé la prevalencia relativa de C. jejuni y C. coli (considerando que la suma de
aislamientos de C. jejuni y C. coli es el 100 por cien, la prevalencia relativa seria el porcentaje
correspondiente a cada especie). De esta forma, para el calculo de la prevalencia relativa las
muestras de las que se aislaron ambas especies (infecciones mixtas) se sumaron tanto a los
aislamientos de C. jejuni como de C. coli. Ademas, se excluyeron para el calculo los
aislamientos que solo fueron identificados como Campylobacter (Campylobacter spp.). La
figura 15 muestra la prevalencia relativa de cada especie, observandose que, aunque en el
inicio C. jejuni se aislé con mayor frecuencia, en el producto final la prevalencia relativa de C.

coli fue cerca de dos veces mayor que la de C. jejuni.

Figura 15. Prevalencia relativa de C. jejuni y C. coli en cada zona del matadero (estudio 1)
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En este sentido, al comparar la prevalencia relativa de cada especie de Campylobacter
entre zonas del matadero consecutivas: muelle de carga y escaldado, escaldado y evisceracion,
evisceracién y clasificado, clasificado y despiece, y despiece y producto final, no se observaron
diferencias significativas (p=0,066, p=0,779, p=0,945, p=0,458, p=0,781, respectivamente) a un
nivel de confianza del 95 por ciento. En contraste, si seria significativa la diferencia entre el
muelle de carga y el escaldado a un nivel de confianza del 90 por ciento. Asimismo, existe
diferencia significativa a un nivel de confianza del 95 por ciento en cuanto a la prevalencia
relativa de ambas especies entre la fase inicial del estudio en matadero (aves vivas) y el

producto final listo para su venta (p=0,02).
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En la tabla 25 se muestra la prevalencia de Campylobacter segun el origen de la muestra
tomada en las distintas zonas del matadero. Asi, se puede observar que la prevalencia de
Campylobacter fue similar independientemente del origen de la muestra. Cabe destacar que se
aislaron especies de Campylobacter incluso a partir de muestras de magquinaria/utensilios
limpios durante el procesado, si bien a partir de estas muestras la prevalencia se redujo hasta
un 23,7 por ciento (9/38). Concretamente, Campylobacter se aisl6 de cinco contenedores
limpios de la zona de clasificado, asi como de una bascula, una tabla de corte de teflon y dos

bandejas para el posterior envasado en la zona de despiece.

Tabla 25. Prevalencia de Campylobacter segin el origen de las muestras tomadas en
matadero (estudio 1)

Origen de la muestra Campylobacter
Si n2 (%) No n2 (%)
Cloaca/canal/carne despiezada 324 (68,1) 152 (31,9)
Agua de escaldado 25 (51,0) 24 (49,0)

Maquinaria/utensilios
(durante el procesado)
Magquinaria/utensilios limpios
(durante el procesado)

201 (70,5) 84 (29,5)

9(23,7) 29 (76,3)

Asimismo, las especies de Campylobacter aisladas a partir de los distintos origenes de las
muestras se pueden observar en la tabla 26, mientras que la prevalencia relativa de C. jejuniy

C. coli se muestra en la figura 16.

Tabla 26. Especies de Campylobacter segun el origen de las muestras (estudio 1)

Origen de la C. jejuni C. coli Campylobacter ¢ éejc uo’I,ll Negativo
muestra n2 (%) n2 (%) spp. n2 (%) y e n2 (%)
n2 (%)

Cloaca/canal/ 05 3) 138 (29,0) 36 (7,6) 44(9,2)  152(31,9)
carne despiezada ! ’ ’ ’ ’
Agua de escaldado 7 (14,3) 11 (22,4) 2(4,1) 5(10,2) 24 (49,0)

Magquinaria/
utensilios (durante 40 (14,0) 101 (35,4) 23 (8,1) 37 (13,0) 84 (29,5)
el procesado)
Magquinaria/
utensilios limpios
7 13,2 1(2 29 (7
(durante el 3(7,9) 5(13,2) (2,6) 0(0,0) 9(76,3)
procesado)
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Figura 16. Prevalencia relativa de C. jejuniy C. coli segln el origen de las muestras (estudio 1)
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Segun se observa en la tabla 27, no se han encontrado diferencias significativas en relacién

a la prevalencia relativa de Campylobacter entre los distintos origenes de las muestras.

Tabla 27. Test de Bonferroni (valor de p) comparando las prevalencias relativas (C. jejuni/C. coli)
segun el origen de las muestras (estudio 1)

Magquinaria/ Magquinaria/
Origen de la Cloaca/canal/ Agua de utensilios utensilios limpios
muestra carne despiezada  escaldado (durante el (durante el
procesado) procesado)
Cloaca/canal/ _ 1,0 0,2 1,0
carne despiezada
Agua de escaldado 1,0 - 10 10
Magquinaria/
utensilios (durante 0,2 10 - 10
el procesado)
Magquinaria/
utensilios limpios 10 1.0 1.0 }
(durante el ' ' '
procesado)
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Estudio 2: variacion de la prevalencia de Campylobacter a lo largo de la jornada de

sacrificio

Como se detalld en la seccién de material y métodos, en este estudio se tomaron muestras
en las distintas zonas antes de comenzar el sacrificio de los broilers (matadero y sala de
despiece limpios), asi como durante el sacrificio y procesado de las aves a lo largo de la jornada
(primer, tercer y ultimo lote). De las 143 muestras tomadas de las instalaciones y utensilios del
matadero y la sala de despiece limpios, solamente se logré aislar Campylobacter (C. coli) a

partir de un cuchillo de la zona de evisceracion.

Los resultados del muestreo del estudio 2 se exponen en la tabla 28, observandose un
incremento de la prevalencia de Campylobacter en la zona de escaldado y evisceracién desde
el sacrificio del primer lote (25,0% y 61,1%, respectivamente) hasta el ultimo lote (50,0% y
88,9%, respectivamente). Asi, como ocurria en el estudio 1, se encontré la mayor prevalencia
(88,9%) en la zona de evisceracion durante el sacrificio del ultimo lote. Si bien se observaron
diferencias entre zonas, estas resultaron no significativas en todos los casos (p>0,05). Tampoco
se hallaron diferencias significativas en la prevalencia de Campylobacter entre las muestras del

primer y Ultimo lote consideradas de forma conjunta (sin diferenciar zonas) (p=0,93).

Tabla 28. Prevalencia de Campylobacter en cada zona del matadero durante toda la jornada
de (estudio 2)

Zona Momento muestreo Campylobacter
Si n2 (%) No n2 (%)
Muelle de carga Lote 1@ 9 (75,0) 3(25,0)
Lote 39 8 (66,7) 4 (33,3)
Ultimo lote 6 (50,0) 6 (50,0)
Total 23 (63,9) 13 (36,1)
Zona de escaldado Lote 19 3(25,0) 9 (75,0)
Lote 3¢ 5(41,7) 7 (58,3)
Ultimo lote 6 (50,0) 6 (50,0)
Total 14 (38,9) 22 (61,1)
Zona de evisceracion Lote 1@ 11 (61,1) 7 (38,9)
Lote 3¢ 11 (61,1) 7 (38,9)
Ultimo lote 16 (88,9) 2(11,2)
Total 38 (70,4) 16 (29,6)
Zona de clasificado Lote 1¢ 11 (57,9) 8(42,1)
Lote 39 14 (77,8) 4(22,2)
Ultimo lote 12 (66,6) 6 (33,3)
Total 37 (67,3) 18(32,7)
Zona de despiece / Lote 19 43 (69,4) 19 (30,6)
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producto final® Ultimo lote® 34 (53,1) 30 (46,9)
Total 77 (61,1) 49 (38,9)

® Debido al nimero reducido de muestras a partir del producto final, se han unido estos resultados con los de la
zona de despiece

b Aunque se nombra como ultimo lote, no existe una total conviccidon de que todas las canales pertenezcan a este
lote debido a la pérdida de trazabilidad en esta zona. Por ello, no existen muestras del lote tres en esta zona

Por otro lado, los resultados para cada especie de Campylobacter segin el momento del
muestreo en cada zona son expuestos en la tabla 29. Asi, como ocurre en el estudio 1,
inicialmente se observa mas prevalencia relativa de C. jejuni (51,9%) que C. coli (37,0%), siendo
al final mas frecuente C. coli (70,6%) que C. jejuni (28,2%). Debido a que la intensidad del
muestreo fue mayor en el estudio 1 y a que en este estudio el objetivo fundamental fue
evaluar si existian diferencias en la prevalencia a lo largo de la jornada, hemos obviado la

realizacion del analisis estadistico por especies en este apartado.

Tabla 29. Resultados para cada especie de Campylobacter segiin el momento del muestreo
durante toda la jornada de sacrificio en cada zona del matadero/sala de despiece (estudio 2)

Zona Momento C. jejuni b C. coli® Campylobacter spp.

muestreo n? (%) N2 (%) n2 (%)

Muelle de carga Lote 1@ 6 (54,5) 3(27,3) 2 (18,2)
Lote 39 5(62,5) 3(37,5) 0(0,0)

Ultimo lote 3(37,5) 4 (50,0) 1(12,5)

Total 14 (51,9) 10 (37,0) 3(11,1)

Zona de escaldado/ Lote 19 10 (58,8) 6 (35,3) 1(5,9)
evisceracion® Lote 3¢ 6(31,6) 13 (68,4) 0(0,0)
Ultimo lote 10 (34,5) 19 (65,5) 0(0,0)

Total 26 (40,0) 38 (58,5) 1(1,5)

Zona de clasificado  Lote 19 3(25,0) 9 (75,0) 0(0,0)
Lote 32 7 (38,9) 11 (61,1) 0(0,0)

Ultimo lote 7 (58,3) 5(41,7) 0(0,0)

Total 17 (40,5) 25 (59,5) 0(0,0)

Zona de despiece / Lote 1¢ 13 (28,3) 33(71,7) 0(0,0)
producto final® Ultimo lote® 11 (28,2) 27 (69,2) 1(2,6)
Total 24(28,2) 60 (70,6) 1(1,2)

® Estas zonas se han unido debido al reducido ndmero de resultados

Estos resultados incluyen las muestras en las que se han aislado las dos especies (C. jejuni + C.coli), sumandolos
tanto a C. jejuni como a C. coli
C T . . .

Aunque se nombra como ultimo lote, no existe una total conviccion de que todas las canales pertenezcan a este
lote debido a la pérdida de trazabilidad en esta zona. Por ello, no existen muestras del lote tres en esta zona

PERROS DE CLINICAS VETERINARIAS

Los datos descriptivos obtenidos a partir de las encuestas epidemioldgicas realizadas en las

clinicas veterinarias se muestran en la tabla 30.
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Tabla 30. Datos descriptivos del estudio realizado en perros domésticos de clinicas
veterinarias

Variable categérica Categoria Distribucidn de frecuencias

n2 (%)
Estacion del afo Primavera 101 (33,0)
Verano 87 (28,4)
Otofio 44 (14,4)
Invierno 74 (24,2)

Edad del perro < 2 meses 25 (8,2)
2-6 meses 62 (20,3)

7-12 meses 22 (7,2)

1-2 afios 29 (9,5)
2-5 afios 59 (19,3)
>5 afios 108 (35,3)
Sexo Macho 155 (50,8)
Hembra 150 (49,2)
Estado de salud Enfermo 106 (35,0)
Sano 197 (65,0)

Presentacién de enfermedad entérica Si 37 (12,2)
No 266 (87,8)

Nifios <10 afios conviviendo con el perro Si 98 (33,3)
No 196 (66,7)

De las 306 muestras tomadas, 16 perdieron su viabilidad durante el procesamiento antes
de ser identificadas. De las 290 muestras restantes, 102 (35,2%) fueron identificadas
fenotipicamente como Campylobacter segin la morfologia colonial, tincién de Gram, motilidad
en campo oscuro y pruebas de catalasa y oxidasa, confirmandose posteriormente mediante
PCR no solo la identificacion de los aislamientos sino también la especie de Campylobacter. De
esta forma, de las 102 muestras positivas a Campylobacter, 40 (39,2%) se identificaron como C.

jejuni, 60 (58,8%) como C. upsaliensis y dos (2%) como Campylobacter spp.

La figura 17 presenta la relacion de Campylobacter, C. jejuniy C. upsaliensis con la estacion
del aiio en la que se realizé el muestreo, observandose la mayor prevalencia en primavera en
el caso de C. jejuni, y en verano en el caso de C. upsaliensis y Campylobacter, considerando

cualquier especie.
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Figura 17. Relacidn entre la estacion del aiio en la que se realizé el muestreo y la infeccion
con Campylobacter en perros domésticos
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Del mismo modo, en la figura 18 se muestra la relacién de Campylobacter, C. jejuniy C.

upsaliensis con la edad del perro muestreado. En este sentido, y en el caso de C. jejuni, se

observd el mayor pico de infeccidn entre los dos y los seis meses de edad, mientras que este

pico se presenté entre los siete y los doce meses de edad para C. upsaliensis y Campylobacter.

Figura 18. Relacion entre la edad y la infeccion con Campylobacter en perros domésticos

70%-

60% -

50% -

40% -

30% -

20%

10% -

0%

B Campylobacter
B C. jejuni

O C. upsaliensis

<2 meses 2-6 meses  7-12 meses 1-2 afios 2-5afios >5 afios

Mediante el test de Bonferroni se encontraron diferencias significativas en la prevalencia

de infeccién con Campylobacter, C. jejuni y C. upsaliensis entre los perros de diferentes

categorias de edad (tabla 31). Respecto a la estacion del afio, solo se observaron diferencias

significativas en la prevalencia de infeccion con C. jejuni (tabla 32).
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Tabla 31. Test de Bonferroni (valor de p) comparando la prevalencia (Campylobacter/C.
jejuni/C. upsaliensis) en cada categoria de edad

. , <2 2-6 7-12 1-2 2-5 >5
Especie Categoria o o o
meses meses meses anos afos afos
Campylobacter < 2 meses - 1,0 0,5 1,0 1,0 1,0
2-6 meses 1,0 - 1,0 1,0 0,4 0,004*
7-12 meses 0,5 1,0 - 0,7 0,2 0,008*
1-2 afos 1,0 1,0 0,7 - 1,0 1,0
2-5 afos 1,0 0,4 0,2 1,0 - 1,0
> 5 afos 1,0 0,004* 0,008* 1,0 1,0 -
C. jejuni < 2 meses - 0,3 1,0 1,0 1,0 1,0
2-6 meses 0,3 - 1,0 0,9 0,6 0,009*
7-12 meses 1,0 1,0 - 1,0 1,0 1,0
1-2 afios 1,0 0,9 1,0 - 1,0 1,0
2-5 afos 1,0 0,6 1,0 1,0 - 1,0
> 5 afos 1,0 0,009* 1,0 1,0 1,0 -
C. upsaliensis < 2 meses - 1,0 0,2 1,0 1,0 1,0
2-6 meses 1,0 - 1,0 1,0 1,0 0,2
7-12 0,2 1,0 - 0,4 0,02*  0,004*
1-2 afos 1,0 1,0 0,4 - 1,0 1,0
2-5 afos 1,0 1,0 0,02* 1,0 - 1,0
> 5 afos 1,0 0,3 0,004* 1,0 1,0 -

*Diferencia significativa en la prevalencia de Campylobacter

Tabla 32. Test de Bonferroni (valor de p) comparando la prevalencia (Campylobacter/C.
jejuni/C. upsaliensis) en cada estacion del afio

Especie Estacion Primavera Verano Otono Invierno

Campylobacter  Primavera - 1,0 1,0 0,4
Verano 1,0 - 1,0 0,2
Otoio 1,0 1,0 - 1,0
Invierno 0,4 0,2 1,0 -

C. jejuni Primavera - 0,5 0,4 0,02%*
Verano 0,5 - 1,0 1,0
Otoiio 0,4 1,0 - 1,0
Invierno 0,02* 1,0 1,0 -

C. upsaliensis Primavera - 0,3 1,0 1,0
Verano 0,3 - 1,0 0,2
Otoio 1,0 1,0 - 1,0
Invierno 1,0 0,2 1,0 -

*Diferencia significativa en la prevalencia de Campylobacter

A continuacidn se muestran los resultados de la distribucidn de frecuencias de las variables
incluidas en el cuestionario, asi como los valores de Chi-cuadrado con su p asociada y de la
Odds Ratio con su intervalo de confianza para establecer la existencia de asociacién entre la

infeccidn con Campylobacter (tabla 33), con Campylobacter jejuni (sin incluir la infeccidn con
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otras especies de Campylobacter) (tabla 34) y de C. upsaliensis (sin incluir la infeccidn con otras

especies de este género) (tabla 35).

Tabla 33. Distribucidon de frecuencias de las variables independientes y analisis univariable
de la infeccion con Campylobacter en perros domésticos

Variable Categoria Campylobacter Chi-cuadrado Odds Ratio
Si n2 (%) No n2 (%) [ OR ICoss
Estacion del Primavera 37 (38,5) 59 (61,5) 0,16 0,53 0,3-1,0
afio Verano 33 (41,3) 47 (58,8) 0,48 0,2-1,0
Otofiio 14 (33,3) 28 (66,7) 0,67 0,3-1,5
Invierno 18 (25,0) 54 (75,0) @ @
Edad del perro <2 meses 8(32,0) 17 (68,0) <0,01 0,64 0,2-1,7
2-6 meses 30(50,8) 29 (49,2) 0,29 0,1-0,6
7-12 meses 13 (61,9) 8 (38,1) 0,19 0,1-0,5
1-2 afios 9 (34,6) 17 (65,4) 0,57 0,2-1,4
2-5 afios 17 (31,5) 37 (68,5) 0,65 0,3-1,4
>5 afios 24 (23,1) 80 (76,9) @ °
Sexo Macho 57 (38,3) 92 (61,7) 0,28 1,31 0,8-2,1
Hembra 45 (32,1) 95 (67,9) @ @
Estado de Enfermo 41 (40,6) 60 (59,4) 0,13 1,47 0,9-2,5
salud Sano 59 (31,7) 127 (68,3) 2 2
Enfermedad Si 23 (62,2) 14 (37,8) <0,01 3,69 1,8-7,6
entérica No 77(30,8)  173(69,2) a 2
Nifios <10
afios Si 33 (35,9) 59 (64,1) 0,81 1,07 0,6-1,8
conviviendo
con el perro No 64 (34,4) 122 (65,6) @ °

® Categoria de referencia

Tabla 34. Distribucidon de frecuencias de las variables independientes y analisis univariable
de la infeccién con C. jejuni en perros domésticos

Variable Categoria C. jejuni Chi-cuadrado Odds Ratio

Si n2 (%) No n2 (%) P OR 1Cg59
Estacion del Primavera 22 (27,2) 59 (72,8) 0,03 4,03 1,4-11,4
afio Verano 9(16,1) 47 (83,9) 2,07 0,6-6,6
Otofio 4(12,5) 28 (87,5) 1,54  0,4-6,2

Invierno 5 (8,5) 54 (91,5) @ @

Edad del perro <2 meses 2 (10,5) 17 (89,5) 0,02 1,05 0,2-5,3
2-6 meses 15 (34,1) 29 (65,9) 460 1,8-11,6
7-12 meses 3(27,3) 8(72,7) 3,33 0,7-14,9
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1-2 afios 3(15,0) 17 (85,0) 1,57  0,4-6,4

2-5 afios 8(17,8) 37 (82,2) 1,92 0,7-5,4
>5 afios 9(10,1) 80 (9,9) @ @
Sexo Macho 21 (18,6) 92 (81,4) 0,71 1,14 0,6-2,3
Hembra 19 (16,7) 95 (83,3) 2 2
Estado de Enfermo 17 (22,1) 60 (77,9) 0,17 1,64 0,8-3,3
salud Sano 22 (14,8) 127 (85,2) 2 2
Enfermedad Si 10 (41,7) 14 (58,3) <0,01 4,26 1,7-10,5
entérica No 29(14,4)  173(85,6) i ’
Nifios <10
Afios Si 8(11,9) 59 (88,1) 0,16 0,55 0,2-1,3
conviviendo
con el perro No 30(19,7) 122 (80,3) ’ :

® Categoria de referencia

Tabla 35. Distribucidon de frecuencias de las variables independientes y analisis univariable
de la infeccidn con C. upsaliensis en perros domésticos

Variable Categoria C. upsaliensis Chi-cuadrado Odds Ratio
Sin2 (%) No ne (%) P OR ICos
Estacion del Primavera 15 (20,3) 59 (79,7) 0,14 1,14 0,5-2,7
afo Verano 24 (33,8) 47 (66,2) 230 1,0-51
Otofio 9 (24,3) 28 (75,7) 1,45 0,5-3,8
Invierno 12 (18,2) 54 (81,8) @ @
Edad del perro <2 meses 5(22,7) 17 (77,3) <0,01 1,57 0,5-4,9
2-6 meses 15 (34,1) 29 (65,9) 2,76 1,2-6,3
7-12 meses 10 (55,6) 8 (44,4) 6,67 2,3-19,7
1-2 afios 6 (26,1) 17 (73,9) 1,88  0,6-5,6
2-5 afios 8(17,8) 37 (82,2) 1,15  0,4-3,0
>5 afios 15 (15,8) 80 (84,2) @ @
Sexo Macho 34 (27,0) 92 (73,0) 0,31 1,35 0,8-2,4
Hembra 26 (21,5) 95 (78,5) @ @
Estado de Enfermo 23 (27,7) 60 (72,3) 0,33 1,35 0,7-2,5
salud Sano 36 (22,1) 127 (77,9) 2 2
Enfermedad Si 13 (48,1) 14 (51,9) <0,01 3,49 1,5-7,9
entérica No 46 (21,0)  173(79,0) . .
Nifios <10 Si 24 (28,9) 59 (71,1) 0,19 1,50 0,8-2,8
afios
conviviendo No 33(21,3) 122 (78,7) ? @

® Categoria de referencia

Asimismo, en la tabla 36 se pueden observar los modelos de regresién logistica

construidos a partir de las variables seleccionadas por el analisis univariable. Asi, tanto para la
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infeccidn con cualquier especie del género Campylobacter como para la especie C. upsaliensis
en perros domésticos las variables que determinan la prevalencia son la edad del perro y la
presentacién de enfermedad. En concreto, suponen un factor de riesgo para la infeccion el
tener una edad entre dos y doce meses y el haber padecido recientemente o estar padeciendo

una enfermedad entérica.

En relacién a la especie C. jejuni, se incluyen en el modelo la estacion del afio y el hecho de
padecer o haber padecido recientemente un proceso entérico, habiéndose encontrado la

mayor prevalencia durante la primavera y en aquellos perros con proceso entérico.

Para verificar la bondad de ajuste del modelo se realizd el test de Hosmer-Lemeshow,
obteniéndose para el modelo de Campylobacter, C. jejuniy C. upsaliensis los valores de p de
0,89, 0,99 y 0,9 respectivamente, concluyéndose que existe un buen ajuste entre lo predicho

por el modelo y lo realmente observado.

Tabla 36. Modelos de regresion logistica de la infeccion con Campylobacter en perros
domésticos

. , Campylobacter C. jejuni C. upsaliensis
Variable Categoria OR (ICossc) OR (ICsss) OR (ICss5)

Estacion del afio Primavera - 3,75 (1,3-10,8) -
Verano - 1,82 (0,5-6,1) -
Otofio - 1,39 (0,3-5,7) -
Invierno - 2 -

Edad del perro < 2 meses 1,60 (0,6-4,2) - 1,60 (0,5-5,1)

2-6 meses 3,08 (1,5-6,2) - 2,62 (1,1-6,1)

7-12 meses 4,80 (1,8-13,3) - 6,14 (2,0-18,5)

1-2 afios 1,73 (0,7-4,4) - 1,83 (0,6-5,5)

2-5 afios 1,48 (0,7-3,1) - 1,28 (0,5-3,3)
>5 afios @ - 2

Enfermedad Si 3,09 (1,5-6,5) 4,00 (1,6-10,2) 3,03 (1,3-7,2)
entérica No a a a

-, variable no significativa
® Categoria de referencia

SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Para el estudio de sensibilidad antimicrobiana en las especies de Campylobacter se han

utilizado distintos métodos como la dilucién en agar, la microdilucién en caldo, la prueba
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epsilometer (E-test) y la prueba de difusion en disco (Engberg y cols., 1999; Alfredson y cols.,

2003; Halbert y cols., 2005).

El método de difusidon en disco es simple y de bajo coste, y puede proporcionar resultados
reproducibles si se lleva a cabo cuidadosamente con una estandarizacién adecuada y con
controles de calidad (Caprioli y cols., 2000, Potz y cols., 2004). Sin embargo, en la actualidad, el
método de dilucién en agar se considera el método estandar para el estudio de la sensibilidad
antimicrobiana de las especies termofilas de Campylobacter (NCCLS, 2002; McDermott y cols.,
2004), si bien este método es fiable y altamente reproducible supone un trabajo intensivo y de

mayor coste (Caprioli y cols., 2000, McDermott y cols., 2005).

Granjas de broilers

La tabla 37 muestra la CMly04a, 1a CMIsg y la CMIgg, asi como el porcentaje de resistencia de
los 50 aislamientos de Campylobacter analizados. La CMlyeqg, €s la CMI mas frecuente, y la
CMlso y CMlgo son las CMI necesarias para inhibir el crecimiento del 50 y 90 por ciento de los

aislamientos, respectivamente.

Tabla 37. Concentracién minima inhibitoria (CMI) (mg/L) y sensibilidad antimicrobiana de 50
aislamientos de Campylobacter de granjas de broilers

Antibiético Mo, Mg, CMls, rs::zr:"tz:tf/s’
Ciprofloxacina 16 32 128 100 (CMI>0,5)
Eritromicina 2 8 512 52,0 (CMI>4)
Estreptomicina 1 4 256 50,0 (CMI>4)
Tetraciclina 256 256 512 94,0 (CMI>2)
Gentamicina 1 1 1 6,0 (CMI>2)
Enrofloxacina 4 4 16 100 (CMI>0,5)®

®Se tomé el valor de corte de la ciprofloxacina, ya que no existen datos disponibles para este antibiético

Asi, la gentamicina resultd ser el antibidtico frente al que estos aislamientos de
Campylobacter mostraron menor resistencia (6%), presentando la ciprofloxacina (100%), la

enrofloxacina (100%) y la tetraciclina (94%) el mayor porcentaje de aislamientos resistentes.

Por otro lado, en la tabla 38 se puede observar el nimero de aislamientos por CMI (mg/L)

para cada antibidtico.

121



Tabla 38. Distribucion de los 50 aislamientos de Campylobacter de granjas de broilers por
CMI (mg/L) para cada antibiético

AB® NGmero de aislamientos por CMI (mg/L)°
<0,06 | 0,06 | 0,125 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512 | >512
CIP 2 17 | 10 | 13 6 2
E 2 |18 | 4 2 2 2 2 6 2 8 2

STRE 2 13| 8 2 2 2 6 9 6

TE 3 1 2 26 16 2
CN 2 1 2 13 | 27 | 2 1 2

ENR 12 | 16 | 12 | 10

®AB: antibidtico, CIP: ciprofloxacina, E: eritromicina, STRE: estreptomicina, TE: tetraciclina, CN: gentamicina, ENR:
enrofloxacina

PLas casillas en color gris indican la CMI limite para considerar Campylobacter sensible: CIP<0,5, E<4, STRE<4, TE<2,
CN<2 (EUCAST, 2012). Para la ENR se tomo el valor de la CIP

Matadero de broilers

Como ya se ha sefialado, para el estudio de la sensibilidad antimicrobiana de los
aislamientos de Campylobacter procedentes de la carne de pollo se diferenciaron las especies
C. jejuni y C. coli, analizdndose 30 aislamientos de cada una de ellas. En la tabla 39 se puede
observar la CMIyoga, 12 CMIsq, la CMIgg y el porcentaje de resistencia de estos aislamientos de
Campylobacter sin diferenciar especie (C.jejuni+C.coli), asi como de C. jejuniy C. coli en la tabla

40.

Tabla 39. Concentracion minima inhibitoria (CMI) (mg/L) y sensibilidad antimicrobiana de los
aislamientos de Campylobacter (C. jejuni+C.coli) aislados a partir de carne de pollo

Antibidtico Campylobacter CMlioda CMls, CMlg Aislamientos
resistentes (%)
Ciprofloxacina  C. jejuni+C.coli 32 32 128 98,3 (CMI>0,5)
Eritromicina C. jejuni+C.coli 128, 4 4 128 41,7 (CMI>4-8)*
Estreptomicina C. jejuni+C.coli 2 16 128 56,7 (CMI>4-8)
Tetraciclina C. jejuni+C.coli 64 64 512 98,3 (CMI>2)
Gentamicina C. jejuni+C.coli 1 1 4 15,0 (CMI>2)

*CMI>4 para C. jejuniy CMI>8 para C. coli

Tabla 40. Concentracidon minima inhibitoria (CMI) (mg/L) y sensibilidad antimicrobiana de las
especies de Campylobacter aisladas a partir de carne de pollo

Antibidtico Campylobacter CMlyoda CMls, CMlgg Aislamientos
resistentes (%)

Ciprofloxacina  C. jejuni 32,16 32 128 96,7 (CMI>0,5)
C. coli 32 32 128 100 (CMI>0,5)

Eritromicina C. jejuni 4 2 4 10,0 (CMI>4)
C. coli 128 64 128 73,3 (CMI>8)

Estreptomicina C. jejuni 2 2 256 36,7 (CMI>4)
C. coli 128 64 128 76,7 (CMI>4)

122




Tetraciclina C. jejuni 64 64 512 100 (CMI>2)

C. coli 64 64 256 96,7 (CMI>2)
Gentamicina C. jejuni 1 1 4 13,3 (CMI>2)
C. coli 1 1 32 16,7 (CMI>2)

Asi, el mayor porcentaje de resistencia fue detectado frente a la tetraciclina (100%) y la
ciprofloxacina (100%) para C. jejuni y C. coli, respectivamente. Por el contrario, C. jejuni
presentd el menor porcentaje de resistencia frente a la eritromicina (10%) y C. coli frente a la

gentamicina (16,7%).
Asimismo, en la tabla 41 se puede observar la distribucion del nimero de aislamientos
segun la CMI (mg/L) para cada antibidtico para Campylobacter (C.jejuni+C.coli). Del mismo

modo, las tablas 42 y 43 muestran esta distribucién para C. jejuniy C. coli, respectivamente.

Tabla 41. Distribucion de los aislamientos de Campylobacter (C.jejuni+C. coli) de carne de

pollo por CMI (mg/L) para cada antibidtico

AB" NGmero de aislamientos por CMI (mg/L)°

<0,06 | 0,06 | 0125 [ 0,25 (05| 1 | 2 | 4 | 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512 | >512
Cip 1 1|13 |20 | 15 9 1
E 8 2 5 6 [ 12| 2 10 | 12 3

STRE 5118 ]| 3 1 3 5 7 12 6

TE 1 1 7 | 23 5 16 5 2
CN 1 9 (31|10 4 2 3

®AB: antibidtico, CIP: ciprofloxacina, E: eritromicina, STRE: estreptomicina, TE: tetraciclina, CN: gentamicina, ENR:
enrofloxacina

®Las casillas en color gris indican la CMI limite para considerar Campylobacter sensible: CIP<0,5, E<4 (C.jejuni), E<8
(C.coli), STRE<4, TE<2, CN<2 (EUCAST, 2012)

Tabla 42. Distribucion de los 30 aislamientos de C. jejuni de carne de pollo por CMI (mg/L)
para cada antibiotico

AB® NGmero de aislamientos por CMI (mg/L)°
<0,06 | 0,06 | 0,125 (0,25 (05| 1 | 2 | 4 | 8 | 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512 | >512
Cip 1 9 9 7 3 1
E 5 2 4 6 | 10 2 1
STRE 5(111| 3 1 1 1 2 2 4
TE 1 5 9 2 6 5 2
CN 1 9 (12| 4 4

®AB: antibidtico, CIP: ciprofloxacina, E: eritromicina, STRE: estreptomicina, TE: tetraciclina, CN: gentamicina, ENR:
enrofloxacina

®Las casillas en color gris indican la CMI limite para considerar Campylobacter sensible: CIP<0,5, E<4, STRE<4, TE<2,
CN<2 (EUCAST, 2012)
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Tabla 43. Distribucién de los 30 aislamientos de C. coli de carne de pollo por CMI (mg/L) para
cada antibiotico

AB® NGmero de aislamientos por CMI (mg/L)°
<0,06 | 0,06 | 0,125 | 0,25 | 0,5 1 2 4 8 16 | 32 | 64 | 128 | 256 | 512 | >512
CIp 1 4 (11| 8 6
E 3 1 2 2 8 11 3
STRE 7 2 4 5 10 2
TE 1 2 | 14 3 10
CN 19| 6 2 3

®AB: antibidtico, CIP: ciprofloxacina, E: eritromicina, STRE: estreptomicina, TE: tetraciclina, CN: gentamicina, ENR:
enrofloxacina

PLas casillas en color gris indican la CMI limite para considerar Campylobacter sensible: CIP<0,5, E<8, STRE<4, TE<2,
CN<2 (EUCAST, 2012)

El 60 por ciento (36/60) de los aislamientos de Campylobacter (C. jejuni+C. coli)
presentaron multirresistencia (resistencia frente a tres o mds antibiéticos), mostrando 11 de
30 (36,7%) aislamientos de C. jejuniy 25 de 30 (83,3%) aislamientos de C. coli multirresistencia

antibidtica (resistentes a tres o mas antibidticos) (tabla 44).

Tabla 44. Multirresistencia determinada para 30 aislamientos de C. jejuni y 30 de C. coli
procedentes de carne de pollo

Aislamientos resistentes C. jejuni C. coli
N2 (%) aislamientos resistentes frente a 3 o mas antibidticos 11 (36,7) 25 (83,3)
N2 (%) aislamientos resistentes frente a 4 o mas antibidticos 6 (20) 19 (63,3)
N2 (%) aislamientos resistentes frente a 5 antibioticos 1(3,3) 5(16,7)

Al comparar los resultados entre especies de Campylobacter, se encontré un mayor
numero de aislamientos de C. coli que de C. jejuni resistentes a todos los antibidticos
estudiados excepto la tetraciclina. Sin embargo, solo se hallaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambas especies del género Campylobacter para la estreptomicina (p=0,002)

y la eritromicina (p<0,0001).

Perros de clinicas veterinarias

En la tabla 45 se exponen los resultados obtenidos sobre la sensibilidad antimicrobiana de
los aislamientos de Campylobacter de los perros domésticos segun la técnica de difusion en
disco. Asi, la gentamicina y la eritromicina fueron los antibidticos frente a los que mostraron
menor porcentaje de resistencia (2,2% y 3,3%, respectivamente), siendo todas las cepas

resistentes a la combinacidn de sulfametoxazol con trimetoprim (100%).
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Tabla 45. Resultados de la sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos de Campylobacter
(C.jejuni+C.upsaliensis) de los perros domésticos

Antimicrobiano Sensibles Intermedios Resistentes
n? (%) n? (%) n? (%)
Ampicilina (10 pg) 38 (42,2) 12 (13,3) 40 (44,4)
Cefalotina (30 pg) 41 (45,1) 4(4,4) 46 (50,5)
Ciprofloxacina (5 pg) 53 (58,2) 6 (6,6) 32(35,2)
Clindamicina (2 pg) 57 (62,6) 16 (17,6) 18 (19,8)
Eritromicina (15 pg) 81 (89,0) 7(7,7) 3(3,3)
Gentamicina (10 pg) 89 (97,8) 0(0,0) 2(2,2)
Acido nalidixico (30 pg) 38(41,8) 5(5,5) 48 (52,7)
Trimetoprim/sulfametoxazol (25 pg) 0(0,0) 0(0,0) 91 (100)
Tetraciclina (30 pg) 57 (62,6) 6 (6,6) 28 (30,8)

Asimismo, en la tabla 46 se muestra la sensibilidad antimicrobiana de los aislamientos de
los perros por especies (C. jejuni y C. upsaliensis), constatdandose una mayor resistencia de la

especie C. jejuni.

Tabla 46. Resultados de la sensibilidad antimicrobiana de las especies de Campylobacter
aisladas a partir de los perros domésticos

Antibiético Campylobacter Aislamientos resistentes Valor de p
n2 (%)

Ampicilina C. jejuni 23 (59,0) 0,716
C. upsaliensis 27 (55,1)

Cefalotina C. jejuni 37 (94,9) <0,001
C. upsaliensis 11 (22,0)

Ciprofloxacina C. jejuni 27 (69,2) <0,001
C. upsaliensis 10 (20,0)

Clindamicina C. jejuni 13 (33,3) 0,404
C. upsaliensis 21 (42,0)

Eritromicina C. jejuni 3(7,7) 0,350
C. upsaliensis 7 (14,0)

Gentamicina C. jejuni 2(5,1) 0,105
C. upsaliensis 0(0,0)

Acido nalidixico C. jejuni 30 (76,9) 0,002
C. upsaliensis 22 (44,0)

Trimetoprim/sulfametoxazol C. jejuni 39 (100) 1
C. upsaliensis 50 (100)

Tetraciclina C. jejuni 28 (71,8) <0,001
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C. upsaliensis

6 (12,0)

El 51,7 por ciento (46/89) de los aislamientos de Campylobacter (C. jejuni+C. upsaliensis)

presentaron multirresistencia (resistencia frente a cuatro o mas antibiéticos). En la tabla 47 se

puede observar el mayor porcentaje de multirresistencia que presenta la especie C. jejuni con

respecto a la especie C. upsaliensis.

Tabla 47. Multirresistencia determinada para 39 aislamientos de C. jejuni y 50 de C.

upsaliensis procedentes de perros domésticos

Aislamientos resistentes C. jejuni C. upsaliensis
N2 (%) aislamientos resistentes frente a 4 o mas antibidticos 32(82,1) 14 (28)
N (%) aislamientos resistentes frente a 5 o mas antibioticos 29 (74,4) 10 (20)
N2 (%) aislamientos resistentes frente a 6 o mas antibioticos 20 (51,3) 5(10)
N2 (%) aislamientos resistentes frente a 7 o mas antibidticos 7(17,9) 0(0)
N2 (%) aislamientos resistentes frente a 8 0 mas antibidticos 1(2,6) 0(0)
N2 (%) aislamientos resistentes frente a 9 antibidticos 1(2,6) 0 (0)
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DISCUSION

127



128



GRANJAS DE BROILERS

El presente estudio incluye lotes de broilers procedentes de los distintos tipos de granjas
gue se pueden encontrar en Andalucia. Asi, como se puede observar en los datos descriptivos,
esta investigacion comprende explotaciones con diferentes caracteristicas en cuanto al
manejo, instalaciones, medidas de bioseguridad y/o practicas de higiene. Se puede concluir, en
consecuencia, que el presente estudio ofrece una adecuada panoramica de la produccion

intensiva de broilers en Andalucia.

En referencia a la prevalencia de infeccion con Campylobacter por lotes (62,9%), nuestro
resultado fue similar al hallado en otros estudios en Suecia, Senegal e Italia (60%, 63% y 63,9%,
respectivamente) (Cardinale y cols., 2004; Di Giannatale y cols., 2010; Hansson y cols., 2010a).
En contraste, se ha observado una prevalencia mayor en paises como Luxemburgo (100%)
(EFSA Journal, 2010), Iran (76,0%) (Ansari-Lari y cols., 2011) y Reino Unido (75,8%) (Powell y
cols., 2012) y menor en los Paises Bajos (26,3%) (Bouwknegt y cols., 2004), Finlandia (3,9%)
(EFSA Journal, 2010) y Estonia (2%) (EFSA Journal, 2010). La prevalencia media de la infeccion
en la Unidn Europea (71,2%) (EFSA Journal, 2010) es ligeramente superior a la hallada en este

estudio.

Respecto a Espafia, se hallé una prevalencia del 88 por ciento en un estudio previo (EFSA
Journal, 2010). No obstante, es preciso sefialar que este resultado se obtuvo a partir de lotes
de broilers en mataderos, a diferencia del presente estudio en el que se muestrean lotes de
broilers en granjas con diferentes edades, hecho que implica que los animales muestreados
tengan mas dias de edad y, por lo tanto, mayor posibilidad de que estén infectados con

Campylobacter (Ansari-Lariy cols., 2011).

En cuanto a la prevalencia de las distintas especies de Campylobacter, se encontraron mas

lotes infectados solo con C. jejuni (31,7%) que con C. coli (6,0%), resultado coincidente con el
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descrito por la mayoria de los autores: Hald y cols. (2000) (87% C. jejuniy 8% C. coli), Cardinale
y cols. (2004) (37% C. jejuniy 19% C. coli), Nather y cols. (2009) (29% C. jejuniy 13% C. coli) y
Sasaki y cols. (2011) (39,5% C. jejuni y 17,7% C. coli), asi como con los resultados publicados
por la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (40,6% C. jejuniy 31,9% C. coli) (EFSA Journal,
2010). Sin embargo, en Espafia se ha detectado mayor prevalencia de C. coli (61,4%) que de
C. jejuni (38,3%) (EFSA Journal, 2010). Estas variaciones entre estudios podrian ser debidas a
los diferentes métodos de muestreo y deteccion de Campylobacter utilizados, asi como a
diferencias intrinsecas existentes entre las distintas regiones. En esta investigacién se
encontraron ademads infecciones mixtas con C. jejuniy C. coli en el 19,1 por ciento de los lotes
estudiados. Este porcentaje esta dentro del rango descrito previamente por otros autores, que
oscila entre el uno por ciento descrito por Nather y cols. (2009) en Alemania y el 22 por ciento

descrito por Ansari-Lari y cols. (2011) en Irdn.

Por otra parte, Sasaki y cols. (2011) observaron que el 0,8 por ciento de los lotes se
encontraban infectados con especies de Campylobacter que no pudieron ser identificadas
como C. jejuni o C. coli. En este estudio, el 6,6 por ciento de los lotes se encontraban
infectados exclusivamente con especies del género Campylobacter distintas a C. jejuni, C. coli,
C. lari y C. ureolyticus. Asimismo, se detectaron infecciones mixtas de C. jejuni y/o C. coli junto
a otras especies no identificadas del género Campylobacter en un 36,7 por ciento de las
muestras. Si bien algunos autores detectaron C. lari en una proporcién reducida de las
muestras (Hald y cols., 2000; Nather y cols., 2009), no fue posible identificar este agente en
nuestro estudio. Este resultado podria ser debido a un escaso contacto de los broilers con las
aves acuaticas peridomeésticas que suponen el principal reservorio de esta especie (Moore y
cols., 2002). Por otra parte, aungque hasta el momento no hay estudios publicados en los que
se haya aislado C. ureolyticus a partir de broilers, se consideré interesante indagar la existencia
de esta especie debido a su reciente papel como patégeno emergente asociado a casos

clinicos en personas (Bullmany cols., 2011).

Con respecto al estudio de la prevalencia segun la edad, no se encontraron lotes positivos
a Campylobacter cuando los broilers eran menores de catorce dias, resultado que coincide con
lo descrito previamente en estudios previos (Jacobs-Reitsma y cols., 1995; Hiett y cols., 2002b;
Bull y cols., 2006). Este hecho puede ser explicado por la probable ausencia de transmision
vertical (Petersen y cols., 2001), asi como por el papel protector de los anticuerpos maternales
durante las primeras semanas de vida (Sahin y cols., 2002; Newell y Fearnley, 2003; Sahin y

cols., 2003b). Por este motivo, se decidid excluir los lotes con broilers menores de catorce dias
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de edad en el estudio de los factores de riesgo. En contraste, se encontré una prevalencia
intrarrebafio del 59,9 por ciento en lotes con animales entre catorce y 35 dias y algo mayor en
broilers con 36-50 dias (61,3%), resultando en una prevalencia intrarrebaifio media de 60,5 por
ciento. Este dato se encuentra dentro del rango encontrado en estudios previos donde se
observd que la prevalencia intrarrebaiio oscilé entre el 60 por ciento y el 100 por cien (Gregory
y cols., 1997; Evans y Sayers, 2000; Shreeve y cols., 2002; Stern y cols., 2003; Hansson y cols.,
2010b).

Campylobacter jejuni fue la especie aislada con mayor frecuencia en todas las edades, si
bien su prevalencia se redujo desde un 60,2 por ciento en los animales con 14-35 dias hasta un
52,2 por ciento en los de 36-50 dias. En contraste, la prevalencia de C. coli se incrementé
desde un 15,7 por ciento en los animales de 14-35 dias hasta un 26,9 por ciento en los de
36-50 dias. Este hecho podria explicarse por la existencia de cepas capaces de desplazar a
otras en el tracto intestinal de los broilers (Calderon-Gomez y cols. 2008). En este sentido,
nuestros resultados sugieren una progresiva sustitucion con la de edad de cepas de C. jejuni
por C. coli. Como resulta légico, las infecciones mixtas de C. jejuni y C. coli también se
incrementaron con la edad, desde un 3,1 por ciento hasta un cinco por ciento. Asimismo,
también se observa una disminucion con la edad de las especies de Campylobacter no
identificadas, desde un 21 por ciento hasta un 15,8 por ciento, lo que sugiere una mayor
persistencia con la edad de las especies mejor adaptadas al intestino de los broilers: C. jejuniy

C. coli.

En relacién a la estacidn del afio, se ha descrito que ésta puede influir en la prevalencia de
infeccion con Campylobacter en los lotes de broilers. Asi, la mayoria de los estudios han
encontrado mas frecuencia de lotes positivos a Campylobacter durante los meses de verano
(EFSA Journal, 2005; Ellerbroek y cols., 2011; Jorgensen y cols., 2011). En este sentido,
nuestros resultados coinciden con los previamente descritos, al suponer el verano un factor de
riesgo para la infeccién de los lotes de broilers (OR: 3,51, ICqs¢: 1,4-8,7). Si bien la primavera se
presenté también como un factor de riesgo, mostré un valor de Odds Ratio menor al del

verano (OR: 2,38, I1Cys¢: 1,0-5,7).

Ademads, los meses de otono supusieron un factor de proteccidn para la infeccién de los
broilers con Campylobacter (OR: 0,32, ICqs¢: 0,2-0,5), aunque otros autores han relacionado
esta estacion con un mayor riesgo de infeccion de estos animales (Kapperud y cols., 1993).

Estos resultados se explican por la existencia de un pico de crecimiento de la poblacién de
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insectos con temperaturas elevadas (Begon y cols., 1986). Hald y cols. (2008) sefalaron que los
insectos actlan como portadores de Campylobacter principalmente desde julio a agosto. Estos
autores hallaron diferencias significativas entre la prevalencia de Campylobacter en los meses
mencionados y la del resto del afio. No obstante, en nuestro estudio la variable estacién del
afio no fue incluida en el modelo de regresion logistica, al no cumplir el criterio de seleccién en

el andlisis univariable (p<1).

Asi, el modelo de regresion logistica determinado en esta investigacién incluyd seis
factores de riesgo: la presencia de perros/gatos en la granja, la edad de los animales (mayores
de 30 dias), la practica de la despoblacion parcial en cada lote, el uso de nebulizadores como
sistema de refrigeracion, las ventanas con persianas de lona y la existencia de menos de cinco

lineas de bebederos en la nave.

En referencia a la variable perros/gatos en la granja se hall6 una prevalencia de
Campylobacter significativamente mayor en lotes pertenecientes a granjas donde se
encontraron dichos animales (OR: 2,49, 1Cqysy: 1,0-6,0) (Fig. 19). Este resultado coincide con el
descrito por Hald y cols. (2000), quienes determinaron que la presencia de animales (incluidos
perros y gatos) en las inmediaciones de las naves de broilers sin barreras higiénicas suponia un
factor de riesgo para la infeccién con Campylobacter. En este sentido, es bien conocido el
papel de los animales de compafiia como reservorios para las especies de Campylobacter
(Rossi y cols., 2008; Acke y cols., 2009b; Koene y cols., 2009), suponiendo una potencial fuente

de contaminacion para los alrededores de la nave de broilers.

Asimismo, la excrecién de Campylobacter por otras especies animales ha sido asociada
significativamente con lotes de broilers infectados, siendo estas especies los reservorios de los
que Campylobacter se aisla con mayor frecuencia previamente a la deteccién de este
microorganismo en dichos lotes (Ellis-lversen y cols., 2012). Las especies de este género
excretadas por los animales podrian ser transportadas de forma mecanica por el personal de la
granja mediante la ropa, el calzado u otros fomites (Newell y Wagenaar, 2000; Herman y cols.,

2003; Ramabu y cols., 2004).
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Figura 19. Presencia de perros/gatos en la granja

En este estudio se encontré una mayor prevalencia de infeccion en los broilers con mas de
30 dias de edad (OR: 4,76, ICqgs¢: 2,5-10). En este sentido, McDowell y cols. (2008) han sefialado
que el riesgo de infeccidn con Campylobacter en un lote estd directamente relacionado con la
edad de los broilers. Nuestro resultado coincide con el descrito por Ansari-Lari y cols. (2011),
guienes determinaron que la probabilidad de infeccion con Campylobacter era cinco veces mas

alta cuando los broilers tenian mas de 45 dias.

Igualmente, otros autores también han encontrado que la mayor edad supone un factor
de riesgo para la infeccién con Campylobacter en broilers (Evans y Sayers, 2000; Bouwknegt
y cols., 2004; Barrios y cols., 2006; Arsenault y cols., 2007a). La explicacién mas plausible a
este resultado radica en que un mayor tiempo de exposicidon a las posibles fuentes de
infeccién redunda en una mayor probabilidad de infeccion (Ridley y cols., 2011). Por otra
parte, se ha sefialado que una vez que el lote estd infectado, la infecciéon se propaga
rapidamente, resultando mas facil con el tiempo la infeccidn de aquellos animales negativos

(Newell y Fearnley, 2003; Katsma y cols., 2007).

Siguiendo con la explicacidon de las variables incluidas en el modelo, se encontré que la
practica de la despoblacion parcial en cada lote suponia también un factor de riesgo para la
infeccidn con Campylobacter en los lotes de broilers (OR: 2,73; ICqso: 1,4-5,2). En este sentido,
la despoblaciéon parcial antes del muestreo ha sido asociada con un incremento en el riesgo de
infeccion con Campylobacter en lotes sacrificados en el matadero (Hald y cols., 2000; Hald y
cols., 2001b; Lawes y cols., 2012). No obstante, Russa y cols. (2005) no encontraron asociacion
entre la despoblacién parcial y la infeccion con Campylobacter, sugiriendo que la edad de los

broilers al llegar al matadero podria ser una variable confundente. Sin embargo, la edad no

133



supondria una variable confundente en este estudio ya que la variable despoblacion parcial se
refiere a la practica de esta actividad de forma habitual en cada lote criado en la granja, y no si

se realizd antes del muestreo en el matadero como en la mayoria de los estudios.

Asimismo, el hecho de que el personal encargado de realizar la despoblacion parcial deba
ingresar en la nave, podria suponer una mayor exposicién de las aves restantes a distintos
agentes, incluido Campylobacter, procedentes del exterior, maxime si no se emplean medidas
de bioseguridad adecuadas (Lin, 2009). En este sentido, Allen y cols. (2008b) aislaron
Campylobacter en los caminos de entrada a la granja, los vehiculos de transporte, el
equipamiento y el personal, encontrando una asociacién entre las cepas aisladas en estos
puntos y las detectadas posteriormente en los lotes en los que se llevd a cabo la despoblacién
parcial. Esto se ve potenciado por el hecho de que habitualmente los operarios realizan Ila
despoblacion en varias granjas en un mismo dia, con el consiguiente trasiego de diversos
organismos. Asi, algunos autores han descrito la coexistencia de cepas idénticas de
Campylobacter en distintas granjas cuando pertenecian a la misma empresa integradora o se

emplearon los mismos equipos de captura de las aves y/o vehiculos (Allen y cols., 2008b).

El modelo de regresién logistica incluyé dos variables relacionadas con el agua: el
sistema de refrigeracidon y el numero de lineas de bebederos. Asi, la nebulizacion como
medio de refrigeracion de la nave mostrd el valor Odds Ratio mas alto del modelo (OR: 5,34,
ICgs%: 2,0-14,3), aumentando en mas de cinco veces la prevalencia de infeccion con
Campylobacter en los lotes alojados en naves con este sistema de refrigeracién. No hemos
hallado hasta la fecha estudios publicados que hayan identificado al tipo de sistema de
refrigeracion como un factor de riesgo para la infeccién con este organismo en broilers. Una
explicacion a la inclusion de esta variable la encontramos en el estudio realizado por
Berndtson y cols. (1996a), quienes observaron que si la yacija permanecia himeda el riesgo de
infeccion con Campylobacter aumentaba hasta dos veces. De esta forma, la nebulizacidon
implica que la yacija sobre la que viven los broilers se humedezca dado que pulveriza agua
dentro de la nave, aumentando, por tanto, el riesgo de infecciéon. Cabe sefialar que las
especies del género Campylobacter precisan una elevada actividad de agua para su

crecimiento (Silva y cols., 2011).

Respecto al numero de lineas de bebederos, el hecho de que la nave disponga de
menos de cinco filas ha resultado ser un factor de riesgo en el presente estudio (OR: 2,78,

ICqs5%: 1,2-6,2). Como ocurre con la variable anterior, hasta el momento no se han encontrado
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trabajos que hayan descrito la influencia significativa de este factor sobre la prevalencia de
Campylobacter. Un nimero menor de lineas de bebederos implica una concentracién mas alta
de broilers alrededor de un bebedero y, consecuentemente, mas posibilidades de transmision
ya que las heces de los animales infectados constituyen una fuente de infeccién para el medio
ambiente acuatico (Jones, 2001). En este sentido, Ellis-lversen y cols (2012) encontraron que la
contaminacion de los bebederos de las naves de broilers se asociaba con la infeccién del lote,

probablemente por su papel en la distribucion de Campylobacter dentro del lote de broilers.

Por ultimo, las ventanas con persianas de lona supusieron un factor de riesgo para la
infeccion con Campylobacter en los lotes de broilers de Andalucia (OR: 2,92, 1Cgsy: 1,4-6,1)
(Fig. 20). Al igual que sucediera con las dos variables del modelo previamente descritas, no se
han hallado otros estudios que hayan incluido esta variable. Asi, los granjeros revelaron que las
persianas de lona normalmente se encontraban plegadas cuando se realizé la limpieza y
desinfeccion de las naves. Esto implica una higienizacion insuficiente de este tipo de
instalaciones ya que los detergentes y desinfectantes no penetran de forma adecuada si las
persianas se encuentran plegadas, pudiendo permanecer Campylobacter en ellas y pudiendo
suponer, por tanto, una fuente de infeccién para el siguiente lote. De hecho, en este estudio se
ha logrado el aislamiento de Campylobacter a partir de persianas de lona y no de otro tipo de
persianas, si bien el lote estaba infectado cuando dicha contaminacién fue detectada. En este
sentido, hay varios autores que han encontrado que unas deficientes practicas de limpieza y
desinfeccion estan asociadas con la infeccion con Campylobacter en los lotes de broilers

(Evans y Sayers, 2000; Hansson y cols., 2010a).

Figura 20. Persianas de lona plegadas durante la limpieza y desinfeccion de la nave de
broilers.
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De las seis variables incluidas en el modelo, la edad no es susceptible de ser modificada, a
la vez que la eliminacién de la practica de despoblacidn parcial podria entrar en conflicto con la
rentabilidad de la granja, si bien seria necesario extremar las medidas de bioseguridad durante
esta practica. En consecuencia, las principales recomendaciones que derivan del estudio de
factores de riesgo serian prescindir de perros/gatos en la granja, disponer de suficientes lineas
de bebederos, emplear sistemas de refrigeracién distintos a la nebulizaciéon y no utilizar
persianas de lona o realizar una limpieza exhaustiva de dicho tipo de instalaciones con las
persianas sin plegar. Controlar estos factores permitira reducir la prevalencia de
Campylobacter vy, por tanto, disminuir la contaminacion de las canales en el matadero y el

riesgo de infeccidn para los consumidores (Rosenquist y cols., 2003).

En relacidn a las muestras ambientales, los resultados obtenidos muestran que la yacija es
el fomite donde la contaminacion ambiental resultdé mas frecuente (25,8% de muestras
positivas), seguida del agua de los bebederos (9,7%). En instalaciones como ventanas, paredes,
puertas o tolvas se hallaron un nueve por ciento de muestras positivas, mientras que en otras
muestras de diverso tipo como agua estancada o aves muertas la prevalencia fue del 14,8 por

ciento.

A pesar de observar en ocasiones evidencias de falta de limpieza y desinfeccién, no fue
posible encontrar muestras ambientales positivas en ninguna de las naves antes de detectar
Campylobacter en las muestras cloacales. Este hecho indica que la limpieza, desinfeccion y
vacio sanitario de las naves resultaria eficiente para la inactivacién de Campylobacter. Este
resultado coincide con los hallazgos de otros estudios (Evans y Sayers, 2000; Herman vy cols.,
2003; Cardinale y cols., 2004; Ellis-lversen y cols., 2012), no habiendo autores que hayan
detectado Campylobacter en el entorno interior de la nave antes de ser aislado en los
broilers alojados en dicha nave. Si se ha logrado, sin embargo, el aislamiento de
Campylobacter a partir de bebederos de campana de plastico sin limpiar tras la desinfeccion

de la nave (Evans y Sayers, 2000).

Asimismo, se han encontrado los mismos genotipos de Campylobacter en el exterior de las
naves (charcos de agua, suelo y alrededores) que los aislados mas tarde en los broilers cuando
el lote resultd infectado (Hiett y cols., 2002b; Russa y cols., 2005; Johnsen y cols., 2006a;
Hansson y cols., 2007). En este sentido, algunos estudios sugieren que la fuente de
contaminacién del nuevo lote alojado en la nave limpia y desinfectada se encuentra en el

exterior de la nave mas que dentro de la misma (Jacobs-Reitsma y cols., 1995; Shreeve y cols.,
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2002), aunque dada la relativa sensibilidad del método del muestreo ambiental, estos
resultados no excluyen la posibilidad de que un pequefio nimero de estas bacterias

permanezcan vivas en el interior de la nave.

Por el contrario, se ha descrito que una vez que un lote esta infectado con Campylobacter,
la nave y los alrededores de la granja se contaminan rapidamente (Hiett y cols., 2002b;
Herman y cols., 2003), persistiendo esta contaminacion durante varias semanas (Johnsen y
cols., 2006a). Coincidiendo con los resultados de nuestro estudio, otros autores han aislado
Campylobacter a partir del pienso de los comederos, agua de los bebederos y yacija una vez
que los lotes estaban infectados (Bull y cols., 2006; Zweifel y cols., 2008). En relacién a la
yacija, aunque por su falta de humedad supone un ambiente desfavorable para Campylobacter
al principio del ciclo productivo, el riesgo de contaminacion aumenta cuando se humedece
debido a los excrementos de los animales, el agua de los bebederos y/o el sistema de
refrigeracién (Berndtson y cols., 1996a). En este sentido, Campylobacter es capaz de sobrevivir
en la yacija (Rothrock y cols., 2008), por lo que almacenarla en la granja puede suponer un

riesgo de infeccidn para los broilers (Cardinale y cols., 2004; Arsenault y cols., 2007a).

En contraste, el menor porcentaje de muestras positivas a Campylobacter se encontrd en
el pienso de los comederos (5,2%). Asi, la mayoria de los estudios han sugerido que los piensos
de los animales no suponen un reservorio para Campylobacter (Jacobs-Reitsma y cols., 1995;
Gregory y cols., 1997; Evans y Sayers, 2000) ya que este alimento es demasiado seco para las
bacterias sensibles a la desecacion (Weijtiens y cols., 1997). Por el contrario, Mills y Phillips
(2003) determinaron que si se contamina el pienso en la nave de broilers, Campylobacter
podria sobrevivir el tiempo suficiente para causar infeccién dentro del lote. Asimismo,
Ellis-lversen y cols. (2012) observaron que los bebederos contaminados estaban asociados con
los lotes de broilers positivos a Campylobacter, aunque encontraron que los bebederos

solamente se contaminaron después de que los animales estuviesen infectados.

Ademas, coincidiendo con los resultados del presente estudio, Ellis-lversen y cols. (2012)
aislaron Campylobacter a partir de los Utiles/herramientas de las granjas en menor proporcion
que en los bebederos, no encontrandose asociacion con la infeccidon de los lotes. Respecto a
las especies aisladas, C. jejuni se aisld6 con mas frecuencia (47,6%) que C. coli (28,6%). Este
resultado parece légico ya que la especie predominante encontrada en los lotes de broilers fue

C. jejuni, por lo que la contaminacion del entorno del interior de la nave tendria lugar sobre
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todo con esta especie. Cabe mencionar que la prevalencia de C. jejuni y C. coli en muestras

cloacales fue similar a la hallada en muestras ambientales (58,5% y 19,5%, respectivamente).

En relacion al seguimiento de las granjas, en principio se planteé recomendar actuaciones
sobre los factores de riesgo determinados en el estudio. Sin embargo, al deber ser realizado en
granjas en produccién, resultaba imposible variar el sistema de refrigeracién, las lineas de
bebederos o el tipo de persianas. También fue desestimada la proposicidon de suspender la

despoblacion parcial y los granjeros se mostraron reacios a deshacerse de sus perros y gatos.

En consecuencia, para cumplir con este objetivo se propusieron dos nuevas medidas: que
la limpieza y desinfeccién de la nave fuese realizada por una empresa especializada vy la
utilizacion de pediluvios. Respecto a la primera medida, la desinfeccidén por el granjero mostré
una asociacion significativa con la prevalencia de Campylobacter (OR: 3,38; ICgs: 1,9-5,6) en el
analisis univariable, si bien dicha variable no fue incluida en el modelo de regresién logistica.
Respecto a los pediluvios, se optd por esta media buscando incrementar la bioseguridad de la
granja considerando especialmente la importancia que podria tener durante el proceso de

despoblacion parcial.

Cuatro de las cinco granjas resultaron positivas a Campylobacter durante el primer ciclo
productivo analizado. En este sentido, los veterinarios responsables de la Unica granja que
resultd negativa explicaron que durante todo el periodo de cria los animales de este lote
habian sido tratados con antibidticos, pudiendo ser la causa de este resultado (Ansari-Lari y
cols., 2011). En cuanto a las granjas infectadas con Campylobacter, la prevalencia intrarrebafio
aumentd a medida que los animales tenian mayor edad en la granja, oscilando en el ultimo
muestreo entre un 86,7 por ciento y un 100 por cien. Como ya se ha discutido anteriormente,
este resultado coincide con otros autores (Gregory y cols., 1997; Evans y Sayers, 2000; Shreeve

y cols., 2002; Stern y cols., 2003).

Tras las medidas propuestas, las granjas en las que se pudo continuar el seguimiento
volvieron a presentarse positivas a Campylobacter, alcanzando una prevalencia intrarrebafio
elevada (90-100%). Consideramos que este resultado fue debido a la incorrecta aplicacién de
las medidas por parte de los granjeros, ya que durante el muestreo se observé que el personal
de la granja no siempre pasaba por el pediluvio antes de entrar a la nave y ademas, durante el
vacio sanitario las naves permanecieron abiertas siendo posible la entrada de reservorios de

Campylobacter como insectos, pajaros, perros o gatos (Newell y Fearnley, 2003).
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Algunos autores han sefialado que las medidas sanitarias y de bioseguridad deberian ser
realizadas de forma rigurosas para reducir el riesgo de infeccion del lote (Van de Giessen y
cols., 1998; Evans y Sayers, 2000). Al igual que sucediera en el estudio previamente descrito,
no fue posible aislar agentes del género Campylobacter en muestras ambientales
previamente a la deteccién de muestras cloacales positivas Nos ha impactado haber
observado que, tanto antes como después de la aplicacion de las medidas, la prevalencia se
redujo desde el Ultimo muestreo en las granjas (prevalencia media: 94,3%) hasta el muestreo
en matadero (prevalencia media: 37,1%). En nuestra opinidn, este descenso podria estar
ocasionado por la administracién de antibidticos en los dias préximos a la llegada al
matadero (Refrégier-Petton y cols. 2001), si bien en todos los casos el periodo de supresién

fue respetado.

MATADERO DE BROILERS

La discusién de este apartado resulta compleja ya que las condiciones de sacrificio y
procesado de canales varian entre paises en mayor medida que la produccién de broilers en
las granjas. Asimismo, la metodologia de muestreo y de analisis de las muestras mostré mayor
variacién en este tipo de estudios. Todo ello redunda en una mayor heterogeneidad entre

estos trabajos.

La contaminacidn de la carne de pollo se produce durante el sacrificio y el procesado de los
broilers en matadero a partir de la materia fecal de animales infectados con Campylobacter o a
lo largo de toda la cadena debido a las contaminaciones cruzadas (Johannessen y cols., 2007).
En este sentido, algunos autores han aislado los mismos genotipos durante la cria de los
broilers en la granja que posteriormente en el medio ambiente del matadero, demostrando
que Campylobacter es introducido a través de los lotes de broilers positivos (Klein y cols.,
2007; Lienau vy cols., 2007). En el presente estudio fue posible aislar Campylobacter en todas
las etapas del sacrificio y procesado, resultado coincidente con estudios previos en Espafia

(Meleroy cols., 2012) y otros paises (Damjanova y cols., 2011).

En cuanto a las muestras de origen animal (estudio 1), el procesado de las canales de
broilers en el matadero supuso un ligero incremento en la prevalencia de Campylobacter en el
producto final (62,7%) en relacidon a la prevalencia observada inicialmente a partir de las
muestras cloacales (59,4%). Asi, mientras algunos autores han observado que las operaciones

del procesado en el matadero son capaces de reducir la prevalencia de Campylobacter en las
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canales de broilers (Hinton y cols., 2004, Osaili y cols., 2012), otros han encontrado que el nivel
de contaminacion se incrementa durante el procesado (Ellerbroek y cols., 2010). Sin embargo,
ninguno de estos procedimientos son completamente efectivos para eliminar Campylobacter
de las canales, por lo que es posible encontrar este organismo en la carne de pollo lista para su

distribucidn y venta (Rosenquist y cols., 2006).

La prevalencia inicial encontrada (59,4%) se encuentra dentro del rango descrito
previamente en otros estudios, que oscila desde un 47,5 por ciento (Hue y cols., 2011) hasta
un 77,2 por ciento (Hue y cols., 2010). En referencia a la prevalencia de Campylobacter en el
producto final (62,7%), no se han encontrado estudios en Espafia que indiquen la prevalencia
al final del procesado, aunque si en el producto en establecimientos de venta directa al
consumidor, donde se describe una prevalencia similar (59%) (Melero y cols., 2012). En
contraste, Mateo y cols. (2005) encontraron un mayor porcentaje (73,5%), mientras que la
prevalencia observada por Dominguez y cols. (2002) no alcanzé el 50 por ciento. Respecto a la
prevalencia en otros paises, oscila desde un 33 por ciento en Japdn (Sasaki y cols., 2013) hasta

un 96,7 por ciento en Alemania (Ellerbroek y cols., 2010).

De acuerdo con lo expuesto por Kudirkiene y cols. (2011), quienes consideraron que la
principal via de contaminacidn cruzada de las canales de broilers era el agua de escaldado con
Campylobacter, se observd un incremento en la prevalencia en la zona de escaldado (69,2%)
con respecto a la prevalencia inicial (59,4%). La contaminacidn en esta fase revierte mayor
importancia debido a que el agua de escaldado no solo contamina la superficie de las canales
con Campylobacter, sino también el tejido muscular (Humphrey, 1992). En contraste, hay
autores que describen que el escaldado puede reducir la contaminacidon de las canales con
Campylobacter (Guerin y cols., 2010; Loretz y cols., 2010). Por otra parte, se ha comprobado
que la temperatura de este agua (52 °C) no permite la multiplicacién de Campylobacter, que

solo es posible entre 32 y 43° C (Anénimo, 1995).

La mayor prevalencia de Campylobacter se encontré en la zona de evisceracion (79,1%),
pudiéndose considerar esta drea un punto de control critico en el matadero de acuerdo con
otros estudios (Allen y cols., 2007; Frederick y Huda, 2011). Asi, en este estudio se observaron
diferencias significativas entre la prevalencia de Campylobacter hallada en la zona de
evisceracién y la prevalencia encontrada tanto a nivel del muelle de carga (p=0,008) como en

la existente en el producto final (p=0,029).
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El intestino de los broilers puede ser colonizado por un elevado numero de
microorganismos de este género (Reich y cols., 2008), suponiendo la principal fuente de
contaminacidn para las canales durante el procesado en el matadero. En este sentido, la fase
de evisceracién resulta particularmente critica, ya que el contenido gastrointestinal que
contenga Campylobacter puede contaminar la carne de pollo, especialmente si se produce la
rotura accidental del tracto digestivo. Este hecho puede darse durante la evisceracién si la
maquina no estd correctamente ajustada al tamafio de la canal (Rosenquist y cols., 2006). Asi,
la existencia de pesos heterogéneos en un lote de broilers puede ser debido a enfermedades
como coccidiosis o enteritis necrdtica, que pueden dafar el tracto digestivo o causar
adhesiones entre visceras (Russell, 2003). De igual modo, Malher y cols. (2011) concluyeron
gue un lote de broilers con un peso de canales homogéneo reduciria las roturas del tracto

intestinal y la subsiguiente contaminacion.

Seguidamente, la prevalencia de Campylobacter tras el enfriamiento de las canales (67,4%)
(zona de clasificado), disminuyd respecto a la zona anterior (79,1%) (zona de evisceracién).
Este resultado coincide con lo descrito por la mayoria de los autores (Stern y Robach, 2003;
Oyarzabal y cols., 2004; Son y cols., 2007; Frederick y Huda, 2011). La causa mas probable
radica en que durante el enfriamiento se reduce la contaminacidon de las canales con
Campylobacter a causa de la desecacion y la exposicion al oxigeno. En contraste, Ellerbroek y
cols. (2010) observaron una prevalencia mayor tras el enfriamiento de las canales (96,7%)
respecto al escaldado (91,1%). Por ultimo, Fluckey y cols. (2003) no hallaron variaciones en la
contaminacién de las canales con Campylobacter durante el enfriamiento de éstas mediante
aire seco. Aunque la desecaciéon y el oxigeno podrian reducir la contaminacidon con
Campylobacter de la superficie de las canales, algunas cepas de Campylobacter son capaces de
desarrollar un sistema de proteccion enzimatica frente al estrés oxidativo (Park, 2002).
Asimismo, la contaminacion cruzada de las canales de broilers también puede ocurrir durante

el enfriamiento a partir de instalaciones o aire contaminado (Berndtson y cols., 1996b).

A continuacidn, se observd un leve incremento en la prevalencia de Campylobacter en la
zona de despiece (71,7%) respecto a la zona de clasificado (67,4%), debido probablemente a la
existencia de multiples contaminaciones cruzadas que se producirian durante el despiece al

pasar las canales de distintos animales por sucesivos equipos.

Finalmente, en el producto final la prevalencia se redujo hasta un 62,7 por ciento, hecho

gue puede explicarse por el mantenimiento del producto en cdmaras con una temperatura de
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1-1,5° C y expuestas al oxigeno ambiental para ser envasado o vendido a granel. Estos
hallazgos coinciden con los resultados presentados por Melero y cols. (2012), quienes
encontraron un incremento de hasta un 100 por cien en el despiece, continuado por una

reduccion hasta un 59 por ciento en el producto final.

En cuanto a las muestras ambientales (estudio 1), la maquinaria y utensilios de la zona de
evisceraciéon fueron los que presentaron mayor prevalencia de Campylobacter (81,4%),
suponiendo asi la principal fuente de contaminacién. Esto es logico ya que, como se ha
descrito anteriormente, esta drea se puede considerar un punto de control critico debido a
gue un gran numero de bacterias pueden encontrarse en el tracto digestivo de los broilers,
contaminando las canales y, por consiguiente, el medio ambiente de esta zona. En relacién a
las demds muestras ambientales, algo mas de la mitad de las muestras del agua de escaldado
resultaron positivas a Campylobacter (51%), encontrandose en la zona de clasificado y de
despiece un resultado similar (57,7% y 59,6%, respectivamente). Del mismo modo, otros
estudios también han aislado Campylobacter a partir del agua de escaldado y de las
instalaciones del matadero durante el procesado (Newell y cols., 2001; Stern y cols., 2001b;
Takahashi y cols., 2006; Klein y cols., 2007; Lienau y cols., 2007; Elvers y cols., 2011). Ademas,
el hecho de que en este estudio se haya detectado Campylobacter en superficies limpias
durante el procesado puede explicarse, como han sugerido algunos autores (Johnsen y cols.,
2007; Kudirkiene y cols., 2011), por el hecho de que estos organismos puedan estar presentes

en aerosoles que contaminarian las distintas zonas del matadero.

Se ha demostrado que las especies pertenecientes al género Campylobacter poseen la
capacidad de adherirse a la piel de las canales (Chantarapanont y cols., 2003; Jang y cols.,
2007), asi como a las superficies de las instalaciones de las industrias alimentarias (Kalmokoff y
cols. 2006; Gunther y Chen, 2009), bien sean de acero inoxidable (Kusumaningrum y cols.,
2003), polipropileno (Cools y cols., 2005), vidrio (Joshua y cols., 2006; Gunther y Chen, 2009) u
otros materiales. La mayoria de las muestras ambientales tomadas en la presente
investigacion procedian de maquinaria de acero inoxidable. Al respecto, Nguyen y cols. (2010)
demostraron que si microorganismos del género Campylobacter se mantenian en contacto
durante un minuto con este tipo de material, se producia la adherencia de un elevado niumero
de bacterias, sugiriendo por tanto que Campylobacter puede establecerse rapidamente sobre
este tipo de superficies. Existen estudios que han encontrado los mismos genotipos de

Campylobacter en las superficies de las instalaciones del matadero y en la carne de pollo al
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final del sacrificio (Kudirkiene y cols., 2010), confirmandose asi la existencia de

contaminaciones cruzadas.

Es sabido que Campylobacter no puede crecer ni sobrevivir adecuadamente en el medio
ambiente durante largos periodos de tiempo (Alter y Scherer, 2006; Humphrey y cols., 2007), y
gue es sensible a los desinfectantes mas comunes usados en la industria alimentaria (Peyrat y
cols., 2008a). Sin embargo, el conocimiento sobre los mecanismos de supervivencia de
Campylobacter es limitado, no habiéndose encontrado los reguladores de los sistemas de
defensa frente al estrés ambiental que si presentan otras bacterias como Salmonella o E. coli
(Murphy y cols., 2006). En este sentido, la habilidad de Campylobacter para formar biofilms
sobre diferentes superficies, ademas de su capacidad para entrar en un estado viable pero no
cultivable (VPNC) son mecanismos que podrian proteger a Campylobacter y permitir que este
organismo sobreviva a temperaturas y condiciones desfavorables (Murphy y cols., 2006;

Humphrey y cols., 2007; Reeser y cols., 2007).

La mayoria de los estudios acerca del género Campylobacter realizados en mataderos y
plantas de procesado de canales de broilers se han centrado en la especie C. jejuni y sus
distintos genotipos (Kudirkiene y cols., 2011; Jong y cols., 2012; Kudirkiene y cols., 2012;
Melero y cols., 2012), aunque también existen investigaciones que analizan la prevalencia de
las especies C. jejuni y C. coli (Garin y cols., 2012). Ademas, aunque en este estudio solo fue
posible identificar C. jejuni y C. coli, otros autores han aislado C. /ari (Hue y cols., 2011; Garin y

cols., 2012) y C. upsaliensis (Garin y cols., 2012).

Segln nuestros resultados, C. coli presentd mayor prevalencia que C. jejuni (tanto en
muestras de origen animal como ambientales). Si bien C. jejuni fue la especie aislada con
mayor frecuencia en el inicio a partir de las muestras cloacales de los broilers, en el producto
final fue C. coli la que presentd mayor prevalencia. La mayoria de los estudios sefialan que la
especie C. jejuni presenta mayor prevalencia que C. coli a lo largo de toda la cadena de
produccidn (Wirz y cols., 2010; Hue y cols., 2011). En contraste, C. coli fue la especie aislada
con mayor frecuencia en Espanfia, Italia y Bulgaria (EFSA Journal, 2010). Por otra parte, Garin y
cols. (2012) observaron que segun el matadero estudiado diferia la especie de Campylobacter
mas prevalente. Sin embargo, el resultado que sorprende en nuestro estudio es la variacion de
prevalencia relativa a lo largo del procesado a favor de C. coli, que casi duplica su porcentaje
en el producto final respecto a C. jejuni, sugiriéndose como explicacion una mayor resistencia

de C. coli a las condiciones existentes en el procesado de las aves. En este sentido, estudios en
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Irlanda hallaron resultados similares, incrementandose la prevalencia relativa de C. coli desde

un 26,1 por ciento hasta un 54 por ciento durante el procesado (EFSA Journal, 2010).

Aunque con un nivel de confianza del 95 por ciento no se encontraron diferencias
significativas entre zonas del matadero consecutivas, a un nivel de confianza del 90 por ciento
la diferencia en la prevalencia de C. jejuni y C. coli entre el inicio (muelle de carga) y el area
siguiente (zona de escaldado) (p=0,066) se mostro significativa, apuntando que posiblemente
los aislamientos de C. coli de esta investigacion son capaces de sobrevivir de forma mas eficaz
a la temperatura del agua de escaldado (52 °C) que los aislamientos de C. jejuni. En contraste,
Hue y cols., 2011 no encontraron diferencias significativas entre C. jejuni y C. coli, no
habiéndose hallado otras publicaciones que sefialen la existencia de diferencias significativas

entre estas especies de Campylobacter durante el procesado en el matadero.

Estudios de genotipificacién de especies del género Campylobacter han demostrado que
se produce una considerable reduccion en el nimero de genotipos durante el procesado (Hiett
y cols., 2002b; Klein y cols., 2007; Kudirkiene y cols., 2010; Melero y cols., 2012), lo que parece
sugerir que se seleccionan solamente aquellas cepas mas resistentes. En este sentido, varios
autores han sefalado que la resistencia al estrés ambiental (temperaturas elevadas o
reducidas, pH, oxigeno) en el género Campylobacter resulta variable segin la cepa y el
genotipo (Newell y cols., 2001; Alter y cols., 2005; Klein y cols., 2007), por lo que el incremento
de la prevalencia relativa de C. coli durante el procesado en este estudio podria estar
relacionada con las diferencias genéticas entre cepas de las distintas especies. En concreto, se
ha descrito la existencia de una elevada variabilidad antigénica en la superficie de los flagelos o
en los lipooligosacdridos de la membrana celular, estructuras que condicionan la capacidad de
adhesién de estas bacterias a las canales y superficies inertes del matadero (Parkhill y cols.,
2000; Fouts y cols., 2005). Seria conveniente estudiar los mecanismos especificos asociados al
incremento de la prevalencia relativa de C. coli durante el sacrificio y procesado de las canales

en el matadero.

En cuanto a la prevalencia de Campylobacter y a la prevalencia relativa de las especies
C. jejuniy C. coli, no se han hallado diferencias significativas entre los distintos origenes de las
muestras, ya fueran de tipo animal (cloaca, canales y carne despiezada) o ambientales (agua
de escaldado, maquinaria y utensilios). Esto es razonable ya que se ha comprobado que
pueden encontrarse un gran numero de estos organismos en cloaca (Rosenquist y cols., 2006),

de igual forma que puede adherirse tanto a las canales de los broilers (Chantarapanont y cols.,
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2003; Jang y cols., 2007) como a las superficies de distintos tipos de materiales presentes en la

industria alimentaria (Kalmokoff y cols., 2006; Gunther y Chen, 2009; Nguyen y cols., 2010).

En cuanto al estudio 2, de las 143 muestras tomadas de las instalaciones y utensilios del
matadero y sala de despiece desinfectados, solo una muestra resultd positiva a
Campylobacter. Concretamente, se aisld C. coli a partir de un cuchillo de la zona de
evisceraciéon. Asi, ya que se ha descrito que la zona de evisceracion es un punto de control
critico, seria necesario extremar la limpieza en esta area. De acuerdo con otros estudios,
Campylobacter puede sobrevivir en el medio ambiente incluso después de la limpieza vy
desinfeccién del matadero, ya que algunas cepas son capaces de resistir a la inactivacién que
suponen los desinfectantes con compuestos de amonio cuaternario, los mas utilizados en
mataderos de broilers (Peyrat y cols., 2008b, Kudirkiene y cols., 2011). En este sentido, se ha
descrito que estas cepas podrian protegerse de la actividad biocida mediante la formacion de
biofilms (Buswell y cols., 1998; Trachoo y Frank, 2002). Ademas, se ha demostrado que los
mismos genotipos de Campylobacter encontrados en el medio ambiente del matadero
después de la desinfeccion, pueden contaminar las canales (Johnsen y cols., 2006b; Peyrat y

cols., 2008a).

Asimismo, en el estudio 2 se observé un aumento de la prevalencia media de
Campylobacter entre el sacrificio del primer lote y el ultimo de la jornada en las zonas de
escaldado y evisceracion. Este dato resulta especialmente significativo debido a que los
animales del primer lote presentaron de media mayor frecuencia de infeccién con
Campylobacter que los del ultimo. Este hecho puede explicarse porque a medida que
transcurre la jornada, los equipos y utensilios contactan de forma progresiva con las canales,
que actuarian como fuente potencial de contaminacién, lo que supondria un incremento
continuo de bacterias adheridas a la superficie de estos equipos y utensilios (Kudirkiene y cols.,
2011). Estos equipos, a su vez, serian una fuente de contaminacion para las canales negativas a
Campylobacter. En este sentido, Sasaki y cols. (2013) demostraron que si los lotes negativos
frente a esta infeccidn se sacrificaban antes que los positivos, se reducia de forma significativa
la prevalencia de Campylobacter en el producto final. Asimismo, Miwa y cols. (2003) sefialaron
que la contaminacion cruzada con Campylobacter podia ocurrir entre dos lotes de broilers
sacrificados de forma consecutiva, sugiriendo que los productos resultantes de ambos lotes

podrian llegar a estar contaminados con este organismo.
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Como se ha descrito en el estudio 1, la zona de evisceracion fue el area donde se encontré
mayor prevalencia de Campylobacter, suponiendo un punto de control critico. En relacion a las
especies de Campylobacter, coincidiendo de nuevo con el estudio 1, al inicio del sacrificio se
observé mayor prevalencia relativa de C. jejuni (51,9%), siendo C. coli (70,6%) mas frecuente
en la zona final. Este hallazgo reafirma que los aislamientos de C. coli detectados en este
estudio resultan mas resistentes que los de C. jejuni frente a las condiciones existentes a lo
largo del procesado. Cabe senalar que debido al reducido numero de muestras, en el estudio 2
se analizaron de forma conjunta las muestras de origen animal y ambientales. Por el mismo
motivo, es posible que las diferencias en la prevalencia entre zonas y entre el momento del
muestreo (sacrificio del primer, segundo y ultimo lote) no se mostraron significativas, siendo

necesarias un mayor nimero de muestras para obtener resultados concluyentes.

Asi, ya que los casos de campilobacteriosis humana se producen sobre todo mediante el
consumo de carne de pollo fresca sin cocinar suficientemente y a través de la manipulacién de
la carne de pollo cruda (Kapperud y cols., 2003; Sheppard y cols., 2009), seria necesario
disminuir la contaminacion con Campylobacter en este producto para reducir, en

consecuencia, el nimero de casos de campilobacteriosis.

PERROS DE CLINICAS VETERINARIAS

Conocer la prevalencia de Campylobacter en los perros domésticos resulta necesario para
adoptar una estrategia sanitaria eficaz frente a este agente zoondsico. La prevalencia de
Campylobacter en perros domésticos obtenida en este estudio fue de un 35,2 por ciento. Este
resultado muestra que la infeccidn con especies de este género es comun en los perros

domésticos de Cérdoba.

La prevalencia obtenida se encuentra dentro del rango descrito en perros muestreados en
clinicas veterinarias, que oscila desde un 14 por ciento hasta un 38,1 por ciento (Sahanukool y
cols., 2012; Salihu y cols., 2010; Parsons y cols., 2010; Rahimi y cols., 2012; Fernandez y Oval,
2013). En contraste, se ha observado que la prevalencia de Campylobacter en perros que viven
en perreras o refugios resulta mas elevada, variando entre un 41,2 por ciento (Wieland y cols.
2005) y un 87 por ciento (Acke y cols., 2006). En este sentido, Parsons y cols. (2011) estudiaron
la prevalencia de Campylobacter en perros antes y después de entrar en refugios, encontrando
una mayor frecuencia de infeccién una vez que estos animales se alojaron en estos lugares.

Una vez infectados, la mayoria de los perros permanecieron infectados durante su estancia.
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En relacién a las especies de Campylobacter encontradas en este trabajo, C. upsaliensis fue
la que presento una mayor frecuencia (58,8%), seguida de C. jejuni (39,2%). Esta mayor
prevalencia de C. upsaliensis coincide con la mayoria de los estudios de Campylobacter en
perros (Sandberg y cols., 2002; Hald y cols., 2004; Wieland y cols., 2005; Rossi y cols., 2008;
Acke y cols., 2009b; Chaban y cols., 2010; Parsons y cols., 2010; Salihu y cols., 2010; Parsons y
cols., 2011, Rahimi y cols., 2012). Solamente Steinhauserova y cols. (2000) y Tsai y cols. (2007)
han encontrado mayor prevalencia de C. jejuni que de C. upsaliensis. En este sentido, la corta
duracién relativa de la infeccion con C. jejuni comparada con la de C. upsaliensis encontrada
por Parsons y cols. (2011) y Hald y cols. (2004) sugiere que C. jejuni actia provocando una
infeccion transitoria, mientras que C. upsaliensis seria un comensal intestinal. La prevalencia
relativa de C. upsaliensis oscila segln las distintas publicaciones entre un 9,3 por ciento (Tsai y
cols., 2007) y un 98 por ciento (Parsons y cols., 2010), mientras que la de C. jejuni varid, segin

los mismos autores, entre un dos y un 86,8 por ciento.

No se han detectado en este estudio infecciones mixtas en un mismo perro con dos o mas
especies del género Campylobacter. Este resultado coincide con el publicado por Workman y
cols. en 2005, si bien otros autores sefialan la existencia de coinfecciones hasta en un tercio de
los perros positivos (Sahanukool y cols., 2012). En este sentido, Koene y cols. (2004) sugirié
gue la deteccion de coinfecciones se incrementaria empleando una combinacion de métodos

de aislamiento y procesando las muestras antes de cuatro horas tras su recogida.

En nuestro estudio, no se logré la identificacion de la especie en una baja proporcion (2%)
de aislamientos de Campylobacter. El resultado coincide con otros estudios en los que incluso
se emplearon primers para la identificacion de otras especies como C. coliy C. lari (Hald y cols.,
2004; Wieland y cols., 2005; Acke y cols., 2009b). No obstante, Chaban y cols. (2010) aislaron
hasta catorce especies diferentes del género Campylobacter en perros: C. upsaliensis, C. jejuni,
C. coli, C. helveticus, C. lari, C. curvus, C. hyointestinalis, C. rectus, C. concisus, C. fetus,
C. gracilis, C. mucosalis, C. showae y C. sputorum. En este estudio solo se han incluido para la
identificacion molecular los primers del género Campylobacter y de las especies C. jejuniy

C. upsaliensis, las mas frecuentemente aisladas a partir de perros.

En relacién al estudio de factores de riesgo, se observé que la primavera suponia un factor
de riesgo solo para la infeccidon con la especie C. jejuni en perros, siendo significativa la
diferencia en la prevalencia de este agente entre las estaciones de primavera e invierno segin

el test de Bonferroni. Si bien la estacidn no aparece en los modelos de regresién logistica de
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Campylobacter y C. upsaliensis, cabe sefalar que la maxima prevalencia en ambos casos se
presentd en verano. Discutiremos exclusivamente la estacién del aifo para C. jejuni, ya que
solo para esta especie la variable fue incluida en el modelo final. En este sentido, el resultado
coincide con el descrito por Sandberg y cols. (2002), quienes observaron mayor frecuencia de
perros infectados con Campylobacter en primavera, por lo que supuso un factor de riesgo.
Estudios realizados en Argentina (Lopez y cols., 2002) e Irdn (Rahimi y cols., 2012) describen
una mayor prevalencia durante los meses de verano si bien, coincidiendo con nuestros

resultados, no hallaron diferencias estadisticamente significativas entre las estaciones.

Del mismo modo que se ha observado en perros, ha sido descrita una tendencia estacional
de la campilobacteriosis en humanos (Green y cols., 2006), con un mayor nimero de casos
durante los meses de primavera y verano (Jonsson y cols., 2010; Jore y cols., 2010; Nakari y
cols., 2010; EFSA Journal, 2012). La estacionalidad observada podria explicarse por el rango de
temperatura en que los microorganismos del género Campylobacter crecen, que se sitla entre
los 30y los 42 °C (Silva y cols., 2011). En contraste, este organismo es sensible a la desecacion,
condicién que en la zona de estudio se encuentra presente principalmente durante el verano

(Moriarty y cols., 2011).

Continuando la explicacién del modelo de regresidon logistica, la edad fue incluida
tanto para el género Campylobacter considerando todas las especies como para la
especie C. upsaliensis. En este sentido, los intervalos de edad 2-6 meses, y 7-12 meses
supusieron factores de riesgo. Aunque esta variable no fue incluida en el modelo logistico
de C. jejuni, en el estudio descriptivo se observé que la edad de presentacidon mas
frecuente para esta especie tuvo lugar entre los dos y seis meses, en contraste con
Campylobacter y C. upsaliensis que mostraron el pico de prevalencia entre los siete y los

doce meses.

Coincidiendo con nuestros resultados, varios autores han sefialado que la prevalencia de
infeccion en perros resulta mayor en animales menores de un afo (Hald y cols., 2004;
Workman y cols., 2005; Rahimi y cols., 2012; Sahanukool y cols., 2012). En contraste, en
algunos estudios no se han hallado diferencias significativas en la prevalencia de
Campylobacter segun la edad del perro (Tsai y cols., 2007; Salihu y cols., 2010). Por otra parte,
Wieland y cols. (2005) encontraron que la edad suponia un factor de riesgo para la infeccién

con la especie C. upsaliensis pero no para C. jejuni.
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La dindmica de infeccion segun la edad podria ser explicada del siguiente modo: los perros
de menos de dos meses estarian protegidos en cierto modo por la inmunidad calostral, por lo
que la prevalencia seria baja. Tras la desapariciéon de la inmunidad, los animales serian mas
sensibles, incrementandose en consecuencia la prevalencia que, como observamos, es maxima
entre los dos y los doce meses. A partir de esta edad, el contacto previo de los perros con
especies de este género habria ocasionado la aparicion de anticuerpos, aumentando en

consecuencia la resistencia a la infeccidon y produciéndose una reduccion en la prevalencia.

La ultima variable incluida en el modelo fue la presentacién de enfermedad entérica, que
se presentd como un factor de riesgo comun para la infeccién de C. jejuni, C. upsaliensis y, en
consecuencia, para la infeccidn con cualquier especie del género Campylobacter en perros.
Este resultado es controvertido, ya que mientras algunos autores han hallado indicios de Ila
asociacién entre infeccidon y enfermedad entérica (Burnens y cols., 1992; Guest y cols., 2007;
Chaban y cols., 2010), otros no observaron relacion alguna (Sandberg y cols., 2002; Engvall y
cols., 2003; Workman y cols., 2005; Acke y cols., 2006; Rossi y cols., 2008; Parsons y cols.,
2009; Parsons y cols., 2010; Rahimi y cols., 2012). Asimismo, Acke y cols. (2009b) hallaron
diferencias en virtud de la especie, mostrando C. jejuni mayor prevalencia en perros con
procesos entéricos y C. upsaliensis en perros sanos. Por otra parte, algunos autores incluso
han sugerido que los perros con diarrea se asocian negativamente con la infeccidn con
Campylobacter debido al ‘efecto lavado’ causado por este signo clinico (Wieland y cols.,
2005). En este sentido, algunos autores han observado que estar en contacto con un perro
con diarrea suponia un factor de riesgo para la infeccion con Campylobacter en humanos

(Saeed y ocls., 1993; Adak y cols., 1995).

Cabe sefialar que el estudio llevado a cabo demuestra una asociacidn entre la infeccion
con Campylobacter y la presentacion de un proceso entérico, aunque no precisa la
direccionalidad de la misma. Asi, parece mas légico pensar que seria la infeccidon la que
provocaria el proceso entérico y no que la enfermedad daria lugar a la infeccién, como
ocurriria con las otras variables incluidas en los modelos. En este sentido, para conocer la
direccionalidad de la asociacidn seria necesario un estudio experimental o un estudio de

cohortes.

Coincidiendo con la mayoria de autores que han estudiado la relacion entre el sexo del

animal y la infeccién con Campylobacter no se hallaron diferencias significativas (Guest y cols.,
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2007; Salihu y cols., 2010; Parsons y cols., 2010; Parsons y cols., 2011). Sin embargo, Hald y

cols. (2004) observaron una prevalencia significativamente mayor en machos que en hembras.

En nuestro estudio, no se encontrd relacidon entre el contacto de los perros con nifios
menores de diez afos y la infeccion con Campylobacter. Si bien se ha descrito que para los
nifios el contacto con un perro puede suponer un factor de riesgo de infeccién con
Campylobacter (Tenkate y Stafford, 2001; Tam y cols., 2009), pocos estudios han observado la
direccionalidad contraria (que los nifios supongan un factor de riesgo para la infeccién con

Campylobacter en perros) (Damborg y cols., 2004).

SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA

Granjas de broilers

Segln se indicé en la seccion de material y métodos, se estudié la sensibilidad
antimicrobiana frente a seis antibidticos de 50 aislamientos de Campylobacter procedentes de
cloaca de broilers de 50 granjas diferentes. El mayor porcentaje de resistencia se detectd
frente a la ciprofloxacina, no habiéndose detectado ningun aislamiento sensible frente a este
antibidtico (100%). Este resultado es similar al encontrado en Espaia segln el informe de la
EFSA de 2012 (EFSA Journal, 2012b), mostrando C. jejuni frente a la ciprofloxacina un 92 por
ciento de resistencia y C. coli un 100 por cien. Sdenz y cols. (2000) hallaron en Espafia cifras
realmente similares a partir de aislamientos de Campylobacter procedentes de broilers y
cerdos, observandose que un 99 por ciento de los aislamientos mostraban resistencia frente a

la ciprofloxacina.

En cuanto a la otra quinolona incluida en el estudio, la enrofloxacina, no se ha sefialado el
valor de corte que establezca que cepas son sensibles o resistentes, de modo que se empled
aquel descrito para la ciprofloxacina (CMI<5) (EUCAST, 2012). Con este criterio, también el cien
por cien de los aislamientos resultaron resistentes frente a la enrofloxacina. Existen estudios
que han determinado la resistencia frente a la enrofloxacina de aislamientos procedentes de
broilers mediante la prueba de difusidn en disco, encontrandose una resistencia menor a la

hallada en nuestro estudio (42,2% para C. jejuniy 75% para C. coli) (Pezzotti y cols., 2003).

En este sentido, aunque el 100 por cien de los aislamientos se hayan presentado
resistentes frente a la ciprofloxacina y la enrofloxacina en el presente estudio, los valores de

las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) necesarias para inhibir el crecimiento del 50
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(CMlso) y 90 (CMlgg) por ciento de los aislamientos, fueron mayores para la ciprofloxacina
(CMI50=32 mg/L y CMlgu=128 mg/L) que para la enrofloxacina (CMIsq=4 mg/L y CMlg=16 mg/L).
Las concentraciones necesarias para inhibir al 50 y 90 por ciento de los aislamientos fueron
mayores en nuestro estudio que en el realizado por Avrain y cols. (2003a): CMIs,=0,25 mg/L y

CM |90=8 mg/L

Varios autores han descrito como la aprobacién del uso de quinolonas en aves domésticas
en Europa y Estados Unidos dio lugar a un aumento de resistencia de las cepas de
Campylobacter aisladas tanto en animales como en humanos frente a este grupo de
antibiéticos (Nachamkin y cols., 2002; Smith y Fratamico, 2010).En este sentido, Luber y cols.
(2003) llevaron a cabo una investigacién en Alemania con cepas aisladas a partir de pollos,
presentando C. coli un porcentaje de resistencia frente a ciprofloxacina del cero por ciento en
el ano 1991, incrementandose hasta un 70,6 por ciento en el afio 2001. Si bien C. jejuni
también presentd un incremento de resistencia frente a este antibidtico, no resulté tan
elevado (Luber y cols., 2003). En contraste, sorprende el reducido porcentaje de aislamientos

de C. jejuni resistentes frente a ciprofloxacina (2%) hallado en Finlandia (EFSA Journal, 2012b).

En cuanto a la tetraciclina, una amplia mayoria de los aislamientos seleccionados (94%)
mostraron resistencia. En este sentido, nuestros resultados coinciden con otros publicados
previamente en Espaiia, donde el 85 por ciento de aislamientos de C. jejuni y el 95 por ciento
de C. coli presentaron resistencia frente a la tetraciclina (EFSA Journal, 2012b). Asi, varios
autores han descrito a lo largo de los afos un incremento de cepas resistentes frente a
tetraciclina (Avrain y cols., 2003a; Luber y cols., 2003), si bien en algunos paises de Europa el
porcentaje de resistencia resulta sensiblemente menor (41% en Hungria) e incluso existen
paises como Finlandia donde no se han encontrado cepas resistentes frente a este antibidtico
(EFSA Journal, 2012b). En estudios previos se sefialaron concentraciones minimas inhibitorias
menores que las descritas en este estudio (CMIsp=256 mg/mL y CMIg=512 mg/L) para la

tetraciclina (Avrain y cols., 2003a).

El antibidtico frente al que los aislamientos de Campylobacter de granjas mostraron menor
resistencia fue la gentamicina (6%). En este sentido, publicaciones previas no encontraron en
broilers aislamientos resistentes de Campylobacter frente a este antibidtico (Avrain y cols.,
2003a; Luber y cols., 2003), aunque Angelovski y cols. (2011) sefialaron en un estudio mas
reciente una resistencia menor del dos por ciento. Asimismo, estudios previos en Espafia han

mostrado un porcentaje similar de resistencia (4%) (EFSA Jornal, 2012b). En relacién a los

151



valores de CMlIsq y CMlg,, Luber y cols. (2003) observaron valores similares a los hallados en el

presente estudio para la gentamicina (CMlsy y CMlg=1 mg/L).

Por otra parte, los aislamientos de Campylobacter procedentes de granjas mostraron un
elevado porcentaje de resistencia frente a la eritromicina (52%). En este sentido, aunque
Pezzotti y cols. (2003) observaron en cepas aisladas de broilers un porcentaje similar de C. coli
resistentes frente a eritromicina (45%), apenas encontraron resistencia cuando estudiaron
cepas de C. jejuni (3,1%). De igual forma, Avrain y cols. (2003a) observaron para C. jejuni un 0,3
por ciento de aislamientos resistentes, mientras que para C. coli el porcentaje de resistencia
fue de un 31 por ciento. Segun el informe de la EFSA de 2012 (EFSA Journal, 2012b), Espaia
fue el pais que presentd un mayor porcentaje de aislamientos resistentes frente a la
eritromicina, con un seis por ciento para C. jejuni y un 34 por ciento para C. coli, siendo
Hungria el Unico pais donde ni C. jejuni ni C. coli mostraron resistencia frente a este antibidtico
(EFSA Journal, 2012b). De igual modo, se han encontrado concentraciones minimas inhibitorias
menores (CMlsy y CMlg) para este antibidtico en estudios previos que las halladas en el

nuestro (Avrain y cols., 2003a; Luber y cols., 2003).

Respecto a la estreptomicina, en nuestro estudio se hallé un 50 por ciento de aislamientos
resistentes frente a este antibidtico, porcentaje menor al sefialado en otros paises de Europa
(Bardon y cols., 2009; Angelovski y cols., 2011). Este antibidtico presenté un elevado valor de
concentracién minima inhibitoria necesario para inhibir el 90 por ciento de los aislamientos
(CMI=256 mg/L), siendo incluso mayor que el observado en este estudio para las

fluoroquinolonas, antibidticos que presentaron el mayor porcentaje de resistencia.

Se ha descrito que la razén de la diversidad en cuanto a la presentacién de resistencias
entre distintas cepas del género Campylobacter radica en mecanismos genéticos para la
transformacién natural y la conjugacién, transfiriéndose rdpidamente entre bacterias los genes
de resistencia frente a los antibidticos (Taylor, 1992). Asimismo, se ha descrito la adquisicidon
de algunos determinantes de resistencia antimicrobiana a partir de bacterias no
pertenecientes al género Campylobacter (Taylor y Courvalin, 1988; Zilhao y cols., 1988),
incorporandose dichos determinantes al genoma mediante intercambio genético heterdlogo

(Taylor, 1992).
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Matadero de broilers

Este estudio se realizé a partir de 30 aislamientos de C. jejuniy 30 de C. coli procedentes
del producto final (carne de pollo) tras el procesado de los broilers en el matadero,
evaluandose los mismos antibidticos que en el estudio de granjas con excepcion de la
enrofloxacina. Si bien el uso de dicho antibidtico resulta frecuente en las granjas de broilers,
no sucede asi para el tratamiento de las personas, y dado que se incluia otro antibidtico del
grupo de las fluoroquinolonas (la ciprofloxacina), que es el antibidtico de eleccién de este
grupo para el tratamiento de la campilobacteriosis en humanos, se optd por eliminar la

enrofloxacina para este estudio.

El mayor porcentaje de resistencia se detectd frente a la tetraciclina y la ciprofloxacina
(98,3% para ambos), resultados similares a los descritos en granjas (100% y 94% para la
ciprofloxacina y tetraciclina, respectivamente). Asimismo, las concentraciones minimas
inhibitorias (CMI) necesarias de ciprofloxacina para inhibir el crecimiento del 50 y 90 por
ciento de los aislamientos mostraron el mismo valor en el estudio de granjas y matadero
(CMIs0=32 mg/L, CMIgp=128 mg/L). En contraste, para la tetraciclina solo la CMlg, presenté un
valor igual (CMlgp=512 mg/L), observandose una CMIs, mayor en granjas que la encontrada en

el estudio de matadero (CMIs,=256 y 64 mg/L, respectivamente).

Al realizarse el estudio por especies, se observd que el 100 por cien de los aislamientos de
C. jejuni y el 96,7 por ciento de los aislamientos de C. coli fueron resistentes frente a
tetraciclina, mientras que el 96,7 por ciento de C. jejuni y el 100 por cien de C. coli mostraron
resistencia frente a la ciprofloxacina. Para ninguno de los dos antibidticos se encontraron
diferencias significativas entre C. jejuni y C. coli. Melero y cols. (2012) realizaron en Espafia un
estudio de sensibilidad antimicrobiana de cepas de C. jejuni aisladas a partir de carne de pollo,
encontrando igualmente un alto porcentaje de aislamientos resistentes frente a la tetraciclina
(81,8%) y la ciprofloxacina (95,5%). En contraste, Guerin y cols. (2012) observaron un
porcentaje menor de resistencia frente a la ciprofloxacina (39% para C. jejuniy 60,7% para

C. coli).

En estudios previos realizados en Europa tanto para la ciprofloxacina como para la
tetraciclina también se observd un menor porcentaje de aislamientos resistentes (Van
Looveren y cols., 2001; Luber y cols., 2003; Wilson, 2003). Concretamente, para la tetraciclina
se encontrd desde un diez por ciento en los Paises Bajos hasta un 55 por ciento en Eslovenia, y

para la ciprofloxacina desde un 17 por ciento en Dinamarca hasta un 83 por ciento en Polonia
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para la especie C. jejuni (EFSA Journal, 2012b). Sin embargo, para C. coli el porcentaje de
resistencia en los Paises Bajos fue mayor, alcanzando un 84 por ciento y un 100 por cien frente

a la tetraciclina y la ciprofloxacina, respectivamente (EFSA Journal, 2012b).

La gentamicina fue el antibiético frente al que mostraron menor resistencia los
aislamientos de Campylobacter de carne de pollo (15%) al igual que sucediera en granjas
(6%). Asimismo, el valor de la CMlIsy, fue el mismo en el estudio de granjas y matadero
(CMIs0=1 mg/L), si bien se observé una menor CMlq, para los aislamientos de granjas que para
los de matadero (CMlg=1 mg/L y 4 mg/L, respectivamente). El 13,3 por ciento de los
aislamientos de C. jejuni y el 16,7 por ciento de los de C. coli fueron resistentes frente a este
antibidtico, no existiendo diferencias significativas entre ambas especies. Asimismo, Saénz y
cols. (2000) encontré en Espafia resultados similares a los nuestros. Ademas, el informe de la
EFSA de 2012 (EFSA Journal, 2012b) sefialé un 0,7 por ciento de media de resistencia frente a
la gentamicina en aislamientos de carne de pollo, si bien no se incluyeron datos de Espafia

para obtener este resultado.

En cuanto a la eritromicina el 41,7 por ciento de los aislamientos de carne de pollo fueron
resistentes, porcentaje algo menor del obtenido con los aislamientos de granjas (52%). Del
mismo modo, los valores de CMlsq y CMlgy resultaron menores en el estudio de matadero
(CMIso=4 mg/L y CMIg=128 mg/L) que en el estudio de granjas (CMIlsp=8 mg/L y CMIg;=512
mg/L). Sin embargo, se han encontrado diferencias muy marcadas entre C. jejuni y C. coli:
mientras que el 73,3 por ciento de los aislamientos de C. coli resultaron resistentes, este
porcentaje se redujo hasta el 10 por ciento en el caso de C. jejuni. Las diferencias entre ambas
especies resultaron significativas (p<0,0001). En este sentido, Ge y cols. (2003) y Saenz y
cols. (2000) también encontraron que C. coli presenté significativamente mayor resistencia
que C. jejuni frente a este antibidtico, si bien existen estudios donde estas diferencias no

resultaron significativas (Tang y cols., 2009).

Finalmente, el porcentaje de resistencia frente a la estreptomicina en aislamientos de
carne de pollo fue del 56,7 por ciento, cifra similar a la observada en granjas (50%). Sin
embargo, la CMIsq fue mayor para los aislamientos de matadero que los de granjas (CMl5,=16 y
4 mg/L, respectivamente), sucediendo lo contrario con la CMlgy, donde se observa un valor
mayor en el estudio de granjas que en el de matadero (CMlgp=256 y 128 mg/L,
respectivamente). Al realizar el estudio por especies, nuevamente encontramos importantes

diferencias entre C. jejuni, que presentaron un 36,7 de aislamientos resistentes, y C. coli, para
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el que esta cifra se incrementd hasta un 76,7%. Las diferencias entre ambas especies
resultaron significativas (p=0,002). Melero y cols. (2012) observaron un porcentaje
marcadamente menor (4,5%) de resistencia en aislamientos de C. jejuni procedentes de la
carne de pollo frente a la estreptomicina. Del mismo modo, Angelovski y cols. (2011) sefialaron
un porcentaje de resistencia menor tanto para C. jejuni (3,4%) como para C. coli (17,4%),
encontrando diferencias significativas entre especies al igual que en nuestro estudio. En
contraste, Tang y cols. (2009) no hallaron diferencias significativas entre ambas especies en

cuanto a la resistencia frente a la estreptomicina.

Campylobacter coli se mostrd por lo general mas resistente frente a los antibidticos que
C. jejuni, coincidiendo con estudios previos (Pezzotti y cols., 2003; D’lima y cols., 2007; Kim y
cols., 2008), si bien las razones por las que C. coli presenta mayor resistencia no estan claras

hasta la fecha.

Respecto a la presentacion de multirresistencia antibidtica (aislamientos resistentes a
tres o mas antibidticos), presentaron esta condicidn el 36,7 por ciento de los aislamientos de
C. jejuni y el 83,3 por ciento de los de C. coli. En este sentido, Van Looveren y cols. (2001)
encontraron a partir de cepas de Campylobacter aisladas de carne de ave y de cerdo que el
20,3 por ciento de las cepas de C. jejuniy el 33,9 por ciento de las cepas de C. coli aisladas eran
multirresistentes. Este resultado resulta semejante en cuanto a que C. coli mostré un mayor
porcentaje de multirresistencia, pero difiere en cuanto al porcentaje de multirresistencia para
cada especie, que resultd marcadamente superior en nuestro estudio. En contraste, Son y cols.

(2007) encontraron que C. jejuni mostré mas multirresistencia antibidtica que C. coli.

Ademas, coincidiendo con nuestro resultado, Van Looveren y cols. (2001) encontraron que
cuando los aislamientos presentaban multirresistencia frente a tres o cuatro antibidticos, la
gentamicina era el antibidtico frente al que todos ellos mostraban sensibilidad. En este
sentido, Padungton y Kaneene (2003) sefalaron que la resistencia de Campylobacter frente a
mas de un grupo de agentes antimicrobianos puede ser el resultado de pldsmidos

transmisibles entre bacterias o mecanismos de eflujo.

Perros de clinicas veterinarias
Como se indicdé en la seccion de material y métodos, para el estudio de sensibilidad
antimicrobiana de los aislamientos de Campylobacter procedentes de perros se utilizé la

prueba de difusion en disco. En este sentido, Luangtongkum y cols. (2007) sefialaron que
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existia un alto nivel de correlacion entre el método de dilucidn en agar y el de difusién en disco
para la evaluacion de la sensibilidad antimicrobiana de los aminoglucdsidos,
fluoroquinolonas/quinolonas, eritromicina, clindamicina y tetraciclina, sugiriendo que la

prueba de difusidn en disco puede emplearse como una alternativa fiable y mas econémica.

En esta parte del estudio se evalud la sensibilidad antimicrobiana frente a nueve
antimicrobianos de los 91 aislamientos de perros que pudieron ser recuperados para la

realizacién de esta parte del estudio (11 aislamientos se perdieron tras haber sido congelados).

Asi, los antibidticos frente a los que los aislamientos de Campylobacter procedentes de
perros mostraron mayor resistencia fueron el trimetoprim/sulfametoxazol (100%), seguido del
acido nalidixico (52,7%). Estos resultados son coherentes con otros estudios en perros que
encontraron un porcentaje de resistencia medio-alto frente al acido nalidixico y el
trimetoprim/sulfametoxazol (Tsai y cols., 2007; Acke y cols., 2009a; Krutkiewicz y cols., 2009).
Sin embargo, hay autores que han encontrado menor resistencia tanto frente al acido

nalidixico (14%) como al trimetoprim/sulfametoxazol (21%) (Sahanukool y cols., 2012).

Ademas, como ocurria para los aislamientos de los broilers y la carne de pollo, la
gentamicina presentd el menor porcentaje de resistencia en aislamientos de perros (2,2%). En
este sentido, la reducida resistencia de las cepas del género Campylobacter frente a la

gentamicina ha sido sefialada por Lee y cols. (2004).

Respecto a la eritromicina, el porcentaje de resistencia hallado en aislamientos de perros
(3,3%) ha sido notablemente inferior que el observado en nuestro estudio en granjas de
broilers (52%) y en carne de pollo (41,7%). Esta diferencia estd probablemente asociada al
extendido uso de macrélidos empleados en avicultura para el control de un proceso frecuente
como es la enfermedad crdnica respiratoria (CRD) (Mavromati y cols., 2011; Amer y cols.,
2012). Varias publicaciones coinciden con nuestros resultados en el sentido de sefialar una
reducida resistencia de aislamientos de perros frente a la eritromicina (Lee y cols., 2004; Acke
y cols., 2009a, Krutkiewicz y cols., 2009; Andrzejewska y cols., 2013). En contraste, Tsai y cols.
(2007) y Kumar y cols. (2012) encontraron un elevado porcentaje de aislamientos resistentes

frente a este antibidtico en perros.

Por otra parte, aunque la ampicilina no se suele emplear en el tratamiento de la infeccion

con Campylobacter (Blaser, 1995), la resistencia frente a este antibidtico hallada en estudios
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previos en perros oscila entre un cero y un 13,7por ciento (Sandberg y cols., 2002; Acke y cols.,

2009a), siendo marcadamente mayor el porcentaje hallado en nuestro estudio (44,4%).

Respecto a la clindamicina, existe una elevada diferencia entre el porcentaje de resistencia
encontrado en el presente trabajo (19,8%) y lo observado por otros autores también en perros
(87,9%) (Tsai y cols., 2007), no habiendo encontrado una explicacion para semejante

diferencia.

Un 50,5 por ciento de los aislamientos de perros mostraron resistencia frente a la
cefalotina, resultado que contrasta con el de Aquino y cols. (2002), quienes no observaron
resistencia en aislamientos de Campylobacter procedentes de personas y animales, incluido

perros, frente a la cefotaxima, otro antibidtico del grupo de las cefalosporinas.

Aproximadamente un tercio (35,2%) de los aislamientos obtenidos en nuestro estudio
resultaron resistentes frente a la ciprofloxacina. Nuestro resultado se encuentra dentro del
amplio rango de resistencia descrito para este antibidtico, que oscila entre el 18,2 por ciento
encontrado por Tsai y cols. (2007) y el 80,4 por ciento encontrado por Kumar y cols. (2012). La
resistencia de los aislamientos de Campylobacter de los perros domésticos encontrada en este
estudio resulta pequefia al compararla con los aislamientos de granjas y carne de pollo, donde
alcanzo el 100 por cien. La razén radicaria en la mayor frecuencia de uso de antibidticos en la

industria avicola (Nelson y cols., 2007).

En cuanto a la tetraciclina, al igual que ocurre con la ciprofloxacina, los aislamientos de
Campylobacter de los perros domésticos mostraron una resistencia menor (30,8%) que la
encontrada para los aislamientos de granjas y carne de pollo (superior al 90%). Estos
resultados son similares a los encontrados por otros autores (Lee y cols., 2004; Krutkiewicz y
cols., 2009; Andrzejewska y cols., 2013), probablemente por la misma razén que se argumento
para el antibidtico anterior. En contraste, Tsai y cols. (2007) y Kumar y cols. (2012) hallaron en

perros un porcentaje de resistencia notablemente superior (78,8% y 88,2%, respectivamente).

Al comparar la resistencia segln la especie (C. jejuni o C. upsaliensis), observamos que
existian diferencias significativas para la cefalotina (p=<0,001), ciprofloxacina (p=<0,001), acido
nalidixico(p=<0,002) y tetraciclina (p=<0,001), destacando el hecho de que en todos los casos
C. jejuni presentd una resistencia superior. Este resultado podria estar relacionado con el

mayor rango de hospedadores que posee C. jejuni, que incluye especies domésticas expuestas
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de forma frecuente a distintos antibiéticos como el pollo o el cerdo, en comparacién con C.
upsaliensis, que se encuentra principalmente en perros. En este sentido, en Dinamarca se ha
observado un marcado descenso en el nimero de aislamientos de C. jejuni resistentes a las

quinolonas tras haber prohibido el uso de este antibidtico (Skjot-Rasmussen y cols., 2009).

Si bien no se han encontrado otros autores que comparen la antibiorresistencia entre
estas especies de Campylobacter en perros, estudios en personas sefialan una mayor
resistencia frente a la ciprofloxacina en C. jejuni (42,4%-88%) (Lehtopolku y cols., 2010;
Ghosh y cols., 2013; Gonzélez-Abad y Alonso-Sanz, 2013) respecto a C. upsaliensis (en torno
al 5%) (Jenkin y Tee, 1998; Vandenberg y cols., 2006). En contraste, estudios igualmente
realizados en personas muestran porcentajes de resistencia similares entre C. jejuni (4,5%-
22,2%) (Lehtopolku y cols., 2010; Ghosh y cols., 2013; Gonzalez-Abad y Alonso-Sanz, 2013) y
C. upsaliensis (10%-15%) (Patton y cols., 1989; Goossens y cols., 1990; Vandenberg y cols.,
2006).

Finalmente, en relacion a la presentacion de multirresistencia, definida para esta parte del
estudio como aquellos aislamientos que mostraron resistencia frente a cuatro o mas
antibidticos, se encontraron 32 (82,1%) y 14 (28%) aislamientos de C. jejuniy C. upsaliensis que
presentaron esta condicidén, respectivamente. Cabe destacar el porcentaje notablemente
superior de aislamientos de C. jejuni multirresistentes, asi como que fuese la Unica especie que
presento resistencia frente a siete, ocho e incluso los nueve antibidticos utilizados. Este hecho

estd relacionado con la mayor sensibilidad de C. upsaliensis descrita en el parrafo anterior.

El porcentaje de aislamientos multirresistentes de Campylobacter (sin diferenciar entre
especies) procedentes de perros domésticos (51,7%) y de carne de pollo (60%) fue similar. Si
bien en principio sorprende hallar un mayor porcentaje de multirresistencia en perros que en
carne de pollo para C. jejuni, maxime considerando que, en general, los aislamientos
procedentes de este origen han mostrado mayor resistencia, creemos que la razon se justifica
por el hecho de haber empleado para los perros un nimero mayor de antimicrobianos y
porque algunos de los empleados, como la ampicilina o el sulfametoxazol con trimetoprim, no

son antibidticos de eleccidn frente a especies del género Campylobacter.
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CONCLUSIONS/CONCLUSIONES
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1*. The 62.9 per cent of the flocks from broiler farms in Andalusia showed infection with
species in the genus Campylobacter during the period 2010-2012, being C. jejuni the most
frequently isolated species, followed by C. coli. This result highlights the wide diffusion of

Campylobacter infection in broiler farms from Andalusia.

2" It was not possible to isolate Campylobacter species from broilers younger than 14 days,
suggesting that the horizontal transmission is responsible of the infection for these animals in
the farm. Moreover, it was observed that the prevalence of infection increased with the age of
the broilers along the production cycle. Although it was not possible to isolate Campylobacter
before the broilers became infected, Campylobacter species were frequently found in several
fomites such as litter, feeders and drinkers, when the animals were already infected.
Consequently these fomites may act as sources of infection contributing to the horizontal

transmission.

3" The following risk factors associated with the infection with species in the genus
Campylobacter in broiler farms were identified: the age of the broilers (more than 30 days),
the thinning, the presence of windows with canvas blinds in the house, the use of nebulizers
for air conditioning, the existence of less than five lines of drinkers in the house, and the
presence of dogs/cats in the farm. According to the above risk factors the following actions
could be adopted in order to reduce the Campylobacter infection in broiler farms: to intensify
biosecurity measures in farms where thinning is carried out routinely, to unfold and to clean
deeply the blinds, to be alert with the humidity inside the house when the air was conditioned
by nebulizers, to supply enough drinker lines, and to limit presence and movement of pets
inside the broiler farms. Control of these factors will allow reducing the contamination of

chicken meat and the risk of Campylobacter infection for humans.
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4™ The contamination with species in the genus Campylobacter changed along the processing
at the slaughterhouse and the quartering room, increasing or reducing depending on the area
considered. The evisceration process was shown as the main critical point, probably due to the

high frequency of cross-contamination.

5™, Although C. jejuni was the most frequently isolated species in the initial area at the
slaughterhouse, the relative prevalence of C. coli almost doubled the relative prevalence of C.
jejuni in the final product (chicken meat). It probably indicate a higher adherence or resistance

of C. coli isolates along the processing at the slaughterhouse and quartering room.

6™. The frequence of contamination of the chicken meat with Campylobacter species at the
end of processing was about 60 per cent, a lower percentage than the European average,

which reach the 75.8 per cent.

7" The prevalence of infection with species belonging to the genus Campylobacter in dogs
from veterinary clinics in Cordoba during the period 2007-2008 was 35.2 per cent, being C.
upsaliensis the most frequently isolated species, followed by C. jejuni. This result suggests that

dogs may be an important source of infection for humans.

8™, The risk factors involved in the Campylobacter infection in domestic dogs were the age of
the dog, the season and the presentation of enteric illness. It will be necessary to be especially
careful with dogs from two to twelve months old, during the spring season and when dogs

suffer an enteric disorder.

9™ The isolates from broilers, chicken meat and dogs showed the highest percentage of
resistance to fluoroquinolones and tetracycline (up to 100%), suggesting a limited
effectiveness of these antimicrobials for the treatment of campylobacteriosis in people in the
study area. In contrast, Campylobacter isolates showed the lower resistance to gentamicin
(less than 17%). This result must be taken into consideration to recommend this antibiotic as
the drug of choice for treatment of campylobacteriosis. The high percentage of resistant and
multi-drug resistant isolates suggests its excessive use in the veterinary activity. The needed of
monitoring and regulation strategies of these drugs to avoid detrimental implications for

public health is underlined.
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12, El 62,9 por ciento de los lotes de granjas de broilers en Andalucia presentaron infeccion
con especies del género Campylobacter durante el periodo 2010-2012, siendo C. jejuni la
especie aislada con mayor frecuencia, seguida por C. coli. Este resultado pone de manifiesto la

elevada difusién de la infeccion con Campylobacter en granjas de broilers de Andalucia.

22, No resulté posible el aislamiento de especies del género Campylobacter en broilers
menores de 14 dias, sugiriendo que la transmision horizontal es la responsable de la infeccion
de estos animales en la granja. Asimismo, se observd que la prevalencia de infeccién se
incrementd con la edad de los broilers a lo largo del ciclo productivo. Aunque en las distintas
instalaciones de la nave no fue posible aislar Campylobacter antes de que el lote se detectara
como positivo, si se encontraron distintas especies de Campylobacter con relativa frecuencia
en diversos fomites, como yacija, pienso del comedero y agua del bebedero, una vez que los
animales estaban infectados, pudiendo en consecuencia actuar como fuentes de infeccién que

contribuirian a la transmisién horizontal.

32, Se han identificado los siguientes factores de riesgo asociados a la infeccidn con especies
del género Campylobacter en granjas de broilers: la edad de los animales (mayores de 30 dias),
la practica de la despoblacién parcial de forma regular, la presencia de ventanas con persianas
de lona en la nave donde se crian los broilers, el uso de nebulizadores para la refrigeracion de
la nave, la existencia de menos de cinco lineas de bebederos en la nave y la presencia de
perros/gatos en la granja. A partir de los factores mencionados derivan las siguientes medidas
que podrian establecerse con objeto de reducir la infeccidon en granjas de broilers: intensificar
las medidas de bioseguridad en las granjas donde se realice la despoblacién parcial de forma
rutinaria, desplegar y limpiar con profundidad las persianas de lona, ser cauteloso con la
refrigeracion mediante nebulizadores, equipar la nave con suficientes lineas de bebederos, y
limitar la presencia y el movimiento de animales de compafiia (perros/gatos) dentro de las
granjas de broilers. El control de estos factores permitiria disminuir el nivel de contaminacién

de la carne de pollo, asi como el riesgo de infeccion con Campylobacter del consumidor.
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42, La contaminacion con especies del género Campylobacter varié durante el procesado en el
matadero y la sala de despiece, incrementdandose o reduciéndose en virtud de la zona
considerada. En este sentido, el proceso de evisceracidon se revelé como el principal punto

critico, debido presumiblemente a la elevada frecuencia de contaminaciones cruzadas.

52, Si bien C. jejuni resulté la especie aislada con mayor frecuencia en la zona inicial del
matadero, la prevalencia relativa de C. coli practicamente duplicé la de C. jejuni en el producto
final (carne de pollo), indicando posiblemente una mayor adherencia o resistencia de los

aislamientos de C. coli durante el procesado en el matadero y sala de despiece.

62. La frecuencia de contaminacién de la carne de pollo con especies del género
Campylobacter al final del procesado se situd en el 60 por ciento, cifra sensiblemente inferior a

la media europea, que asciende a un 75,8 por ciento.

72. La prevalencia de infeccién con especies del género Campylobacter en perros de clinicas
veterinarias en Cdrdoba durante el periodo 2007-2008 fue de 35,2 por ciento, siendo C.
upsaliensis la especie aislada con mayor frecuencia, seguida de C. jejuni. Este resultado
sugiriere que los perros podrian suponer una importante fuente de infeccién para las

personas.

82, Los factores de riesgo implicados en la infeccién con Campylobacter en perros domésticos
han sido la edad del perro, la estacion del afio y la presentacién de enfermedad entérica,
debiéndose extremar las precauciones al contactar con perros entre dos y doce meses, en la

época de primavera o cuando estén afectados por un proceso entérico.

92, Hasta el cien por cien de los aislamientos de broilers, carne de pollo y perros analizados en
este estudio mostraron resistencia frente a fluoroquinolonas y tetraciclina, lo que sugeriria una
escasa efectividad de estos antimicrobianos para el tratamiento de la campilobacteriosis en
personas en la zona de estudio. En contraste, la gentamicina se ha revelado como el
antibidtico frente al que las especies de este género presentaron una menor resistencia
(menos del 17%), debiendo tenerse en consideracién como antibiético de eleccién para el
tratamiento de la campilobacteriosis. El elevado porcentaje de aislamientos resistentes y
multirresistentes frente a los antimicrobianos sugiere su excesiva utilizacién en el ambito
veterinario, precisandose el establecimiento de estrategias de vigilancia y regulacion de estos

farmacos con el fin de evitar implicaciones perjudiciales para la salud publica.
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Campylobacteriosis is an infectious disease caused by bacteria in the genus
Campylobacter. It is nowadays the most important zoonoses in the world. In contrast, this
infection is considered to be asymptomatic in animals. Campylobacter species are generally
commensal in the digestive tract of domestic and wild animals.

A microbiological and epidemiological study on Campylobacter infection has been carried
out in dogs in Cordoba during 2007 and 2008 and in broilers from Andalusia from 2010 to
2012. The aims of the study were to determine the prevalence of Campylobacter infection in
broilers flocks as well as to identify the risk factors associated with this infection and the
potential sources of infection at farm level; to detect the critical control points during the
processing and the level of contamination of chicken meat in the slaughterhouse; and to
determine the prevalence and the species involved in the infection of dogs as well as to
identify the risk factors Furthermore, because of its impact on public health, the resistance
profile of isolates of Campylobacter from broilers, chicken meat and domestic dogs to several
antimicrobials has been determined.

Seven hundred and forty seven environmental samples and 2,221 cloacal samples were
collected in broiler farms, 1,298 samples in slaughterhouse (from cloacae, carcasses and
equipment) and 306 rectal samples were collected from dogs in clinics. Selective culture media
for Campylobacter were used, confirming the morphologically and biochemically compatible
colonies by PCR. The antimicrobial susceptibility was performed using the agar plate dilution
method for the isolates from broilers and chicken meat, and the disk agar diffusion method for
the isolates from dogs. For the epidemiological study in broiler farms and veterinary clinics,
epidemiological questionnaires were designed including the risk factors potentially associated
with Campylobacter infection.

Regarding the study in farms, the prevalence of infection by broiler flocks in Andalusia was
62.9 per cent (183/291), being infected the 31.7 percent (58/291) of the flocks exclusively with
C. jejuni and the six per cent (11/291) with C. coli. Risk factors which have been associated with
Campylobacter infection in the broiler farms from Andalucia were: age of the broilers (more

than 30 days), the thinning, the presence of windows with canvas blinds in the house, the use
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of nebulizers for air conditioning, the existence of less than five lines of drinkers in the house
and the presence of dogs/cats in the farm. Regarding environmental samples, the highest
percentage of species in the genus Campylobacter were isolated in poultry litter (25.8%;
46/178). C. jejuni was the most frequently isolated species in environmental sources, followed
by C. coliin the same way that cloacal samples.

In relation to the study at slaughterhouse level, the highest frequency of Campylobacter
contamination in carcasses (79.1%; 53/67) and facilities (equipment, utensils) (81.4%; 70/86)
was observed in the evisceration area. In chicken meat ready to be distributed and
commercialized, the frequency of contamination was 62.7 percent (52/83). In relation to the
isolated species, although C. jejuni was the most common species in the initial zone of the
slaughterhouse as occurs in the farm study, the relative prevalence of C. coli (64.6%) was
almost twice that C. jejuni (35.4%) in the final product (chicken meat).

The study in domestic dogs showed a prevalence of infection with Campylobacter of 35.2
per cent (102/290). The species most frequently isolated was C. upsaliensis (58.8%), followed
by C. jejuni (39.2%). Regarding the risk factors associated with infection in dogs, the age
(between 2-12 months) and the presentation of enteric illness were showed as risk factors for
infection with C. upsaliensis. In contrast, the season (spring) and the presentation of enteric
illness were associated with the infection with C. jejuni.

In relation to the antimicrobial susceptibility, fluoroquinolones and tetracycline showed
the highest percentage of resistance (up to 100%). Campylobacter isolates showed the lower
resistance to gentamicin (less than 17% in broilers, chicken meat and dogs). The 60 per cent of
Campylobacter isolates from chicken meat and the 51.7 percent of isolates from dogs showed
multi-drug resistance. C. coli showed a higher resistance than C. jejuni in isolates from chicken
meat, while C. jejuni showed a higher resistance than C. upsaliensis isolates in dogs.

This is the first study carried out in Spain about sources of infection and risk factors
associated with Campylobacter infection in broiler farms and veterinary clinics of pets.
According to these results it is suggested that the control of the risk factors would decrease
the prevalence of Campylobacter in broiler flocks in Andalusia and, therefore, the
contamination of chicken carcasses, as well as the risk of infection with Campylobacter of the
human consumers. Environment inside the house could be a source of infection for broilers,
although positive environmental samples were only found when broilers were already
infected.

Regarding the processing in slaughterhouse the evisceration area was showed as the main

critical control point. In consequence, the main measures to fight against cross contamination
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at slaughterhouse should be focussed in this area. In addition, it is suggested a greater
adhesion or resistance of the isolates of C. coli along the processing.

Domestic dog was considered a major source of Campylobacter infection for humans and
its importance should be not underestimated. It will be necessary to be especially careful with
dogs younger than a year, during the spring season and when dogs suffer an enteric disorder.
Moreover, antimicrobial susceptibility results show the need of control the emergent

antibiotic resistance.
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La campilobacteriosis es una enfermedad infecciosa producida por bacterias del género
Campylobacter, que supone en la actualidad la zoonosis mds importante a nivel mundial. En
contraste, en los animales, Campylobacter puede estar presente como comensal en el tracto
digestivo sin causar enfermedad clinica.

Se ha realizado un estudio microbioldgico y epidemioldgico de la infeccidn de las distintas
especies del género Campylobacter en broilers de Andalucia desde el afio 2010 hasta el 2012,
tanto a nivel de granja como de matadero con objeto de determinar la prevalencia de
infeccidn, los factores de riesgo asociados con esta bacteria y las posibles fuentes de infeccion;
asi como los puntos de control critico durante el procesado de las canales y el nivel de
contaminacidn de la carne de pollo que llegard hasta el consumidor. Ademas, este trabajo
incorpora el estudio microbioldgico y epidemiolégico de las especies de Campylobacter en
perros domésticos de Cordoba desde el ano 2007 hasta el 2008, determindndose en esta
especie animal la prevalencia de infeccidon con Campylobacter y las distintas especies, asi como
los factores de riesgo asociados con este organismo. Por otra parte, debido a su repercusion
en salud publica, se ha determinado el perfil de resistencia de aislamientos de Campylobacter
procedentes de broilers, carne de pollo y perros domésticos frente a diversos antimicrobianos.

El estudio microbiolédgico se realizd a partir de las 2.221 muestras cloacales y las 747
muestras ambientales tomadas en granjas de broilers, las 1.298 muestras tomadas en
matadero (cloaca, canales e instalaciones) y las 306 muestras rectales procedentes de perros
de clinicas veterinarias. Se utilizaron medios de aislamiento selectivos para Campylobacter,
confirmandose las colonias morfolégica y bioquimicamente compatibles mediante PCR. El
analisis de la sensibilidad antimicrobiana se realizo utilizandose el método de difusidn en placa
de agar para los aislamientos de broilers y carne de pollo, y el de difusidon de disco en agar para
los de perros. Para el estudio epidemioldgico de las granjas de broilers y los perros de clinicas
veterinarias se disefaron encuestas epidemioldgicas incluyendo los factores de riesgo
potencialmente asociados a la infeccion.

En referencia al estudio en granjas, la prevalencia de infecciéon por lotes de broilers de

Andalucia fue del 62,9 por ciento (183/291), estando el 31,7 por ciento (58/291) de los lotes

175



infectados exclusivamente con C. jejuni y el seis por ciento (11/291) con C. coli. Los factores de
riesgo que se han asociado con la infeccion con Campylobacter en los broilers de las granjas de
Andalucia han sido: la edad de los animales (mayores de 30 dias), la practica de la
despoblacion parcial de forma regular, la presencia de ventanas con persianas de lona en la
nave donde se crian los broilers, el uso de nebulizadores para la refrigeracion de la nave, la
existencia de menos de cinco lineas de bebederos en la nave y la presencia de perros/gatos en
la granja. En cuanto a las muestras ambientales, se aislaron especies del género
Campylobacter sobre todo en yacija (25,8%; 46/178). Al igual que en los broilers, la especie
que se aislé mas frecuentemente fue C. jejuni, seguida de C. coli.

Respecto al estudio en matadero, la mayor frecuencia de contaminacidon con
Campylobacter, tanto en las canales (79,1%; 53/67) como en las instalaciones (maquinaria,
utensilios) (81,4%; 70/86), se presentd en la zona de evisceracién. En la carne de pollo
preparada para ser distribuida y comercializada, la frecuencia de contaminacion fue de 62,7
por ciento (52/83). En relacidn a las especies aisladas, aunque C. jejuni fue la especie mas
frecuente en la zona inicial del matadero como sucediese en el estudio en granjas, la
prevalencia relativa de C. coli (64,6%) fue casi dos veces la de C. jejuni (35,4%) en el producto
final (carne de pollo).

El estudio en perros domésticos indicé una prevalencia de infeccion con Campylobacter del
35,2 por ciento (102/290). La especie aislada con mayor frecuencia fue C. upsaliensis (58,8%),
seguida de C. jejuni (39,2%). En lo referente a los factores de riesgo asociados con la infeccion
en esta especie animal, la edad del perro entre 2-12 meses y la presentacién de enfermedad
entérica supusieron factores de riesgo para la infeccién con C. upsaliensis, en contraste, la
estacion de primavera y la presentacién de enfermedad entérica lo fueron para la infeccidon
con C. jejuni.

En cuanto al estudio de sensibilidad antimicrobiana, se observé un elevado porcentaje de
aislamientos resistentes frente a las fluoroquinolonas y la tetraciclina (hasta el 100%). La
gentamicina fue el antibidtico frente al que Campylobacter presentd menor resistencia (menos
del 17%). El 60 por ciento de los aislamientos de carne de pollo y el 5,7 por ciento de los de
perros mostraron multirresistencia. En este sentido, los aislamientos de C. coli de carne de
pollo presentaron mayor resistencia que los de C. jejuni, mientras que en aislamientos de
perros, C. jejuni mostré mayor resistencia que C. upsaliensis.

Este es el primer estudio realizado en Espafia sobre las fuentes de infeccién y factores de
riesgo asociados con Campylobacter en los lotes de broilers en granja y en clinicas de animales
de compafiia. Conforme a estos resultados se sugiere que el control de estos factores

disminuiria la prevalencia de Campylobacter en los lotes de broilers de Andalucia y, como
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consecuencia, la contaminacion de las canales de pollo, asi como la incidencia de
campilobacteriosis en personas. Asi, aunque las muestras ambientales positivas solo se
encontraron una vez que los broilers estaban infectados con Campylobacter, podrian suponer
una fuente de infeccién para estos animales.

En cuanto al procesado de las canales, la zona de evisceracién del matadero supondria un
punto de control critico, debiendo focalizarse aqui las principales medidas para combatir la
contaminacién cruzada. Ademas, se sugiere una mayor adherencia o resistencia de los
aislamientos de C. coli a lo largo del procesado.

Del mismo modo, los perros domésticos pueden considerarse una fuente de infeccién para
los humanos que no se debe subestimar. Acorde a los resultados de los factores de riesgo, se
tendrd que tener especial precaucion al estar en contacto con perros menores de un afno, en la
época de primavera y con procesos entéricos.

Asimismo, los resultados del analisis de sensibilidad antimicrobiana denota la importancia

de controlar la resistencia antibiética emergente.
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