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DIAGNOSTICO MOLECULAR DE Campylobacter EN LA CADENA
AVICOLA DESTINADA PARA CONSUMO HUMANO EN COSTA RICA!

Leana Zumbado-Gutiérrez?, Alejandra Arévalo-Madrigal’, Maria del Pilar Donado-Godoy’,
Juan José Romero-Ziniga®

RESUMEN

Diagnéstico molecular de Campylobacter en la
cadena avicola destinada para consumo humano en
Costa Rica. El objetivo de este estudio fue determinar
la presencia y la frecuencia de Campylobacter jejuni y
Campylobacter coli, en la cadena de produccién avicola en
Costa Rica. Se evaluaron granjas, planta de proceso y puntos
de venta del Gran Area Metropolitana. Para la deteccién y
aislamiento de Campylobacter sp. se analizaron 84 muestras
provenientes de la cadena avicola (24 muestras de carne de
pollo tomadas en punto de venta, 20 enjuagues de carcasa
y 40 de ciegos tomados en planta de beneficio), obtenidas
en noviembre de 2012, siguiendo el protocolo ISO 10272-
1:2006 modificado por el Departamento de Agricultura de
Estados Unidos (USDA, por sus siglas en inglés). De las 84
muestras analizadas, 36 (42,8%) resultaron positivas para C.
Jjejuni, y una (1,2%) para C. coli. La cantidad de muestras
positivas segin la Reacciéon en Cadena de Polimerasa
(PCR), por tipo de muestra fue: para contenido cecal, 16
(n=40), para carcasas, 8 (n=20) y para punto de venta 12
(n=24). Dieciséis de las veinte granjas muestreadas fueron
positivas. Hubo una alta frecuencia de Campylobacter en
todos los puntos de la cadena muestreados, lo que podria
estar asociado a modificaciones de pardmetros relacionados
con inocuidad en cada eslabén. El enfriamiento rdpido y el
uso de cloro en el agua en la planta de proceso, disminuyd
la frecuencia de muestras positivas de Campylobacter spp.

Palabras clave: avicultura, inocuidad de los alimentos,
bacterias patogenas, carne de pollo.

ABSTRACT

Molecular diagnosis of Campylobacter in poultry
chain intended for human consumption in Costa Rica.
The aim of this study was to determine the presence and
frequency of Campylobacter jejuni and Campylobacter coli
in three levels of the poultry chain production in Costa Rica.
The levels studied were farms, slaughterhouse/processing
plant, and retails of the Great Metropolitan Area of Costa
Rica. For detection and isolation of Campylobacter sp., 84
samples from the poultry chain (24 chicken meat samples
at retail, 20 carcass rinses and 40 caecum contents taken at
slaughterhouse), obtained in November 2012, following the
ISO 10272-1:2006 protocol, USDA modified (United States
Department of Agriculture). From the 84 samples analyzed,
36 (42.8%) were positive for C. jejuni, and one (1.2%) for
C. coli. The quantity of positive samples per sample type,
according to Polimerase Chain Reaction (PCR), was: for
caecal content, 16 (n=40), for carcass, 8 (n=20) and retail, 12
(n=24). Sixteen of the twenty farms sampled were positive.
A high frequency of Campylobacter spp. at all sample
points of the production chain was determined, which could
be associated with modification of parameters related to
food safety in each link. Rapid cooling measures and the
use of chlorine in the cooling water at the process plant
collaborate to decrease the frequency of Campylobacter
positive samples.

Keywords: poultry farming, food safety, pathogenic
bacteria, chicken meat.
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INTRODUCCION

Campylobacter spp. es uno de los principales
agentes bacterianos causantes de diarrea en humanos
en paises desarrollados como Estados Unidos y de
la Unién Europea (CDC, 2010; Nakari et al., 2011);
ademas, ha sido una de las bacterias mas aisladas en
heces de nifios con diarrea en paises en desarrollo
(Cokeretal.,2002). La mayoria de episodios diarreicos
en humanos son ocasionados por Campylobacter
Jjejuni, aunque también se han reportado brotes por C.
coliy C. laridis (Antill6n et al., 1987).

La mayor parte de las personas infectadas
con Campylobacter spp. se recuperan sin ningin
tratamiento médico, excepto en casos severos y en
pacientes inmunocomprometidos, en donde se hace
necesaria la aplicacion de antimicrobianos (Nachamkin
et al., 2000). De la misma forma, la campilobacteriosis
puede producir un desorden neurolégico post-
infeccién conocido como el Sindrome de Guillain-
Barré (Leonard et al., 2004), se estima que se puede
presentar hasta en 40% de los pacientes afectados por
esta bacteria (CDC, 2010).

Campylobacter es un bacilo Gram negativo,
termotolerante y microaerofilo, que puede ser
transmitido a los humanos por medio de agua o
alimentos contaminados y, en menor grado, por
contacto directo con animales (Figueroa et al., 2009;
CDC, 2010). La presencia de este agente patégeno ha
sido asociado a la carne de aves, canales de cerdo y de
res (Mattheus et al., 2012); no obstante, es en carne
de pollo donde se han desarrollado el mayor nimero
de investigaciones (Antillén et al., 1987; Berrang y
Dickens, 2000; Figueroa et al., 2009).

En el 2010, la ocurrencia de esta bacteria en
carcasas de pollo en plantas de proceso en Costa Rica
fue de 1,75% (Cid, 2010); otros estudios reportan
prevalencias desde 38,2%, 54.0%, 61,5%, 72,7%, en
Canadd, Chile, Jordania y Etiopia, respectivamente
(Lammerding et al., 1988; Figueroa et al., 2009;
Ewnetu y Mihret, 2010; Osaili et al., 2012). Por
otra parte, en punto de venta de pollo fresco, se ha
reportado un 63,0% en Costa Rica (Antillén et al.,
1987), 58,3% en México (Zaidi et al., 2012), 49,5%
en Espaia (Dominguez et al., 2002) y 36,5% en Irdn
(Taremi et al., 2006).

Tradicionalmente, el diagnéstico y confirmacién
de las especies de Campylobacter se ha realizado
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mediante cultivo bacteriolgico y pruebas bioquimicas
(Ewnetu y Mihret, 2010; Tadesse et al., 2011; Zaidi et
al., 2012); sin embargo, en los tltimos afios, se han
implementado técnicas moleculares como la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) (Osail et al., 2012) y
técnicas de genotipificacién (Frederick y Huda, 2011,
Ahmed et al., 2012; Abley et al., 2012; Eberle y Kiess,
2012).

En Costa Rica, se han realizado varios estudios de
prevalencias en granjas, plantas o puntos de ventas por
separado y de forma asincronica, utilizando diferentes
metodologias de cultivo y aislamiento (Cid, 2010;
Pacheco y Pefia, 1995; Rojas et al., 1996; Castrillo,
2011); por esta razén, se disefi6 un estudio simultdneo
en las diferentes etapas del proceso productivo.

Tomando en cuenta que Campylobacter spp.
es uno de los principales patdégenos causantes de
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) a
nivel mundial frecuentemente asociado a la cadena
avicola (Mattheus et al., 2012; Zaidi et al., 2012),
y, aunado a que el consumo per cdpita de pollo en
Costa Rica es de 23,4 kg por persona por afio (Wright,
2010; elsitioavicola, 2011), por encima de los paises
centroamericanos y de Colombia (elsitioavicola,
2011), se hace imprescindible conocer la situacién de
este agente patégeno en la cadena productiva de pollo
para consumo humano en Costa Rica.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio fue
determinar presenciay la frecuencia de Campylobacter
Jjejuni'y Campylobacter coli en la cadena de produccién
avicola en Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS
Muestreo

Se realizé un estudio observacional transversal
en el mes de noviembre de 2012 en tres niveles de la
cadena productiva avicola de Costa Rica, granja, planta
de beneficio y punto de venta. La planta de proceso
donde se realiz6 la recoleccién de las muestras de ciego
y enjuague de carcasa, es altamente tecnificada, en ella
se procesa un promedio de 80 000 aves por dia.

Las muestras de ciegos reflejan el estado de
la granja, estas fueron tomadas en la planta de
cosecha, inmediatamente después de la evisceracion
automdtica. La velocidad de la linea de proceso es
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alta, y para aumentar las posibilidades de seleccionar
aves de cada granja durante el proceso de inspeccién
post-mortem, se decidié seleccionar aleatoriamente
entre ocho y diez aves provenientes de veinte granjas
diferentes. Estas fueron identificadas en el andén
durante la inspeccidn ante-mortem, y seguidas a través
del sacrificio, la accion de identificar mas aves de las
muestreadas, aument6 la probabilidad de encontrarlas
posteriormente a través del proceso. Durante el
proceso de evisceracion, las aves no reciben ningin
tratamiento para reducir la carga microbioldgica de
las mismas.

Se recolecté el ciego de dos de las aves
seleccionadas por cada granja solamente, sumando un
total de cuarenta ciegos. Asimismo, veinte carcasas
marcadas (una de cada granja) fueron muestreadas,
mediante enjuague, a la salida del sistema de
enfriamiento (chiller). La temperatura interna fue
establecida para cada carcasa muestreada.

Se realiz6 el andlisis de ambas muestras de
contenido cecal por granja mediante cultivo y
aislamiento, no obstante, solamente se tomd en cuenta
una muestra de contenido cecal sospechosa por granja
para la confirmacién por PCR.

Adicionalmente, se recolectaron 24 muestras de
muslo de pollo fresco en puntos de venta (PDV). Los
PDV se clasificaron como 1) fuera de mercado y 2)
dentro de mercado, entendiéndose como 1) fuera de
mercado, los establecimientos con una unica entrada
localizados frente a una calle transitada por vehiculos
automotores y personas y, 2) los establecimientos
dentro de mercado se describen como aquellos
ubicados dentro de un mercado municipal, los cuales
tienden a ser cerrados y permiten Unicamente el
transito de personas.

Las muestras fueron transportadas al laboratorio
en hielera a una temperatura no superior a 4 °C.

Deteccion y aislamiento por microbiologia
tradicional

Para el procesamiento de la carne y la carcasa
de pollo se siguié el protocolo ISO 10272-1:2006
modificado por el Departamenteo Agricola de Estados
Unidos (USDA, por sus siglas en inglés) (IFIS-USDA,
2008). A cada muestra se le hizo un enjuague con
400 ml de agua peptonada bufferada-BPW (Oxoid
Ltd., Ogdensburg, NY); posteriormente, se tomaron
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30 ml del enjuague y se procedié a enriquecer en
Caldo Preston (Oxoid Ltd., Ogdensburg, NY), luego
se incubd por 48 horas a 42+1 °C, en condiciones de
microaerofilia (10%02, 5%CO2 y N2 para balance),
utilizando sobres generadores Campygen (Oxoid Ltd.,
Ogdensburg, NY).

Consecutivamente, una alicuota de 30 pl del
enriquecimiento selectivo fue transferida a las
placas de agar Modified Charcoal Cefoperazone
Deoxycholate-mCCDA (Oxoid Ltd., Ogdensburg,
NY). Después de 48 horas de incubacion, las colonias
presuntivas fueron confirmadas a nivel de género por
pruebas enzimadticas (Citocromo-oxidasa C y Catalasa)
y se les determiné la morfologia microscépica; los
aislamientos identificados como C. jejuni 'y C. coli, se
conservaron a -80 °C.

Para la deteccién de Campylobacter sp. a partir
de los ciegos, el contenido cecal fue homogenizado
en 20 ml de BPW; 1 ml de la mezcla se trasfirié a
9 ml de caldo Preston suplementado. Los periodos
de incubacién, tiempos y pruebas bioquimicas de
tamizaje fueron las mismas empleadas para carne y
carcasa de pollo.

Confirmacion mediante PCR especie-especifico

Los aislamientos pertenecientes al género
Campylobacter sp., fueron confirmados e identificados
a nivel de especie, por PCR multiples, empleando los
genes MapA y CeuE con fragmentos de 589 y 462 pb
para C. jejuni 'y C. coli, respectivamente (Denis et al.,
1999).

La extraccién de ADN fue realizada empleando
el método de boiling (Denis et al., 2001). Se lavd
brevemente una suspension de las células en cultivo
puro, sucesivamente con 1 ml de agua destilada
estéril (ADE); las células contenidas en el precipitado
rehidratado se lisaron a 90 °C por diez minutos. Previo
a la amplificacién de los fragmentos de interés, se
realizé la cuantificacién de ADN en el NanoDrop 1000
Thermo Scientific®, empleando 2 u1 del sobrenadante.

Posteriormente, 1 pl del ADN liberado fue
adicionado a tubos de PCR que contenian 12,5 ul
de GoTaq® Green Master Mix [1x], 20pmol de cada
iniciador y agua libre de nucleasas para balance a
volumen final de 25 ul (Ebrahim-Rahimi, 2011).
La amplificacién de los genes fue realizada con un
ciclo de activacién a 72 °C por un minuto, seguido de
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treinta ciclos para denaturacién del ADN a 95+2 °C
por dos minutos, anillaje a 48,5+2 °C por un minuto,
elongacion a 72+2 °C por treinta segundos y un paso
de extension final a 72+2 °C por cinco minutos.

Las cepas de referencia C. jejuni ATCC 33560
y C. coli ATCC 33559, fueron empleadas como
controles positivos, mientras un tubo de reaccidn libre
de ADN y E. coli ATCC25922 se utiliz6 como control
negativo.

La electroforesis se realizé en gel de agarosa
al 1% tefiido con SYBR ®Safe (Invitrogen, USA).
Se emplearon 100V, 400 mA y 50 minutos, tiempo
requerido para la diferenciacion de las bandas del
marcador de 100 pb (Ladder; Promega, USA). EI gel
fue fotodocumentado en un transiluminador Bio-Rad®
y las bandas se analizaron con el software ChemiDoc
System XRS.

Analisis estadistico

Se cuantificaron las frecuencias absolutas y
relativas observadas en cada uno de los tres puntos de
muestreo en la cadena avicola.

RESULTADOS Y DISCUSION

Fueron analizadas 84 muestras mediante
microbiologia tradicional: 24 de carne de pollo
tomadas en punto de venta, 20 enjuagues de pollo
entero crudo y 40 de ciegos tomados en planta de
beneficio (dos ciegos por granja). Fue utilizado, como
control positivo, Campylobacter jejuni ATCC 33560.

De las 84 muestras analizadas, 44 (52,38%)
resultaron positivas para Campylobacter sp. a nivel de
género por microbiologia tradicional. El 81,81% de
los aislamientos (n=36) fueron confirmados por PCR
especie-especifico para C. jejuni y C. coli. Solamente
una muestra (1,2%) se confirmé como Campylobacter
coli (Cuadro 1). Se observé una frecuencia similar
de aislamientos en carcasas respecto al contenido
cecal, aunque la frecuencia de aislamientos volvié a
incrementarse en el punto de venta. En este tltimo
nivel, una muestra revel presencia de ambas especies
C. jejuni'y C. coli (Cuadro 1).

Es importante mencionar que hubo 24 (n=40)
muestras de contenido cecal en las cuales se
presenté un crecimiento de colonias presuntivas de
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Cuadro 1. Frecuencia de muestras positivas a Campylobacter
spp. en muestras de carne de pollo en tres puntos
de la cadena de produccion de Costa Rica, confir-
madas por PCR. Costa Rica. 2012.

Punto de muestreo (n) # muestras positivas (%)

C. jejuni C. coli
Contenido cecal (20) 16 (80,0) 0 (0,0)
Carcasa (20) 8 (40,0) 0 (0,0)
Punto de venta (24) 12 (50,0) 1(42)

Campylobacter; sin embargo, se practic6 PCR a
una muestra sospechosa por granja, por lo tanto el
resultado positivo correspondiente al nivel de granja,
se report6 en 16 (n=20) muestras. Se selecciond una
muestra presuntiva por granja, debido a que en las
granjas de aves de engorde, se maneja el sistema
“todo dentro todo fuera”, esto quiere decir que todas
las aves permanecen bajo las mismas condiciones, por
lo que si un ave de un lote o granja estd infectado, es
altamente probable segun las caracteristicas de agente
etiolégico estudiado, que el resto de aves presenten la
misma condicion.

Aunque una limitante de este estudio fue el nimero
de muestras, que no permite hablar con seguridad de
una prevalencia de contaminacidén, la frecuencia de
muestras positivas observadas en cada nivel analizado
de la cadena, son semejantes a prevalencias observadas
en otros paises, tanto desarrollados como en vias de
desarrollo (Coker et al., 2002; CDC, 2010; Nakari et
al., 2011; Zaidi et al. 2012).

Se encontré una frecuencia de C. jejuni en 80%
de las granjas, mediante el andlisis de muestras de
contenido cecal, similar al 87% reportado en Costa
Rica por Pacheco y Pefia (1995); sin embargo, ese
estudio fue realizado tnicamente a partir de hisopados
cloacales. Otro dato cercano es el reportado en Chile
por Figueroa et al. (2009), quienes estimaron un 63%
de Campylobacter a partir de muestras de mucosa
cecal, y por Zaidi et al. (2012), quienes reportaron, en
México, 93,6% de muestras positivas a este agente a
partir de mucosa intestinal.

En las muestras de enjuague de carcasa, a la
salida del sistema de enfriamiento, se obtuvo un
40% de C. jejuni, la cual contrasta con lo encontrado
por Rojas et al. (1996), quienes no demostraron
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presencia de Campylobacter en el mismo punto de
andlisis. Un resultado semejante al encontrado en el
presente estudio fue descrito en Chile (Figueroa et
al., 2009), donde se determind una ocurrencia de 56%
de Campylobacter en el mismo punto de la cadena.
Guerin et al. (2010) han descrito que el proceso
de enfriado cambia la frecuencia de presentacion
de Campylobacter y que esta puede ir entre una
disminucion de 100% a un aumento de 26,6%.

El promedio de temperatura interna para las
carcasas muestreadas fue 2,2 °C (DE 0,6). Todas las
muestras estuvieron por debajo del limite mdximo del
punto critico de control correspondiente al sistema
Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(APPCC) implementado en la planta muestreada,
donde se establece que la temperatura interna de la
carcasa debe ser <44 °C a la salida del sistema de
enfriamiento (chiller).

La menor frecuencia de aislamiento de este
agente en las muestras tomadas mediante enjuague
de la carcasa, se podria relacionar con un correcto
eviscerado, con la baja temperatura en el tanque
de enfriamiento y con la concentracién de cloro
(20-50 ppm) utilizada en el agua de dicho tanque.
Ademds, en la planta muestreada, se practica un
lavado automatico de las carcasas evisceradas, con
acido peracético (150-220 ppm) previo al ingreso al
tanque de pre-enfriamiento y, se ha demostrado que el
acido peracético tiene buena accion desinfectante, en
presencia de materia orgdnica (Ferreira et al., 2010).

Dado que Campylobacter spp. puede facilmente
colonizar los pollos de engorde y las medidas
preventivas en produccién primaria tienen un efecto
limitado (Wagenaar et al., 2006), las medidas de control
a nivel de planta de beneficio son la mejor opcién para
disminuir la contaminacion y la concentracién de este
patégeno; sin embargo, si no se siguen las medidas
adecuadas entre este punto de la cadena y en los
puntos de venta, tal esfuerzo serfa en vano.

En puntos de venta, las muestras se recolectaron
con la siguiente distribucién seglin provincia: 8 de
Alajuela, 8 de Heredia y 8 de San José, todas en el
Gran Area Metropolitana. En el Cuadro 2, se presenta
la distribucién de las muestras positivas segin la
ubicacidn de los puntos de venta.

En los puntos de venta muestreados, se determin6
una frecuencia de aislamiento de Campylobacter
sp. en 50% de los muslos. Ademds, una muestra
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Cuadro 2. Distribucion de muestras positivas a Campylo-
bacter en puntos de venta de carne de pollo por
provincia y tipo de establecimiento, en noviembre
del 2012. Costa Rica.

Provincia Tipo de # muestras positivas
establecimiento(n) (. Jjejuni C. coli
Heredia FM (5) 2 0
DM (3) 2 0
Alajuela FM (4) 1 0
DM (4) 1 0
San José FM (5) 3 0
DM (3) 3 1

FM: carniceria fuera de mercado; DM: carniceria dentro de
mercado.

resultd positiva tanto a C. jejuni como C. coli. Se han
encontrado resultados similares de Campylobacter
spp- en productos de pollo fresco a la venta, en un
estudio en el mercado central de Alajuela, una ciudad
con elevada poblacién en Costa Rica (53%) (Cid,
2010). Otros reportes especifican que la prevalencia
en cuatro estados mexicanos fue de 58,3% (Zaidi et
al., 2012) y en Irdn estuvo en un rango entre 58 y 63%
(Taremi et al., 2006).

Al momento de la compra de la muestra de pollo
en todos los establecimientos, esta se encontraba
en una cdmara de frio, fue envuelta y entregada en
una bolsa pldstica; asi mismo, se observé que, en el
98.4% (n=23) de los puntos de venta, quien manipula
el dinero no es la misma persona que se encarga de
atender al cliente, seleccionar y entregar el pedido.
Uno de los establecimientos que se ubicaba fuera del
mercado, contaba con aire acondicionado, la muestra
de este lugar result6 positiva a C. jejuni.

El aumento en muestras positivas en punto de
venta con respecto al pollo en planta, se podria
relacionar con fallas en la cadena de frio del producto,
précticas higiénicas deficientes en los establecimientos
y contaminacién cruzada con otros productos o el
manipulador (Antillén et al., 1987; CDC, 2010).

A partir de los resultados presentados en
este estudio, podemos sugerir que las medidas de
enfriamiento rdpido en la planta de proceso colaboran
a disminuir la frecuencia de muestras positivas de
Campylobacter. Sin embargo, sin una adecuada
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manipulacién en el punto de venta, no se puede
asegurar la permanencia de este estado hasta que
el pollo llegue al consumidor. Asimismo, resulta
necesario realizar un estudio sistemdtico en los tres
niveles con una mayor cantidad de muestras, para
obtener resultados estadisticamente significativos que
conlleven trazabilidad. Con el fin de determinar un
origen comun, es importante genotipificar las cepas
de Campylobacter spp. encontradas en carne de pollo
de Costa Rica y compararlas con las recuperadas de
personas.
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