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Introduccion

I. EL MICROORGANISMO

1.1 Historia y taxonomia

Los primeros aislados de especies del género Campylobacter fueron obtenidos
por McFadyean y Stockman en 1909, a partir de fetos abortados de ovejas. En 1919,
Smith y Taylor, propusieron para este tipo de bacterias el nombre de Vibrio fetus, tanto
por la semejanza morfologica que presentaban con bacterias del género Vibrio como por
su origen “fetal”. En 1931, Jones et al. aislaron, a partir de bovinos con problemas
intestinales, un nuevo tipo de “vibrion”, al que se le denominé Vibrio jejuni y, en 1944,
Doyle describio otra bacteria similar, aislada del intestino de cerdos con diarrea, a la que

denominaron Vibrio coli.

La primera referencia documentada de un caso de campilobacteriosis humana
data de 1938 en EE.UU., y se relacion6 con el consumo de leche (Levy, 1946). En 1957,
King, estudiando las caracteristicas de estos vibrios aislados de diferentes fuentes,
establecio dos grupos con diferentes caracteristicas seroldgicas y bioquimicas: mientras
que unos eran capaces de crecer 6ptimamente en temperaturas entre 25 y 37°C, otros lo
hacian mejor a 42°C. Estos microorganismos, denominados en esa época “vibrios
termofilos o termotolerantes”, se identificaron como los agentes causantes de una diarrea

aguda humana (King, 1957).

Sin embargo, las bacterias pertenecientes a este género han sufrido diversas
reorganizaciones a lo largo de la historia. En 1963, Sebald y Verdn propusieron un nuevo
género llamado “Campylobacter” (del griego kampulos: curvado y bactron: barra)
(Sebald y Veron, 1963) y, diez afios mas tarde, en 1973, Véron y Chantelain propusieron

la inclusion de Vibrio jejuni'y V. coli dentro del género.

Desde entonces, el género Campylobacter ha sido objeto de varias revisiones,
incluso algunas especies asignadas a €l se han ido reagrupando, formando nuevos géneros
(Goodwin et al., 1989; Vandamme et al., 1991; Debruyne et al., 2008). En la actualidad
(Gilbert et al., 2018), el género Campylobacter se compone de 39 especies y 16
subespecies, aunque tanto por el estudio de determinados ecosistemas, como por la
capacidad de adaptacion de estos microorganismos a nuevos hospedadores, es muy

posible que esto varie a corto plazo.
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Reino |:> Bactenia
Filo |:> Proteobacteria
Clase |:>E—pmteabacte:ria

Orden |:> Campilobacteriales
Familia |:> Campylobacteraceae

Género:> Campylobacter

Especie |:> Campylobacter jejuni

Figura 1. Rangos taxondmicos de Campylobacter jejuni.

1.2 Morfologia y caracteristicas generales del género Campylobacter

Las bacterias del género Campylobacter son bacilos Gram-negativos, no
sacaroliticos, generalmente de forma curvada o espiral, con extremos afilados (Griffiths
y Park, 1990). Pueden formar cadenas cortas, que al microscopio se observan como una
S o como la forma de alas de gaviota (Holt, 1994). Son pequenas y su tamafio puede variar

entre 0,2 y 0,8 um de didmetro y de 0,5 a 5 um de longitud (Keener ef al., 2004).

Son moviles por flagelacion monotrica, bipolar o monopolar, y presentan un
movimiento caracteristico denominado “de sacacorchos”, que resulta visible bajo el
microscopio de contraste de fases o de campo oscuro (Nachamkin et al., 2000). El flagelo
es hasta tres veces mas largo que la célula bacteriana, desnudo y nace de una concavidad
crateriforme ubicada en los extremos del bacilo (Power ef al., 1992). Las especies de este

género no forman esporos ni pigmentos y son en su inmensa mayoria oxidasa positivos.

En cultivos de varios dias degeneran a formas esféricas, ovaladas o cocoides,
denominadas formas viables no cultivables, debido a la incapacidad para crecer en medios
de cultivo de laboratorio. Esta morfologia se podria considerar como una forma de
resistencia de la bacteria a condiciones de estrés (ausencia de nutrientes, alta
concentracion de oxigeno atmosférico o temperaturas extremas), de forma semejante a lo
que ocurre en el caso de los endosporos bacterianos, pero de origen diferente (Rollins y
Colwell, 1986). A este respecto, existen diferentes opiniones sobre si realmente estas

formas son un reflejo de una poblacion bacteriana envejecida, un estado metabolico real
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de resistencia bacteriana o incluso un artefacto formado en los medios de cultivo (Oliver,
2010). Dichas formas no presentan movilidad, conservan su viabilidad, pero no son
cultivables en ningun medio de cultivo actual, ni se conoce su papel posible o potencial

como agentes infecciosos (Chaisowwong et al., 2012).

La mayoria de los microorganismos del género Campylobacter son
microaerdfilos y requieren una concentracion de oxigeno de entre el 3 y el 15% y una
concentracion de dioxido de carbono de entre el 2 y el 10% (Garénaux et al., 2008),
existiendo algunas especies que son anaerobias facultativas. Las condiciones Optimas de
crecimiento de C. jejuni se alcanzan en atmdsferas compuestas por un 5% de oxigeno, un
10% de didxido de carbono y un 85% de nitrogeno (Skirrow, 1977), concentraciones que
puede lograrse con incubadores de microaerofilia (incubadores de COz2) o mediante jarras
de anaerobiosis con sobres comerciales, que proporcionan la atmosfera adecuada para el
crecimiento de estos microorganismos y, aunque en ocasiones se utilicen jarras con velas,

la presion de oxigeno producida es ligeramente superior a la deseada (Wang et al., 1982).

Las especies de este género poseen un metabolismo respiratorio
quimioorganotrofo, siendo capaces de obtener energia a partir de aminodacidos o del ciclo
del acido tricarboxilico, pero no a partir de los hidratos de carbono (Debruyne et al.,
2008), que no son capaces de fermentar ni oxidar, al carecer de la enzima
fosfofructoquinasa (Dasti et al., 2010). Tampoco pueden hidrolizar el colageno, la

caseina, el almidon, ni la tirosina (Debruyne ef al., 2008).

Todos los agentes de este género se cultivan y crecen bien en el laboratorio a
temperaturas de 37°C (Debruyne et al., 2008). Las especies termofilas se desarrollan a
temperaturas de 42°C, pero no a 25°C. Campylobacter jejuni crece entre 30 y 45 °C, con
un rango de temperatura Optima de entre 42 y 45°C (Silva et al., 2011).

En cuanto al pH, el intervalo optimo se sitia entre 5,8 y 8,0, no existiendo
crecimiento por debajo de 4,9 (Doyle y Roman, 1981). El crecimiento dptimo se produce,
también, con una actividad de agua (aw) de 0,997 y en una concentracion aproximada de
cloruro sodico (NaCl) del 0,5% m/v, no siendo capaz de crecer en ambientes con una aw

menor de 0,987 ni en concentraciones de NaCl mayores que 2% m/v (Silva et al., 2011).
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1.2.1 Campylobacter jejuni

Al tratarse de la causa bacteriana principal de la gastroenteritis humana en el
mundo, Campylobacter jejuni es la especie mas estudiada del género Campylobacter. De
hecho, desde 2005 no ha dejado de aumentar su casuistica en Europa hasta ser la causa
de mas de 200.000 casos al afio (EFSA, 2018), al igual que ocurre en otros lugares,
particularmente en Norteamérica. Este microorganismo fue aislado por primera vez de
ganado con diarrea por Jones ef al., en 1931, denominandose por aquel entonces Vibrio
Jjejuni. Por desgracia, las cepas originales se perdieron, y la especie fue redefinida al ser

transferida al nuevo género Campylobacter, en 1973, como se ha indicado anteriormente.

C. jejuni se divide en dos subespecies: C. jejuni subsp. jejuni y C. jejuni subsp.
doylei, que difieren en su capacidad de reduccion de nitratos a nitritos y en su crecimiento
a 42°C (C. jejuni subsp. doylei no reduce los nitratos ni crece a 42°C). En esta memoria
nos referiremos a C. jejuni subsp. jejuni, aunque genéricamente lo hagamos como C.

jejuni (Vandamme ef al., 1991).

C. jejuni estd integrado por numerosos serogrupos, organizados segun la
estructura antigénica de dos antigenos: el “O” (antigeno soluble derivado del
lipopolisacarido -LPS- de la membrana externa), mediante el que se pueden diferenciar
60 serotipos por hemaglutinacion indirecta (Penner et al., 1983), y el antigeno “H”
(termolébil y aglutinante, que se corresponde con el flagelo), por el que se pueden

diferenciar hasta 100 serotipos (Lior et al., 1982).

Mediante técnicas genéticas de clasificacion (genotipificacion), se puede llevar
a cabo una diferenciacion adecuada entre las distintas cepas de C. jejuni, lo que permite
elaborar estudios filogenéticos y epidemioldgicos, facilitando tanto el reconocimiento de
casos y brotes, como la identificacion de sus origenes (Fitzgerald et al., 2001). A lo largo
del tiempo, se han producido incorporaciones muy interesantes, basadas en la técnica de
la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), a partir de cebadores (primers) dirigidos
frente a distintos genes de la bacteria, con el propdsito principal de llevar a cabo la
deteccion de C. jejuni a partir de alimentos, aves, agua o ambiente (Waage et al., 1999;

Yang et al., 2003; Liu et al., 2017).
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En los ultimos afos se han incorporado también algunos métodos de tipificacion
molecular (Foxman et al., 2005), entre los que se incluyen los polimorfismos de longitud
de los fragmentos amplificados (AFLP), la amplificacion al azar de fragmentos
polimoérficos de ADN (RAPD), los polimorfismos de longitud de los fragmentos de

restriccion (RFLP) o la electroforesis en gel en campo pulsado (PFGE).

Desde la publicacion de la secuencia completa del genoma de C. jejuni NCTC
11168 (Parkhill et al, 2000), los conocimientos genéticos con respecto a este
microorganismo se han incrementado muy rapidamente. El cromosoma de la cepa
secuenciada de C. jejuni es pequefio (1.641.481 pares de bases), en comparacion con el

de otros procariotas, con un bajo contenido de guanina y citosina (Parkhill ef al., 2000).

A diferencia de otros procariotas secuenciados, casi no existen secuencias de
insercion o asociadas a fagos, y se han encontrado muy pocas secuencias repetitivas
(Parkhill ef al., 2000). Otra caracteristica singular de esta cepa es la falta aparente de
organizacion de los genes del operon, asi como la presencia de secuencias hipervariables,
que se encuentran principalmente en los genes que codifican la biosintesis o modificacion
de la estructura de su superficie (Parkhill ez al., 2000). Las regiones hipervariables del
genoma pueden ser importantes para la adaptacion y supervivencia de C. jejuni en

diferentes ambientes y para su potencial patégeno (Linton et al., 2001).

1.3 Cultivo y aislamiento

Tanto para la deteccion de Campylobacter como para el diagnéstico de la
enfermedad que provoca, en la mayoria de los casos es necesario un cultivo de las
muestras obtenidas, cualquiera que sea la fuente considerada (animales, alimentos o
muestras ambientales, por ejemplo). Estos patogenos son considerados agentes
“fastidiosos” debido sus exigencias de crecimiento (Bolton y Robertson, 1982), por lo
que el aislamiento a partir de las muestras suele resultar complicado (Lastovica et al.,
1986), sobre todo si se considera que el material de partida suele estar contaminado con
otros microorganismos menos exigentes y de crecimiento mas rapido. Por estas razones,

se debe utilizar un medio de enriquecimiento selectivo, que pueda proporcionar al
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microorganismo las condiciones favorables de crecimiento que necesita (Debruyne et al.,

2008).

Existe una gran variedad de medios de enriquecimiento selectivos, asi como de
procedimientos para el aislamiento de Campylobacter. Puesto que las especies de este
género difieren en su resistencia a los antibidticos, asi como frente a otros agentes
selectivos, un solo medio no resulta suficiente, por lo general, para el aislamiento de todas
las especies. En la mayoria de los casos, son necesarios medios selectivos para permitir
el aislamiento de la bacteria, teniendo en cuenta su crecimiento lento y la necesidad de
impedir a la vez el crecimiento de microbiota competitiva normal presente, por ejemplo,

en heces o en alimentos (Butzler et al., 1992; Odongo ef al., 2009).

El primer paso para la solucion de este problema se produjo cuando, en 1977,
Skirrow desarrollé un medio so6lido selectivo para el aislamiento de C. jejuni'y C. coli, a
partir de muestras de heces (Skirrow, 1977). La composicion del agar Skirrow se basa en
el suplemento del agar sangre con antibidticos (trimetoprima, polimixina B y
vancomicina). Desde entonces, se han desarrollado muchos otros medios con el mismo
fin: la supresion de la microbiota contaminante, mediante la adicion de diferentes agentes
selectivos. Tanto los medios que contienen sangre, como el agar Butzler (Lauwers et al.,
1978) o Campy-BAP (Blaser et al., 1980), como los medios basados en el uso de carbon,
como el CCDA (Hutchinson y Bolton, 1984), han demostrado su eficacia para el
aislamiento de campilobacterias de las heces humanas y animales. En 1982 se desarrolld
el agar Preston para el aislamiento de Campylobacter a partir de heces, asi como de
muestras del medio ambiente (Bolton y Robertson, 1982). En cualquier caso, para lograr
el éxito en el aislamiento es necesario combinar los diferentes medios de cultivo con las
temperaturas de crecimiento especificas. Asi, para los patdogenos alimentarios mas
comunes en este grupo, como son C. jejuni y C. coli, las condiciones Optimas para su

aislamiento se alcanzarian a temperaturas de 42°C (Silva et al., 2011).

Otro procedimiento utilizado para el aislamiento de las especies de este género
es la técnica de filtracion por membrana o filtracion pasiva, que aprovecha el hecho de
que Campylobacter spp., a diferencia de la mayoria entre las eubacterias, pasa facilmente
a través de los filtros con un tamafio de poro entre 0,45 y 0,65 um. Para el aislamiento de
C. jejuni y C. coli se utilizan preferentemente tamafios de poro de 0,65 um, pudiéndose

también utilizar otros menores, aunque con menor tasa de aislamiento bacteriano (Bolton
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et al., 1988). Esta técnica en ocasiones se combina con la utilizacién simultanea de medios

de cultivo selectivos (Debruyne et al., 2008).

1.4 Identificacion

Para la identificacion fenotipica de las cepas de Campylobacter spp. termofilas,
se utilizan pruebas basadas en ciertas caracteristicas diferenciales. Basandose en diversos
estudios fenotipicos sobre estos agentes y con el fin de establecer un protocolo de

identificacidon comun, se han elaborado normas internacionales de referencia (ISO, 2017).

En ellas, se muestran tanto las caracteristicas para la identificacion de las cepas
(Tablas 1y 2), como los procedimientos detallados mediante los cuales se han de realizar

las pruebas.

Tabla 1. Pruebas fenotipicas para la identificacion de Campylobacter spp. termofilos.

Prueba confirmatoria Resultado para Campylobacter termofilo
Morfologia Bacilos curvados pequefios
Movilidad Muy moviles y con forma de sacacorchos

Oxidasa +

Crecimiento a 41,5°C en aerobiosis -

Crecimiento a 25°C en microaerobiosis —

Tabla 2. Pruebas fenotipicas para la identificacion de Campylobacter spp. termoéfilos (*S—> sensible; R=>
resistente).

Caracteristicas C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis
Hidrélisis de hipurato + - - _
Catalasa + + + — o ligero
Acido nalidixico S S R/S S
Acetato de indoxil + + — +
Cefalotina R R R S

Para la identificacion de C. jejuni, y, sobre todo, para diferenciar esta especie de
otras fenotipica y genotipicamente proximas o similares, como C. coli (Lior, 1984), la
prueba mas utilizada tradicionalmente es la hidrélisis de hipurato (Hwang y Ederer,

1975), debido a que C. jejuni es la unica especie capaz de hidrolizarlo. Sin embargo,
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algunas cepas de C. jejuni pueden ser negativas, lo que indica la necesidad de hacer uso
de pruebas alternativas o adicionales para su asegurar su identificacion correcta (Fermér

y Engvall, 1999).

En cualquier caso, en los ultimos afios se han desarrollado diversas técnicas que
aportan mayor sensibilidad que la hidrolisis. La mas utilizada es la PCR, basada en la
amplificacion del ADN bacteriano (Saiki ef al., 1988), de la que, en la actualidad, existen
distintas propuestas publicadas que permiten identificar tanto las distintas

campilobacterias entre si, como estas de otros géneros.

1.5 Reservorios

Los microorganismos del género Campylobacter son habitantes comunes de las
membranas mucosas de los aparatos gastrointestinal y reproductor (Hiett ez al., 2003), asi
como de la cavidad oral de una gran variedad de animales. Aunque su presencia es
relativamente frecuente, generalmente estos animales s6lo actuan como vectores de estos
microorganismos y, a menudo, no muestran signos clinicos (Young et al., 2007); sin
embargo, en algunas ocasiones no ha sido asi, ya que el primer aislamiento de C. jejuni
estuvo asociado con la aparicion de abortos en ganado bovino, relacionandose también
con distintos procesos en estos animales (Welsh, 1984) y en otros como las aves (Stephens
et al., 1998), cabras (Anderson et al., 1983), caballos (Hong y Donahue, 1989) o perros
(Misawa et al., 2002).

Teniendo en cuenta que la temperatura Optima para los Campylobacter
termofilos se corresponde con la temperatura corporal de las aves y no con la de los
mamiferos, y respondiendo al hecho de la buena adaptacion de estos patogenos al aparato
digestivo de las primeras, resulta bastante 16gica la idea de que estos animales puedan ser
los hospedadores-reservorios naturales de estos microorganismos (Wassenaar y Newell,
2000; Hermans et al., 2011b). Afianzando esta teoria, se ha aislado Campylobacter spp.
de una gran variedad de especies de aves, tanto domésticas como salvajes. En las primeras
existe una alta prevalencia de C. jejuni y C. coli, tanto en pollos de carne (Wedderkopp
et al., 2000; Hansson et al., 2004), como en lotes de reproductoras y gallinas ponedoras
(Cox et al., 2009). Por otra parte, la colonizacion de Campylobacter es también comun
en el intestino de otro tipo de aves, como pavos (Cox et al., 2000), gansos (Aydin et al.,

2001), patos (Savill et al., 2003), avestruces y codornices (Oyarzabal ef al., 1995).

10
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Con respecto a las aves salvajes, Campylobacter spp. se ha aislado repetidamente
de gran variedad de especies (Petersen et al., 2001), presentando una distribucion desigual
en ellas. Se ha sugerido también, que algunas aves salvajes podrian actuar como
reservorios del microorganismo, pudiendo ser, por tanto, las responsables de la
diseminacion del agente, tanto a las aves domésticas como a los seres humanos. Sin
embargo, las comparaciones de los subtipos de C. jejuni en aves silvestres con los
subtipos de los seres humanos y pollos revelan solo algunos subtipos comunes, sin que
por el momento sea posible determinar qué tipo de animales ejercen como foco de

infeccion ancestral (Broman et al., 2004).

Aunque el origen mas frecuente de los campilobacter termoéfilos son las aves,
tanto C. jejuni como C. coli se encuentran también frecuentemente en las heces de los
animales de abasto, como bovinos, ovinos y cerdos. En el ganado vacuno y ovino, C.
jejuni es la especie que se aisla con mas asiduidad, encontrandose C. coli en menor
proporcion (Stanley y Jones, 2003); sin embargo, en el caso del ganado porcino, la
relacion entre las dos especies es la contraria, con mayoria de aislados de C. coli
(Guévremont et al., 2004). En principio, teniendo en cuenta estudios previos a éste, los
caballos y cabras no parecen actuar habitualmente como portadores de Campylobacter

spp. (Rosef et al., 1983).

Los perros y gatos, con y sin diarrea son, con frecuencia, portadores de
Campylobacter (Moreno et al., 1993). C. upsaliensis es la especie mas aislada en estos
animales, aunque C. jejuni 'y C. coli también representan una proporcion sustancial de los
aislamientos (Sandberg et al., 2002). Pese a que son pocos los estudios que han planteado
la posible presencia de Campylobacter spp. en los mamiferos salvajes, C. jejuniy C. coli
han sido aislados en varios de ellos, como la liebre, erizo, ardilla, venado, tejon, zorro y

algunos roedores (Rosef ef al., 1983; Petersen ef al., 2001).

En los ultimos afios se ha aislado también en insectos, como moscas (Nichols,
2005), escarabajos (Jacobs-Reitsma et al., 1995), cucarachas (Umunnabuike y Irokanulo,
1986), amebas (Axelsson-Olsson et al., 2005) e incluso en agua de rio, agua subterranea
o de lluvia (Jones, 2001), creyéndose en algunos casos que el estudio de estos reservorios
de Campylobacter en el medio ambiente podria desvelar informacion importante sobre

los modos de transmision de la bacteria.

11
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1.6 Formacion de biopeliculas

Como se ha senalado en los apartados anteriores, las especies del género
Campylobacter requieren de condiciones muy especificas para su crecimiento y son
bastante susceptibles a diversos factores de estrés ambiental. Estas caracteristicas, en
principio, bastarian para que estos microorganismos no fuesen capaces de sobrevivir en
determinados ambientes como, por ejemplo, en condiciones aerobias o a bajas
temperaturas (Nguyen et al., 2012), pero la realidad es que C. jejuni se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza. Esta ubicuidad podria explicarse por la
capacidad del patogeno de formar biopeliculas, ya que es frecuente la posibilidad de

aislarlo de este modo en diversos entornos naturales (Maal-Bared et al., 2012).

Las biopeliculas o biofilms son comunidades multicelulares estructuradas, de
células microbianas, densamente pobladas, que crecen en las distintas superficies y se
rodean una matriz secretada por ellas mismas, formada por ADN, proteinas y
polisacaridos (Nadell et al., 2009). Estas estructuras permiten al microorganismo
sobrevivir en ambientes en los que normalmente no lo haria, lo capacitan para adquirir
los nutrientes adecuados para su supervivencia y ademds le garantizan una proteccion
contra antibioticos y desinfectantes (Simdes et al., 2010), asi como frente a las defensas
del hospedador (Kalmokoff et al., 2006). Incluso, se cree que es la formacion de estas
estructuras la que permite que Campylobacter pueda sobrevivir en agua, al menos durante

tres semanas (Lehtola et al., 2006).

Dichas comunidades pueden estar formadas por una unica especie microbiana,
“biopeliculas individuales”, o por varias, lo que se denomina “biopeliculas de caracter
mixto”, predominando en la mayoria de los entornos estas tltimas (O’Toole et al., 2000).
Se ha demostrado que, salvo en condiciones muy favorables para su crecimiento, C. jejuni
forma biopeliculas asociandose a otras bacterias, como pueden ser Escherichia coli,
Pseudomonas aeuroginosa, Enterococcus faecalis o Staphylococcus simulans (Joshua et

al., 2006, Teh et al., 2010; Ica et al., 2012).

Ademas de favorecer la supervivencia, las biopeliculas aumentan la eficiencia
con la que las especies del género Campylobacter desarrollan resistencia a determinados
antibioticos (Johnson et al., 2017). Por todo ello, para favorecer el control del

microorganismo en la granja y, por tanto, reducir el riesgo alimentario, resulta
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imprescindible conocer los mecanismos responsables de su formacion, asi como aplicar

medidas higiénicas especificas para la eliminacion de las biopeliculas.

1.7 Resistencia a antibioticos

El conocimiento, desde mediados del siglo pasado, de que el uso de antibioticos
a dosis subterapéuticas en la alimentacion de los animales de produccion favorecia el
incremento en los indices de crecimiento, provocd el uso masivo de varios de estos
productos (Kaakoush et al., 2015). Este planteamiento, a largo plazo, ha desencadenado
una alarmante resistencia de varios patdgenos humanos a los antibidticos, incluyendo las

especies del género Campylobacter (Barton, 2014).

La gran importancia de evitar este fendmeno radica principalmente en el
gravisimo problema de Salud Publica a nivel mundial que produce la ineficacia, por esta
causa, de los distintos tratamientos existentes frente a la campilobacteriosis humana
(Helms et al., 2005). Igualmente, la resistencia antibiotica de estos patdgenos supone un

enorme gasto econémico (Duarte et al., 2016).

Aunque, normalmente, las infecciones producidas por las especies del género
Campylobacter no suelen requerir el uso de antibidticos al ser, en la mayoria de las veces,
casos esporadicos y autolimitantes, en determinadas manifestaciones graves de la
enfermedad, asi como en individuos inmunocomprometidos, esta terapia se encuentra

mas que justificada (Johnson et al., 2017).

En Medicina Humana, los antibidticos utilizados con mayor frecuencia en la
campilobacteriosis  incluyen: macrolidos (eritromicina), fluoroquinolonas
(ciprofloxacino), algunas tetraciclinas (Moore et al., 2000) y, en casos muy graves de
enfermedad sistémica, determinados aminoglucosidos (Saenz et al., 2000). Segin
diversos autores, existe una relacion directa entre el aumento de la utilizacion de terapias
antibioticas, tanto en Medicina como en Veterinaria, con el incremento de aislados de
especies de este género con resistencia a macrédlidos, fluoroquinolonas y
aminoglucoésidos, entre otros (Aarestrup y Engberg, 2001; Wieczorek y Osek, 2013).
Desde hace afios se ha confirmado que el abuso de fluoroquinolonas en la industria
avicola ha sido en parte responsable del aumento de la prevalencia de C. jejuni resistentes

a estos farmacos (Smith ez al., 1999). También se ha sugerido que el abuso de macrdlidos
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y fluoroquinolonas en otros animales destinados al consumo humano podria aumentar el
riesgo de resistencias en el hombre (Kashoma et al., 2015; Klein-Jobstl et al., 2016) .
Ademas, se ha demostrado que la administracion de fluoroquinolonas en las aves de corral
propicia la aparicion de cepas resistentes al ciprofloxacino (Gupta ef al., 2004), lo que

podria condicionar determinados tratamientos terapéuticos en estos animales.

C. jejuni puede adquirir resistencia a los antibidticos por diversos mecanismos,
como por mutacidon espontanea o por transferencia horizontal de genes a través de
transformacion, transduccion o conjugacion (Kumar et al., 2016). Como ya se ha
sefalado, muchas cepas presentan gran facilidad de mutacion, por lo que esta especie se
caracteriza por una gran diversidad y variabilidad genética, lo que potencia la posibilidad

de resistencia a los antibidticos (Young et al., 2007).

Se ha demostrado que cuando este microorganismo ha desarrollado resistencia,
puede transmitirla de manera eficaz a través de las biopeliculas (Bae et al., 2014) vy, al
tener éstas una gran facilidad para la absorcion de ADN libre, pueden transferir dicha
capacidad a las células contiguas sin que resulte complicado. Se ha determinado que la
frecuencia de esta transferencia estd vinculada con, al menos, dos factores; por una parte,
se observa una correlacion directa con la densidad bacteriana, seguramente debido a la
existencia de una elevada cantidad de ADN extracelular (Wilson ef al., 2003) y, por otra,
se ha revelado que se ve favorecida en condiciones limitadas de oxigeno, como sucede en
el tracto gastrointestinal, lo que podria evidenciar la regulacion ambiental de la

transferencia horizontal de genes in vivo (Young et al., 2007).

A medida de que las resistencias de este microorganismo se vuelven cada vez
mas frecuentes, resulta imprescindible profundizar en los mecanismos responsables, con
el fin de desarrollar nuevos tratamientos y estrategias eficaces contra la enfermedad y

que, a la vez, eviten dichos mecanismos de resistencia (Johnson et al., 2017).

14



Introduccion

II. CAMPILOBACTERIOSIS EN HUMANOS

2.1 Evolucion e incidencia estimada

Campylobacter spp. se aislo por primera vez en el hombre durante un brote de
enteritis transmitida por la leche en 1938 (Levy, 1946). Posteriormente, alrededor de
1960, una serie de “vibrios”, al parecer relacionados con lo que hoy conocemos como C.
jejuni 'y C. coli, fueron aislados de seres humanos con diarrea (King, 1957, 1962). Sin
embargo, no fue hasta la década de los setenta del siglo XX cuando se reconoci6 el
potencial patégeno que representaba el género Campylobacter para el hombre (Dekeyser

et al., 1972; Franklin y Ulmer, 1974).

Mas tarde, gracias a la aparicion del medio de Skirrow, se asocio este grupo de
patogenos con la diarrea, lo que provocd que numerosos paises comunicaran la presencia
de casos de campilobacteriosis (Skirrow, 1994). Durante los ultimos 20 afos, la
incidencia de esta enfermedad ha aumentado rapidamente, en gran parte debido a la

mejora progresiva de los métodos de deteccion (Newell et al., 2010).

C. jejuni es el patdgeno de transmision alimentaria que provoca el mayor nimero
de casos de enfermedad desde el afio 2005 (ECDC, 2018, 2017). Desde entonces el
nimero de personas afectadas por episodios de campilobacteriosis en la Unidén Europea
(UE) ha aumentado de forma destacada, pasando de 175.561 casos en 2006 hasta 246.307
en 2017, lo que supone una media de 66 casos por cada 100.000 habitantes, con 20.810
hospitalizaciones y 45 defunciones (EFSA, 2018).

En la siguiente figura se puede observar el numero de casos de las principales
zoonosis notificados en la UE durante los Gltimos afios. Campylobacter spp. representa
el 70% del total, superando desde 2005 a Salmonella spp. como el agente zoondsico mas
frecuente (EFSA, 2015a), llegdndose en 2017 a multiplicar por 2,6 los casos asociados a

Campylobacter spp., en relacion con los de Salmonella spp. (EFSA, 2018).
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Figura 2. Numero de casos notificados de las principales zoonosis humanas en la Unién Europea en 2017
(adaptada de EFSA, 2018).

La evolucion en Espafia es similar; en 2016, se notificaron un total de 15.556
casos, confirmandose 14.856, con una estimacion aproximada de 30,7 casos por cada
100.000 habitantes, lo que supone un aumento considerable, si tenemos en cuenta que los
confirmados en 2012 en nuestro pais fueron 5.448 (EFSA, 2017). En relacidon con nuestra
comunidad auténoma ocurre algo similar, ya que la tasa de incidencia de la enfermedad
ha ido en aumento, pasando de 11,4 casos por 100.000 habitantes en 2008 a 33,5 casos
en 2015 (Berradre-Saenz et al., 2017). Segun los datos del Servicio de Epidemiologia de
la Consejeria de Sanidad de la Junta de Castilla y Leon, en 2017 se notificaron 1.000

casos, lo que representa una tasa de 41,2 casos por 100.000 habitantes.

Aunque en otros paises la situacion es parecida, la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) considera que, tanto en paises desarrollados como en desarrollo,
Campylobacter es la principal causa de gastroenteritis bacteriana en el hombre en todo el
mundo (OMS, 2018), en un estudio publicado a mediados de esta década (Havelaar et al.,
2015), se estimod que, en los paises pertenecientes a la OMS, este patdgeno provocaba
aproximadamente 95 millones de casos de enfermedad al afio, con mas de 21.000 muertes.
Ademas, el mismo estudio determind que en toda la poblacion mundial se ha perdido, una
media de 400.000 afios de discapacidad debidos a este microorganismo, asi como mas de
un millén y medio de afios de vida por muertes prematuras. En la actualidad, la incidencia

varia notablemente en los distintos paises (Kaakoush et al., 2015), probablemente debido
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a las diferencias en los sistemas de vigilancia, asi como a las diferencias reales en la

incidencia.

2.2 Cuadro clinico

La gran mayoria de los casos de campilobacteriosis en el hombre se presentan
en forma de infecciones gastrointestinales (Man, 2011). La enfermedad suele ser
autolimitante (Humphrey et al., 2007) y el periodo de incubacion varia de 2 a 5 dias
(Skirrow, 1994), aunque en algunos casos se prolonga hasta las dos semanas y en algunos

enfermos se pueden presentar recidivas (Richardson et al., 1981; Black et al., 1988).

El sintoma mds comun es una repentina diarrea inicial, que puede ser acuosa o
disenteriforme, con moco y sangre, dependiendo de la capacidad virulenta de la cepa
implicada (Ketley, 1997). En los pacientes con diarrea secretora o en la primera fase
acuosa de la diarrea existe un predominio de lesiones colorectales, que comienzan con
edema e hiperemia y evolucionan a petequias, hemorragias, friabilidad de la mucosa
(Blaser y Engberg, 2008) e incluso ulceraciones similares a las de la colitis ulcerosa
(Peterson, 1994). La colitis infecciosa causada por C. jejuni es similar a la producida por
Shigella spp., Salmonella spp., Entamoeba spp. o Clostridium difficile (Pawlowski et al.,
2009).

La anatomia patologica del intestino afectado muestra edema, conglomerados de
células polimorfonucleares y una arquitectura conservada de las criptas (Peterson, 1994).
En la colitis predominan las células inflamatorias cronicas (linfocitos y plasmocitos), se
altera la arquitectura de las criptas y hay depleciéon mucosa. Como sintomas, se aprecia
dolor abdominal, fiebre, mialgia, dolor de cabeza, nduseas y vomitos (Kaakoush ef al.,
2015). La aparicion de fiebre precede a menudo a la de diarrea en 12 a 24 horas (Black et
al., 1988). La excrecion fecal de la bacteria por los individuos afectados suele continuar

durante dos o tres semanas después de la aparicion de los sintomas (Skirrow, 1994).

C. jejuni, junto con otros agentes como Salmonella, Shigella o Escherichia coli,
constituye una de las causas frecuentes de lo que se conoce como “diarrea del viajero”,
una enfermedad con gran incidencia (puede llegar al 50%), que afecta sobre todo a

personas residentes en paises industrializados, que visitan zonas tropicales y subtropicales

(Arduino y DuPont, 1993).
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Un pequeio porcentaje de los pacientes afectados desarrolla artritis reactiva
como secuela de la enteritis causada por C. jejuni, pudiéndose observar el inicio de la
artritis hasta cuatro semanas después de la infeccion (Peterson, 1994). Otra posible
secuela es la inflamacion aguda de los nervios periféricos, conocida como sindrome de
Guillain-Barré o su variante, el sindrome de Miller Fisher (Roberts et al., 1987). La
mayoria de las veces, los sintomas de este sindrome aparecen cuando ya han desaparecido
los de la infeccion original, siendo mas comun su aparicion en individuos de edades

comprendidas entre los 30 y 50 afios (Black et al., 1988).

Las manifestaciones extraintestinales de la infeccion son inusuales, pudiéndose
presentar una bacteriemia transitoria en el transcurso de la infeccion entérica (Black et
al., 1988), mas frecuente en individuos inmunodeprimidos que en inmunocompetentes
(Skirrow et al., 1993; Krause et al., 2002). Otros posibles sintomas relacionados con la
campilobacteriosis son el aborto (Simor et al., 1986), la meningitis (Herve et al., 2004),
la miocarditis (Par Wanby, 2001; Hannu et al., 2005), la celulitis (Monselise et al., 2004),
el sindrome urémico hemolitico (Peterson, 1994) y el sindrome de Reiter (Ponka et al.,

1981), entre otros, pudiendo aparecer tanto con precedentes de enteritis como sin ellos.

La muerte provocada por esta patologia es poco frecuente y suele producirse de
forma excepcional en pacientes muy jovenes o de edad avanzada, o que presentan otras
enfermedades graves concomitantes (Ternhag et al., 2005), situdndose la tasa de
mortalidad en Europa y Estados Unidos (EE.UU.) en valores cercanos al 0,05 por cada
mil individuos afectados (Mead et al., 1999; Santos et al., 2012). En los casos humanos
de campilobacteriosis, la especie implicada mas frecuentemente es C. jejuni, seguida por
C. coli (Weinberger et al., 2013). En cuanto a la dosis infectiva diversos estudios
experimentales han demostrado que la ingestion de entre 500 y 800 microorganismos
podria ser suficiente para mostrar sintomatologia (Robinson, 1981), aumentandose la tasa

de infectados a medida que aumenta las dosis (Black et al., 1988).

2.3 Transmision y supervivencia en alimentos

Como se ha comentado, Campylobacter spp. se encuentra ampliamente
distribuido por la naturaleza, actuando como reservorio principal el aparato digestivo de

distintos animales (Young ef al., 2007). La transmision del patdgeno se puede producir
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de diversos modos. Aunque la mayoria de los casos se encuentran asociados con la
ingestion del microorganismo a través de alimentos o agua contaminados (Gonzalez y
Hénninen, 2012), cabe destacar la importancia de la contaminacion cruzada (Wilson et
al., 2008). De esta manera, las practicas de higiene inadecuadas al preparar la comida,
tanto en restauracion colectiva como en domicilios particulares, parecen ser un riesgo
importante de su transmision (Cogan et al, 1999; Jiménez et al., 2005). Si la
manipulacion no fuese correcta, se podria producir una transferencia de las bacterias
desde los alimentos contaminados hacia otros crudos o ya procesados, e incluso hacia las

manos del manipulador y desde este ampliar su difusion (Humphrey et al., 2001).

La capacidad de estos microorganismos para sobrevivir en distintos medios y
ambiente desempefia un papel fundamental en su difusion. Asi, el elevado nimero de
casos de campilobacteriosis provocado por C. jejuni se asocia con su capacidad de
persistencia en los alimentos durante el procesado, almacenamiento y manipulacion
posterior, pudiéndose encontrar en alimentos envasados en una atmdésfera modificada y

en comidas preparadas, listas para su consumo (Byrd et al., 2011; Hong et al., 2016).

Aunque a diferencia de otros patégenos, como Salmonella, Campylobacter no
posee la capacidad de multiplicacion en el ambiente, incluidos los alimentos, puede
sobrevivir en ellos durante periodos de tiempo mas o menos extensos (Park, 2002). Este
grupo de bacterias son sensibles al calor (de Jong et al., 2012) y no son capaces de
sobrevivir a los tratamientos de pasteurizacion convencionales, siendo su tiempo de
reduccion decimal de menos de 1 minuto a 60°C (Yang et al., 2001). Se ha estimado, por
ejemplo, que C. jejuni es capaz de sobrevivir durante varias semanas en carne de pollo a
4°C (Park et al., 2014), pero a temperatura ambiente se favorece su destruccion

rapidamente (Hernandez-Haba y Herndndez-Giménez, 2007).

La congelacion y descongelacion de los alimentos ayuda a reducir la carga de
Campylobacter (Bhaduri y Cottrell, 2004). Algunos autores afirman que su inactivacion
se produce a partir de temperaturas inferiores a 15°C (Doyle, 1989) y que se pueden
recuperar a partir de muestras de pollo congeladas después de tres meses de
almacenamiento, aunque a niveles mucho mas escasos que los correspondientes a los
productos frescos (Hernandez-Haba y Herndndez-Giménez, 2007). La capacidad de este
patogeno de sobrevivir a bajas temperaturas reviste mucha importancia en Seguridad
Alimentaria, si se tienen en cuenta la magnitud de la enfermedad que causa en humanos

asi como la dosis infecciosa reducida necesaria para contraerla (Black et al., 1988).
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C. jejuni es extremadamente sensible a la desecacion, sobre todo a temperatura
ambiente (Hernandez-Haba y Hernandez-Giménez, 2007). Esta vulnerabilidad favorece
la reduccion de la carga bacteriana en la superficie de las canales refrigeradas con aire,
como las de cerdo, vacuno y ovino, no siendo asi en el caso del pollo, donde este
microorganismo se encontraria protegida por la piel (Pefia et al., 2006). C. jejuni presenta
sensibilidad a elevadas concentraciones de sal, al pH &cido y a la presencia de cloro (Yang
et al.,2001; Hernandez-Haba y Herndndez-Giménez, 2007; Silva et al., 2011), por lo que

no permanece viable en aguas cloradas.

2.4 Alimentos implicados en casos esporadicos y brotes de la enfermedad

La campilobacteriosis se asocia con el consumo de una gran variedad de
alimentos (Haba, 1993), siendo su via de transmision principal la carne cruda o poco
cocinada, en especial la de aves de corral (Silva et al., 2011; Zendehbad et al., 2015). Esta
ampliamente documentada la presencia de Campylobacter en todas los puntos de la
cadena de produccion de pollos de carne (FAO/OMS, 2003; Gruntar et al., 2015). A pesar
de que, como ya se ha comentado, la principal causa de infeccion se debe a la carne de
pollo, la carne de cerdo mal cocinada, la leche cruda (sin pasteurizar o hervir) o el agua
no clorada, se han implicado también en brotes de infecciéon por Campylobacter
(Sheppard et al., 2009). Del mismo modo, las frutas y verduras regadas y/o lavadas con
agua contaminada pueden ser transmisoras de estos patdgenos (Chai et al., 2007;
Mohammadpour et al., 2018), asi como los moluscos, si el agua en el que se encuentran

estd contaminada por Campylobacter (Pitkanen, 2015).

Es importante destacar que la mayoria de la informacién sobre las fuentes de
infeccion y las vias de transmision de la campilobacteriosis humana se deriva de las
investigaciones llevadas a cabo sobre brotes epidemioldgicos. Sin embargo, como ya se
ha sefialado, tales brotes son relativamente infrecuentes en este patégeno, apareciendo la
mayoria de las veces la enfermedad de manera esporadica o aislada (Friedman et al.,
2000). Con relacion a los casos de campilobacteriosis esporadica, las aves de corral y los
productos avicolas se consideran las fuentes de infeccion mas comunes (Skarp et al.,
2016). La evidencia epidemioldgica de esta hipotesis ha sido recogida durante afios en
numerosos estudios de casos y controles, en los que el consumo de carne de aves de corral

se convierte en un factor de riesgo destacado para la campilobacteriosis (Harris et al.,
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1986; Kapperud et al., 1992; Effler et al., 2001). Esta hipotesis se confirm6 con la
reduccion repentina de las infecciones por Campylobacter, cuando se retiraron del
mercado los productos procedentes de aves de corral durante la crisis de la dioxina en

Bélgica, en junio de 1999 (Vellinga y Van Loock, 2002).

Otros estudios sugieren otras posibilidades de contagio humano con
microorganismos del género Campylobacter, entre los que se incluyen la bebida o
manipulacion de materias primas, el consumo directo de leche contaminada (Eberhart-
Phillips et al., 1997; Studahl y Andersson, 2000), el contacto con animales diarreicos
(Saeed et al., 1993), con perros o con gatos (Neimann et al., 2003) e incluso la natacion
en aguas naturales contaminadas, sobre todo como consecuencia de zambullidas, a las
que se asocia la ingestion de algunas cantidades de agua (Schonberg-Norio ef al., 2004).
Y a pesar de que en la actualidad son muchos los estudios realizados con el fin de aclarar
las posibles causas de las campilobacteriosis aisladas, la mayoria de los casos esporadicos

continuan aun sin explicacion (Brown et al., 2004).

Aunque, como se ha mencionado, en la mayoria de las ocasiones las
enfermedades causadas por este patogeno aparecen de manera esporadica, a lo largo de
la historia se han producido brotes importantes asociados al consumo de alimentos
(Pebody et al., 1997). Diversas investigaciones han concluido que los grandes brotes, con
cientos o miles de casos, se asociaron con el consumo-ingestion de agua contaminada
(Andersson et al., 1997; Kuusi et al. 2005; Smith et al., 2006; Jakopanec et al., 2008;
Karagiannis et al., 2010), bien debido a la presencia tnica del patdgeno o cuando aparece
simultdneamente junto a otros agentes, como E. coli (Bopp et al., 2003), S. sonnei

(Maurer y Stiirchler, 2000), Cryptosporidium spp. o Giardia spp.

La leche sin pasteurizar también es una causa bien documentada de brotes de
campilobacteriosis (Evans et al., 1996; Kalman et al., 2000; CDC, 2009, 2013),
comunmente por la contaminacion fecal de la leche cruda (Birkhead et al., 1988), aunque
en ocasiones se ha demostrado que animales con mamitis por esta causa pueden excretar
Campylobacter en leche, directamente de la ubre (Orr ef al., 1995). Aunque muchos
brotes han sido relacionados con el consumo de carne de pollo (Evans et al., 1998; Black
et al., 2006, Mazick et al, 2006; Inns et al., 2010), la contaminacion cruzada,
principalmente con pollo crudo en comidas preparadas para grandes colectividades,

resulta una de las causas mas frecuentes de los brotes (CDC, 1998; Jiménez et al., 2005).
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Con menor frecuencia que en los casos anteriores, también se han asociado a
brotes de enfermedad otras causas, como el consumo de mariscos (Griffin et al., 1983),
fruta y productos céarnicos de origen no aviar contaminado y la transmision directa

interhumana (Cohen et al., 1984; Olsen et al., 2001).

2.5 Epidemiologia. Variacion estacional

Pese a que la infeccion debida a C. jejuni afecta a individuos de todas las edades,
la enfermedad presenta una distribucion bimodal, apareciendo un primer pico mucho mas
acusado en nifios menores de 5 afios (Gilliss ef al., 2013) y otro en adultos jovenes, de
entre 15 y 30 afios (Butzler, 2004). Con relacion al género, no parece que la incidencia
muestre una diferencia muy clara entre hombre y mujeres, a pesar de que algunos estudios
sefialan que la campilobacteriosis resulta mas frecuente en varones (Nichols et al., 2012;

Schielke et al., 2014).

Como quiera que el padecimiento de alguna enfermedad crénica podria
considerarse un factor de riesgo para el hombre (Friedman et al., 2000), los pacientes con
SIDA, diabetes mellitus, tlcera péptica, hernia de hiato o problemas intestinales inferiores
se asocian con mayores niveles de infeccion y enfermedad por problemas de

campilobacteriosis, igual que de otras infecciones entéricas.

Ademas, como es de suponer, la infeccion por Campylobacter resulta mas
frecuente en personas con determinados hébitos alimentarios, como el consumo de carne
de pollo poco cocinada, de comida rapida o de carne cocinada a la barbacoa, asi como
con el consumo de leche sin pasteurizar o de agua sin tratar (Domingues et al., 2012).
También los malos habitos higiénicos (Henry et al., 2011), el contacto directo con
animales de abasto o mascotas (Workman et al., 2005), o determinadas practicas y
actividades de ocio al aire libre, como los bafos en aguas naturales (Schonberg-Norio et
al.,2004) o los viajes al extranjero (Norkrans y Svedhem, 1982), implican habitualmente

un aumento del riesgo.

Una caracteristica notable de la campilobacteriosis en los paises de clima
templado es la variacion estacional. La incidencia de la enfermedad presenta uno o dos
picos, que se producen en primavera y verano o principios del otofio (Nylen ef al., 2002).

Segun un estudio de la EFSA publicado en 2010, las variaciones estacionales en distintos
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paises europeos muestran un patrén muy similar a lo largo de los afios (EFSA, 2010b).
Aunque esta pauta es en gran medida inexplicable, bien podria estar relacionada con los
factores climaticos que provocarian picos estacionales en la prevalencia de
Campylobacter en pollos de carne (Patrick et al., 2004; Louis et al., 2005), o con la
posibilidad de que las moscas actien como vectores mecanicos, importantes para la

transmision de la infeccion durante el verano (Nichols, 2005).

Un aumento de la incidencia en primavera, concretamente en mayo en Reino
Unido, también se ha asociado con el mayor consumo o manipulacion de leche
contaminada por aves en contacto con esta en esa época (Southern et al., 1990). Otra de
las causas sugeridas para explicar la presencia de los picos estacionales son determinados
habitos humanos mas frecuentes durante la estacion calida, como las barbacoas,
acampadas, la natacion en los lagos y rios o el consumo de agua de arroyos y lagos (Nylen

et al., 2002).

2.6 Incidencia real e impacto econémico

A pesar de la importancia de Campilobacter a nivel mundial (Altekruse et al.
1999), y de que para facilitar su prevencion en los paises desarrollados hace afios que se
han puesto en marcha numerosos sistemas de vigilancia (Coker ef al., 2002; DOUE, 2003;
Bartelt, 2004), existe un elevado grado de incertidumbre sobre la incidencia real de la

campilobacteriosis y su impacto (Orihuel et al., 2015).

El ntimero de casos notificados de la enfermedad en el hombre difiere, en mucho,
segun las distintas estimaciones de los casos reales (Ailes et al., 2012; EFSA, 2017),
considerandose que s6lo un bajo porcentaje de los casos son verificados, es decir,
anotados o registrados como tales, lo que podria atribuirse a varias causas concurrentes
(Pefia et al., 2006; Schielke et al., 2014). En primer lugar, al tratarse de una enfermedad
autolimitante y que en muchas ocasiones cursa con sintomatologia leve, es frecuente que
los pacientes no acudan al médico o, si lo hacen, su sintomatologia se relacione con otra
causa (Haba, 1993). En el caso de que el personal sanitario tuviera sospechas de una
posible infeccion por Campylobacter, se tomaria una muestra de heces del paciente, con
el objeto de determinar si el agente causante de la enfermedad es o no este patdégeno

(Ekdahl y Giesecke, 2004; Ailes et al., 2012). Hay que tener en cuenta que no siempre
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resulta facil la deteccion de este microorganismo, ya que al ser el cultivo de
Campylobacter spp. mas costoso y complicado que el de otras bacterias entéricas
(Ingresa-Capaccioni et al., 2015a), muchos laboratorios hospitalarios no realizan esta
determinacion de forma rutinaria, pudiéndose producir errores. En el caso de que la
determinacion del agente sea positiva, es necesario que se proceda a la notificacion del
caso a las autoridades sanitarias, para lo cual debe existir un sistema de vigilancia, del
que no se dispone en todos los paises ni se utiliza con la misma eficacia (EFSA, 2010a;

WHO, 2001).

Teniendo en cuenta estas consideraciones, para calcular la incidencia real de la
enfermedad, en forma de casos, seria necesario aplicar un factor de correccion al nimero
de los notificados, que tuviese en cuenta la pérdida de casos producida en cada uno de los
pasos de la cadena de notificacion al sistema de vigilancia (Pena et al., 2006). Con el fin
de determinar la incidencia real, en 1999, Mead realizd un estudio en el cual se reveld
que en EE.UU. s6lo se confirmaba uno de cada 38 casos (Mead et al., 1999). Otros
estudios, con la misma finalidad, determinaron que la incidencia real multiplicaria por
ocho o incluso por cien los casos confirmados (Nachamkin et al., 1992; Samuel ef al.,

2004).

La OMS estima que aproximadamente el 1% de la poblacion se infecta cada afio
(Hernandez-Haba y Herndndez-Giménez, 2007) y, segin estudios de EFSA, se cree que
en la UE se producen anualmente 9 millones de casos de infecciones por Campylobacter
spp., frente a los aproximadamente 200.000 casos confirmados oficialmente, es decir, la
incidencia real multiplicaria casi por 45 los casos confirmados (EFSA, 2011). En Espafia,
se estima que el factor de correccion debera ser mucho mas elevado, ya que solo se

notificaria un caso por cada 238 reales.

El calculo de los costes derivados de la infeccion por Campylobacter, al igual
que el de otras enfermedades alimentarias resulta muy complejo, ya que, a la divergencia
entre los casos notificados y los reales, habria que afiadir la dificultad de valorar los gastos
ocasionados por las secuelas que la enfermedad puede provocar (McLinden et al., 2014).
Se calcula que el coste ocasionado por estos agentes en la UE podria llegar a los 2.400
millones de euros anuales (EFSA, 2017), estimandose que en Espafa este valor podia

llegar a 120 millones de euros, segiin fuentes de Centro Nacional de Epidemiologia.
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III. IMPORTANCIA EN AVES

3.1 Prevalencia

Como se ha comentado, las aves domésticas y salvajes constituyen el reservorio
mas importante de Campylobacter y fuente de infeccion para otras especies animales y
para el hombre (Young et al., 2007). Tradicionalmente, se ha considerado que estos
animales albergan los microorganismos en el tracto intestinal, habitualmente sin presentar
signos clinicos, permaneciendo como portadores asintomaticos en la mayor parte de los
casos (Young et al., 2007; Cecilia et al., 2013); sin embargo, mas recientemente se ha
demostrado que cuando C. jejuni coloniza el intestino de las aves, el microorganismo
interactta con el epitelio intestinal e influye en las funciones celulares del hospedador, lo
que genera consecuencias sobre la absorcion de nutrientes (Awad et al., 2018). La EFSA
estima que el reservorio aviar de Campylobacter es el responsable del 50 al 80% de los
casos de campilobacteriosis humana, mientras que el procesado y la manipulacién de los

alimentos de origen animal pueden serlo del 20 al 30% (EFSA, 2010b).

La mayoria de los estudios sobre la prevalencia de Campylobacter en aves de
corral llevados a cabo en diferentes paises ofrecen resultados muy diversos, por lo que no
suelen ser comparables, debido a la escasa o nula estandarizacion en el muestreo y la
metodologia utilizada en el aislamiento (Pokamunski et al., 1986; Gregory et al., 1997,
Jore et al., 2010). Con el fin de poder comparar los diversos datos obtenidos, en 2008 la
UE realizo un estudio de prevalencia normalizado en todos los estados miembros, a partir
de contenido de ciegos de pollos (EFSA, 2010c¢), en el que se obtuvo un porcentaje medio
de prevalencia del 75,8%, advirtiéndose resultados muy diversos entre los distintos
paises, con prevalencias entre el 2% y el 100% de los lotes de pollos. Aunque se cree que
algunos factores, como el nimero de animales por granja, la distancia entre ellas o
determinados parametros zootécnicos, pueden influir en la prevalencia de
Campylobacter, las razones por las que se presentan tales diferencias no se conocen con
certeza hasta el momento (Bouwknegt et al., 2004; McDowell et al., 2008; Ridley et al.,
2011).

En relacion con las especies del género Campylobacter aisladas en pollo, en
diversos estudios se confirma que C. jejuni es la mas comun, seguida por C. coliy C. lari;

incluso en algunos casos es frecuente que los animales estén colonizados por mas de un
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tipo de cepa de C. jejuni, lo que podria ser reflejo de la diversidad de fuentes de infeccion

para un mismo lote (Newell y Fearnley, 2003).

Es muy frecuente que durante el sacrificio y, por diversas razones, estos
microorganismos, que inicialmente se encuentra en el intestino de las aves, pasen a la
canal, contaminandola (Hue et al, 2010). Segin datos de EFSA (EFSA, 2018), la
prevalencia de Campylobacter en carne de pollo en los estados miembros de la UE se
situd en torno al 37,4% en el afio 2017. En lo referente a Espafia, un informe del afio 2013
sefalaba una prevalencia en matadero del 53,3%, del 26,7% en las plantas de procesado
y del 70% en los puntos de venta, situdndose asi nuestro pais como uno de los que mayor
prevalencia de toda la UE (EFSA, 2015b). Al igual que lo que ocurre en los lotes de
pollos, en las naves de cria, la especie que se aisla con mayor frecuencia en la carne es C.

Jjejuni, seguida por C. coliy C. lari (EFSA, 2017).

Por otra parte, un informe de un estudio publicado por la OMS (WHO, 2001),
revel6 que existe una relacion lineal entre la prevalencia de Campylobacter en los lotes
de pollos y la incidencia de la enfermedad en humanos, por lo que es indudable que la
reduccion de estos patégenos en la produccidon primaria resultaria decisiva para la

disminucidn de la cantidad de casos en humanos.

3.2 Colonizacion

Conocida la relevancia que presenta C. jejuni en pollos de carne en relacion con
la Salud Publica, a largo de los ultimos afios se han desarrollado diversos estudios con el
fin de aclarar coémo se lleva a cabo el proceso de colonizacion intestinal. Generalmente,
C. jejuni se hospeda en el intestino de las aves, actuando como comensal (Lee y Newell,
20006), colonizando principalmente las células epiteliales de la mucosa de los ciegos e
intestino delgado (Beery et al., 1988), aunque también se puede recuperar de otras zonas

del tubo digestivo, asi como de higado y bazo (Knudsen et al., 2006).

Recién nacidos, después de la eclosion, los pollitos parecen estar libres de
Campylobacter (Jacobs-Reitsma, 1995) y, aunque es posible la infeccion experimental de
animales de un dia (Stern et al., 1988), en condiciones de campo resulta raro aislar las
bacterias en pollos menores de dos semanas (Berndtson et al., 1996a), siendo mas

frecuente la condicion de positivos a partir de la tercera (Evans y Sayers, 2000). Con estos
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datos, se asume que la colonizacion natural de los pollitos estd vinculada con la edad (Stas
et al., 1999), aunque no se sabe con exactitud cudl o cudles pueden ser los
desencadenantes de que este hecho pueda producirse (Hermans ef al., 2011b). Tal
circunstancia podria ser atribuida a la proteccidon que aportan los anticuerpos maternales,
teniendo en cuenta que su periodo de persistencia en los pollitos (entre 15 y 21 dias)
coincide con su resistencia a ser colonizados (Cawthraw y Newell, 2010), aunque
diversos estudios han demostrado que esta proteccion seria solo de tipo parcial (Ringoir
et al., 2007), por lo que se deduce que deben existir también otros factores que

contribuirian a la susceptibilidad de los pollitos.

Por otra parte, en sus primeros dias el intestino de los pollitos experimenta una
gran cantidad de cambios fisioldgicos, produciéndose diversas modificaciones en la
microbiota intestinal y la maduracion de la inmunidad de mucosas que, unidos a cambios
en el manejo y el alimento podrian influir en la resistencia a la infeccion (Newell y
Fearnley, 2003). Aunque experimentalmente se ha logrado infectar pollos con C. jejuni
aplicando dosis tan bajas como 40 UFC (Cawthraw et al., 1996), se ha demostrado que la
dosis necesarias para que se produzca la colonizaciéon no siempre son similares y que
dependen de la cepa bacteriana y de las caracteristicas del animal (Ringoir y Korolik,

2003).

Una vez que el patégeno se ha establecido en la manada, las aves colonizadas
presentan en poco tiempo un gran nimero de bacterias en el ciego, detectables facilmente
en heces (Stern et al., 2001). La alta eliminacion fecal, asi como la coprofagia
caracteristica de los pollos (Gormley et al., 2014), provocan que la difusion de
Campylobacter entre los animales del lote sea extremadamente rapida (van Gerwe et al.,
2009), encontrandose con frecuencia porcentajes de colonizacion cercanos al 100%, a los

pocos dias de la colonizacion inicial (Rushton et al., 2009).

Con relacion a la duracion de la colonizacién, en los pollos de carne de tipo
pesado, al menos, ésta persiste durante toda la vida (Sahin et al., 2002; Allen et al.,
2008a); sin embargo, en estudios llevados a cabo con animales adultos, a partir de las 8
semanas de vida se ha observado una reduccion del nimero de aves infectadas y de la
carga de Campylobacter en el contenido cecal (Achen et al., 1998). Esta disminucion con
frecuencia va unida a la presencia de anticuerpos, lo que podria sugerir que la activacion
de la respuesta inmunitaria puede estar asociada con la eliminacidén de la infeccion

(Genigeorgis et al., 1986), pero la eficacia de los anticuerpos en la prevencion o en la
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limitacion de la infeccion sigue siendo hasta ahora una incognita y, aunque se han
realizado estudios con diferentes vacunas, por el momento ninguna ha tenido resultados

plenamente eficaces contra C. jejuni (Nielsen et al., 2012).

Teniendo en cuenta estos datos, es evidente que una vez que se ha producido la
colonizacioén, resulta muy complicado frenar su avance, por lo que es imprescindible
conocer los mecanismos que utiliza Campylobacter para introducirse en la manada y
poder incidir en la eliminacion de la bacteria con anterioridad, para evitar que se inicie la

colonizacién.

3.3 Transmision vertical

A pesar de que existen datos contradictorios (Cox et al., 2012; Agunos et al.,
2014), la mayor parte de los estudios concluyen que en este caso no se produce
transmision vertical (Bull et al., 2006; Callicott et al., 2006), aunque consideramos
importante y suficientemente justificado realizar una minima reflexion sobre este aspecto,
por lo que en este apartado recogemos la posibilidad de que Campylobacter se pueda

transmitir desde los reproductores a la progenie.

En determinados estudios ha sido posible aislar C. jejuni de distintos 6rganos del
aparato reproductor de las aves de corral. En el caso de las hembras, del oviducto y los
foliculos ovéricos (Buhr ef al., 2002; Hiett et al., 2002a), y en los machos del semen (Hiett
et al., 2003), base sobre la que podria plantearse la posibilidad de transmision vertical a
la descendencia. Sin embargo, tal planteamiento falla en la préctica, porque la prevalencia
del patdgeno en el interior del huevo resulta escasa o nula (Doyle, 1984: Kazwala et al.,
1990). Otros estudios publicados sugieren también, de manera indirecta, la posible
eficacia de esta forma de transmision; por ejemplo, el aislamiento de estas bacterias en
restos de cascara y plumon tras la eclosion y también en la propia incubadora (Hiett et
al., 2002b; Byrd et al., 2007), pero la realidad es que, en la mayor parte de los casos, las
bacterias procederian de los restos de heces presentes en la cascara del huevo y no en su

interior (Doyle, 1984).

Por otra parte, también cabria la posibilidad de que estos microorganismos
colonizasen el huevo desde el exterior, como ocurre con otros patdgenos aviares (Clay y

Board, 1991); sin embargo, esto se considera también poco probable si tenemos en cuenta
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que C. jejuni no suele ser capaz de atravesar la cédscara intacta del huevo, incluso en
condiciones experimentales (Allen y Griffiths, 2001) y que la supervivencia en su

superficie seria ademas muy limitada, segiin estudios previos (Sahin et al., 2003).

Todo esto, sumado a que no es habitual el aislamiento de cepas similares de los
reproductores y la progenie (Chuma et al., 1997; Petersen et al., 2001) y a que, como se
ha sefialado, en condiciones de campo la infeccion en los pollitos no suele hacerse
presente hasta al menos las tres semanas de vida, lleva a pensar que este tipo de

transmision posee una relevancia baja de la infeccion, si es que existe.

3.4 Transmision horizontal

Conociéndose la poca importancia que presentaria la transmision de tipo vertical
en esta infeccion y la gran rapidez con la que se produce la difusién dentro de la manada,
es evidente que la principal ruta de introduccion de Campylobacter en la nave ha de ser
la transmision horizontal. A lo largo del tiempo, diversos estudios han intentado
esclarecer tanto las fuentes y modo de transmision, como los factores de riesgo mas
relevantes asociados a la colonizacion de los pollos por Campylobacter (Sahin et al.,

2002), sin que hasta la fecha se haya podido establecer una forma tnica.

Considerando que el patogeno puede persistir en el ambiente exterior cercano a
las granjas (Keener et al., 2004) y la baja dosis necesaria para la colonizacion de los
animales (Cawthraw et al., 1996), resulta obvio que su introduccién en las naves podria
desencadenar facilmente la infeccion del lote. Entre las formas de introduccidn probables
en la manada, se debe considerar la posibilidad de persistencia de Campylobacter en el
interior de la nave o en sus inmediaciones, entre los diferentes lotes (Newell y Fearnley,
2003), apostandose por esta via como la responsable de aproximadamente un 20% de la

prevalencia en granjas (EFSA, 2011).

Aunque en general las operaciones de limpieza y desinfeccion realizadas
correctamente, junto con un tiempo de vaciado adecuado de las naves serian suficientes
para la eliminacién de Campylobacter del ambiente (Newell y Fearnley, 2003), con
frecuencia se ha podido recuperar de zonas encharcadas (Messens et al., 2009), pediluvios
o rodaluvios que no han sido desinfectados adecuadamente (McDowell ef al., 2008). Por

otra parte, es primordial recordar que, a pesar de que su supervivencia en el ambiente es
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muy baja, en condiciones normales (Nachamkin, 2007) son capaces de sobrevivir durante
semanas a temperaturas bajas y en condiciones adecuadas de humedad (Garcia et al.,
2013). Tanto es asi que se ha descrito cierta asociacion entre las condiciones
climatoldgicas y la contaminacion ambiental por Campylobacter, siendo mas habitual el

aislamiento en épocas de lluvias y después de ellas (EFSA, 2010c).

En cuanto al origen de las primeras infecciones, se cree que el agua puede ser
una de las principales fuentes y que su importancia en la colonizacion de la manada o la
nave podria estar subestimada, ya que el aislamiento a partir de este elemento resulta
complicado (Jones, 2001). Se ha comprobado el posible contagio de los pollos mediante
el agua de bebida, al demostrar en algunos estudios la coincidencia total de las cepas
aisladas de los animales con las procedentes del agua de los pozos de abastecimiento de

la granja (Messens et al., 2009).

Por otra parte, aunque en principio y por si misma, el agua no proporciona las
condiciones idoneas para la supervivencia durante tiempo prolongado (Jones, 2001), los
microorganismos del género Campylobacter han sido capaces de desarrollar mecanismos
para prolongarla, incluyendo los estados de formas viables no cultivables (Koenraad et
al., 1997), la formacién de biopeliculas (Buswell et al., 1998) o la supervivencia

intracelular en amebas de vida libre (Axelsson-Olsson et al., 2005).

Ademas, pese a que la transmision interhumana de la enfermedad es poco
frecuente y que la infeccion de los animales a partir del hombre no se considera
importante, varios estudios han intentado determinar el papel que la actividad humana
desempeiia en relacion con la colonizacion (Newell y Fearnley, 2003). De este modo, se
ha aislado Campylobacter de la ropa, del calzado o incluso de las manos de los
trabajadores y de los visitantes de las granjas (Newell y Fearnley, 2003) y se podria
establecer una relacion directa entre el riesgo de contaminacion del lote de aves que
pueblan la nave y el nimero de visitas por dia (Refrégier-Petton et al., 2001). Con estos
datos, se pone en evidencia que las personas (empleados, técnicos, visitantes, etcétera)
pueden actuar como vehiculo para la introduccion de los microorganismos en la granja,

desde el ambiente exterior.

Determinadas practicas de manejo también constituirian un factor de riesgo
importante. Seria el caso del aclarado de los lotes, ya que se ha comprobado que en

granjas en las que se realiza esta practica el riesgo de colonizacion aumenta
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significativamente en relacion con otras donde no se realiza (Allen et al., 2008), lo que
podria atribuirse a la limpieza inadecuada de las jaulas entre explotaciones (Patriarchi et
al., 2010). Otros peligros asociados al manejo pueden estar representados por el retraso
en la retirada de animales muertos y la retirada o acumulacién incorrecta de la cama de

los animales (Cardinale et al., 2004).

Al igual que sucede en el caso del hombre, algunos insectos o animales
procedentes del exterior podrian ejercer un papel importante en la introduccion de C.
Jjejuni en las naves, desde el punto de vista epidemiologico (Humphrey et al., 2007). En
primer lugar, habria que considerar, por ejemplo, el riesgo que supone la presencia de
aves silvestres y animales domésticos o de abasto en la explotacién o incluso en los
alrededores de las granjas, asi como la posibilidad de que estuviesen infectados con estos
microorganismos, pudiendo transmitir el agente al lote o contaminar el ambiente cercano
a la nave (Craven et al., 2000; Hald et al., 2000; Hansson et al., 2010a). Aunque hasta
ahora no se haya podido determinar con claridad cémo sucede, resulta claro el riesgo que
supone la posible presencia de otras especies animales cerca de las naves, hasta el punto
de que existen estudios en los cuales se han descrito casos de lotes infectados con la
misma cepa aislada de las heces de los animales que conviven en sus cercanias con las

aves (Hiett et al., 2002¢c; Ridley et al., 2011a).

Con todas las consideraciones expuestas, parece evidente que el estado adecuado
de conservacion de las naves, asi como las buenas practicas de manejo llevadas a cabo
por el personal de la granja podrian atenuar el riesgo de contagio e infeccion de los

animales (Berndtson et al., 1996b).

En relacion con el papel que pudieran desempefiar insectos y roedores existe
controversia, aunque varios autores han considerado la posibilidad de su intervencion.
Por una parte, se estima que el papel que tendrian como vectores seria limitado, debido
al escaso tiempo de supervivencia de la bacteria en ellos (Strother ef al., 2005; Hansson
et al., 2007b; Hald et al., 2008), asi como a la poca distancia que son capaces de recorrer,
en el caso de los insectos. A pesar de ello, existen estudios que aseguran que la colocacion
de mosquiteras en las granjas de pollos logré reducir hasta cuatro veces el porcentaje de
lotes positivos (Hald et al., 2007), lo que podria llevar a creer que las moscas 0 mosquitos
podrian actuar como vectores para la introduccion del patégeno; ademas, esta idea podria
explicar los picos de prevalencia que la enfermedad suele presentar en las épocas

calurosas, cuando existe mas cantidad de insectos (Nichols, 2005). Ademas, al igual que
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ocurre en el caso de la Salmonella spp (Wales et al., 2010), se considera que el 4caro rojo
(Demanyssus gallinae) podria representar un importante papel en la introduccion del

patogeno y su difusion en las naves.

Como se ha expuesto anteriormente, varios estudios han demostrado que cuando
los pollitos llegan a las granjas estan libres del patdégeno y que es en ellas donde se
produce su infeccion; por lo tanto, la implantacion de Campylobacter en la nave de cria
depende de la eficacia de las medidas de bioseguridad destinadas a evitar la entrada del

microorganismo y la consiguiente colonizacion de los pollos (Meunier et al., 2016).

3.5 Factores de virulencia/colonizacion

No es discutible que los dafios producidos por las infecciones microbianas
dependen fundamentalmente de la virulencia de la cepa y de la respuesta inmunitaria del
hospedador. En C. jejuni, pese a que los conocimientos acerca de los mecanismos que
determinan la virulencia han avanzado notablemente desde la secuenciacion de la cepa
NCTC 11168 en 2000, en la actualidad atn no se encuentran completamente definidos
(Parkhill et al., 2000), posiblemente debido a las diferencias entre este microorganismo y
otros patogenos entéricos, cuya informacion habitualmente se utiliza como referencia

(Dasti et al., 2010).

Como ya se ha expuesto, al contrario de lo que sucede en el caso del hombre, C.
Jjejuni provoca en los pollos una colonizacion persistente y asintomatica a nivel intestinal.
Al no producirse signos de enfermedad en aves, es mas preciso definir estos mecanismos
como factores de colonizacion. Esta demostrado que en el intestino de los pollos existen
diferentes elementos que dificultan el crecimiento 6ptimo de C. jejuni (Murphy et al.,
2006), por lo que este patdogeno necesita utilizar multiples estrategias para poder llevar a
cabo una colonizacion con éxito (Newell, 2002). Es preciso que, para que la bacteria
pueda colonizar el intestino de estos animales, tenga la capacidad de producir motilidad,
adhesion e invasion (Bang et al., 2003), a la vez que resista la accion de determinados

ambientes adversos (Hermans et al., 2011c¢).

C. jejuni posee uno o dos flagelos polares que le confieren una movilidad rapida,
que se ve aumentada si incrementa la viscosidad (Shabbir et al., 2018), un hecho critico

para el éxito de la colonizacion (Guerry, 2007). Los flagelos estan compuestos por dos
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flagelinas (flaA y flaB) de caracter proteico, codificadas por sus respectivos genes, flaAd
y flaB (Hendrixson et al., 2001). Aunque la expresion de ambos genes resulta
imprescindible para que la bacteria presente la maxima motilidad (McKinney et al.,
2010), los experimentos llevados a cabo con mutantes han demostrado que flaA resulta
decisiva para la colonizaciéon en pollos, dado que las mutaciones inducidas en su gen
producen una disminucioén importante de la movilidad, observandose una reduccion ligera
si la mutacion se produce en el gen flaB (Wassenaar et al., 1993). Ademas de la
importancia en la movilidad, el gen fla4 parece también corresponsable de la expresion

de adherencia e invasion celular, en las que interviene (Jain ef al., 2008).

Por otra parte, se ha demostrado también que los mutantes inmoviles de C. jejuni
pueden colonizar pollos cuando se inoculan grandes cantidades de células viables
(Wosten et al., 2004), concluyéndose asi que todavia falta mucho por conocer en relacion
con la fisiologia del movimiento de estos microorganismos y su intervencion en la
colonizacion del tracto gastrointestinal de los pollos. Sin embargo, se especula con que la
movilidad probablemente sea necesaria para que el patdgeno pueda alcanzar la capa de
mucina de las células cecales (Beery et al., 1988) y permitirle resistir al peristaltismo

intestinal (Hendrixson y DiRita, 2004).

La quimiotaxis representa la reaccion de algunas células ante la concentracion
de determinados agentes quimicos en el medio ambiente. Este mecanismo permite a las
bacterias dirigirse hacia condiciones mas propicias para llevar a cabo la invasion del
hospedador. En el caso de C. jejuni, se ha demostrado que las moléculas con las que
presenta una atraccion quimiotactica mas fuerte son las mucinas, un tipo de glicoproteinas

que resultan ser componentes primarios del moco intestinal (Hermans et al., 2011b).

Por otra parte, para que concluya con éxito la colonizacion es necesario que antes
se haya producido la adhesion de las bacterias a las células epiteliales del intestino, hecho
que en el caso de C. jejuni estd mediado por varias adhesinas presentes en la superficie
bacteriana (Jin et al., 2001). Existen multiples estudios realizados con células humanas
que justifican la importancia de determinadas interacciones adhesina-receptor
especificas, como la que produce la CadF (una proteina de membrana externa), la FIpA
(la proteina de la fibronectina) o la JIpA (una proteina de choque térmico) (Rubinchik et
al., 2012), pero ademas de dicha interaccion especifica también parecen tener lugar otras
inespecificas (Crushell et al., 2004), lo que evidencia que el proceso de adherencia de C.

Jjejuni se compone de distintos mecanismos.
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Los flagelos, ademas de permitir la movilidad de C. jejuni, también funcionan
como aparato de secrecion para los antigenos de invasion de las campilobacterias
(proteinas Cia) (Konkel et al., 2004). Se ha demostrado que dicha secrecién aumenta con
la exposicion al moco intestinal del pollo (Biswas et al., 2007), asi como que resulta
importante para la colonizacion del intestino de estas aves (Ziprin ef al., 2001) y para la
invasion celular (Konkel ef al., 1999). En estudios realizados in vitro, parece confirmarse
que estas bacterias, a pesar de ser capaces de invadir células intestinales primarias aisladas
de las aves, sobreviven en enterocitos primarios de pollo in vivo (Van Deun et al., 2007).
Dado que la mayoria de los estudios se han llevado a cabo con células humanas y las
condiciones de ambos hospedadores no son similares, no existe mucha informacion sobre

los genes involucrados en la invasion de C. jejuni en aves.

C. jejuni posee distintos sistemas reguladores que le permiten la supervivencia
en el intestino. Uno de los mas estudiados es el denominado “Cme”, una bomba de flujo
que, segun diversos autores, confiere a la bacteria resistencia frente a diversos productos
como metales pesados, antibioticos e incluso frente a las sales biliares en el intestino de
las aves (Lin et al., 2002). Ademas de ello, diversos estudios han demostrado también
que C. jejuni posee una amplia gama de enzimas implicadas en la resistencia al estrés
oxidativo y nitrosativo al que esta expuesto, debido a diferentes causas y, aunque en la
actualidad se han reconocido varios de estos reguladores, ain no se conocen

completamente los mecanismos utilizados (Hermans et al., 2011c).

Cabe destacar, por ultimo, que estas bacterias presentan ademas una disparidad
genética inusual y una elevada frecuencia de recombinacion intragendmica, lo que podria
ser utilizado para aumentar su capacidad de supervivencia y colonizacion en

circunstancias adversas (Ridley et al., 2008).
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IV. ESTRATEGIAS DE CONTROL DE Campylobacter jejuni

€n aves

4.1 Importancia del control en aves

A pesar de la gran relevancia que posee la campilobacteriosis aviar a nivel
mundial, actualmente no existe ninguna normativa de la UE para el control de las especies
patdgenas productoras (C. jejuni'y C. coli), siendo los paises nordicos los unicos que han
establecido diversos programas de control nacional (Vargas y Hely, 2016). Como se
refirid en el capitulo anterior, una elevada proporcion de las manadas de pollos son
positivas a C. jejuni en el momento del sacrificio (EFSA, 2010c), una circunstancia que,
afiadida a la elevada concentracion microbiana en el intestino de los animales infectados,
favorece de modo extraordinario la contaminacion de las canales durante el procesado en
el matadero, todo ello a pesar de que se extremen en las naves las medidas higiénicas a

todos los niveles (Althaus et al., 2017).

En los ultimos afios se han realizado diferentes evaluaciones de riesgo en Europa
(Rosenquist et al., 2006; Nauta et al., 2009; EFSA, 2011), que han concluido que se
podria reducir significativamente el nimero de casos de campilobacteriosis humana,
disminuyendo la cantidad de Campylobacter en las canales de pollos. Segun la EFSA, en
teoria, si se consiguiese reducir la cantidad de Campylobacter presentes en las canales a
cantidades inferiores a entre 1.000 y 500 UFC/g, se reduciria el riesgo atribuido a la carne,

hasta en un 50 y 90%, respectivamente (EFSA, 2011).

Las especies de Campylobacter estan presentes a lo largo de la cadena
alimentaria (Gruntar et al, 2015) y, aunque resulte obvio que su control puede
implementarse en distintos eslabones, muchos autores reconocen que el efectuado en la
granja seria el de mayor repercusion y beneficio final (Lin, 2009; EFSA, 2011; Newell et
al., 2011; Robyn et al., 2015) debido, principalmente, a dos razones fundamentales: por
una parte, a que la bacteria no sélo se propaga a través de la carne de pollo, sino que
puede difundirse desde las granjas a los humanos por otras vias diferentes, como, por
ejemplo, el contacto directo con animales o con fuentes ambientales (EFSA, 2011) y, en
segundo lugar, a que éste es el tnico punto de toda la cadena en el que se puede producir

una amplificacion de la contaminacion en el intestino de las aves infectadas.
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En cualquier caso, ninguna medida utilizada de modo individual en la
produccion primaria, ha resultado eficaz para el control de estas bacterias, por lo que lo
mas conveniente seria utilizar distintas estrategias de intervencion que actuasen

conjuntamente en diferentes puntos del proceso (EFSA, 2011).

Control de Campylobacter

Estrategia inmunitaria

Estrategia de higiene y
bioseguridad

Estrategia nutricional

Figura 3. Estrategias de control implementadas en la produccion primaria para limitar la colonizacion
intestinal por Campylobacter de pollos de carne y reducir los casos de campilobacteriosis humana (adaptado
de Meunier et al., 2016).

Entre las distintas operaciones propuestas con el propdsito de controlar estos
microorganismo en la granja, se deben diferenciar las destinadas a evitar la colonizacion
del lote y las que pretenden reducir o prevenir la multiplicacion de Campylobacter
(Hermans et al., 2011d). En primer lugar, las estrategias de control deberian enfocarse a
evitar que Campylobacter entre en la manada alojada en la nave, utilizdndose
principalmente medidas de bioseguridad eficaces. A la vez, por si las medidas anteriores
no lo resultaran totalmente, se deberia reducir la susceptibilidad de los animales a la
infeccion, por ejemplo, mediante la utilizacion de aditivos o la vacunacion. En segundo
lugar, si no se puede evitar la colonizacion, resulta evidente que se debe reducir el nimero
de Campylobacter en el intestino de las aves antes de que sean sacrificadas, por ejemplo,

mediante el uso de bacteriofagos o bacteriocinas.
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En su conjunto, los usos adecuados de estas opciones de control deberian reducir
la carga de Campylobacter en las aves, disminuyendo a su vez la cantidad de bacterias en

el medio ambiente y las que finalmente entran en la cadena alimentaria (EFSA, 2011).

4.2 Bioseguridad

La bioseguridad representa el conjunto de medidas preventivas aplicadas en la
explotacion para reducir el riesgo de transmision de un agente infeccioso desde sus
reservorios al hospedador natural susceptible (EFSA, 2011). En relacion al control de
Campylobacter, las medidas de bioseguridad se pueden aplicar a diferentes niveles en la
granja (Newell et al., 2011) y orientarse, todas ellas, hacia el mismo objetivo: prevenir la
colonizacién de la primera ave (Meunier et al., 2016). Entre dichas actuaciones se
encuentran una correcta limpieza y desinfeccion aplicable en la granja a todos los niveles

y la proteccion por medio de barreras fisicas e higiénicas (Pasquali et al., 2011).

Como se ha comentado, en C. jejuni se reconocen diversos reservorios, fuentes
de infeccidn en las inmediaciones de las granjas avicolas, por lo que la aplicacion eficaz
de las “medidas de barrera” resulta, en general, bastante compleja (EFSA, 2011). La
primera dificultad consiste en concienciar al ganadero de su utilidad, lo que no siempre
resulta facil, habida cuenta del gasto que implica en inversion econémica y en dedicacion,
lo que a sus o0jos no siempre se justifica, a causa de su condicion asintomatica (Fraser et

al., 2010).

Entre las barreras fisicas, se puede incluir, por ejemplo, el uso de mosquiteras
que impidan la introduccién desde el exterior de insectos reconocidos como vectores
mecanicos de Campylobacter (Hald et al., 2007). También se incluiria la colocacion de
un cercado perimetral que impermeabilizara la granja para impedir la entrada de animales
(silvestres o domésticos), potenciales vectores del agente (Newell et al., 2011) y, por
supuesto, el mantenimiento de las instalaciones en perfectas condiciones de uso, asi como

el acceso restringido de vehiculos y personal a la granja (Umaraw et al., 2017).

Entre las medidas higiénicas se engloban diferentes precauciones, como el uso
de botas especiales y de ropa de proteccion especifica para cada lote o nave, debido a la

instauracion de procedimientos higiénicos de entrada y salida (Cerda-Cuéllar et al.,
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2015), el lavado de las manos a la entrada y a la salida de la nave y la disponibilidad de

pediluvios (Gibbens et al., 2001).

Existe también otra serie de medidas de bioseguridad eficaces, como la
reduccion de la presencia de roedores, que se consideran un vector probable de
transmision, por lo que su control supone siempre una reduccion significativa de estos
microorganismos en la granja (Allain ef al. 2014). De igual modo, el uso de agua potable
(Kapperud et al., 1993) y la gestion adecuada de las basuras, residuos y cadaveres de los
animales que, en un porcentaje minimo, se considera inevitable en la crianza, resulta
imprescindible para prevenir la diseminacion de las campilobacterias (Messens et al.,

2009).

Hasta el momento, en los paises de la UE se han probado varias estrategias de
control de bioseguridad destinadas a reducir Campylobacter en pollos de carne, con
resultados positivos (Meunier et al., 2016). En el caso de Dinamarca, por ejemplo,
mediante la aplicacion de diversas medidas, en su mayor parte de bioseguridad, en un
periodo de tan solo 5 afios se redujo la prevalencia de estos microorganismos en los lotes,
de un 43 a un 27% (Rosenquist et al., 2009). En el mismo sentido, en Islandia, en el afio
2000, también se evidencio la importancia de este tipo de medidas en la prevencion de la

campilobacteriosis humana (Stern ef al., 2003).

En el caso de Espatfia, se ha descrito la disminucién de la proporcion de los lotes
colonizados por Campylobacter, promovida por el uso de este tipo de actuaciones (Cerda-
Cuéllar et al., 2015), asentandose asi las medidas de bioseguridad como el pilar
fundamental de todos los programas de control nacionales existentes (Stern ef al., 2003;

Hofshagen y Kruse, 2005; Hansson et al., 2007a; Rosenquist et al., 2009).

De todos modos, aunque pueda suceder que la aplicacion rigurosa de las medidas
generales de bioseguridad reduzca la posibilidad de infeccion y colonizacién de los lotes,
todos los autores reconocen que, por si solas, no resultan suficientes para resolver el
problema, debido a la presion constante de contaminacién a la que se encuentran

sometidas las granjas avicolas (Hermans ef al., 2011d).
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4.2.1 Descontaminacion, limpieza y desinfeccion

Representan una parte importante del Programa de Bioseguridad de la
explotacion. El objetivo principal en las naves de engorde consiste en asegurar que al
inicio del ciclo productivo, las instalaciones se encuentren libres de microorganismos
patdgenos (Orihuel et al., 2015). Este tipo de practicas preventivas son fundamentales en
los programas de bioseguridad (de Castro et al., 2017) y para que resulten eficaces es
imprescindible que, tanto la técnica utilizada como los productos empleados, sean los mas

adecuados y de calidad probada (Maertens et al., 2018).

Existen numerosas sugerencias, recomendaciones y protocolos para llevar a cabo
las operaciones de limpieza en las naves de pollos. Todas incluyen, basicamente, las
siguientes etapas: limpieza en seco o soplado, aspiracion, limpieza con agua y detergente

y, por ultimo, desinfeccion (Meroz y Samberg, 1995; EFSA, 2011; Orihuel ef al., 2015).

En primer lugar, se lleva a cabo la limpieza de la nave y las instalaciones, para
lograr la eliminacion mas completa posible de los residuos, tanto de las instalaciones
como de los equipamientos, con el propdsito de que el desinfectante pueda realizar su
funcién correctamente (Ward et al., 2006), siendo para ello necesario adecuar el producto
utilizado al tipo de suciedad. En funcion de su pH, los detergentes pueden ser alcalinos,
acidos o neutros; los primeros son los mas indicados para la eliminacion de residuos
organicos, mientras que los acidos actian principalmente frente a materias minerales y
los neutros se suelen utilizar en superficies delicadas, con pocos residuos adheridos (de
Castro et al., 2017). En esta etapa, se deben humedecer abundantemente todas las
superficies con la solucion limpiadora, que luego tendré que ser eliminada con abundante

agua, una vez se haya reblandecido la suciedad (Orihuel et al., 2015).

El siguiente paso esencial es la desinfeccion, que tiene como objeto la
destruccion quimica de los microorganismos y, por lo tanto, el bloqueo de la transmision
de patogenos de una manada a la siguiente (Tokach et al., 2012). La seleccion de los
desinfectantes mas apropiados, faciles de aplicar y eficaces después de periodos cortos de
exposicion, resulta fundamental para la eliminacion de los microorganismos patdogenos
en general, y en particular de C. jejuni (Gutiérrez-Martin et al., 2011). Existe una gran
variedad de ingredientes activos utilizados como desinfectantes en la produccion avicola,
como el glutaraldehido, el 4cido peracético o los cresoles (de Castro ef al., 2017). Desde

hace décadas se ha comprobado que, en determinadas condiciones, C. jejuni es sensible
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a la mayoria de los productos utilizados normalmente para la desinfeccion de superficies,
como el hipoclorito de sodio, el etanol, el glutaraldehido y los productos yodados y
fendlicos (Wang et al., 1983a). Al igual que en el paso anterior, para asegurar la eficacia
del proceso, es primordial que el producto entre en contacto con la totalidad de las
superficies de la nave, por lo que, ademas de realizar una desinfeccion convencional por
rociado o aspersion, se recomienda que se efectiie una posterior desinfeccion por via
aérea, para asegurar que el desinfectante llega a zonas ocultas o de dificil acceso (Orihuel

etal.,2015).

Por otra parte, se considera imprescindible que para reducir la prevalencia de
Campylobacter en las naves, las operaciones de limpieza y desinfeccion se amplien
también a otros posibles vectores, como los vehiculos, el calzado y el equipo del personal
de la granja (Ridley et al., 2011b). Hay que dedicar igualmente atencion especial al caso
de la desinfeccion del agua y de los sistemas de bebida (Kapperud ef al., 1993; Evans y
Sayers, 2000), aunque la eficacia de los procedimientos de descontaminacion aplicados a
ellos genere siempre controversia (EFSA, 2011), debido a la capacidad de estos patdgenos
para persistir en el interior de algunos protozoos o amebas o protegidos en biopeliculas,

en los que la bacteria puede resistir la accion de los desinfectantes (Cox y Pavic, 2010).

4.3 Inmunizacion

Como ya se ha comentado, se considera que la bioseguridad, por si sola, es
insuficiente para el control de Campylobacter en la explotacion avicola, por lo que resulta
imprescindible la aplicacion de otras medidas complementarias, como la inmunizacion,
tanto activa como pasiva (Paul et al., 2014). Con ella se pretende desarrollar una respuesta
inmunitaria especifica, dirigida a prevenir, neutralizar y evitar la colonizaciéon de
Campylobacter, consiguiendo de este modo limitar la carga intestinal de las bacterias

antes del sacrificio (Vargas y Hely, 2016).

La administracion de anticuerpos especificos frente a Campylobacter podria
resultar eficaz para prevenir la colonizacion fecal (Stern et al., 1990), idea con la que se
han desarrollado diversos estudios de inmunidad pasiva en pollos. Por ejemplo, mediante
la administracion de inmunoglobulinas Y especificas de Campylobacter, se ha

conseguido incrementar el tiempo de persistencia de los anticuerpos maternales frente a
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estas bacterias en pollos (Vargas y Hely, 2016), aunque el problema reside en que los
efectos de dicha proteccion son transitorios y, después de algunos dias, el microorganismo
puede colonizar otra vez los ciegos (Tsubokura et al., 1997). En el mismo sentido, se ha
comprobado que la adicion de yema de huevo hiperinmune a la alimentacion de los pollos
reduce la carga fecal de Campylobactery, a la vez, disminuye el contagio entre las aves
(Hermans et al., 2014), aunque en ambos casos con los mismos inconvenientes de un

efecto transitorio.

En relacion con la vacunacion, durante los ultimos afos se han realizado
numerosos estudios, con el proposito de obtener una vacuna que resulte eficaz frente a la
colonizacidn por Campylobacter en pollos (Kobierecka et al., 2016), aplicada en distintas
estrategias vacunales (Pasquali ef al., 2011). Las primeras vacunas desarrolladas contra
Campylobacter consistieron en células enteras, tanto vivas como inactivadas (Meunier et
al., 2016), propdsito con el que se han utilizado multitud de combinaciones como cepas
mutantes no colonizadoras, inoculadas por via intramuscular (Ziprin et al., 2002), cepas
inactivadas con productos quimicos inoculadas por las vias subcutdneas u oral (Rice et
al., 1997) o cepas inactivadas con calor inoculadas in ovo (Noor et al., 1995), pero
ninguna de ellas ha logrado prevenir completamente la colonizacién por Campylobacter
en los pollos (Kaakoush ez al., 2015). En los tltimos afios, también se han llevado a cabo
algunos estudios prometedores con relacion a la proteccion frente a la colonizacion por
Campylobacter, mediante vacunas vectorizadas en microorganismos atenuados, como
diversas especies de Salmonella (Wyszynska et al., 2004; Buckley et al., 2010), pero el
uso de vacunas vivas de organismos potencialmente patdgenos siempre supone un riesgo

de seguridad bioldgica importante.

Otra estrategia de inmunizacion posible frente a Campylobacter esta
representada por el uso de vacunas de subunidades. La mayoria de las investigaciones
vacunales llevadas a cabo hasta la fecha se han centrado en la utilizacion de la flagelina
como antigeno capaz de inducir inmunidad protectora (Meunier et al., 2016), aunque
también se han ensayado con el mismo propo6sito algunas proteinas de membrana externa
(OMPs) encapsuladas (Annamalai et al., 2013) y otras localizadas también en la
superficie bacteriana, con capacidad de adhesion a las células epiteliales del intestino
(proteinas Cadf, FlpA, CmeC) (Neal-McKinney et al., 2014). El problema de este
enfoque reside en que los antigenos investigados hasta el momento no han logrado inducir

una respuesta inmunitaria suficiente para prevenir la colonizacidn intestinal, por lo que
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se requiere la combinacion de distintos antigenos, el uso de otros nuevos o la
suplementacion con adyuvantes eficaces para lograr dicha respuesta (Pasquali et al.,

2011).

También se han llevado a cabo iniciativas de vanguardia, en forma estudios de
vacunologia inversa y, aunque por el momento no se han obtenido resultados favorables,
la técnica resulta una herramienta poderosa para identificar antigenos nuevos, lo que ha
permitido la seleccion de varios candidatos para el desarrollo de una vacuna

potencialmente eficaz (Meunier ef al., 2016).

Como quiera que sea, a pesar de que varias de las vacunas experimentales
obtenidas con todos estos procedimientos consiguieron una disminucién perceptible de
los niveles de colonizacion del microorganismo en los animales de prueba, la realidad es
que todavia no existe una vacuna disponible en el mercado para reducir la colonizacion
intestinal de pollos de carne por Campylobacter, por lo que, para obtener la solucion
definitiva, resultard necesario identificar y evaluar nuevos antigenos (Meunier et al.,

2017).

4.4 Aditivos alimentarios

Como expresion de la inquietud investigadora por lograr productos eficaces en
el control de C. jejuni en las aves, se han abierto nuevas lineas de estudio que incluyen la
utilizacion de diferentes aditivos alimentarios, en definitiva, sustancias que se pueden
afadir al pienso o al agua de bebida para reducir la presencia de Campylobacter en los
animales. Dichos elementos pueden ser aditivos quimicos, como sucede con diversos
acidos organicos, agentes bioldgicos (como los probiodticos) (EFSA, 2011) o polisacaridos
complejos (prebioticos), que favorecen el crecimiento de comensales beneficiosos frente

a los patogenos.

En relacion con los 4cidos orgénicos, se han llevado a cabo diversos estudios
con el fin de definir y ajustar el efecto que distintos productos de esta naturaleza pueden
ejercer sobre Campylobacter. Con este fin, se han evaluado las reducciones de los
recuentos de estos microorganismos intestinales en pollos de carne, a cuya dieta se han
incorporado estas sustancias en el pienso y en el agua de bebida, aunque no se han

obtenido resultados homogéneos (Meunier et al., 2016). Por ejemplo, con el acido
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caprilico se ha obtenido una reduccion bacteriana intestinal cuando se ha afiadido al
pienso de los animales en diferentes concentraciones (Solis de los Santos et al., 2010), no
siendo asi en todos los casos, cuando el aditivo era afiadido en el agua de bebida (Metcalf

etal.,2011; Hermans et al., 2012).

En la misma linea, se ha comprobado que el uso conjunto de los acidos formico
y sorbico resulta también eficaz frente a C. jejuni, afiadido al pienso (Skénseng et al.,
2010), como sucede con otros aditivos, como el acido caproico y el acido caprico
(Hermans et al., 2010) o con 4cidos grasos como el butirato, acetato y propionato (Van
Deun et al., 2008), en experimentos in vitro. Pese a todo, no se han obtenido los mismos
efectos en estudios in vivo, probablemente debido al efecto protector que ejerce la capa
de moco intestinal en los pollos, que dificulta la erradicacion de estas bacterias del tracto

intestinal, una vez colonizado (Hermans et al., 2010).

Por otra parte, la exclusiéon competitiva es una medida profilactica que tiene
como objeto aumentar la resistencia de los pollos a la infeccion por Campylobacter
(Hermans et al., 2011d), un fenémeno que consiste en la adicion oral de uno o mas
microorganismos comensales obtenidos de la microbiota gastrointestinal adulta, que
constituye la base de los probioticos (Pasquali et al., 2011). Los cultivos microbianos
utilizados para el control de este microorganismo incluyen una gran cantidad y diversidad
de géneros y especies: desde bacterias del acido lactico hasta anaerobios estrictos
(Pasquali et al., 2011). Este tipo de exclusion por competencia se produce tanto por una
ubicacion fisica como por nutrientes, principalmente las fuentes de carbono, en ambos

casos frente a patdgenos y su efecto es rapido.

Con la finalidad de comprobar la eficacia del uso de estos aditivos, se han llevado
a cabo diversos estudios in vivo en pollos, en los que tras la administracion de diversas
cepas probidticas se han obtenido reducciones de C. jejuni a nivel cecal. Por ejemplo,
Ghareeb et al. (2012) probaron la posible actividad de una mezcla de bacterias probioticas
intestinales (Enterococcus faecium, Pediococcus acidilactici, Bifidobacterium animalis,
Lactobacillus salivarius y L. reutiri) frente a la colonizacioén por Campylobacter, después
de haber obtenido con anterioridad resultados positivos in vitro. En el experimento, se
administr6 la mezcla en el agua de bebida, observandose reducciones significativas de los
recuentos cecales de C. jejuni en los animales tratados. También se han obtenido
resultados esperanzadores con otras especies de Lactobacillus (Nishiyama et al., 2014;

Cean et al., 2015), con bifidobacterias (Santini et al., 2010) y con distintos productos
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comerciales (Ghareeb et al., 2012). En cualquier caso, debe senalarse que la eficacia varia
mucho entre los distintos estudios, por lo que se debe continuar investigando en este
campo, pues podria resultar ser una manera fécil y valida de reducir la carga intestinal de

Campylobacter en aves de corral (Meunier ef al., 2016).

También se han probado, con el mismo propdsito, varios compuestos derivados
de plantas y aceites esenciales, a fin de reducir la colonizacion intestinal de
Campylobacter en pollos de carne, con resultados bactericidas prometedores frente a C.
Jjejuni in vitro, con un ingrediente derivado del aceite de canela (Hermans et al., 2011a),
con la alicina extraida del ajo (Robyn et al., 2013) y con un tipo de timol extraido del
tomillo (Epps et al., 2015). Desafortunadamente, estos resultados no se correspondieron
con reducciones bacterianas cuando los experimentos se llevaron a cabo in vivo, con
animales, lo que puedo deberse a que dichos productos se absorben antes de llegar al
intestino. De ello se deduce que para que la administracion oral de estos aditivos resulte
eficaz seria necesario que estos compuestos se protejan, mediante encapsulacion, por
ejemplo, o se recurra a otros procedimientos, para evitar la degradacion previa al lugar de

accion (Meunier et al., 2016).

4.5 Bacteriocinas y bacteriofagos

Otra posible opcidén para conseguir reducir la presencia de Campylobacter en
pollos son las bacteriocinas (Johnson et al., 2017), toxinas proteicas sintetizadas por
diversas especies bacterianas, capaces de reducir la viabilidad de otras bacterias similares
(Cavera et al, 2015). Se han identificado varias bacteriocinas eficaces contra
Campylobacter, producidas por bacterias comensales de intestino de los pollos y se ha
estudiado su capacidad para controlar este microorganismo en las granjas (Kaakoush et

al., 2015).

Las bacteriocinas rompen la integridad de la membrana de la célula antagonista
y, al contrario de lo que sucede con los antibidticos, que muestran una alta afinidad por
un tipo de microorganismo concreto, atacan diferentes tipos de membranas con baja
afinidad (Pasquali et al., 2011), un modo de actuacién que dificulta la adquisicion de
resistencia por parte del hospedador y que parece responsable de la baja prevalencia de

los mutantes resistentes a bacteriocinas (Kaakoush et al., 2015).
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En las aves existen numerosas especies bacterianas capaces de producir
bacteriocinas activas frente a C. jejuni como, por ejemplo, Lactobacillus salivarius, L.
sakei, Bacillus circullans, Paenibacillus polymyxa, Enterococcus faecium,
Carnobacterium divergens y Leuconostoc mesenteroides (Ben Lagha et al., 2017),
muchas de ellas con caracteristicas apropiadas para su uso in vivo. Hasta ahora, en
estudios realizados en aves de corral se han descrito varias bacteriocinas purificadas, que
han logrado reducciones significativas de los C. jejuni intestinales (Svetoch y Stern,
2010): la SRCAM 602 de P. polymyxa NRRL B-30644 (Svetoch et al., 2005), la
bacteriocina Ila de P. polymyxa NRRL B-30509 (Stern et al., 2005), la OR-7 de L.
salivarius NRRL B-30514 (Stern et al., 2006) y las bacteriocinas E-760 y E50-52 de E.
faecium (Line et al., 2008; Svetoch et al., 2008).

A pesar de que la administracion oral de las bacteriocinas se pueda realizar de
manera facil, incorporandolas a la alimentacion o al agua de bebida (Ben Lagha et al.,
2017), y de que su uso pueda representar una estrategia prometedora para mejorar la
seguridad alimentaria y proteger la Salud Publica (Lin, 2009), por ahora no se conoce
exactamente cudl es el efecto que pueden producir sobre la microbiota intestinal de las
aves, ni sobre su estabilidad en los productos carnicos y el posterior efecto sobre el
entorno gastrointestinal humano, por lo que resulta imprescindible realizar nuevos

estudios que aclaren estas cuestiones (Johnson et al., 2017).

En lo que se refiere a los bacteriofagos, se trata de virus bacterianos ubicuos en
el medio ambiente, que se replican especificamente en las bacterias diana, causando su
muerte por lisis. La mayoria de las especies bacterianas poseen sus propios bacteriofagos
y Campylobacter no es la excepcion (Ayala-Tabares, 2016). Estos se han investigado para
su uso en el control bioldgico de las especies de Campylobacter, mediante la reduccion
de la colonizacién intestinal en pollos de carne (Kaakoush ef al., 2015). Por su parte, en
condiciones experimentales, el tratamiento con bacteridofagos de aquellos animales que
aun no han sido colonizados por Campylobacter inicamente retrasa la colonizacion
(Wagenaar et al., 2005); por el contrario, si ya han sido colonizados, la terapia produce
reducciones significativas en el intestino (Loc Carrillo et al., 2005; Wagenaar et al.,
2005), aunque con el tiempo, las bacterias generan resistencia y los recuentos vuelven a
los niveles anteriores al tratamiento (Hermans et al., 2011d). Con el objeto de reducir ese
riesgo, ademas de tratar de evitar problemas de especificidad, se han llevado a cabo

estudios en los que se aplicaron simultaneamente multiples fagos (Carvalho et al., 2010)
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y, después del tratamiento, los niveles de Campylobacter se redujeron permanentemente,
disminuyendo también la tasa de resistencia (Fischer et al., 2013). Por todo ello, la terapia
con fagos en teoria podria disminuir el nimero de microorganismos en los pollos a la
edad de sacrificio; sin embargo, puede no resultar suficiente cuando el contenido total de

Campylobacter supere las 108 UFC/g de heces (Hansson et al., 2018).

A pesar de los buenos resultados obtenidos en pruebas realizadas en las
condiciones controladas, en las naturales no se consigue el mismo efecto. Este hecho
podria deberse en parte al excesivo tiempo transcurrido entre la colonizacion del patogeno
y la aplicacion de la terapia, ya que resulta complicado determinar el momento adecuado
para el tratamiento, si no se dispone de datos previos sobre el estado de colonizacion de
los animales (Hansson et al., 2018), asi como al hecho de que el cdctel puede resultar
adecuado s6lo frente a determinadas cepas (Vargas y Hely, 2016). Ademas, como sefialan
algunos autores, aun se desconoce la viabilidad de introducir la terapia con fagos como
parte de las practicas manejo y los costos asociados con este proceso a gran escala
(Meunier et al., 2016) por lo que, por ahora, su uso seria muy limitado en la practica real
(EFSA, 2011). Por ello, se requieren estudios adicionales para obtener mas informacion
de las interacciones que poseen con las bacterias, para poder destinar la terapia con fagos

a un uso comercial en un futuro préximo (Fischer et al., 2013).

4.6 Otras estrategias de control

Ademas de los sistemas anteriores, se ha evaluado la influencia de determinadas
practicas avicolas, que pueden ser utiles para la reduccion de los recuentos de

Campylobacter al final del periodo de cria y antes de la entrada en el matadero.

Como se ha sefialado, existe un claro riesgo de infecciéon como consecuencia del
aclarado o despoblacion parcial de las naves de engorde (Allen ef al., 2008) y una medida
eficaz para reducir dicho riesgo seria, simplemente, eliminar esta practica (EFSA, 2011).
Del mismo modo, la prevalencia de estos microorganismos en la manada o en la nave se
relaciona con la edad de los animales (Berndtson et al., 1996a) y se ha comprobado que
cuanto mayor es la edad de sacrificio, mayor es el riesgo de colonizacion por
Campylobacter y, en consecuencia, mayores resultan los recuentos (Kapperud et al.,

1993; EFSA, 2010c), por lo que la reduccion de la edad del sacrificio también disminuiria
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la posibilidad de colonizacién y el correspondiente riesgo derivado. También se ha
demostrado la capacidad de resistencia de determinadas lineas genéticas a la infeccion
por C. jejuni (Boyd et al., 2005), lo que incorpora la posibilidad de evitar la colonizacion
mediante la cria selectiva de animales resistentes a Campylobacter (Kaiser et al., 2009),
aunque, por el momento, esta estrategia no se considera un objetivo alcanzable a corto

plazo (EFSA, 2011).
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Planteamiento y objetivos

El género Campylobacter incluye importantes patdogenos del hombre y los
animales. C. jejuni, que no supone un problema importante en los animales, si lo es, en
cambio, en Medicina Humana, representando en la actualidad la principal causa de
gastroenteritis bacteriana en el hombre, en todo el mundo, tanto en los paises en desarrollo
como en los industrializados. C. jejuni causa, no s6lo graves problemas de Salud Publica,
al producir un elevado niimero de casos agudos (246.307 casos en 2017 en la UE) e
importantes secuelas (artritis reactiva, Sindrome de Guillain-Barré, Sindrome de Reiter,
entre otros), sino también problemas econémicos de primer orden, derivados basicamente
de los tratamientos médicos y las pérdidas de productividad ocasionadas por la
enfermedad, ademas del absentismo laboral y pérdidas relacionadas. Todo esto se agrava
todavia mas, si tenemos en cuenta la subestimacion de los casos reales, debido a la elevada

incertidumbre que existe sobre la incidencia verdadera de la enfermedad.

Los animales, especialmente las aves productoras de carne, son el reservorio
principal de C. jejuni. Parece ser que las aves nacen libres de estos agentes, pero, una vez
que se produce la primera colonizacién, se alcanzan, en poco tiempo, elevadas
prevalencias de animales portadores en la explotacion. y debido a la rapida difusion entre
los animales de la manada, al final de su ciclo de produccion, en la entrada al matadero,
suelen presentar tasas de portadores cercanas al 100%. Dichos animales son la principal
causa de los contagios humanos con C. jejuni a través del consumo de la carne de ave, en
particular, si la preparacién no elimina la presencia microbiana, o si esta se produce
después de la preparacion, de forma cruzada, originando asi un problema de Seguridad
Alimentaria muy importante, reconocido a nivel mundial, en la Unidén Europea y también

en Espafa.

Son muchos los esfuerzos centrados en la busqueda de todo tipo de recursos para
el control del patogeno, incluyendo el desarrollo de vacunas o aditivos del mas variado
origen en los piensos y en el agua, y también se han puesto en practica programas
rigurosos de bioseguridad, higiene y manejo en las granjas avicolas antes del sacrificio,
tratando de reducir la prevalencia. Sin embargo, todavia las cifras de aves portadoras
positivas siguen siendo muy elevadas y no se ha logrado resolver con eficacia el problema

de su control.

La realizacion de numerosos estudios epidemiologicos ha confirmado, la

importancia de las aves de carne en el origen de la enfermedad humana. A pesar de ello,
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todavia existen muchas cuestiones sin resolver en relacion con la epidemiologia en pollos
de carne, y se desconocen asuntos de suma importancia, como pueden ser el origen de los
primeros contagios, la importancia que ejercen determinados factores en la colonizacion
(el entorno ambiental, la fauna silvestre y sinantrépica, los invertebrados u otros

elementos de tipo abidtico) o la posible transmision del agente a la progenie.

Se precisa, por ello, un mayor conocimiento en muchos campos, en particular
sobre la epidemiologia general de C. jejuni en estos animales y, sobre todo, en lo que se
refiere al mecanismo de introduccion de este patdgeno en las manadas, por lo que no
dudamos que estos aspectos resultarian esenciales en la mejora de los programas de

control actuales.

Este trabajo ha llevado a cabo diversos estudios en varias explotaciones avicolas
de Castilla y Leon (industriales y de otro tipo), con el objetivo general de profundizar en
el conocimiento de las caracteristicas epidemioldgicas y de transmision de C. jejuni. En
¢l se ha tratado de estudiar, no solo, la prevalencia de la infeccion en los animales
implicados en este grave problema, sino también de obtener una vision global del entorno

en el que estos se encuentran, abarcando multiples aspectos.

Para llevar a cabo este complejo estudio, fue necesaria la estructuracion en varias
fases, que implicaron la realizacion de analisis y ensayos experimentales, tanto de campo

como in vitro, en el laboratorio, debido a la complejidad de este agente.

En esta linea, los objetivos especificos fijados para esta Tesis Doctoral fueron

los siguientes:

» 1. Determinar la edad de colonizacién de los pollos de carne industriales,
la posible relacion con la estacion climatica, asi como la prevalencia y persistencia de C.

Jjejuni en diferentes secciones del aparato digestivo de estos animales.

» 2. Estudiar los posibles reservorios, tanto bioticos como abidticos de C.
Jjejuni en el interior de las naves de cria de pollos de carne comerciales, y en su entorno

exterior.

» 3. Estimar la relevancia de las posibles formas de transmision de C. jejuni:
verticalmente, a través de huevos y de modo horizontal (directa o indirectamente) a partir

de reservorios y animales portadores de diversas especies.
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» 4. Establecer la efectividad de distintos desinfectantes contra el patogeno,
tanto en el laboratorio como en condiciones de campo, que aseguren una desinfeccion

eficaz entre los lotes.

Caracteres epidemiolégicos y control experimental de

Campylobacter jejuni en el entorno de la produccién de pollos para
carne

ESTUDIOS DE SUPERVIVENCIA Y
MULTIPLICACION DE C_jejuni EN
CONDICIONES DE CAMPOY EN
CONDICIONES DELABORATORIO

MODIFICACION DE MEDIOSDE 4
AISLAMIENTO DE

Lo Previos

v

IDONEIDAD DEL Tm]:g;g[[{l}smsgsm EL DIAGNOSTICO ES 10S DE SU AD O
v [ I RESISTENCIADE
C. jejuni A DESINFECTANTES
Muestras procedentes de Muestras Muestras
los pollos de carne ambientales ambientales Estudios de laboratorio. Pruebas in vitro
l Estudios en condiciones de campo

Colonizacion I

PRESENCIA DE C. jejuni EN ESPECIES
ANIMALES

+ I

Muestreo en distintos sistemas productivos ‘

Desinfeccion

Muestreo en otras especies animales

Reservorios

ESTUDIOS DE TRANSMISION
VERTICAL DE C. jejuni

Analisis de huevos de gallinas
portadoras
Contaminacion experimental de
los huevos con C. fejuni

Transmision

Figura 4. Relacion estructural del trabajo.
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I. INSTALACIONES

Laboratorios e instalaciones en las que se han realizado los analisis

Los trabajos experimentales de laboratorio, asi como los analisis de muestras se
han llevado a cabo en los laboratorios de la Unidad de Microbiologia e Inmunologia, del

Departamento de Sanidad Animal de la Universidad de Leon.
Instalaciones de campo

La parte principal de los estudios se ha realizado en las instalaciones de una
explotacion de pollos, ubicada en la localidad de Riosequino de Torio, en la provincia de
Leon. La granja engorda pollos comerciales de la linea Cobb, durante 10 semanas
consecutivas, y se divide en tres naves independientes, una con capacidad para 10.000
animales y las otras dos para 8.000. La explotacion lleva a cabo un sistema de manejo

todo dentro-todo fuera.

Ademas, con el fin de completar los estudios, se desarrollaron otros trabajos en

distintos lugares de la Comunidad Auténoma de Castilla y Leon:

»  Una explotacion familiar de gallinas ponedoras, situada en la localidad de
Aranda de Duero (Burgos). Fue utilizada como ‘granja experimental’, con un censo de
60 gallinas.

»  Una explotacion de gallinas ponedoras, ubicada en la localidad de Villalon
de Campos (Valladolid), compuesta por 4 naves. La explotacion tiene una capacidad
aproximada de 60.000 cabezas por nave y se dedica a la recria de pollitas hasta el
momento de la entrada en puesta (16-18 semanas).

»  La ‘Granja Escuela’ del Colegio Santa Isabel, en Soria. Este centro cuenta
con distintas instalaciones, entre las que cabe destacar un edificio con varias
dependencias, distribuido para el cuidado y la cria de distintos animales, asi como corrales

junto a un voladero donde conviven diferentes tipos de aves.

Los croquis de todas las instalaciones utilizadas en este trabajo figuran en el

ancxo.
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II. ESPECIES Y CEPAS BACTERIANAS

Campylobacter jejuni
»  Campylobacter jejuni. ATCC (33560)
Controles negativos
En algunos casos, se utiliz6 una cepa bacteriana como control negativo:

»  Pasteurella multocida, tipo capsular A, ATCC (43137)

II1. MEDIOS DE CONSERVACION

3.1 Medio con leche descremada y glicerol
Para la preparacion de este medio se mezclaron:

v' 20 g de leche descremada (Oxoid)

v" 10 g de peptona (Difco)

v' 80 g de glicerol (Sigma-Aldrich)

v' 320 ml de agua destilada

Se llevo a cabo una esterilizacion mediante tratamiento en autoclave durante 10

minutos a 110°C, alicuotandose y almacendndose en volumenes de 1 ml a -80°C.

3.2 Caldo Bolton y glicerol
Para la realizacion de este medio se mezclaron en un recipiente estéril:

v' 37,5 ml de caldo Bolton comercial (Oxoid), apartado 4.1.2, enriquecido al
5% con sangre de caballo desfibrinada comercial (Oxoid)

v" 5 ml de suero bovino fetal comercial (Thermo Scientific)

v' 7,5 ml de glicerol estéril (Sigma-Aldrich)

Las esterilizaciones se llevaron a cabo mediante tratamiento en autoclave
durante 10 minutos a 110°C; posteriormente, la mezcla se dividié en alicuotas de 1 ml y

se almaceno a -80°C.
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IV. MEDIOS DE CULTIVO

4.1 Medios de cultivo liquidos
4.1.1 Agua de peptona

Este medio se preparaba afiadiendo 20 g de agua de peptona comercial (Oxoid)
por cada litro de agua destilada. Se distribuy6 en frascos de vidrio neutro y se esterilizd
en autoclave a 121°C durante 15 minutos, conservandose en refrigeracion a 4°C hasta su

uso.

La composicion del agua de peptona, por litro, era la siguiente:

. Peptona 10 g
. Fosfato disédico 35¢g
= Cloruro sédico 5¢g

= Fosfato potasico dihidrogenado 1,5¢

4.1.2 Caldo Bolton enriquecido con sangre de caballo desfibrinada

El caldo Bolton presentaba la siguiente composicion por litro:

. Peptona de carne 10 g

. Lactoalbuimina hidrolizada 5¢g

= Extracto de levadura 5¢g

= Cloruro sédico S5¢g

= Acido o-cetoglutarico lg

. Piruvato sddico 0,5¢g
= Metabisulfito sodico 0,5¢g
= Carbonato sodico 0,6 g
. Hemina 0,01 g

Para la preparacion del caldo enriquecido con sangre se disolvieron 13,8 g de
caldo Bolton comercial (Oxoid) en 500 ml de agua destilada. Se esteriliz6 en autoclave a
121°C, durante 15 minutos. Previo enfriamiento, se anadieron 25 ml de sangre de caballo
desfibrinada (Oxoid), con una concentracion final del 5%. Se distribuy6 en contenedores

asépticos y mantuvo en refrigeracion hasta el momento de su utilizacion.
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4.1.3 Caldo Bolton enriquecido con sangre de caballo desfibrinada y suero
fetal bovino

Para la preparacion de este medio, en primer lugar, se elaboro6 caldo enriquecido
con sangre de caballo, como en el medio anterior; sin embargo, en este caso, en el
momento previo al indculo, se atemperaba y se le anadia 1 ml de suero bovino fetal por

cada 9 ml del caldo preparado, obteniéndose una concentracion final de suero del 10%.

4.2 Medios de cultivo solidos

4.2.1 Agar sangre

Se utilizaron placas comerciales de agar Columbia (Oxoid), con la siguiente

composicion por litro de medio preparado:

= Peptona S5¢g

. Tripteina 12 g

. Extracto de levadura 3g

= Extracto de corazon 3g

= Almidén soluble lg

= Cloruro sédico S5¢g

= Agar 13,5¢g

v" Suplementado con un 5% de sangre de cordero (Oxoid).

4.2.2 mCCDA

Se utilizaron placas comerciales de mCCDA (Oxoid). La composicion del medio

incluyo los siguientes componentes por litro:

= Polvo ‘lab lembco’ 10g

= Peptona 10g

= Cloruro sédico 5¢g

= Carbon bacteriologico 4¢g

. Hidrolizado de caseina 3g

. Desoxicolato sédico lg

= Sulfato ferroso 0,25 ¢g
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Anfotericina B

Agar agar

4.2.3 Agar Preston
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0,25 ¢g
0,032 g
0,01 g

Para la preparacion del medio se suspendieron 18,5 g de agar base Preston

comercial (Pronadisa) en 475 ml de agua destilada. Se esterilizé en autoclave a 121°C,

durante 15 minutos. Después se enfri6 hasta alcanzar los 45 °C, momento en el cual se

anadieron asépticamente 25 ml de sangre de caballo desfibrinada. Resultd necesario el

suplemento antibidtico correspondiente. Posteriormente, se distribuyd en placas, en

condiciones estériles. La composicion por litro de agar base Preston era la siguiente:

Peptona de caseina
Extracto de carne
Cloruro sodico

Agar bacterioldgico

4.2.4 Agar Karmali (CSM)

10¢g
10g
S5¢g
12 g.

Para la preparacion del medio se suspendieron 23 g de agar CSM comercial

(Pronadisa) en 500 ml de agua destilada. Se esterilizd en autoclave a 121°C durante 15

minutos. Después se enfrio hasta alcanzar los 50 °C, momento en el cual se podian anadir

los suplementos antibioticos si era preciso, distribuyéndose en placas de Petri a

continuacion. El agar CSM presentaba la siguiente composicion por litro de medio:

Extracto de carne

Digerido pancreatico de caseina

Digerido pancreatico de corazoén

Extracto de levadura
Hematina

Digerido péptico de carne
Cloruro sodico

Fécula de maiz

Agar bacterioldgico

10g
9,88 g
2,96 g
494 ¢
0,032 g
494 ¢
494 ¢
lg
133 g.
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4.2.5 Agar Skirrow

Se utilizaron placas comerciales de agar Skirrow (Difco), con la siguiente

composicion por litro de medio preparado:

= Agar Columbia 43¢

. Vancomicina 10 mg

= Polimixina B 2500 UI
= Anfotericina B 2 mg

= Trimetroprim 5mg

- Cefalotina 15 mg

v" Suplementado con un 10% de sangre de carnero desfibrinada (Oxoid).

V. MEDIOS DE TRANSPORTE DE MUESTRAS

5.1 Medio de Amies
Medio comercial dispensado en tubos con hisopos estériles (Pronadisa). La

formula por litro del preparado comercial era la siguiente:

= Cloruro sédico 30g
= Cloruro célcico 0,1g
. Fosfato monopotésico 02¢g
. Tioglicolato sédico 1,0g
= Cloruro potasico 02¢g
= Cloruro magnésico 0,1g
. Fosfato disodico IL,Llg
. Agar bacteriologico 7,5 g.

5.2 Medio de Stuart

El medio se obtuvo al mezclar 14,1 g de preparado comercial (Pronadisa) con
500 ml de agua destilada, sometiéndose a una esterilizacion en autoclave, durante 15

minutos a 121°C.

Posteriormente, se alicuot6 de forma aséptica en volimenes de 10 ml, con una

formula por litro de:
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Tioglicolato sodico
Cloruro célcico
Glicerofosfato de sodio
Azul de metileno

Agar bacterioldgico
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1,0g
0,1g
10,0 g
0,002 g
3,0g.

El medio se obtuvo al mezclar 23,2 g de preparado comercial (Pronadisa) con

500 ml de agua destilada, sometiéndose a una esterilizacion en autoclave, durante 15

minutos a 121°C. Posteriormente, se alicuot6 de forma aséptica en volimenes de 10 ml.

La férmula por litro de preparado comercial era la siguiente:

Cloruro so6dico
Cloruro célcico
Fosfato monopotasico
Tioglicolato sodico
Cloruro potasico
Cloruro magnésico
Fosfato disodico
Agar bacterioldgico

Carbon vegetal neutro

5.4 Medio de Cary-Blair

30g
0,1g
02¢g
10g
02¢g
0,1g
I,1g
75¢g
10,0 g.

Medio comercial dispensado en tubos con hisopos estériles (Oxoid). La formula

por litro era de:

Fosfato de hidrogeno disodico
Tioglicolato sodico

Cloruro s6dico

Cloruro célcico

Agar bacteriologico

I,L1g
I,5¢g
50g
0,09 g
5,6 ¢
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VI. SUPLEMENTOS ANTIBIOTICOS

La preparacion de los suplementos se realizé resuspendiendo en 1 ml de agua y
1 ml de acetona el contenido liofilizado de cada uno de los viales comerciales (Pronadisa).
Cada vial correspondia a la cantidad afiadida a 500 ml del medio que suplementaba, con

la siguiente composicion cada uno de ellos:

6.1 Suplemento antibidtico 1 (suplemento del caldo Bolton)

. Cefoperazona 10 mg
= Vancomicina 10 mg
= Anfotericina B 5 mg

. Trimetoprim 10 mg.

6.2 Suplemento antibidtico 2 (suplemento del agar Preston)

. Polimixina B 2.500 UI
= Ciclohexamida 50 mg

= Rifampicina 5 mg

. Trimetoprim 5 mg.

6.3 Suplemento antibidtico 3 (suplemento del agar CSM)

= Piruvato sédico 50 mg
= Vancomicina 10 mg
- Ciclohexamida 50 mg
. Cefoperazona 16 mg.

VII. TAMPONES Y SOLUCIONES

7.1 Solucion salina estéril

Se obtenia afadiendo cloruro sodico a agua destilada hasta una concentracion

final del 0,9%; posteriormente, se esterilizaba en autoclave durante 15 minutos a 121°C.
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7.2 Tampon PBS

Para su preparacion se mezclaron los siguientes reactivos:

v NaCl (Sigma) 8g
v' KCI (Sigma) 02g
v' Na;HPOs (Sigma) 1,44 ¢

Posteriormente se afiadieron 0,24 g de KH2PO4 en 800 ml de agua destilada,
ajustandose el pH a 7,4 con HCl y afiadiéndose, por ultimo, agua destilada hasta 1 litro.

Para la esterilizacion se utilizo un tratamiento en autoclave de 15 minutos a 121°C.

7.3 Tampon TBE (5X)

Este medio se componia de los siguientes reactivos:

v Tris base (Sigma) 54 ¢
v Acido bérico (Sigma) 27,5 ml
v EDTA 0,5M (pH 8) 200 ml

Se mezclaban todos los reactivos se anadia agua destilada hasta 1 litro.

7.4 Tampon de carga (6X)

Para la preparacion de este tampon se afiadian los siguiente componentes a 100

ml de agua destilada:

v" Azul de bromofenol al 25% (Sigma) 0,25 g
v" Xilencianol al 25% (Sigma) 025¢g
v Sacarosa al 40% (Sigma) 40 g

La mezcla se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante 15 minutos y se conservo

a 4°C, protegida de la luz.

VIII. DESINFECTANTES

A continuacion, figuran los distintos productos utilizados en las pruebas

realizadas con desinfectantes:
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8.1 Productos activos no comerciales
8.1.1 Alcoholes

»  Alcohol isopropilico (Sigma)

»  Etanol (Panreac)

8.1.2 Aldehidos

»  Formol (Quimon)

8.1.3 Oxidantes

> Acido fosférico (Sigma)

»  Agua oxigenada o peroxido de hidrégeno (Cinfa)

»  Permanganato potasico (Panreac)
8.1.4 Derivados clorados

»  Cloramina T (Sigma)

»  Hipoclorito sodico (Sigma)

8.1.5 Derivados del amonio cuaternario
»  Cloruro de benzalconio (Sigma)
»  Cloruro de cetilpiridium (Sigma)
8.1.6 Fenoles y derivados

»  Fenol (Panreac)

8.1.7 Yodoforos

»  Polivinilpirrolidona (Merck)

»  Povidona yodada (Merck)

8.1.8 Derivados de la clorhexidina

»  Digluconato de clorhexidina (Merck)
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8.1.9 Compuestos metalicos

»  Sulfato de zinc (Sigma)

8.2 Desinfectantes comerciales

8.2.1 Alcoholes

»  Polimorfo® (José Collado):
v Isopropanol 10%

v" P-clorometacresol 10%
8.2.2 Oxidantes

>  Proxitane 15® (Solvay):

v' Acido acético. <30%
v Peroxido de hidrogeno 21%
v' Acido peracético 15%

8.2.3 Derivados del amonio cuaternario

>  Limoseptic plus® (José Collado):

v" Cloruro de didecil-dimetilamonio 4,5%

>  Totalcide® (Bio- Genetic):
v" N-duopropenida 11%

8.2.4 Productos mixtos

>  CR-36 Mural® (José Collado), compuesto con alcoholes y un derivado del

amonio cuaternario:

v" Alcohol isopropilico 41%
v Bronopol 0,256%
v" Cloruro de benzalconio 0,08%

> Darodor 9000® (José Collado), compuesto con aldehidos y un derivado del
amonio cuaternario:
v Cloruro benzalconio 10%

v Glioxal 6.8%
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v" Glutaraldehido 2.5%

>  Limoseptic® (José Collado), compuesto con aldehidos y un derivado del

amonio cuaternario:

v Cloruro de Benzalconio 10%
v" Glioxal 6,8%
v" Formol 6%

v" Glutaraldehido 2,5%

>  Limoseptic SF® (José Collado), compuesto con un aldehido y un derivado
del amonio cuaternario:
v Glutaraldehido 5%

v" Cloruro de didecil-dimetilamonio 4,5%

>  Limoseptol® (José Collado), compuesto con aldehidos y un derivado del

amonio cuaternario:

v" Cloruro de benzalconio 5%
v Glioxal 3,4%
v" Glutaraldehido 1,25%

>  Virkon-S®, compuesto con un oxidante, un surfactante y 4cidos organicos:

v' Monopersulfato potasico, sulfato monopotasico,

sulfato potasico 50%
v Dodecylbencenosulfonato 15%
v' Acido sulfamico 5%

>  Virocid® (Bayer), compuesto con un alcohol, un aldehido y derivados del

amonio cuaternario:

v Cloruro de alquil-dimetil-bencilamonio 17%

v Isopropanol 14,6%
v" Glutaraldehido: 10,7%
v" Cloruro de didecil-dimetilamonio 7,8 %
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Métodos

I. ESTUDIOS DE SUPERVIVENCIA Y MULTIPLICACION
DE Campylobacter jejuni EN CONDICIONES DE CAMPO Y
EN CONDICIONES DE LABORATORIO

1.1 Construccion de una curva de crecimiento de C. jejuni

Partiendo de un crecimiento de 48 horas en medio de enriquecimiento liquido,
con un titulo de 10’ UFC/ml, se inoculd un volumen de 1 ml en 100 ml de caldo Bolton,
suplementado al 5% con sangre de caballo desfibrinada y se mantuvo en condiciones de

microaerofilia.

La tasa de crecimiento fue medida mediante un recuento en agar sangre,
recogiéndose alicuotas del cultivo cada dos horas, durante las diez horas siguientes a la
inoculacion. Entre tanto, el caldo de cultivo se mantuvo a 37°C, en condiciones de
agitacion y en cultivo estatico. De cada una de estas alicuotas se prepararon diluciones
decimales, procediéndose después a la siembra en superficie en las placas de agar. Los
recuentos se llevaron a cabo después de la incubacion de las placas a 42°C, durante 48
horas, en incubador de microaerofilia, bajo condiciones de crecimiento dptimas (10% de

CO2y 5% de O2).

1.2 Estudios de supervivencia de C. jejuni en distintos medios y

condiciones de laboratorio

1.2.1 Supervivencia de C. jejuni en PBS

Se utilizaron seis densidades opticas (DO) diferentes (0,01; 0,015; 0,02; 0,025;
0,03 y 0,035). Se resuspendié en 1 ml de PBS el crecimiento de una placa de cultivo
fresco en agar sangre, de la cepa de referencia de C. jejuni. A partir de este indculo inicial,
por medio de diferentes diluciones en PBS, se fueron obteniendo las distintas alicuotas
correspondientes a las DOs estudiadas, medidas en un espectrofotometro BioPhotometer

(Eppendorf), una longitud de onda (A) de 600 nm.

Para llevar a cabo los recuentos, de cada una de las alicuotas se prepararon

diluciones decimales en PBS, procediéndose después a la siembra en superficie de 100 pl
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de distintas diluciones del cultivo en placas de agar sangre, por triplicado, incubando 48

horas en microaerofilia, y se realizo el recuento de las colonias.

En una segunda parte, para los estudios de supervivencia en PBS, se llevaron a
cabo recuentos, mediante las diluciones decimales correspondientes, de una de las
densidades de partida (0,025 nm) a diferentes tiempos (0, 8, 16 y 24 horas),
manteniéndose a temperatura de refrigeracion. Este estudio se llevo a cabo siguiendo el

mismo procedimiento de siembra e incubacion que en la etapa anterior.

1.2.2 Supervivencia de C. jejuni en caldo Bolton, agua de peptona

y agua destilada

Con la cepa de referencia se prepar6 un inéculo de 10° UFC/ml, con el que se
inocularon cuatro alicuotas de cada uno de los tres medios de prueba, al 10%. Se
establecieron varias condiciones de mantenimiento de las muestras: a 4°C, a temperatura

ambiente (aproximadamente 20°C), a 37°C y a 42°C, todas ellas en aerobiosis.

A lo largo de 13 semanas (92 dias), asépticamente se tomaron alicuotas de cada
muestra, a diferentes tiempos desde la inoculacién: 0; 1; 3; 6; 10; 14; 18; 22; 26; 30; 34;
38; 42; 46; 50; 54; 58; 62; 66; 72; 76; 80; 84; 88 y 92 dias, respectivamente. En todos los
casos se prepararon, por duplicado, diluciones decimales de cada alicuota, se sembraron
en agar sangre y se incubaron las placas 48 horas, a 42°C en condiciones de

microaerofilia.

1.3 Estudios de supervivencia en otros sustratos

En primer lugar, se utilizaron distinto tipo de materiales organicos procedentes
de la explotacion (pienso, heces y agua) y, una vez esterilizados mediante tratamiento en
autoclave (a 121°C durante 20 minutos) y mantenidos a temperatura ambiente, fueron
distribuidos en alicuotas de 0,9 ml. En el caso de los productos sélidos (heces o pienso),
se formaba una papilla con un volumen de agua previamente calibrado, del cual se tomaba
nota para, posteriormente, expresar los resultados finales en funcidén de un peso o volumen

adecuados.
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Cada una de estas alicuotas fueron inoculadas con 0,1 ml (por cada 0,9 g en el
caso de los sdlidos, o 0,9 ml si se trataba de agua) de una suspension de C. jejuni,
obteniéndose un titulo final en cada muestra de 10% UFC de la cepa de prueba, ATCC
(33560), que fueron selladas en su totalidad. De este modo se obtuvieron, un total de 28
alicuotas por cada tipo de material referido anteriormente, se dispusieron la mitad de ellas
(14 alicuotas) en la nave seleccionada donde se llevo a cabo la crianza de los pollos y la
otra mitad (las otras 14) en el laboratorio. En este ultimo caso se ajusto la temperatura a
20-22°C, con el objeto de que las condiciones ambientales fuesen lo mas similares

posibles a las condiciones de la explotacion aviar.

A partir de esa fecha, cada diez dias, se recogian dos alicuotas de cada material
de muestra y se procedia a su recuento. Partiendo de la muestra se preparaban diluciones
decimales con agua estéril, sembrandose después 100 pl de dichas diluciones en la

superficie de placas de medio mCCDA, incubando en microaerofilia 48 horas.

En un segundo estudio, con objeto de buscar mayor precision en los resultados
(muestras mas homogéneas), se modifico la forma de preparacion de las muestras; asi una
vez esterilizados los sustratos, se inocularon en su conjunto, se homogeneizaron y
posteriormente se alicuotaron. Como en el caso anterior, los indculos fueron de 108
UFC/ml de la cepa de referencia, manteniéndose el nimero de alicuotas y las
temperaturas a las que estas habian sido sometidas, variando el tiempo de recogida y
estudio de los distintos materiales alicuotados, para poder obtener resultados mas
precisos. Asi, la recogida de las muestras se efectud cada 5 dias, realizandose el procesado

de igual modo que en la prueba anterior.

1.4 Estudios de supervivencia en medios de transporte

En este apartado se utilizaron cuatro medios de transporte disponibles en el
mercado y como muestra de prueba, una mezcla de heces recién emitidas, procedentes de

la explotacion de Riosequino de Torio (Leon).

Los medios de transporte utilizados fueron los siguientes:

Amies

Stuart

Amies con carbon (Charcoal)
Cary-Blair

YV VYV
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Para la realizacion de la prueba, se recogieron cinco muestras de heces, que se
homogeneizaron, se impregnaron con ellas hisopos y que se conservaron introducidos en
los distintos medios de transporte. Adicionalmente, uno de ellos se introdujo en un tubo
estéril, sin medio de transporte. Todos fueron mantenidos en el laboratorio, en las mismas

condiciones de temperatura y humedad.

En la primera parte de este ensayo, se procedid a la recuperacion de las
inoculaciones, al cabo de una hora. A tal efecto, se recuperaron los hisopos después de
ese tiempo y se resuspendio el contenido en 5 ml de medio Bolton, incubandose durante
cinco horas, a 37°C, y posteriormente, 48 horas a 42°C, en microaerofilia. Después de
esta incubacion se prepararon diluciones decimales en agua destilada y se sembraron 100
ul del caldo inoculado en placas de mCCDA, que se mantuvieron 48 horas en ambiente

de microaerofilia. Transcurrido este tiempo, se procedié a la lectura de las placas.

Con el fin de tratar de aproximar el estudio a las posibilidades reales de
transporte del material de analisis, desde las explotaciones hasta el laboratorio y, debido
a la imposibilidad de realizar ninguna técnica que permitiera el recuento bacteriano si se
partia de muestras fecales, se decidié completar este estudio con una segunda prueba,

utilizando para ella como inéculo un cultivo bacteriano puro.

Asi pues, para la realizacion de esta parte se prepard un indculo a partir de la
cepa de referencia ATCC (33560), en caldo Bolton suplementado con un 5% de sangre
de caballo y un 10% de suero fetal bovino, dejdndose en incubacion durante 48 horas en
un ambiente de microaerofilia, a 42°C. Transcurrido este tiempo, se realizd un recuento
en agar sangre, obteniéndose un crecimiento con 107 UFC/ml. Con este indculo, se
impregnaron hisopos de algodon, que se mantuvieron a diferentes temperaturas (4°C y
20°C) durante diferentes tiempos, en los medios de transporte seleccionados para el
estudio. Asi, se realizaron lecturas del titulo de la bacteria habiendo transcurrido 1, 3, 5,

7,10, 13, 18 y 25 dias.

El recuento se llevo a cabo del modo siguiente: una vez recuperado el hisopo del
medio de transporte, se introdujo en un tubo con PBS, realizandose asi una dilucion 1/10.
Este tubo se agitd durante 2 minutos de forma manual; posteriormente, se realizaron
diluciones decimales en PBS y se sembraron 100 pl de cada dilucion en placas de agar

sangre, realizdndose cada siembra por duplicado. Estas placas se mantuvieron en estufa a
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42°C, durante 48 horas, en microaerofilia. Transcurrido el tiempo de incubacién de las

placas, se llevaron a cabo las lecturas.

Para comprobar el grado de error de este método de recuento, se realizd una

prueba previa de la misma manera, partiendo de un hisopo a las 0 horas de la inoculacion.
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II. MODIFICACION DE MEDIOS DE AISLAMIENTO DE
Campylobacter jejuni

2.1 Medios selectivos para el aislamiento y recuento de C. jejuni

Los medios disponibles en el mercado pueden utilizarse para el aislamiento de
C. jejuni, pero los intentos preliminares de conseguir optimizar medios y métodos para
llevar a cabo recuentos no fueron satisfactorios, por lo que decidimos poner a punto
estudios paralelos, con la pretension de encontrar una forma y un medio que pudieran

facilitar estos propositos.

2.1.1 Siembra en caldo Bolton enriquecido con distintas
combinaciones antibidticas y determinacion de la sensibilidad de

las colonias

A partir de heces frescas recogidas directamente en la explotacion, se prepar6
una suspension en agua destilada estéril al 10%. De esta, se separaron 9 ml a los que se
inoculd 1 ml de una suspension reciente de C. jejuni con una carga aproximada de 107
UFC/ml. De esta mezcla se obtuvieron después alicuotas de 1 ml, que se utilizaron para

inocular 9 ml de los medios que se detallan a continuacion:
. Caldo Bolton

. Caldo Bolton suplementado con el suplemento antibidtico 1 (con

cefoperazona y anfotericina B)

= Caldo Bolton suplementado con el suplemento antibidtico 2 (con

polimixina B, ciclohexamida, rifampicina y trimetoprima)

= Caldo Bolton suplementado con el suplemento antibidtico 3 (con

cefoperazona, vancomicina, anfotericina B y trimetoprima)

Transcurridas 48 horas a 42°C y en microaerofilia, se procedidé a realizar
diluciones decimales con los distintos medios inoculados y a su siembra en placas de

medio mCCDA, incubando estas a 42°C en microaerofilia, durante 48 horas.
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Después de la incubacion se realizo un aislamiento de las colonias similares a
Campylobacter que aparecieron en las placas y, junto con una colonia confirmada como
positiva, se realizé un estudio de sensibilidad antibiotica de las distintas colonias con los
antibioticos disponibles en el laboratorio, con el propdsito de seleccionar aquellos que,

teniendo accion sobre los contaminantes indeseables, no la ejercieran frente a C. jejuni.

Se utilizaron los siguientes antibidticos a las concentraciones, en disco, que se

sefialan en la Tabla 3.

Tabla 3. Antibidticos y concentraciones en los discos utilizados, en los ensayos de inhibicion de los
distintos aislados.

Antibidtico Concentracion en el disco
Polimixina 150 pg
Estreptomicina 100 pg
Cefalotina 66 ng
Vancomicina Spug
Ampicilina 10 ng
Rifampicina 30 ug
Bacitracina 40U
Cefoperazona 5,2 ug
Trimetoprima 5,2 ug
Kanamicina 100 pg
Neomicina 30 ug
Florfenicol 30 ug
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2.1.2 Uso combinado de filtros de celulosa de 0,45 pum de
diametro de poro y medios selectivos (mCCDA, Skirrow, Preston

y CSM)

a) Siembra en medios selectivos: El siguiente paso consistid en la siembra de
diluciones decimales de un indculo similar al anterior (1 ml de heces al 10% disueltas en
agua estéril, en 9 ml de agua de peptona al 0,1%), realizando la siembra de 100 pl por
inundacion, en placas compuestas por los distintos medios suplementados con diferentes

antibioticos.
En este paso los medios utilizados fueron los siguientes:

= mCCDA (con cefoperazona y anfotericina B).

= Agar sangre (sin antibidticos).

= Agar de Skirrow modificado (con vancomicina, polimixina B, anfotericina
B, trimetoprima y cefalotina).

. Agar Preston sin suplemento antibidtico.

= Agar Preston con el suplemento antibidtico 1 (con cefoperazona,
vancomicina, anfotericina B y trimetoprima).

. Agar Preston con el suplemento antibidtico 2 (con polimixina B,
ciclohexamida, rifampicina y trimetoprima).

= Agar Preston con el suplemento antibiotico 3 (con piruvato sédico,
vancomicina, ciclohexamida y cefoperazona).

. Agar CSM sin suplemento antibidtico.

. Agar CSM con el suplemento antibidtico 1 (con cefoperazona,
vancomicina, anfotericina B y trimetoprima).

= Agar CSM con el suplemento con antibidtico 2 (con polimixina B,
ciclohexamida, rifampicina y trimetoprima).

. Agar CSM con el suplemento con antibidtico 3 (con piruvato sddico,

vancomicina, ciclohexamida y cefoperazona).

Todas las placas fueron incubadas a 42 °C en microaerofilia, durante 48 horas.
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b) Siembra con filtros de celulosa: Se llevo a cabo simultinecamente con el
método anterior. En él se utilizaron los mismos medios y combinaciones antibidticas, con
la diferencia de que 100 pl de las distintas diluciones decimales del indculo anterior se
depositaron sobre filtros de celulosa con un poro de 0,45 pm de didmetro (Millipore), que
fueron retirados con pinzas estériles, una vez trascurrido el tiempo necesario (45
minutos). Posteriormente y al igual que en el punto anterior, las placas fueron incubadas

a 42 °C en microaerofilia, durante 48 horas.

2.2 Utilizacion de filtros para el aislamiento de C. jejuni

Se parti6 de heces esterilizadas en autoclave (121°C durante 15 minutos) que
fueron inoculadas al 10% con un cultivo de 10’7 UFC/ml de la cepa de referencia de C.
jejuni ATCC (33560). De este inoculo, se practicaron diluciones decimales que fueron
centrifugadas (6.000 rpm, durante 1 minuto) y a partir de su sobrenadante se llevaron a

cabo distintas siembras en placas:

»  Siembra directa, por inundacion de 100 pl, sin filtracion previa.

»  Siembra de 100 pl utilizando filtros de celulosa de 0,45 pm de poro
(Millipore).

»  Siembra por inundacion de 100 pl, del liquido recogido después de utilizar
un sistema de filtracion con jeringuilla y un poro de 0,45 pm de diametro (Millipore).

»  Siembra por inundacion, de 100 pl del liquido resultante de filtrar el
indculo con un equipo de filtracion al vacio y utilizacion de filtros de celulosa con un

poro de 0,45 pm de diametro (Millipore).

Paralelamente, se sembraron en agar sangre y en mCCDA distintas diluciones
de cada una de las muestras obtenidas, de los distintos procedimientos de filtracion

utilizados, y después se incubaron a 42 °C en condiciones de microaerofilia.

La identificacién se realiz6 mediante deteccion molecular. Asi pues, con el
proposito de proceder a la deteccion del microorganismo objeto de estudio, en diversos
puntos se llevaba a cabo una prueba de amplificacion de fragmentos de ADN, mediante
el uso de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), siguiéndose en todos los casos el

método descrito por Ng et al. (1997), con algunas modificaciones.
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Se detalla la técnica a continuacion:

Anteriormente a la realizacion de la PCR era necesario obtener el ADN de las
muestras, para lo cual, al finalizar la incubacion se arrastraba con un asa el crecimiento
obtenido de cada placa, procediéndose seguidamente a la extraccion del ADN, que se
realiz6 mediante la técnica de “hervido”. La muestra fue resuspendida en 100 ul de agua
miliQ, se hirvidé durante 10 minutos y posteriormente fue centrifugada durante 5 minutos,
a 10.000 rpm y a 4°C, utilizando un equipo Centrifuge 5415 R (Eppendorf). De cada
muestra fue recuperado el sobrenadante, considerandose posteriormente como “ADN

extraido”.

Todas las detecciones de C. jejuni, se realizaron mediante PCR, en condiciones
similares. Para ello, prepar6 una mezcla Master Mix en hielo, con volumen total de 50 pl

compuesta por:

= Enzima Tag ADN polimerasa (Biotools) 0,5 pl
= dNTPs (Biotools) 0,5 ul; 25mM
cada uno

= Tampon de la enzima Tag ADN polimerasa (Biotools) 5,0 ul

= Cloruro de magnesio (Biotools) 1,5 ul

= Oligonucleotidos (cebadores) especificos (Tib Molbiol) 1,0 pl x2
. Agua libre de ADN/ARN (Sigma) 37,5 ul

= ADN extraido 3,0 ul

La pareja de cebadores especificos empleados en la deteccion consta de la

siguiente secuencia:

. 5- TGA CGC TAG TGT TGT AGG AG -3’
o 5- CCA TCA TCG CTA AGT GCA AC -3’

Las muestras se dispusieron en el termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf) y fueron sometidas a las siguientes condiciones de amplificacion: un periodo
inicial de 5 minutos a 95°C, seguido por 25 ciclos de 15 segundos a 95°C, 15 segundos a

48°C y 30 segundos a 72°C y, por tltimo, 10 minutos a 72°C.
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Los resultados de la PCR fueron analizados por electroforesis, utilizando 15 pl
del producto de la PCR cargados en un gel de tampén TBE con agarosa al 1%, con 5 pl
de bromuro de etidio a una concentraciéon de 10 mg/ml (Bio-Rad). La electroforesis se
realizo en el equipo Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad) y el gel fue sometido a 100 V durante
45 minutos. La visualizacion se realiz6 bajo luz ultravioleta y el resultado fue capturado
con el sistema Gel Printer, de “Tecnologia para el Diagnostico e Investigacion” (TDI) y

analizado con el Programa “1-D Manager”, de TDI.

Como control, negativo (sin ADN) se utiliz6 agua milliQ en lugar de ADN,
negativo (con ADN) se utilizo ADN de Pasteurella multocida ATCC (43137) y como
control positivo ADN de C. jejuni ATCC (33560).
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III. IDONEIDAD DEL TIPO DE MUESTRAS Y MUESTREO
PARA EL DIAGNOSTICO DE PORTADORES

Con el propdsito de emprender este capitulo, se llevaron a cabo los
correspondientes estudios sobre diferentes tipos de muestras y materiales de estudio,

como hisopos de cloaca en animales vivos, muestras de tipo ambiental y heces.

3.1 Comparacion entre medios de cultivo

Con el fin de determinar si existia variaciéon en el resultado de la PCR,
dependiendo de en qué medio se cultivaban las muestras, durante varios dias alternos y
coincidiendo con el final del ciclo productivo de las aves, se recogieron muestras de heces
recién emitidas en la explotacion, utilizando hisopos de algodén que fueron transportados
en medio Cary-Blair a temperatura ambiente (aproximadamente 20°C). Una vez en el
laboratorio, cada uno de los hisopos se sembré en dos medios diferentes: mCCDA y agar
sangre. Las placas se incubaron 48 horas a 42°C en microaerofilia y la presencia de C.

Jjejuni se confirmd mediante PCR.

3.2 Muestras procedentes de pollos de carne

3.2.1 Influencia de la edad de los animales y la época del afio en

la presencia de muestras positivas

Semanalmente y durante cuatro ciclos consecutivos de produccion, uno en cada
estacion climatica, se tomaron diferentes muestras de heces de pollos en la explotacion
de Riosequino de Torio, realizandose la recogida mediante tres procedimientos

diferentes:

a) Se recogieron heces de distintos lugares elegidos al azar del interior de la nave
de crianza, con la ayuda de un depresor lingual estéril, depositandose una mezcla de 10
muestras en recipientes también estériles, obteniéndose un total de 5 recipientes por
muestreo. Una vez en el laboratorio, las heces de cada recipiente se homogenizaban y se
trataban como muestras independientes. De este homogeneizado se recogia 1 g, que se

afladia a 9 ml de agua de peptona al 0,1%, incubandose después durante 30 minutos a
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37°C. Después de la incubacion, se sembraba de cada una un volumen de 100 pl en placas
de mCCDA. Transcurridas 48 horas a 42°C en microaerofilia, se llevo a cabo la lectura

de las placas. Las colonias sospechosas se confirmaron mediante PCR.

b) Una alternativa consistié en la recogida de las heces mediante el protocolo de
muestreo utilizado para la deteccion de determinados serotipos de salmonela en naves de
ponedoras en suelo, segun el Reglamento (UE) N° 517/2011 (DOUE, 2011). Para ello, se
utilizaban 2 pares de calzas absorbentes, impregnadas en una solucidon de peptona en agua
destilada estéril al 0,1%. Se dividi6 la nave en 2 partes y con las calzas colocadas en las
botas, se recorria la mitad correspondiente de la nave, de forma que todas las partes

representativas de ésta estuvieran presentes en la muestra.

Después se retiraron las calzas de forma cuidadosa, tratando de que no se
desprendiera nada del material adherido a ellas y se transportaron aisladas e identificadas
en un recipiente estéril, en refrigeracion, hasta el laboratorio. Una vez alli cada par de
calzas se sumergio en 100 ml de agua de peptona y se extrajo el material fecal, agitando
en un mezclador Stomacher, durante 30 segundos. Del liquido obtenido se extrajo un
volumen de 1 ml que se inoculd en 9 ml de agua de peptona al 0,1%, incubandose después

durante 30 minutos, a 37°C.

Terminada la incubacion se realizaron diluciones decimales, sembrando en
placas de medio de cultivo, e incubando durante 48 h a 42°C. Al igual que en la modalidad

anterior, las colonias sospechosas se confirmaron mediante PCR.

¢) Finalmente se llevo a cabo la recogida semanal de 10 animales y, previa
sedacion y eutanasia, se llevo a cabo su necropsia obteniendo el contenido cecal, con el
que se procedid al andlisis. Se recogi6é una muestra del contenido cecal, con un asa de
platino, se sembrd por agotamiento en una placa de mCCDA y se incub6 48 h a 42°C en

microaerofilia. Las colonias sospechosas se confirmaron por PCR.

3.2.2 Prevalencia de C. jejuni en pollos de carne

Para determinar la presencia de C. jejuni en animales vivos y, teniendo en cuenta
las posibles variaciones a lo largo de la cria, se llevaron a cabo muestreos de la
explotacion en tres momentos del ciclo de produccion: al final del primer tercio (23 dias),

al final del segundo (46 dias) y al final del tercero o previo al sacrificio (69 dias).
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Para cada caso se tomaron muestras de cloaca. Tras la inmovilizacion del animal,
se introdujeron hisopos de algodon estériles aproximadamente 2 cm en la cloaca de cada
animal, realizdndose pequeiios giros en su interior. Posteriormente, se trasladaron hasta
el laboratorio, mantenidos en medio Cary-Blair a temperatura ambiente 20°C. Se tomaron
muestras de un total de 30 aves de la explotacion, sembrandose directamente en placas
con medio mCCDA. Las placas se incubaron 48 horas a 42°C en microaerofilia, como en

ocasiones anteriores, y se utilizo el mismo método de identificacion (PCR).

3.2.3 Muestras del aparato digestivo de los animales

Para su realizacion, se estudi6 el contenido digestivo de los animales objeto de
estudio durante su ciclo de vida. Cada 10 dias se separaban aleatoriamente 10 aves
procedentes de la explotacion de Riosequino de Torio (Ledn), que eran inmediatamente
traslados al laboratorio, donde se procedia a su eutanasia humanitaria por dislocacion
cervical, (Reglamento (CE) n® 1099/2009 del Consejo (DOUE, 2009)). Una vez
sacrificados, se procedia a su necropsia y la recogida de muestras de contenido de buche,
ciego y colon, en condiciones estériles. Posteriormente, se procedia a la siembra directa
en medio mCCDA e incubacion en condiciones estandar. Sobre las colonias sospechosas

se confirmaba C. jejuni mediante PCR.

3.3 Muestras ambientales

3.3.1 Muestras de origen fecal

Se utilizaron heces de distinto tipo y condicidn, incluyendo: heces frescas (recién
emitidas y ain con aspecto suave y brillante), heces antiguas (con aspecto seco y de
consistencia quebradiza) y materia organica sin identificar, proxima a comederos y

bebederos (fundamentalmente compuesta por restos de paja con excrementos).

La recogida de las muestras se realiz6 en los mismos periodos de tiempo que en
el apartado 2.2 de este capitulo, es decir, en los dias 23, 46 y 69 del ciclo de vida de los
animales. De cada tipo de material de prueba se seleccionaron, un total de 10 muestras
aleatorias en cada muestreo y, con la ayuda de depresores linguales estériles, se

recogieron en recipientes también estériles, que fueron transportados al laboratorio a

84



Métodos

temperatura de refrigeracion en el tiempo mas breve posible (directamente desde la
explotacion). Siempre se llevo a cabo el procesado de las muestras en un periodo inferior
a una hora desde la recogida. Para favorecer la hidratacion de las muestras, 1 g de cada
una se incubd en 9 ml de agua de peptona al 0,1%, a 37°C durante 30 minutos;
posteriormente, se procedi6 a la siembra en superficie de 100 pl de cada muestra en placas
de cultivo mCCDA, manteniéndose en las condiciones Optimas de crecimiento de la
bacteria y realizdndose su lectura a las 48 horas y, como en casos anteriores se utilizo la

PCR para la confirmacion de los microorganismos.

3.3.2 Otras muestras ambientales

Las distintas muestras fueron recogidas cada 15 dias, durante un ciclo completo
(aproximadamente 3 meses), en diferentes periodos de la cria, coincidiendo el muestreo,
por tanto, con momentos en los cuales en la nave habia animales, asi como con otros en

los cuales la nave se encontraba vacia.

Se incluyeron en este capitulo muestras de polvo y agua, tomadas aleatoriamente
en distintos lugares de la explotacion y procedentes tanto del interior como del exterior
de las naves de Riosequino de Torio (Ledn). También se muestrearon el pienso, las aguas
estancadas del exterior de la explotacion, las superficies de comederos y bebederos, la
ropa y el calzado de trabajo utilizado por el personal de la explotacion. Para ello, en cada

periodo se recogieron 10 muestras de cada tipo, cubriendo asi las diversas areas.

Se utilizaron distintos métodos, con el fin de comprobar si el procedimiento
afectaba a los resultados. Segun el tipo de muestreo, se recogia la muestra en un recipiente
estéril (con el pienso o agua) o empapando un hisopo de algodon previamente
humedecido en tampon PBS estéril (en el resto de las muestras), utilizandose en la
segunda modalidad el medio de transporte Cary-Blair. Todas las muestras se
transportaron directamente al laboratorio, a temperatura de refrigeracion, y el procesado

se realizd de la manera descrita en puntos anteriores.
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IV. PRESENCIA DE Campylobacter jejuni EN DISTINTAS
ESPECIES ANIMALES

4.1 Muestreo en distintos sistemas productivos

Para la realizacion de este estudio se investigaron animales de tres granjas en
distintas localizaciones del territorio de Castilla y Leon (croquis en anexo). Una de ellas
poseia caracter de ‘Granja-Escuela’ y pertenecia al Colegio Santa Isabel de Soria. Las
otras dos correspondian a granjas de ponedoras industriales, ubicadas en Aranda de Duero
(Burgos) y Villalon de Campos (Valladolid), respectivamente. Los estudios
correspondientes a la Granja-Escuela se llevaron a cabo en los siguientes grupos de

animales:

»  Gallinas ponedoras. Se estudiaron 29 animales mantenidos en jaulas, a
razon de 3 aves por cada una, dispuestas en dos filas y a una altura del suelo de 1 metro.
Estos animales estaban localizados en una sala del edificio de cria.

»  Animales reproductores. Este grupo se encontraba ubicado en la misma
sala que el grupo anterior, con una separacion de al menos 1 metro de distancia. El grupo
de muestra estaba formado por 8 hembras y 2 machos. Los diez animales se encontraban
en la misma jaula, a un metro de altura del suelo.

»  Gallos adultos. Este grupo estaba formado por 9 machos, ubicados en la
parte exterior del edificio, en un corral o voladero, que en parte se encontraba techado, y
que compartian con otro tipo de aves.

»>  Pollos de entre 6 meses y un afio. Se muestrearon 12 animales, que se
encontraban en el voladero junto con otras aves, separados Unicamente por una valla
metalica del corral donde estaba situado el grupo anterior.

>  Pollos menores de 6 meses. Se ubicaban también en un corral dentro del
voladero, separados del resto de las aves por una valla metalica. En total se estudié un

grupo de 14 machos, todos de una edad comprendida entre 1 y 6 meses.

Las granjas de Aranda de Duero y Villaléon de Campos se correspondian con
explotaciones industriales de caracteristicas similares. En ambos casos, los animales se
disponian en jaulas corridas en bateria y tres alturas, con una separacion del suelo no
inferior a un metro. Las aves se encontraban agrupadas en grupos de 3 6 4 por jaula, sin

contacto directo con las heces de los animales que se localizaban en el piso superior. En
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las dos explotaciones, la toma de hisopos se realiz6 de manera aleatoria, recogiéndose 40

muestras de la granja de Villaléon de Campos y 60 de la de Aranda de Duero.

En este experimento, las aves de las tres explotaciones se muestrearon de la
misma manera, utilizdndose un hisopado cloacal y el medio Cary-Blair para el transporte
de las muestras. Una vez en el laboratorio, el procesado se llevd a cabo de la forma
habitual, procediéndose a la siembra directa del hisopo en placas de mCCDA, e
incubandose después durante 48 horas a 42°C en microaerofilia. Transcurrido el tiempo
de incubacion, se llevo a cabo la lectura de las placas, confirmando la presencia de C.

Jjejuni por PCR.

4.2 Muestreo en otras especies animales

En este estudio se muestrearon animales de tres explotaciones confirmadas como
positivas a C. jejuni. En el anexo, se detallan las caracteristicas de las explotaciones de

trabajo, asi como el alojamiento de los animales muestreados en cada una de ellas.

>  Riosequino de Torio (Ledn). Se recogieron muestras de aves silvestres
de la zona, en su mayoria gorriones (10 en total), y de 10 ratones.

»  Aranda de Duero (Burgos). En esta explotacion familiar convivian las
aves muestreadas de forma habitual, con gatos y estos a su vez tenian contacto indirecto
(a través de un vallado metélico) con perros que se encontraban en el exterior de la nave.
En el muestreo realizado se analizaron 6 perros y 10 gatos.

»  Soria. En el caso de la granja de Soria coexistian una gran diversidad de
animales junto con las aves muestreadas. En este centro se ha procedié a la toma de
muestras de la cloaca en aves (codornices, palomas, faisanes, ocas, pavos, patos y un pavo

real), asi como del recto de mamiferos (ovejas, cabras, conejos y una cobaya).

Para este trabajo, en las granjas de Burgos y Soria, se utilizé el mismo tipo de
muestreo que para la deteccion en gallinas, es decir, hisopado cloacal o rectal,
utilizdndose también el mismo medio de transporte, procesamiento y deteccion de la
bacteria que en el caso sefialado. En cuanto a los estudios realizados en la explotacion
leonesa, los animales recogidos fueron sacrificaron y se realizo la siembra de su contenido

cecal, determindndose posteriormente la presencia o no del microorganismo mediante

PCR.
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V. ESTUDIOS DE TRANSMISION VERTICAL DE
Campylobacter jejuni

5.1 Analisis de huevos de gallinas portadoras

Se plante6 la posibilidad de supervivencia de C. jejuni en los huevos procedentes
de un lote de 60 gallinas portadoras-eliminadoras del agente, alojadas en la granja de la
localidad de Aranda de Duero (Burgos). La prueba consistié en la recogida total de la

puesta en distintos dias, con un intervalo de 3 semanas.

Los huevos fueron recogidos en cajas de cartobn nuevas, para evitar
contaminaciones posteriores a la puesta y su transporte al laboratorio se llevé a cabo a
temperatura ambiente (aproximadamente 20°C), no superandose en ningun caso las 6
horas entre la recogida y el procesamiento. En los tres muestreos, una vez en el laboratorio
y previamente al procesado, la totalidad de los huevos recogidos se dividieron en lotes de
diez unidades, procesandose cada uno de ellos de forma independiente. Los lotes

quedaron constituidos del siguiente modo (Tabla 4):

Tabla 4. Huevos procedentes de gallinas portadoras de C. jejuni, recogidos para su estudio y su distribucion
en lotes.

Recogida N° de huevos recogidos N’ degli}:g:s por N° de lotes
1* (dia 0) 30 10 3
2* (dia 21) 24 8 3
3" (dia 42) 40 10 4

Con el fin de determinar la presencia de C. jejuni, y su localizacion (interna o

externa), el procesamiento se llevo a cabo del modo siguiente:

A) Presencia de C. jejuni en el exterior

En condiciones asépticas, los huevos se sumergieron completamente en agua de
peptona, a razén de 100 ml por cada huevo, y durante 3 minutos se agitaron suavemente

y con mucho cuidado, con una varilla estéril. Transcurrido este tiempo se recogio el “agua
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de lavado” (agua de peptona + contenido superficial del huevo) y se proces6 para el

aislamiento y deteccion de C. jejuni.

B) Presencia de C. jejuni en la cascara

Se procedio a la rotura del huevo de forma aséptica, procediendo después a su
retirada y homogeneizado con agua de peptona (20 ml por huevo), en un dispositivo
“Stomacher”, durante un tiempo de 10 segundos. La muestra se obtuvo del liquido

resultante de este homogeneizado.

C) Presencia de C. jejuni en el contenido del huevo

Después de romper el huevo, se homogeneizé su contenido en bolsas de plastico
estériles, utilizando un dispositivo “Stomacher”, llevando a cabo el proceso en dos fases
de 30 segundos cada una. Este liquido se utilizo directamente como material de estudio,
en el que, al contrario de lo que ocurria en los dos supuestos anteriores, no se afiadié agua

de peptona.

Una vez obtenidas los tres tipos de muestras procedentes de cada grupo de
huevos, se procedi6 a la siembra por triplicado de 100 pl, en la superficie de placas de
mCCDA, extendiendo el inéculo cuidadosamente. La incubacion se llevo a cabo de la
manera habitual, es decir, en microaerofilia a 42°C. Transcurridas 48 horas, se procedio

a la lectura de las placas y a la interpretacion de los resultados.

5.2 Contaminacion experimental de los huevos con C. jejuni

Para comprobar la supervivencia y viabilidad del microorganismo en los huevos,
se llevd a cabo un estudio de contaminacion superficial experimental. Para ello, previa
desinfeccion de los huevos con etanol al 70%, cada uno de ellos se introdujo en un
recipiente que contenia un volumen de 200 ml de solucién de agua de peptona inoculada
con C. jejuni, hasta una concentracion de 10° UFC/ml, suficiente para cubrir en su

totalidad el huevo, permaneciendo en ella durante 15 segundos. Transcurrido este tiempo,
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los huevos se dejaban secar una campana de flujo laminar, dentro de un recipiente estéril

durante de 5 minutos, momento en el que se comenzaba con el muestreo.

El procesamiento de los huevos se realiz6é de la misma manera que en el punto
anterior, diferenciandose entre superficie, cdscara y contenido interno, analizandose en
cada caso por triplicado la supervivencia de la bacteria en el huevo. Los huevos se
mantuvieron a 4°C y analizaron en los distintos tiempos estudiados (0, 1, 2, 4 y 6 horas)
después de la inoculacion, para lo que se realizaron diluciones decimales y siembras en
medio mCCDA, con posterior incubacion durante 48 horas en condiciones de crecimiento

optimo.
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VI. ESTUDIOS DE SUSCEPTIBILIDAD O RESISTENCIA
DE Campylobacter jejuni A DESINFECTANTES

6.1 Estudios de laboratorio

Las pruebas en el laboratorio se llevaron a cabo mediante el método de la
suspension, como se describe en Reybrouck (1998). Como en el caso de indculos
anteriores, se realizd la siembra del microorganismo de referencia en caldo de Bolton
enriquecido con sangre de caballo y suero bovino fetal, incubando 48 horas en
microaerofilia, en condiciones de crecimiento éptimo. Posteriormente, 100 ul del cultivo
se sembraron en placas de agar Preston y se incubaron durante 48 horas a 42°C en

microaerofilia.

El crecimiento en superficie obtenido se arrastrd con un asa de vidrio y las
bacterias se resuspendieron en solucion salina normal o en suero fisioldgico estéril,
dependiendo del propdsito de la prueba, practicando diluciones para obtener una
concentracion de hasta 10° UFC/ml. Estas suspensiones fueron utilizadas como inéculo

inicial en todas las pruebas.

Los desinfectantes fueron preparados de acuerdo con las instrucciones de los
fabricantes, con agua destilada como diluyente, utilizandose los productos reflejados en

la Tabla 5.

Para la realizacion de la prueba, 0,1 ml de cada suspension microbiana fue
afadida a 0,9 ml del desinfectante de prueba y después de 1 minuto de contacto, se
separaron 0,1 ml de la mezcla e inmediatamente se diluyeron cien veces en solucion salina
normal, procediendo a realizar diluciones decimales hasta 10”. Los controles de las
muestras de prueba se mezclaron con 0,9 ml de agua destilada en lugar de con el

desinfectante.

A partir de las diluciones realizadas se inocularon placas de agar Preston en
superficie por duplicado, utilizdndose volumenes de 1 ml por placa. Las placas se

incubaron a 42°C en condiciones microaerofilicas, durante 48 horas.
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Tabla 5. Productos desinfectantes y su concentracion de uso en la prueba “in vitro”.

29

. Concentraciéon Productos Concentracién
Productos desinfectantes no O
comerciales empleada desinfectantes empleada
(en %) comerciales (en %)
Acido fosférico 0,45 CR-36 Mural® 100
Agua oxigenada 3 Darodor 9000® 20
Alcohol isopropilico 70 Limoseptic® 0,25
Cloramina T 0,4 Limoseptic plus® 0,25
Cloruro de benzalconio 0,02 Limoseptic SF® 0,25
Cloruro de cetilpiridinium 0,1 Limoseptol® 0,5
Dlglucon.at.o oG 2 Polimorfo® 0,5
clorhexidina
Etanol 70 Proxitane 15% 1
Fenol 5 Totalcide® 0,25
Formol 3,7 Virkon-S® 0,5
Hipoclorito sodico 0,5 Virocid® 0,25
Permanganato potasico 1
Polivinilpirrolidona 1
Povidona yodada 1
Sulfato de zinc 0,25

6.2 Estudios en condiciones de campo

Se valoraron distintos productos desinfectantes seleccionados, segun los

resultados obtenidos en el laboratorio, en la explotacion avicola de Riosequino de Torio

(Leodn), sobre las paredes de una nave que anteriormente habia contenido pollos de carne.

Su preparacion y uso se llevo a cabo de acuerdo con las indicaciones del proveedor y se

utilizaron inmediatamente después de su preparacion.
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A continuacion, se enumeraron los distintos agentes analizados, asi como su

concentracion de uso en el ensayo (Tabla 6).

Tabla 6. Productos desinfectantes y su concentracion de uso en la prueba de campo.

Producto desinfectante utilizado Concentlizlcli(z/l:)utilizada

Cloruro de cetilpiridium 0,1
Fenol 5

Cloramina T 0,4

Formol 3,7

Polimorfo® 0,5

Limoseptic SF® 0,25

CR-36 mural® 100
Proxitane 15® 1

Para la realizacion de la prueba se tomaron muestras del lugar, en diferentes
momentos del ensayo, mediante placas de contacto tipo Rodac, que contenian agar
Preston con el suplemento antibidtico 2 (con polimixina B, ciclohexamida, rifampicina y

trimetoprima).

En primer lugar, se realiz6 una inoculacion uniforme mediante pulverizacion, de
una solucion de PBS con un total de 100 UFC/m? de C. jejuni (ATCC 33560) en los muros
de la explotacion, obteniéndose diluciones a partir de un cultivo de 24 horas de la bacteria
en caldo Bolton. Inmediatamente, se tomaba una muestra del muro, para determinar el
posible efecto de la pulverizacion sobre la viabilidad de la bacteria. Se dejaba airear
durante 15 minutos y, transcurrido este tiempo, se distribuyeron mediante pulverizacion
manual 25 ml/m? de los productos desinfectantes escogidos para la prueba, dejandose
actuar durante 60 minutos, después de los cuales se procedia nuevamente a la recogida de

muestras, realizdndose en todos los casos un muestreo del 10% de la superficie estudiada.

Las placas de contacto eran transportadas al laboratorio en condiciones de
refrigeracion y posteriormente se realizaba la incubacion de todas las placas durante 48
horas en un ambiente de microaerofilia, a 42°C. Transcurrido ese tiempo, se procedia al

recuento de las colonias de C. jejuni.
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Por otra parte, se creyod oportuno determinar si se producia o no descenso de
viabilidad del microorganismo, causada directamente por el diluyente, por el transcurso
del tiempo, por el efecto de la pulverizacion o por varios de estos efectos de forma
conjunta. Para ello se llevo a cabo una prueba preliminar en una de las zonas, utilizdindose

agua destilada en vez de desinfectante.
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I. ESTUDIOS DE SUPERVIVENCIA Y MULTIPLICACION
DE Campylobacter jejuni EN CONDICIONES DE CAMPO Y
EN CONDICIONES DE LABORATORIO

1.1 Construccion de una curva de crecimiento de C. jejuni

Las especies del género Campylobacter muestran requisitos de crecimiento
exigentes y una sensibilidad inusual al estrés ambiental. Tradicionalmente C. jejuni se ha
considerado una bacteria microaerofila obligada, cuyo crecimiento requiere una
concentracion de oxigeno de entre el 3 y el 15% y de dioxido de carbono entre el 2 y el
10% (Garénaux et al., 2008). A pesar de que, como microaer6filo, una alta concentracion
de oxigeno en el medio supondria un inconveniente importante para su crecimiento, se
han aislado cepas de diferentes fuentes que han demostrado tener capacidad para

adaptarse al oxigeno atmosférico (Chynoweth et al., 1998).

Para determinar si la cepa de referencia utilizada en este estudio se encontraba
condicionada por el estrés oxidativo, se llevo a cabo un cultivo a 37°C en caldo Bolton en
aerobiosis con condiciones estticas y en condiciones que simulaban un aumento del

estrés oxidativo (con agitacion).

En la Figura 5 se comparan los resultados de crecimiento de la cepa ATCC

33560 de C. jejuni, en agitacion y en estatico.

x 10°¢

Concentracion (UFC/ml)

0 2 4 6 8 10
Tiempo (horas)

Crecimiento / supervivencia sin agitacion Crecimiento / supervivencia con agitacion

Figura 5. Curva de crecimiento de C. jejuni a 37°C, en condiciones estaticas y en agitacion.

97



Resultados y discusion

Si consideramos que la fase de crecimiento exponencial de ambos cultivos
comienza a las 4 horas a partir de la inoculacion del medio de cultivo, cuando el
crecimiento celular comienza a producirse en ambas condiciones, y se estabiliza a las 8
horas de la inoculacion, que es cuando aparentemente comienza la fase estacionaria del
cultivo sin agitacion, observamos que el tiempo de generacion en el cultivo dinamico
aumenta en casi un 40%, al compararlo con el obtenido en condiciones estaticas, asi como
que el numero de generaciones en este intervalo de tiempo en el primer caso es casi cinco

veces superior al registrado en el cultivo mantenido sin agitacion.

A continuacion, se resumen las condiciones de crecimiento de la cepa de

referencia, en ambos casos a las 4 y las 8 horas de la inoculacion.

ER) L3

Tabla 7. Numero de divisiones celulares “n”, velocidad de crecimiento “v” y tiempo de generacion en
horas “g”, calculados a partir de las curvas de crecimiento de C. jejuni, en condiciones estaticas y en

agitacion.

Condiciones de la curva de crecimiento n v g
37°C con agitacion 5,32 0,53 1,88
37°C sin agitacion 1,17 0,12 8,55

Los resultados del recuento bacteriano en caldo Bolton muestran que la cepa de
referencia utilizada en este trabajo, ATCC (33560), a 37°C, presenta un ritmo de
crecimiento mas rapido cuando el cultivo se somete a agitacion que cuando no se hace.
Se puede observar que cuando se incuba a 37°C sin agitacion, existe muy poca capacidad
de crecimiento; se podria hablar de supervivencia mas que de crecimiento, ya que en
dichas condiciones el recuento microbiano ni siquiera aumenta una unidad logaritmica.
Sin embargo, si la cepa es incubada en agitacion, a 180 rpm, el crecimiento es evidente a
partir de la sexta hora de incubacion. La explicacion es que el periodo de latencia o

adaptacion se prolonga en estatico comparado con la agitacion.

Por tanto, la cepa utilizada podria sobrevivir en este medio en condiciones
ambientales normales, a pesar de no encontrarse a su temperatura optima (42°C). Estos
resultados se corresponden con investigaciones anteriores que han revelado el aislamiento
cepas de C. jejuni aerotolerantes (Rodrigues et al., 2015; Oh et al., 2015; Karki et al.,
2018), que pueden sobrevivir en condiciones aerdbicas tanto en medios liquidos como
solidos. Sin embargo, se desconoce a qué se debe la mayor tasa de aislamiento del

microorganismo cuando se somete a agitacion y en la bibliografia revisada no se han
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encontrado estudios en los que se compare la misma cepa en condiciones de agitacion y

sin ella.

1.2 Estudios de supervivencia de C. jejuni en distintos medios y

condiciones de laboratorio

Para establecer un adecuado protocolo de muestreo y de trabajo, en este apartado
se considero necesario determinar la supervivencia de la cepa de referencia en distintos
medios de cultivo utilizados habitualmente en el laboratorio, asi como a diferentes

temperaturas, siempre en condiciones de aerobiosis.
1.2.1 Supervivencia de C. jejuni en PBS

En esta parte del estudio se comparo la densidad optica de una suspension de la

cepa de referencia con el recuento bacteriano del microorganismo.

Para las distintas densidades 6pticas (DO) del cultivo en PBS se obtuvieron los valores
que aparecen en la Tabla 8. En ella se puede observar que el crecimiento bacteriano
aumenta a medida que lo hace la densidad ptica, hasta llegar a un valor de 0,030 a partir
del cual practicamente se estabiliza. En la segunda parte de esta prueba se recogieron los

datos que figuran en la Tabla 9.

Tabla 8. Recuentos de C. jejuni correspondientes a diferentes densidades Opticas.

Densidad optica 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035
(a 600 nm)
Recuento ) 3 S ] . }
(en UFC/ml) 1x10 6x10 7x10 5x10 1x10 2x10

Tabla 9. Viabilidad de C. jejuni al cabo de distintos tiempos y su correspondencia con la densidad dptica.

Tiempo transcurrido
(en horas)
0 8 16 24
Densidad éptica
(a 600 nm) 0,025 0,024 0,026 0,024
Recuento 6 s ) )
(en UFC/ml) 9x10 5x10 9x10 7x10
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Se observa que el in6culo del microorganismo, mantenido a temperatura de
refrigeracion durante las primeras 24 horas, no varia en la DO ni en la cantidad de células
cultivables Al igual que en otros estudios en los que se ha confirmado la viabilidad de C.
Jjejuni en PBS, a temperatura de refrigeracion durante 6 dias (Rodgers et al., 2010), se
comprobd que la cepa de referencia utilizada en este trabajo (D0O=0,025), conserva su
viabilidad durante el tiempo suficiente para poder ser transportada a las diferentes

explotaciones.

1.2.2 Supervivencia de C. jejuni en caldo Bolton, agua de peptona

y agua destilada

La eleccion del diluyente para la enumeracion de ciertas especies de bacterias
puede afectar en gran medida al recuento de los microorganismos. Los diluyentes que son
adecuados para la enumeracion de una especie pueden causar pérdidas significativas de
viabilidad cuando se usan con microorganismos menos resistentes (Abram y Potter,

1985).

El agua destilada y el agua de peptona han sido utilizados tradicionalmente en
los laboratorios de Microbiologia para la preparacion, tanto de diluciones como de
suspensiones bacterianas, y el caldo Bolton representa una de las mejores alternativas

para el enriquecimiento de las muestras (Baylis et al., 2000b).

Se considera imprescindible asegurarse tanto de la supervivencia como de la o
multiplicacion en dichos medios de la cepa de C. jejuni utilizada en el estudio,
previamente al uso de estos. Para ello, los diferentes medios fueron inoculados con un
cultivo de 10 UFC/ml de la cepa de referencia de C. jejuni, ATCC 33560 en PBS,

afnadiéndose éste en una proporcion del 10% con respecto a la muestra final.

1.2.2.1 Mantenimiento en agua destilada

La capacidad de C. jejuni para sobrevivir en ambientes acuaticos pobres en
nutrientes puede diferir entre las cepas (Jones et al., 1991), aunque existen diversos
estudios que han analizado la supervivencia del microorganismo en “sistemas de agua

simple” (Buswell et al., 1998). Los sistemas experimentales utilizados han sido muy
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diversos y en ningin caso han consistido en agua destilada, lo que dificulta la

comparacion detallada de los resultados logrados previamente con los nuestros.
La Tabla 10 recoge los resultados de supervivencia C. jejuni en agua destilada.

En este estudio se pudo comprobar que la cepa de trabajo sélo sobrevivié poco
mas de un dia en agua destilada, cuando la temperatura se mantuvo a 4°C, ya que cuando
se incubd a 42°C o a 37°C, las bacterias no sobrevivieron ni un dia. Cuando la suspension
se mantuvo a temperatura ambiente (aproximadamente a 20°C), Unicamente pudieron
recuperarse en el primer muestreo (1 dia). Por el contrario, cuando se mantuvieron a 4
°C, el indculo permanecié con un titulo similar (10° UFC/ml) durante 18 dias,
reduciéndose gradualmente una unidad logaritmica hasta los 30 dias, otra hasta el dia 38

y desapareciendo el crecimiento finalmente a partir del dia 42.

Por tanto, el microorganismo unicamente exhibi6 una viabilidad elevada en agua
destilada, cuando se mantuvo a bajas temperaturas (4°C), lo que se corresponde con lo
publicado por otros autores, que aseguran que la supervivencia de C. jejuni en estos
“nichos acuaticos” mejora a temperaturas bajas, con independencia de la cepa evaluada.
En esta linea, Rollins y Colwell (1986) determinaron que la supervivencia de C. jejuni en
agua corriente a 4°C, 25°C y 37°C era respectivamente de 4 meses, 28 dias y 0 dias. Blaser
et al. (1980) también observaron que la viabilidad bacteriana en agua corriente
esterilizada en autoclave era superior a 4°C (de 1 a 4 semanas) que cuando el
microorganismo se mantenia a 25°C (apenas 4 dias). Buswell et al. (1998) analizaron la
supervivencia de diferentes cepas de C. jejuni en sistemas acuaticos agotados en
nutrientes y estimaron que la supervivencia de las distintas cepas a 4°C se situaba entre 5
y 12 dias, a temperatura ambiente (22°C) entre 1 y 2 dias y a 37°C entre 9 y 36 horas. A
pesar de las evidentes diferencias entre las distintas cepas, los resultados de viabilidad
bacteriana a 37 °C y a temperatura ambiente de este Ultimo estudio se asemejan bastante
a los datos obtenidos en el nuestro, en el que se determin6 que la cepa de referencia

sobrevivio no mas de 24 horas a 37°C y entre 24 y 72 horas a temperatura ambiente.

A la vista de los resultados anteriores, resulta evidente que conforme aumenta la
temperatura, la supervivencia de las cepas se reduce. En este estudio, cuando la
suspension se mantuvo a 42°C (igual que a 37°C), so6lo se pudo detectar el
microorganismo en el primer muestreo realizado (dia 0), pero al no existir datos anteriores

de supervivencia a dicha temperatura (42°C) no se puede confirmar este resultado.
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1.2.2.2 Supervivencia en agua de peptona

El uso del agua de peptona como diluyente para prevenir la muerte bacteriana ha
sido probado desde hace anos (King y Hurst, 1963). De hecho, es el diluyente mas
utilizado en la mayoria de los métodos normalizados de recuento de bacterias ISO en
alimentos en la actualidad y, en concreto en el correspondiente a Campylobacter (“Norma
UNE-EN ISO 10272-2:2018,”). Ademdas de su capacidad como diluyente, mas
recientemente se ha comprobado su idoneidad como medio de aislamiento para C. jejuni

a partir de determinadas muestras (Oyarzabal et al., 2007).

La mayor tasa de supervivencia se observé cuando el agua de peptona inoculada
con el cultivo inicial de C. jejuni se mantuvo a 4°C, no sobreviviendo ni tan siquiera un
dia a 42°C y menos de tres cuando el indculo se conservé a temperatura ambiente. Sin
embargo, a 37°C, el microorganismo no sélo subsistid, sino que, ademads, en el dia 1 se
observo un ligero crecimiento con respecto al indculo inicial y paulatinamente fue

reduciéndose el titulo hasta llegar al dia 18, en el que desaparecio6.

Con respecto a la evolucion observada en el indculo mantenido a 4°C, igual que
en el agua destilada, permaneci6 con un titulo similar durante varias semanas, en este
caso durante 22 dias, disminuyendo una unidad logaritmica a partir de esta fecha hasta
los 30 dias y desapareciendo finalmente a partir del dia 42. La Tabla 11 recoge los

resultados obtenidos cuando el indculo se diluy6 en agua de peptona.

Los resultados de supervivencia de la cepa de referencia en el agua de peptona
fueron similares a los que se obtuvieron en el caso del agua destilada, a excepcion de los
datos a 37°C, que en este medio fueron mucho mas elevados (14 dias en agua de peptona,
frente a no mas de 24 horas en agua destilada). No se sabe con certeza el porqué de este
aumento de viabilidad bacteriana a esta temperatura, ni tampoco a qué se debe el aumento
en dos unidades logaritmicas que se produce en las primeras horas, pero se cree que puede
estar relacionado con lo observado en otros estudios, que han enunciado que ésta seria la
temperatura Optima para la recuperacion de C. jejuni en distintos medios (Hsieh ef al.,
2018) y con la funcionalidad de que el agua de peptona podria tener como medio de pre-
enriquecimiento para Campylobacter, al igual que se demuestra con otros

microorganismos semejantes (Baylis et al., 2000a).
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1.2.2.3 Supervivencia en caldo Bolton

El caldo Bolton es uno de los medios de enriquecimiento mas utilizados para la
deteccion de Campylobacter (Chon et al., 2018), siendo uno de los dos recomendados en
la norma ISO vigente (UNE, 2018). Para la recuperacion oOptima de estos
microorganismos en este medio, se recomienda una atmosfera de microaerofilia y una
temperatura de 42°C. A pesar de que en este trabajo se ha utilizado un ambiente aerobio
para la prueba, a esta temperatura (42°C), se ha demostrado que la supervivencia de la

cepa de referencia es muy elevada, llegando incluso a los 80 dias de viabilidad.

No se conocen estudios anteriores que describan la supervivencia bacteriana en
caldo Bolton, pero se cree que estos datos se pueden deber al hecho de que dicho medio
aportd a la cepa analizada todos los nutrientes necesarios para la supervivencia a su
temperatura 6ptima de crecimiento (42°C). En este estudio, también se han obtenido datos
de viabilidad muy altos en caldo Bolton a bajas temperaturas. Resultados de una
supervivencia muy elevada a 4°C se obtuvieron también en caldo Brucella (Doyle y
Roman, 1982), en los que tres cepas de C.jejuni apenas variaron su viabilidad durante los
14 dias que durd el estudio, obteniéndose por tanto datos similares, a pesar de las posibles
diferencias debidas a la composicion de ambos medios, o las atribuibles a la utilizacion

de diferentes cepas.

Al analizar los resultados de los recuentos obtenidos en caldo Bolton inoculado
con el mismo titulo de la cepa de referencia (ATCC 33560), se pudo observar que, al
contrario que en los casos anteriores, la supervivencia mas prolongada no se produjo a
4°C, sino a 42°C. A dicha temperatura, el microorganismo permanecié viable durante al
menos 80 dias, produciéndose un crecimiento continuado de dos unidades logaritmicas
hasta el dia 3, recuperando el titulo inicial (10° UFC/ml) entre los dias 18 y 22, e
incrementandose ligeramente entre los dias 26 y 30, para ir reduciéndose después
lentamente hasta los dias 50-54, aumentar otras dos unidades logaritmicas el dia 58,

mantenerse hasta el 66 y, por tltimo, ir reduciéndose hasta desaparecer el dia 84.

Cuando el caldo Bolton inoculado con 10° UFC/ml se mantuvo a temperatura
ambiente, C. jejuni subsistid6 menos de tres dias y a 37°C no desarroll6 colonias a los 10
dias, produciéndose un leve crecimiento en las primeras horas (dia 1), disminuyendo
después hasta el dia 10, momento en el que no se observo crecimiento bacteriano. A 4°C,

el titulo del microorganismo se mantuvo mas o menos estable durante casi tres semanas,
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reduciéndose ligera y progresivamente a partir del dia 22, hasta el dia 80 en el que ya no

se observo crecimiento. La Tabla 12 recoge los resultados descritos.

Si se comparan los resultados obtenidos en los distintos medios a 4°C, se observa
que la mayor tasa de supervivencia en el tiempo y en casi todos los muestreos realizados
se alcanza con el caldo Bolton, presentandose valores ligeramente mas elevados con agua
destilada que con agua de peptona en la mayor parte de los muestreos, pero con la misma

viabilidad en el tiempo.

En la Figura 6 se compara la progresion de los resultados de supervivencia en

los distintos medios, a 4°C.

N W A N
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)
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Logaritmo 10 de UFC/ml

0 \ .
0 1 3 6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58 62 66 72 76 80 84 88
Tiempo (en dias)
Agua destilada Agua de peptona Caldo Bolton

Figura 6. Supervivencia de C. jejuni después de la inoculacion de los distintos medios, a 4°C.
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Tabla 12. Supervivencia de C. jejuni en caldo Bolton mantenido a distintas temperaturas, expresada en UFC/ml.

Tiempo transcurrido (en dias)

Temperatura
de incubacion
0 1 6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50
42°C 2x10° | 2x10% | 4x107 | 3x10° | 2x10° | 2x10* | 2x10° | 1x10° | 1x10° 6x10°  9x10° 2x10° @ 6x10*  2x10*  2x10°
37°C 2x10° | 4x107 | 4x10° | 1x10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T? ambiente | 2x10° | 6x10° 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
o 5 5 5 5 5 5 5 4 4 4 4 4 3 5x10°  3x10°
4°C 2x10° | 6x10° | 4x10 1x10 1x10° | 4x10° | 4x10° | 5x10% | 7x10" @ 5x10% @ 4x10"  2x10" | 9x10
Tiempo transcurrido (en dias)
Temperatura
de incubacion
54 58 62 66 72 76 80 84 88 92
42°C 2x10° | 2x10° | 2x10° | 4x10° | 4x10* | 2x10* | 2x10? 0 0 0
37°C 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T* ambiente | © 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4°C 2x10° | 1x10° | 2x10% | 2x10? 3 2 0 0 0 0
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1.3 Estudios de supervivencia en otros sustratos

La supervivencia de Campylobacter in vivo se ve afectada por una amplia gama
de factores, entre los que destacan la temperatura, la atmosfera, la matriz de la muestra y
la humedad (Smith ef al., 2016). En esta parte del estudio se analizé la viabilidad de la
cepa de referencia en distintos nichos ambientales de la nave de cria, tratandose de
reproducir en el laboratorio las condiciones de la granja, para poder determinar si existian

mas elementos de variacion que condicionaran la supervivencia de C. jejuni.

Los resultados obtenidos en una primera prueba se recogen en la Tabla 13.

Tabla 13. Supervivencia de C. jejuni expresada en UFC/ml en agua, pienso y heces, en las condiciones
habituales de la explotacion y en el laboratorio (1*prueba).

Tiempo transcurrido
. (en dias)
Muestra analizada
0 10 20
Agua
Mantenlc'la en la 7%108 0 0
granja
Mantenida .en el 7%108 0 0
laboratorio
Pienso
Mantenlc.lo en la 7%108 0 0
granja
Mantenido .en el 7%108 0 0
laboratorio
Heces
Mantenld.as en la 7%10° 4x108 0
granja
Mantemdas. en el 7%108 8x10° 5%10°
laboratorio

Se puede advertir que la supervivencia de C. jejuni en el agua y en el pienso, en
las condiciones de este estudio, es inferior a 10 dias, ya que, tanto en las muestras
mantenidas en la granja como en las del laboratorio, el recuento es cero. En el caso de las
heces, la viabilidad se mantiene practicamente igual hasta los 10 dias cuando las bacterias
se mantienen en la granja, descendiendo 2 unidades logaritmicas si se encuentran en el

laboratorio. Sin embargo, a los 20 dias, en las heces mantenidas en la granja el
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microorganismo no persiste, pero en las del laboratorio el recuento es similar al de la

recogida anterior, manteniéndose en 10 UFC/ml.

Con el objeto de buscar mayor precision, se realizd una segunda prueba, en la
que se realizd6 la homogeneizacion de los sustratos con el inoculo de C. jejuni,
previamente a la preparacion de las distintas alicuotas. Los resultados obtenidos en la

segunda prueba figuran a en la Tabla 14.

Tabla 14. Supervivencia de C. jejuni, expresada en UFC/ml, en agua, pienso y heces, en condiciones
habituales de la explotacion y en el laboratorio (2% prueba).

Tiempo transcurrido
. (en dias)
Muestra analizada
0 5 10 15 20 25
Agua
Mantenida en la 3x10° 0 0 0 0 0
granja
Mantenida en el 3x10°8 0 0 0 0 0
laboratorio
Pienso
Mantenido en la 3x10° 0 0 0 0 0
granja
Mlantenldo en el 3x10°8 0 0 0 0 0
aboratorio
Heces
Mantemd.as en la 3x10°8 5x107 7x10° 3x107? 0 0
granja
Mantenldas- en el 3x108 8x107 2%x10° 7x10* 5102 0
laboratorio

Al igual que en el caso anterior, se confirmo que la viabilidad de la bacteria
resulté muy reducida en agua y en pienso, ya que desapareci6 en su totalidad a los 5 dias.
Los resultados obtenidos en las heces siguen la misma linea que los del apartado previo,
siendo mas duradera la supervivencia en las muestras ubicadas en el laboratorio, aunque
en este caso la viabilidad observada en el andlisis realizado a los 20 dias fue visiblemente

inferior al del analisis anterior (15 dias).

Los resultados mostrados en el agua se corresponden con los observados en la
supervivencia en el agua destilada a temperatura ambiente, en los que al igual que en este

caso, el microorganismo sobrevivido menos de 5 dias. Estos datos se corresponden con los
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publicados por Blaser ef al.(1980) que determinaron una supervivencia de apenas 4 dias
en agua corriente estéril en autoclave a 25°C y con los de Buswell ef a/.(1998), de una
viabilidad de entre 1 y 2 dias a temperatura ambiente; sin embargo resulté mucho mas

baja que los 28 dias de viabilidad que obtuvieron Rollins y Colwell (1986).

En el andlisis sélo se pudo detectar C. jejuni en el pienso en el muestreo realizado
en el tiempo cero tras su inoculacion con el microorganismo, ya que este material, debido
al bajo contenido de humedad y a su baja actividad del agua, no resulta compatible con
la supervivencia de C. jejuni (Doyle y Roman, 1982b). En estudios anteriores, no se ha
detectado el microorganismo en el pienso de pollos (Newell y Fearnley, 2003) y aunque,
ocasionalmente se ha documentado la presencia de C. jejuni en el pienso de los comederos
(Lindblom et al., 1986), este hecho se atribuye a una posible contaminacién por

regurgitacion o por las heces (Shane, 2000).

La supervivencia de C. jejuni en las heces oscilo entre los 15 dias, cuando éstas
se mantenian en la granja, y los 20 dias en el laboratorio. En ambos casos, se supero el
tiempo de viabilidad del microorganismo observado en un estudio anterior, en heces de
gallinas ponedoras mantenidas en el laboratorio, en el que a 20°C el microorganismo
sobrevivia un méaximo de 6 dias en heces contaminadas de modo natural y hasta un
méximo de 4 dias en las contaminadas con un inéculo de 3 x 108 UFC/ml (Ahmed et al.,
2013), asi como en un analisis de la viabilidad de Campylobacter en heces de pollos
positivos, en el que el microorganismo sélo sobrevivi6 2 dias (Berrang et al., 2004). En
otras especies, se han detectado tiempos de supervivencia de Campylobacter mas

elevados, de hasta 2 semanas (Inglis ef al., 2010).

En esta prueba solo se detectaron diferencias entre las muestras mantenidas en
los dos lugares (granja y laboratorio), en las heces a partir del dia 15. Se cree que este
fenomeno es debido a que, en el interior de la nave, en determinados dias del estudio se
produjeron variaciones térmicas, que a largo plazo pudieron afectar a la viabilidad del

microorganismo.

1.4 Estudios de supervivencia en medios de transporte

C. jejuni es una especie bacteriana muy sensible a las condiciones ambientales

Se ha demostrado que varios factores, como el oxigeno, la temperatura o la composicion
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media del medio, podrian afectar su supervivencia durante el transporte (Wang et al.,
1983Db). Por ello, para garantizar la viabilidad del microorganismo durante su transporte
se deben utilizar condiciones particulares y medios especificos (Omurtag et al., 2011),
sobre todo cuando se usan hisopos rectales, no solo por la pequefia cantidad de bacterias

sino también por su mayor exposicion al oxigeno (Palumbo, 1986).

En esta linea, la OIE recomienda que una vez recogidos los hisopos para la
determinacion de C. jejuni en heces de aves, se procesen en un lapso maximo de 2 dias,
se eviten las temperaturas superiores a los 20°C o inferiores a 0°C, asi como se recomienda

el uso de un medio de transporte (como Amies, Cary Blair o Stuart) (OIE, 2017).

En este apartado se llevd a cabo un estudio comparativo de recuperacion por
cultivo de C. jejuni para determinar qué medio de los disponibles en nuestro laboratorio
y qué temperatura resultaban los mas adecuadas para el transporte de las muestras desde
las granjas. La primera parte del estudio se realiz6 utilizando directamente heces recién
emitidas por los animales, en las cuales, ademas de poder portar C. jejuni, coexistian otros
microorganismos. La presencia masiva de contaminantes en las placas de cultivo impidid
la realizacion del recuento de C. jejuni. A pesar de ello, se procedié a la deteccion
molecular de la bacteria mediante PCR, a partir del crecimiento obtenido en las placas
tras la inoculacion, que resultd positiva en todos los casos (en los cuatro medios de

transporte del estudio).

En la segunda parte de la prueba, se utilizaron hisopos con distintos medios,
impregnados con un in6culo de C. jejuni de titulo conocido. Las Tablas 15 y 16 muestran
los resultados de los recuentos obtenidos, con expresion de los distintos medios (Cary

Blair, Stuart, Amies y Amies con carbon) y temperaturas (4 y 20°C).

Tabla 15. Resultados del crecimiento en placa a partir de muestras, en medio de transporte mantenido a

4°C.
Medio de Tiempo transcurrido (en dias)
transporte
utilizado 0 1 3 5 7 10 13 18 25
Cary-Blair | 3x107 | 9x10° | 1x10° | 3x10° | 7x10* | 2x10° | 4x10' 0 0
Stuart 3x107 | 2x10° | 9x10° | 2x10° | 6x10° | 1x10° 0 0 0
Amies 3x107 | 7x10° | 4x10° | 6x10* | 7x10* | 2x10° 0 0 0
Amies con | 5107 | 60105 | 7x10° | 2x10° | 2x10° | 0 0 0 0
carbon
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Tabla 16. Resultados del crecimiento en placa a partir de muestras, en medio de transporte mantenido a
20°C.

Medio de Tiempo transcurrido (en dias)
transporte
utilizado 0 1 3 5 7 10 13 18 25

Cary-Blair | 3x107 | 9x10° | 1x10° | 7x10° | 6x10° | 2x10° | 3x10° | 1x10° 0

Stuart 3x107 | 9x10° | 4x10° | 7x10° @ 6x10° | 1x10® | 8x10° | 1x10* 0

Amies 3x107 | 7x10° | 4x10° | 2x10° @ 2x10° | 2x10° | 2x10° | 1x10! 0

Amies con

, 3x107 | 4x10° | 2x10° | 2x10% | 1x10® | 1x10° | 1x10* 0 0
carbon

Los datos obtenidos reflejan que en todos los medios la supervivencia de C. jejuni fue
superior a 20°C que a 4°C. Ademas, al cotejar el titulo de C. jejuni en los diferentes medios

y horas, resulté mas elevado a 20°C que a 4°C, excepto en dos casos.

Al examinar los datos de supervivencia a 4°C (Figura 7), C. jejuni sobrevivio entre 7y 13
dias, dependiendo del medio utilizado, siendo el de Cary-Blair el que mas tiempo la
preservo (13 dias) y el de Amies con carbén el que menos (7 dias). Los medios Cary-
Blair, Stuart y Amies presentaron crecimientos similares, con ligeras variaciones, en
todos los tiempos analizados. Por el contrario, en el medio Amies con carbon, C. jejuni

mostrd una capacidad de viabilidad visiblemente menor que en el resto, a partir del dia 5.
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Figura 7. Supervivencia de C. jejuni en medios de transporte mantenidos a 4°C.

En la Figura 8 se observa que, cuando los hisopos se mantienen a 20°C, C. jejuni
mantiene una viabilidad bastante elevada, cercana a 10° UFC/ml, hasta el dia 13 en todos
los medios, desapareciendo practicamente en el siguiente muestreo (dia 18), en los dos
tipos de medio Amies valorados y manteniéndose en similares niveles de supervivencia

en los otros dos medios (Cary-Blair y Stuart).
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Figura 8. Supervivencia de C. jejuni en medios de transporte mantenidos a 20°C.

En este estudio se observaron supervivencias mas elevadas en todos los medios
a 20°C que a temperatura de refrigeracion, por lo que se podria deducir que en principio
no parece necesario el transporte a bajas temperaturas para este tipo de muestras, con
independencia del medio utilizado para su transporte. Sin embargo, estos datos difieren
de lo publicado por otros autores (Wasfy et al.1995), que inocularon muestras de heces
con 1,2 x 10° UFC/ml de C. jejuni y las mantuvieron en Cary-Blair a 4 y 25°C. Las
muestras almacenadas a baja temperatura permanecieron viables al menos 6 dias,
mientras que de las otras no se pudo recuperar microorganismos después de 2 dias de
almacenamiento a 25°C. Tresierra-Ayala et al. (2006) analizaron la supervivencia de
distintas cepas de C. jejuni en un medio de transporte suplementado con antibioticos, y
observaron supervivencias similares a temperatura ambiente (entre 5 y 9 dias de
viabilidad) y a 4°C (entre 3 y 9 dias). Estos datos sugieren que es posible que lo que
realmente condicione la temperatura 6ptima del transporte sean las diferencias entre los
microorganismos (cepas) y /o los tipos de muestras recogidas pero no los medios de

transporte.

No se observaron diferencias importantes entre los distintos medios analizados,
excepto en el caso del medio Amies con carboén que, a pesar de la especificidad para
prevenir la formacion de metabolitos toxicos que pudieran degradar al microorganismo
(Bolton et al., 1984), presento tasas de supervivencia menores. Aun con todo, se considera
que, en nuestro caso, cualesquiera de los medios analizados son aptos para el transporte
de muestras desde las explotaciones al laboratorio, ya que los anélisis de este trabajo se
realizaron en las primeras horas después de la recogida de las muestras y en este periodo

todos ellos aportan elevadas viabilidades bacterianas.

112



Resultados y discusion

II. MODIFICACION DE MEDIOS DE AISLAMIENTO DE
Campylobacter jejuni

La microbiota presente en el intestino de los pollos es muy elevada y diversa (Lu
et al., 2003) y, al intentar aislar Campylobacter del contenido intestinal, los
contaminantes con frecuencia exhiben un crecimiento excesivo en las placas, ya que los
protocolos de deteccion actuales no son lo suficientemente selectivos como para inhibir
microorganismos inespecificos (Jo et al., 2017). Hasta el momento, no se ha documentado
un medio o método estandar universalmente aceptado para la recuperacion de

Campylobacter (Oakley et al., 2012).

Con el fin de encontrar un procedimiento adecuado para el recuento de C. jejuni
de las distintas muestras, en esta parte del trabajo se realizaron pruebas con distintos
medios de cultivo y diferentes técnicas de filtracion, para que, a la vez, fuesen capaces de
proporcionar el ambiente adecuado para el crecimiento de Campylobacter y de inhibir el

desarrollo de los microorganismos contaminantes.

2.1 Medios selectivos para el aislamiento y recuento de C. jejuni

2.1.1 Siembra en caldo Bolton enriquecido con distintas
combinaciones antibidticas y determinacion de la sensibilidad de

las colonias

El uso de un caldo de enriquecimiento en la deteccion de C. jejuni es necesario
para facilitar el crecimiento inicial de los microorganismos presentes en una muestra,
pudiendo ademas, suprimir las bacterias competidoras que puedan existir en la muestra
(Jo et al., 2017). Sin embargo, el enriquecimiento inadecuado en el caso de las muestras
mas contaminadas, como las heces, puede provocar niveles mas escasos de crecimiento
de Campylobacter, mientras se permite el aumento de la cantidad de contaminantes

(Musgrove et al., 2001).

Para mejorar la recuperacion de Campylobacter durante el enriquecimiento, se
han propuesto diferentes modificaciones en los medios utilizados. El caldo Bolton

representa uno de los medios de enriquecimiento mas utilizados para la deteccion de
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Campylobacter (Chon et al., 2018). Se ha demostrado que el uso de determinados
antibioticos puede inhibir el crecimiento de la microbiota competitiva, al tiempo que
permite el crecimiento de Campylobacter en distintos tipos de muestras (Corry et al.,

1995).

Inicialmente, la inoculacién en caldo Bolton (suplementado o no) permitio
observar la presencia de diferente morfologia de colonias, con caracteristicas
macroscopicas diferenciales en las diluciones mas altas. Mediante PCR se confirmé la
presencia de C. jejuni en las colonias sospechosas procedentes de los cuatro caldos
utilizados, aunque no se pudo realizar el recuento, debido a presencia abundante de otras

colonias de mayor tamafo, que impidieron la identificacion de las de C. jejuni.

En la primera parte de esta prueba, no se pudo recuperar el microorganismo, a
pesar de utilizarse combinaciones de antibidticos especificas para el aislamiento de
Campylobacter en alimentos. Varios estudios han demostrado la eficacia del
enriquecimiento en caldo Bolton para aislar el patégeno de las heces y la basura (Kiess et
al.,2010; Vaz et al., 2014), pero ninguno de ellos, al igual que en nuestro caso, consiguiod

un cultivo puro.

La eficacia de las distintas combinaciones de antibidticos depende de los
contaminantes especificos de la muestra y estos difieren (tanto en niimero como en
especies) entre las muestras procedentes de las heces y de los alimentos, lo que demuestra
que los suplementos adecuados para unas no lo sean tanto para otras. Vaz et al, (2014)
observaron que en las muestras fecales enriquecidas con caldo Bolton suplementado con
cefoperazona, trimetoprima, polimixina B y vancomicina (suplemento antibidtico 3),
todas las cepas contaminantes eran Proteus mirabilis; sin embargo, en nuestro estudio
con esta combinacion (caldo Bolton + suplemento antibiotico 3), al igual que en las
restantes, se observaron varios tipos de colonias contaminantes, aunque no se

identificaron sus microorganismos.

Se realiz6 un estudio de sensibilidad antibidtica, con el objeto de encontrar
alguno que fuese capaz de inhibir el crecimiento de los contaminantes aislados en la
prueba anterior y que pudiese ser afiadido al medio de enriquecimiento. Para ello se
estudiaron antibidticos de uso comun en el laboratorio, entre ellos, algunos de los
utilizados en los medios selectivos para Campylobacter. Los resultados se recogen en la

Tabla 17.
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Tabla 17. Resultados de susceptibilidad antibidtica de las distintas cepas (R->resistente, S—>sensible,
D—>dudosa).

Antibitico Concentr.aci()n Contaminante | Contaminante | Contaminante T fipt
en el disco 1 2 3

Polimixina 150 pg R R R R
Estreptomicina 100 pg R R R S
Cefalotina 66 ug R R R R
Vancomicina Spg R R R R
Ampicilina 10 ug R R R S
Rifampicina 30 ug R R R R
Bacitracina 40U R R R D
Cefoperazona 5,2 ug R R R R
Trimetoprima 5,2 ug R R S R
Kanamicina 100 pg R R R S
Neomicina 30 ug R R R S
Florfenicol 30 ug D S D S

Como puede observarse, ninguno de los antibioticos utilizados fue eficaz en la
inhibicion de los microorganismos indeseables (contaminantes), a las concentraciones
probadas, sin que inhibiese el crecimiento de la cepa de Campylobacter. C. jejuni, igual
que los tres contaminantes, fueron resistentes a polimixina, cefalotina, vancomicina,
rifampicina, cefoperazona y trimetoprima, a excepcion de la denominada “contaminante
3”, que resultd sensible este ultimo. Esta cepa de C. jejuni resultd sensible a
estreptomicina, ampicilina, kanamicina, neomicina y dudosa a bacitracina, mientras los
contaminante fueros resistentes todos a ellos. En el caso del florfenicol, ninguno de los

aislados resulto resistente, apareciendo la cepa de C. jejuni sensible a él.

Al igual que en nuestro estudio, otros autores han observado que ciertas cepas
de C. jejuni eran resistentes a determinados antibioticos, como la polimixina,

vancomicina, cefalotina, rifampicina, cefoperazona y trimetoprima (Plastridge et al.,
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1964; Vanhoof et al., 1978; Karmali et al., 1981). Se han observado diferentes resultados
con respecto a la resistencia a la ampicilina (Plastridge et al., 1964). En nuestro estudio
la cepa de C. jejuni aislada fue sensible a este antibidtico, ademas de la ampicilina. Por el
contrario, mostrd poca resistencia a la kanamicina, al igual que lo observado por Karmali
etal.,(1981)y ala estreptomicina, neomicina y florfenicol, en contraste con lo publicado

por otros autores (Sukhapesna et al., 2005; lovine, 2013; Yang et al., 2019).

Otros investigadores han realizado estudios relativos a la eficacia del
enriquecimiento con caldo Bolton para la deteccion de Campylobacter en muestras de
heces de pollos (Musgrove et al., 2001; Vaz et al., 2014), obteniéndose mayores tasas de
aislamiento cuando se realizaba la siembra directa en placa que cuando se enriquecia
previamente; por lo tanto, no se recomienda el enriquecimiento para la deteccion de

Campylobacter (Rodgers et al., 2017).

2.1.2 Uso combinado de filtros de celulosa de 0,45 pum de
diametro de poro y medios selectivos (mCCDA, SKkirrow,

Preston, y CSM)

Campylobacter puede crecer en medios relativamente simples (Corry ef al.,
1995), pero resulta necesario que contengan compuestos que inhiban el crecimiento de
microorganismos competitivos y menos exigentes (Moran et al., 2011). Existen varios
medios selectivos utilizados para el aislamiento de estos patogenos en heces, que se
pueden dividir en dos grupos fundamentales: medios que contienen sangre y medios que
contienen carbon. Los componentes de la sangre y del carbon sirven para eliminar los
derivados toxicos del oxigeno (OIE, 2017). Aunque realmente, la seleccion en estos
medios viene dada por el uso de diferentes antibidticos que inhiben el crecimiento de los
contaminantes, a pesar de ello, en ocasiones crecen, lo que dificultan la lectura de las
placas (Potturi-Venkata ef al., 2007). Por lo tanto, es importante, considerar la capacidad
del medio para suprimir el crecimiento bacteriano total, asi como para aislar
Campylobacter, antes de tomar una decision final sobre un medio selectivo (Kiess et al.,

2010).

En este estudio, se tratd de aislar C. jejuni a partir de heces de pollo utilizando

distintas combinaciones de antibioticos, en medios selectivos con sangre como el agar
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Preston (Bolton y Robertson, 1982) y el agar Skirrow modificado, asi como en medios
selectivos con carbon, como el mCCDA (Hutchinson y Bolton, 1984), el agar CBF
(Karmali et al., 1986) y uno no selectivo, el agar sangre. Los resultados se muestran en la

Tabla 18.

Tabla 18. Crecimiento en medios cultivo selectivos por siembra directa y con filtros de celulosa.

Medio utilizado

Siembra directa

Siembra con filtro

mCCDA

Varios tipos de colonias

Un tipo de colonia (positivo)

Agar sangre

Varios tipos de colonias

Varios tipos de colonias

Agar Skirrow

Varios tipos de colonias

Un tipo de colonia (positivo)

Agar Preston sin
suplemento antibiético

Varios tipos de colonias

Varios tipos de colonias

Agar Preston + suplemento
antibiotico 1

Varios tipos de colonias

Varios tipos de colonias

Agar Preston + suplemento
antibiotico 2

Varios tipos de colonias

Un tipo de colonia (positivo)

Agar Preston + suplemento
antibiotico 3

Varios tipos de colonias

Un tipo de colonia (positivo)

Agar CSM sin suplemento
antibidtico

Varios tipos de colonias

Un tipo de colonia (positivo)

Agar CSM + suplemento
antibiotico 1

Varios tipos de colonias

Un tipo de colonia (positivo)

Agar CSM + suplemento

Varios tipos de colonias

Un tipo de colonia (positivo)

antibiotico 2

Agar CSM + suplemento

antibiético 3 Varios tipos de colonias Un tipo de colonia (positivo)

En todas las placas se observo el crecimiento de varios tipos de colonias, lo que
enmascaraba el crecimiento de C. jejuni, no consiguiéndose el objetivo que se buscaba.
Para confirmar la presencia de Campylobacter entre el crecimiento de las colonias
contaminantes, se recogidé un asa cargada con colonias de una placa de cada medio
probado, se extrajo el ADN y se llevo a cabo una PCR. En todos los casos, los resultados
fueron positivos, lo que evidenciaba la presencia de C. jejuni en el crecimiento de la placa,
pero se puso de manifiesto con claridad la inutilidad del método para realizar recuentos a

partir de heces.
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A pesar de la presencia de antibioticos especificos para el aislamiento del
microorganismo en algunos de los medios comparados, no se encontré ningun medio en
el que unicamente se encontrase un Unico tipo de colonia. Goossens et al. (1986),
analizaron diferentes medios de cultivo especificos para el aislamiento de Campylobacter
en heces (medio Butzler, medio Preston) y en todos ellos observaron la presencia de
contaminantes. Otros autores también han observado el mismo problema en aislamientos
a partir de heces con distintos medios selectivos (Hutchinson y Bolton, 1984; Steele y
McDermott, 1984; Musgrove et al., 2001; Moran et al., 2011; Vaz et al., 2014). Esto
podria deberse a que estos microorganismos poseen una tasa de crecimiento mas lenta
que muchas otras especies bacterianas y compiten mal fuera de su nicho intestinal

(Musgrove et al., 2001).

Se desconoce cudles son las especies contaminantes observadas en el estudio.
Oakley et al., en 2012, realizaron un estudio de secuenciacion de los distintos
microorganismos presentes en medios de cultivo especificos para Campylobacter, a partir
de muestras fecales de pollo, y determinaron que existia variacion de los tipos de
microorganismos presentes, en funcion de los medios utilizados, perteneciendo la
mayoria de los taxones a unos pocos géneros entre los que se incluian Proteus,
Gallibacterium, Escherichia, Shigella, Parabacteroides y Enterococcus, siendo Proteus
el mas abundante. Vaz et al. (2014), en un estudio con diferentes medios selectivos,
determinaron que P. mirabilis era la principal bacteria competidora en los cultivos de
Campylobacter. Proteus mirabilis es resistente a las polimixinas y generalmente
susceptible a las penicilinas, cefalosporinas y aminoglucésidos, pero también se sabe que
puede adquirir resistencia a determinados antibidticos de estos grupos (Oakley et al.,
2012). Se ha comprobado que la presencia de determinados antibidticos incluidos
normalmente en los medios selectivos, como cefoperazona, trimetoprima, polimixina B,
vancomicina y rifampicina no impide el crecimiento de dicho microorganismo (Vaz et

al., 2014).

En esta fase del estudio, se decidié comprobar la eficacia del uso de filtros para
intentar mejorar el proceso de aislamiento de C. jejuni a partir de las heces, ya que la
técnica de filtracion por membrana ha permitido la recuperacion de aislados de
Campylobacter partir de muestras clinicas (Speegle et al., 2009). En la Tabla 18 se

presentan los resultados obtenidos.
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Para el aislamiento del microorganismo a partir de las muestras fecales se han
utilizado diferentes tipos de filtro de celulosa de 0,45-0,65 um, en ocasiones combinados
con medios selectivos (Mégraud, 1987; Bolton et al., 1988; Wilson y Aitchison, 2007).
Un tamafio de poro mayor de 0,65 um permite el aislamiento de mas cepas de
Campylobacter (Bolton et al., 1988), pero también se produce més contaminacién de las

placas que al utilizar filtros de 0,45 um (Speegle et al., 2009).

No se pudo realizar el aislamiento de C. jejuni a partir de los medios sin
suplemento antibiotico, a excepcion del agar CSM. Aunque se desconoce la identidad de
los distintos tipos de microorganismos presentes en dichas placas, en estudios anteriores
también se observo la capacidad de determinadas especies de lactobacilos, estreptococos
y coliformes procedentes de las heces para traspasar filtros de 0,45 um de poro (Steele y
McDermott, 1984) en medios no suplementados. Ademas, se observo un crecimiento de
varios tipos de colonias en el agar Preston suplementado con cefoperazona, vancomicina,
anfotericina B y trimetoprima (suplemento antibidtico 1), lo que parece sefialar que dichos

compuestos no son eficaces contra los contaminantes presentes en la muestra.

En la mayoria de los medios selectivos con antimicrobianos se logro el
aislamiento exclusivo de C. jejuni cuando se utilizaron filtros, lo que determina que la
composicidn antibiotica evita el crecimiento de los posibles contaminantes que pudieran
haber traspasado el filtro de 0,45 um. Wilson y Aitchison, en 2007, también observaron
crecimientos aislados de Campylobacter al combinar el uso de filtros de 0,45 um con el
agar Preston suplementado (polimixina B, ciclohexamida, rifampicina y trimetoprima) en

muestras de heces.

A priori, en este caso no se puede justificar la ausencia de dichos contaminantes
en el medio CSM sin suplemento, ni en el mismo medio con el suplemento 1, ya que la
presencia de dichos antibidticos en medio Preston no fue capaz de inhibirlos; sin embargo,
estos resultados podrian deberse a la composicion basica del medio CSM, es decir, que
los nutrientes no sean los adecuados para ciertos contaminantes o que en ¢l se produzca
la presencia de alguna sustancia inhibitoria para dichos microorganismos. Esto ultimo
explicaria la ausencia de otras especies bacterianas en el medio mCCDA, a pesar de que
su composicion antibiotica (cefoperazona y anfotericina) no resultara eficaz en los medios
anteriores, puesto que el desoxicolato soédico es capaz de inhibir bacterias Gram-positivas,
coliformes y Proteus, que han sido sefialadas anteriormente como posible microbiota

contaminante en las muestras de heces.
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En principio, la combinacion de los medios que han resultado eficaces en el
aislamiento de C. jejuni y el uso conjunto con filtros podria servir de punto de partida
para el establecimiento de un procedimiento sencillo, econdmico y adecuado de recuento

de la bacteria en heces.

2.2 Utilizacion de filtros para el aislamiento de C. jejuni

Con los resultados obtenidos en el estudio anterior, resulta evidente que es
posible el aislamiento de C. jejuni a partir de heces por filtracién pasiva, al combinar
filtros de 0,45 pm de poro con determinados medios selectivos; sin embargo, el objetivo
de este capitulo era proporcionar un procedimiento para el recuento del microorganismo,
asi que este estudio se centré en comprobar si la seleccion del microorganismo mediante
filtros podia ser usada para estimar los nimeros reales de C. jejuni existentes en una

muestra.

Para ello, se llevd a cabo un experimento en el que se incorporaron, previa a la
siembra en diferentes medios (mCCDA y agar sangre), modificaciones del inéculo
filtrado a través de membranas de acetato de celulosa con poros de un diametro de 0,45

um. Estos resultados se recogen en la Tabla 19.

Tabla 19. Crecimiento de C jejuni, utilizando diferentes sistemas de filtrado.

Siembra .
o a5 Siembra
. - Siembra con LGP D] utilizando presion
Medio utilizado Siembra directa positiva .
filtro de celulosa negativa

(sistema de filtro (equipo de vacio)

con jeringuilla)
mCCDA 3x107 9x10° 2x10° 5x10*
Agar sangre 2x10’ 4x10* 5x10° 3x10*

En ambos medios se parti6 de un indculo de 10’7 UFC/ml de la cepa de referencia
de C. jejuni, que se confirmé con los datos obtenidos en el recuento realizado a partir de
la siembra directa de las heces. En la filtracion pasiva, la movilidad natural de
Campylobacter condiciona su paso a través de los filtros y es posible que sélo una parte
de las células suspendidas en la preparacion de la muestra, llegan a la superficie del agar

a través de los filtros (Speegle et al., 2009). Por ello, se requiere una gran cantidad de
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células, cuando se utiliza este método para la deteccion de Campylobacter en una muestra
(Wilson y Aitchison, 2007), ya que no queda claro qué porcentaje de células que atraviesa

un filtro, produce colonias visibles (Berrang et al., 2017).

En el uso de filtros de celulosa por filtracion pasiva, se observé una reduccion
del crecimiento bacteriano de 3 unidades logaritmicas. Otros autores también han
obtenido pérdidas destacadas con este método. Steele y McDermott (1984), calcularon
que el 90% de las células eran retenidas por filtros de 0,45 um, en muestras de heces y
Nachamkin et a/l.(1992) determinaron no era posible la deteccion de Campylobacter

mediante filtros de 0,45 um en heces con menos de 10 > UFC/g.

Se podria pensar que el tiempo de filtracion puede influir en los datos anteriores;
sin embargo, se ha indicado que, a los 45 minutos, se alcanza un paso maximo de
Campylobacter a través del filtro sin que exista muerte celular (Berrang et al., 2017), por
lo que se cree que es la tasa de retencion propia de la matriz del filtro lo que provoca la
reduccion de recuento. Por otra parte, ademds de la cantidad de células bacterianas
presentes en la muestra, la movilidad también parece influir de modo importante en el
paso de Campylobacter a través del filtro (Speegle et al., 2009), por lo que, una movilidad
reducida de las bacterias contribuiria a aumentar la tasa de retencion del filtro, asi que
con el fin de contrarrestar este efecto y obtener mayores tasas de recuperacion bacterianas
tras el filtrado, se realizaron pruebas con sistemas de presion positivos, como la filtracion

con jeringuilla y con sistemas de presion negativos mediante equipos de vacio.

En los recuentos obtenidos en la filtracion con presion positiva, con jeringuilla,
se observo una reduccion de 4 unidades logaritmicas con respecto a la siembra directa,
siendo incluso mas elevada que la referida a la filtracién pasiva. Otros autores han
utilizado el método de filtracion mediante jeringuilla para el aislamiento de
Campylobacter. Chon et al., en 2017, compararon este método con la siembra en placa
para la deteccion en muestras de canales de pollo y observaron que el nimero de células
recuperadas era ligeramente mayor en las muestras sin filtrar que en las filtradas, pero sin
apreciarse diferencias destacadas entre ellas. Hou et al. (2018) determinaron la eficacia
de los filtros de jeringuilla de 0,45 pum frente a los filtros de membrana con diferentes
tamafios de poro, en la recuperacion de un indculo puro de C jejuni. En la filtracion
mediante jeringuilla se logré una tasa de recuperacion de la suspension bacteriana del
0,29%, la cual fue mayor que las observadas en la filtracion pasiva (0,01%y 1,3 x 107%,

con poros de 0,6 y 0,4 um, respectivamente).
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Cuando se utiliz6 para la filtracion el equipo de vacio, también se observo una
reduccion respecto al namero total de bacterias en siembra directa, obteniéndose valores
similares a los observados en la filtracion pasiva. No se tiene constancia de que hasta el

momento se hayan realizado otros estudios con este método de filtracion.

En la comparacion entre los medios de cultivo sélidos utilizados en esta prueba,
no se observaron diferencias importantes. En este caso, se considera que al ser la muestra
de partida un in6culo puro de C. jejuni la seleccion de dichos medios no era necesaria.
De hecho, se ha publicado que el agar Brucella e incluso el agar tripticasa soja (TSA) no
suplementado con carbén o sangre son igualmente eficientes para el aislamiento de

Campylobacter a partir de determinadas muestras (Oyarzabal y Fernandez, 2016).

A la vista de los resultados obtenidos en este capitulo no se pudo establecer un
método eficaz para el recuento de C. jejuni, ya que, con los sistemas comparados, se

reducia la viabilidad bacteriana o lo impedia la presencia de contaminantes en la placa.
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III. IDONEIDAD DEL TIPO DE MUESTRAS Y MEUSTREO
PARA EL DIAGNOSTICO DE PORTADORES

La infeccion por Campylobacter en avicultura es un evento multifactorial y los
principales factores de riesgo para una colonizacion eficaz se relacionan con el medio
ambiente, el manejo y las propias aves (EFSA, 2011). En este capitulo se determind la
presencia de C. jejuni en distinto tipo de muestras procedentes de los animales y del

entorno interior y exterior de la nave de cria.

3.1 Comparacion entre medios de cultivo

Debido a su importancia en la Salud Publica, existe una necesidad creciente de
métodos rapidos y sensibles para la deteccion e identificacion de microorganismos
zoondsicos como C. jejuni (Lund et al., 2004); del mismo modo, resulta primordial que
estos métodos sean simples y econdomicos, para facilitar su uso generalizado en cualquier

laboratorio.

En el caso que nos ocupa, no resulta sencillo cumplir a satisfaccion estos
condicionantes, ya que, los requisitos exigentes de crecimiento, la taxonomia compleja y
las pruebas bioquimicas poco fiables representan desafios importantes en la identificacion

de las especies de Campylobacter (On, 2001).

La técnica de PCR presenta varias ventajas sobre la Bacteriologia cldsica y se ha
aplicado con éxito a la identificacion de C. jejuni (Linton ef al., 1996; Ng et al., 1997,
Vanniasinkam et al., 1999), aunque presenta determinadas limitaciones, que pueden
condicionar su utilidad en el caso de las heces, como la presencia de inhibidores en la
materia fecal (Inglis y Kalischuk, 2003) o la imposibilidad de obtener suficiente material

genético especifico para la amplificacion.

En cualquier caso, como ya se ha sefialado, Campylobacter puede crecer en
medios relativamente simples, como agar sangre y, ademads, es posible la deteccion de C.
Jjejuni en este medio a partir de muestras de heces de pollo. El agar sangre es un medio
basico ampliamente utilizado de manera rutinaria en laboratorios de todo el mundo y
relativamente econdémico en relacion con otros mas especificos (Drancourt y Raoult,

2007). Por su parte, mCCDA es uno de los medios de cultivo mas utilizados en los
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estudios de Campylobacter, y el cultivo directo de los contenidos cecales en mCCDA se

considera un método de deteccion eficaz para el microorganismo en los pollos de carne

(Rodgers et al., 2017).

Con el fin de disponer de un criterio que permitiera relacionar el método mas
conveniente, en esta parte del trabajo se llevo a cabo un estudio comparativo entre el agar
sangre y el mCCDA para determinar si existia variacion en los resultados de la PCR, en
funcion del uso de uno u otro medio para la deteccion de C. jejuni, a partir de heces de

pollo.

Los datos obtenidos figuran en la Tabla 20.

Tabla 20. Estudio comparativo de muestras cloacales de pollos de carne, cultivados en mCCDA y agar
sangre.

Agar sangre mCCDA
Recogida
Positivos Negativos Positivos Negativos
1 0 5 4 1
2 2 3 4 1
3 1 4 5 0

Como se puede observar, el nimero de resultados positivos frente a C. jejuni
mediante PCR resulta claramente superior cuando se siembra en medio mCCDA que
cuando se utiliza agar sangre, detectandose en este ultimo Unicamente el 23 % de muestras
positivas en relacion con las detectadas en el primero. Es importante resenar que las dos
muestras que resultaron negativas lo fueron en ambos medios de cultivo, por lo que se

considera que en ellas no estaba presente C. jejuni.

Teniendo en cuenta los datos obtenidos, resulta evidente que la siembra en agar
sangre reduce las tasas de aislamiento de C. jejuni en muestras de heces, en relacion con
el mCCDA, por lo que no se considera adecuado su uso para la deteccion de este agente

en heces.
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3.2 Muestras procedentes de pollos de carne

3.2.1 Influencia de la edad de los animales y la época del afio en

la presencia de muestras positivas

Para obtener mas informacion sobre las posibles fuentes y vias de infeccion o
contaminacion, es decir de averiguar el modo de introduccion de Campylobacter en las
naves, parece importante conocer el momento en que se produce la colonizacion de las
aves (van Gerwe et al., 2009), pues hasta ahora se desconocen con exactitud los factores
que influyen en la colonizacion de C.jejuni en los pollos de carne (Awad et al., 2016). A
este respecto, vuelve a ser importante conocer las ventajas (o inconvenientes) de los
métodos de muestreo de heces para la deteccion de C.jejuni de pollos pues por el
momento no existe ninguno estandarizado o que pueda ser considerado referente (Vidal
et al.,2013). Para la realizacion de este estudio se utilizaron tres alternativas para la toma
de muestras: recogida directa, uso de calzas absorbentes y extraccion cecal, con el objeto

de determinar cual de ellos era mas adecuado para la deteccion de C. jejuni.

La Tabla 21 recoge los resultados obtenidos en relacién con las muestras

positivas y su aparicion en funcion de la edad de las aves y la época del afio.

Tabla 21. Edad de aparicion de los primeros resultados positivos en las heces, segin las distintas estaciones
y métodos utilizados.

Edad de los animales (en semanas)
1 2 3 4 5
Tipo de recogida
£ of £ o £ of E of £ o
(=] =) (=) (=] =)
> £ & Bl = g 2 £ 2 £ & E £ £ £ § = g & E
s E g 2 g £ g g = & g 2 s & g 2 g g g 2
E S 5 B E 258 % E 2 5 &5 E S &8 & E 5 %
L EENEERNEERNE N
Directa eltl'r?luplente S0 K T O O I PO 0 PO PO (PO NI (PO IO (1 I IS
estéri
Iii)os:rebce?lltzeis S U O (A S I IR ™ [T R g (S [ R R () R g
Extraccion del
contenido cecaldelos | - | - | - |- |- |-|-|-|+|+|-|+ + |+ |+|+ |+ +|+ +
animales

El muestreo con calzas absorbentes se desarrolld6 como un método simple,

economico y facil de ejecucion para la evaluacion de la prevalencia de Salmonella en las
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aves de corral, en las que se ha demostrado que en las salmonelas es hasta 60 veces mas
sensible que otros métodos convencionales, como la recoleccion directa de heces (Gradel
et al., 2002), por lo que se ha establecido como la técnica de muestreo oficial para las
encuestas de referencia de Salmonella de la UE pollos de carne. A diferencia de otros
sistemas de toma de muestras, como la recogida directa de heces o el andlisis del
contenido cecal, con el muestreo mediante calzas absorbentes se recoge material fecal de
un elevado nimero de animales, lo que determinar en su mayor sensibilidad (Vidal et al.,

2013).

En este estudio confirmamos que, del mismo modo que en Salmonella, el uso de
calzas absorbentes para la deteccion de C. jejuni en la granja resultd mas eficaz que las
otras dos técnicas. Igual que se ha demostrado previamente por otros autores (Vidal et al.,
2013) el procedimiento presenta una mayor sensibilidad al combinarse el uso de calzas
con la utilizacion de medios selectivos para el transporte. Sin embargo, otros
investigadores no han apreciado diferencias entre dichos métodos, e incluso han
informado de muestreos en los que el microorganismo no era detectable mediante el uso
de calzas pero si con otros métodos, como hisopos cloacales o contenido fecal y cecal

(Ingresa-Capaccioni et al., 2015).

En los otros dos procedimientos de muestreo, se observo menor sensibilidad en
la deteccion en el contenido cecal, al no ser posible la deteccion de C. jejuni en una
ocasion, mientras que, la recogida directa de heces como por medio de calzas absorbentes
si lo fue, seguramente debido a que la muestra resulta menos representativa, ya que
mediante la extraccion cecal se analizo6 el contenido de 10 animales y en la recogida de
heces se realizd una mezcla de 50 muestras, correspondientes a 50 animales distintos.
Woldemariam et al.(2008) observaron que la sensibilidad de deteccion de Campylobacter
en broilers mediante cultivo de heces fue inferior a la obtenida por cultivo cecal. Tal
diferencia fue atribuida en parte a la mayor prevalencia natural del microorganismo en el
ciego y también al posible “dafio” sustituido por las bacterias, debido al mal manejo de

las muestras fecales (Woldemariam et al., 2008).

Influencia de la edad.- No se sabe el motivo, pero parece una evidencia que la
colonizacién de los pollitos esta relacionada con la edad (Stas et al., 1999), puesto que la
mayoria de las manadas se colonizan a partir de la segunda o la tercera semana de vida
(Shreeve et al., 2000; Cawthraw y Newell, 2010), permaneciendo después colonizados

durante toda su vida productiva (Sahin et al., 2002). En esta linea, la deteccion de C.
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Jjejuni en este estudio, adopta un patréon logico, relacionado con la edad de los animales.
En todos los muestreos los resultados positivos se obtuvieron a partir de la segunda
(calzas absorbentes) o tercera semana de vida (contenidos cecales y heces), sin obtenerse
resultados positivos anteriores a los 14 dias de vida de los animales, al igual que otros
autores (Jacobs-Reitsma et al., 1995; Evans y Sayers, 2000; Bull et al., 2006; Gormley et
al.,2014). Ademas, a partir de dicha colonizacion, se confirmo la persistencia de C. jejuni
mediante todos los métodos de toma de muestras valorados, confirmandose su presencia
en el intestino de los animales durante todo el ciclo, incluso en especies con un periodo
de cria superior al de los broilers, como en este caso. Dicha persistencia podria deberse a
un aumento de la probabilidad de infeccion conforme aumenta la edad de los animales,

ya que a mas longevidad mayores son las probabilidades a posibles fuentes de contagio.

Junto con la edad, otros condicionantes de la colonizacion de los pollos de carne
por Campylobacter son el area geografica y la estacion climatica (Kapperud et al., 1993).
La mayoria de los estudios realizados en el norte de Europa han revelado que resulta mas
probable la presencia C. jejuni en los lotes de pollos en meses céalidos (EFSA, 2005;
Ellerbroek et al., 2010) aunque, en otros estudios no se detecto esa influencia estacional

(Humphrey et al., 1993).

En nuestro estudio, a la vista de los resultados obtenidos en los diferentes
muestreos, se podria sefialar que no existieron diferencias destacadas en la persistencia
de C. jejuni entre las distintas estaciones del afo, si bien en otofio C. jejuni no pudo ser
detectada por ninguno de los métodos, hasta la tercera semana, mientras que en el caso
del contenido cecal no se observaron valores positivos hasta la cuarta, lo que podria
reflejar una menor prevalencia del microorganismo en esa estacion. En las demas
estaciones, C. jejuni se detectd partir de la segunda semana, en el muestreo realizado con
calzas absorbentes, y a partir de la tercera en los otros dos procedimientos. En otros
estudios realizados en nuestro pais; Urdaneta (2016), no observd asociacion entre la
prevalencia de Campylobacter y la estacion climatica, pero Torralbo (2013) si determind
que, los meses de otofio representaban aparentemente menos riesgos para la infeccion de
los broilers. Aunque no se conoce a qué se deben estas diferencias entre los distintos
periodos, podria deberse a la presencia habitual, en estos periodos més céalidos, de moscas,

que podrian actuar como vectores de este microorganismo (Nichols, 2005).
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3.2.2 Prevalencia de C. jejuni en pollos de carne

Un punto clave para reducir la prevalencia C. jejuni en aves de corral durante la
produccion pasa por el mejor conocimiento de los factores aviares y bacterianos de

colonizacién (Bailey et al., 2018).

En los sistemas habituales de produccion de pollos de carne, se ha demostrado
que, después de la infeccion, C. jejuni alcanza muy rapidamente altas concentraciones en
el ciego y es eliminado con las heces (Wassenaar et al., 1993). Una vez que se produce la
colonizacion, la transmisidon del microorganismo tiene lugar de forma facil y répida dentro
de la explotacion, debido a los altos niveles de excrecion del microorganismo con las
heces (Shreeve et al., 2000b) y a determinados héabitos de estos animales, como la
coprofagia (Gormley et al., 2014; Neves et al., 2019). En tales condiciones, si C. jejuni
contagia precozmente la manada es probable que en el momento de su sacrificio un gran
nimero de los pollos se encuentren colonizados, llegadndose a prevalencias cercanas al
100% (Stern et al., 2001); sin embargo, la prevalencia de los casos positivos también
depende del tamafio del lote y del tipo de sistema de produccion (Newell y Fearnley,
2003). Ademas, se ha demostrado que la cinética de colonizacion en los pollos de carne

puede verse influida, entre otros factores, por la raza de los animales (Han et al., 2016).

Debido a las diferencias existentes entre los animales de nuestro estudio con los
broilers, no resulta posible asegurar que el comportamiento de C. jejuni en este tipo de
animales sea similar, en términos de tasa de incidencia del microorganismo en la
explotacion, a los descritos en investigaciones anteriores, por lo que, se consider6
relevante determinar la posible variacion de la prevalencia de C. jejuni en momentos
concretos: al final del primer tercio de su ciclo de vida, una vez confirmada la
colonizacion de los animales (23 dias); al final del segundo tercio (46 dias) y al final de
su ciclo productivo o previo al sacrificio (69 dias). Los resultados obtenidos en el

muestreo con escobillones cloacales en broilers, se recogen en la Tabla 22.

Tabla 22. Resultados de los animales muestreados en distintos momentos del ciclo.

Dia de recogida N° de muestras N° (Ii)zslﬁ?:::ras % de casos positivos
23 30 25 83,3
46 30 24 80,0
69 30 26 86,7
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Como se puede observar, los animales positivos a C. jejuni en los distintos
momentos de los muestreos fueron bastante elevados en los tres casos y las diferencias
entre ellos resultaron pequetias, variando en porcentajes de entre el 80 y el 87% de casos

de positivos, aproximadamente.

A los 23 dias de vida (1% tercio) se observaron resultados positivos del 83,3%.
En pruebas anteriores se determin6d que la colonizacidn se producia en torno a la segunda
semana de vida; por lo tanto, el periodo entre la primera infeccion y estos valores
positivos en heces es relativamente corto. En este estudio, se pudo confirmar, por tanto,
que al igual que lo observado en otros tipos de pollos de carne (Gregory et al., 1997,
Evans y Sayers, 2000; Pérez-Arnedo y Gonzalez-Fandos, 2019), una vez que se producia

la colonizacion de la manada, se propagaba muy rapidamente entre los animales.

En el segundo muestreo (46 dias), la tasa de incidencia de C. jejuni fue del 80%.
Si estimamos la prevalencia en funcion de la edad de los animales estos datos se
encuentran también dentro del rango observado en otros estudios similares, que sefialan
prevalencias superiores al 80% al final de su vida productiva (Shreeve ef al., 2002; Stern
y Robach, 2003; Hansson et al., 2010b). Por lo tanto, en este caso tampoco se observaron
diferencias importantes en las prevalencias entre estos animales y otras razas y tipos de

produccion.

En los dias previos al sacrificio, los valores positivos del rebafio fueron del
86,7%. Colles et al. (2011) determinaron que las altas tasas de incidencia de
Campylobacter en heces de pollos de carne convencionales o broilers, al final de su vida
productiva, eran debidas basicamente a que la edad del sacrificio coincidia con el periodo
de mayor prevalencia, pero que posteriormente dichas tasas se reducian drasticamente.
Dichos autores atribuyeron esta reduccion a la madurez inmunologica de los animales de
mayor edad; sin embargo, en nuestro estudio no se observé dicha disminucion. Estas
variaciones en la persistencia de la prevalencia podrian deberse a la cepa colonizante, ya
que se ha demostrado que existen tres tipos de fenotipos de cepas, en funciéon de su

capacidad de colonizacion y persistencia en los animales (Hermans et al., 2011).

En cuanto a la evolucion de la persistencia de C. jejuni a lo largo de la crianza,
se observaron Unicamente pequefias variaciones porcentuales en los tres tiempos

analizados. Esta diferencia en el porcentaje se correspondid con una minima variacion de
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animales positivos en estos muestreos (25, 24 y 26, respectivamente), por lo que se

considerd que no existian variaciones de la prevalencia a lo largo del ciclo.

No obstante, en otros estudios también se han demostrado ligeras variaciones en
la excrecion de Campylobacter en heces de pollos. Esta variacion podria deberse a que
en estos animales se producia una excrecion intermitente del microorganismo,
posiblemente relacionada con el vaciado ciclico del contenido cecal (Udayamputhoor et
al., 2003). Si asumimos esta posibilidad y consideramos que la contaminacion de las
heces de los animales portadores de C. jejuni es discontinua, se podria concluir que la
prevalencia del microorganismo en el aparato digestivo de los pollos seria mas elevada
que la observada aqui; por lo tanto, C. jejuni colonizaria a la practica totalidad de la
manada en muy poco tiempo, permaneciendo viable en los animales y con capacidad

infecciosa durante toda su vida.

3.2.3 Muestras del aparato digestivo de los animales

La colonizaciéon exitosa del tracto gastrointestinal de las aves de corral por
Campylobacter es un proceso con implicacion de multiples factores, cuya importancia
relativa alin no esté clara; sin embargo, la dindmica de la poblacion de el microorganismo

dentro de loa animales infectados todavia no se conoce bien (Hermans et al., 2011) .

Cuando C. jejuni accede el intestino de los pollos de carne, la bacteria alcanza el
ciego y una vez alli se multiplica, dando como resultado una poblacién colonizadora
establecida dentro de las 24 horas posteriores a la entrada (Coward et al., 2008). Se cree
que una vez alli, el microorganismo se disemina por el tracto gastrointestinal inferior,

localizandose principalmente en las criptas cecal y cloacal (Beery et al., 1988).

Para esclarecer la relevancia de los distintas partes del tubo digestivo en la
colonizacidn y persistencia de C. jejuni en los pollos de carne, en este punto se determind
la prevalencia del microorganismo en distintas partes del aparato digestivo de los pollos

y en diferentes momentos del ciclo de produccion.

La Tabla 23 resume los resultados obtenidos a partir de muestras del aparato

digestivo de los pollos (buche, ciego y colon).
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Tabla 23. Porcentaje de los animales positivos en el muestreo de los distintos lugares del aparato digestivo.

Edad de los animales (en dias)
Zona del aparato
digestivo analizada
0 10 20 30 40
Buche 0 0 0 20 60
Ciego 0 0 60 90 100
Colon 0 0 40 70 100

Se puede observar que los animales son portadores C. jejuni a partir del dia 20
del ciclo, aumentandose la proporcion de animales positivos a medida que transcurre el
tiempo. Dichos datos coinciden con resultados obtenidos en puntos anteriores, mediante
los cuales se confirma que la colonizaciéon de los animales se produce a partir de la
segunda semana de vida. Ademas, se puede apreciar que, a diferencia con las partes
distales del aparato digestivo, en el buche no se recupera la bacteria en ninguno de los
animales hasta el dia 30, esto refuerza la hipotesis anteriormente citada de que el

microorganismo en primer lugar se disemina por el tracto digestivo inferior.

El mayor porcentaje de positivos en todos los muestreos se recoge en el ciego,
observandose porcentajes del 60% a partir de los 20 dias de vida, y cercanos al 100% en
los siguientes muestreos (el dia 30, el 90% de animales positivos y el dia 40, el 100%,
respectivamente). Los recuentos a partir de contenido en colon resultan mas bajos en las
primeras semanas, observandose un 40% de animales portadores el dia 20 y un 60% el
dia 30, aunque a dia 40 los datos son iguales a los obtenidos en ciego (100%). Esta
disparidad entre ambas zonas se corresponde con la encontrada por Beery et al. (1988),
que después de una infeccion experimental en pollitos C. jejuni fue recuperado de un 55%

de las muestras de ciego y de un 35% de las de intestino distal y cloaca.

En la bibliografia consultada no existen datos de prevalencias temporales de el
microorganismo en estas localizaciones, sin embargo, estos mismos autores (Beery et al.,
1988) determinaron que C. jejuni parece colonizar el moco, preferentemente dentro de
las criptas cecales y cloacales, sin adherirse a la superficie de la cripta y en estudios in
vitro Hugdahl et al. (1988), observaron que la mucina puede servir como un unico sustrato
para el crecimiento de la bacteria; lo que podria favorecer el aumento progresivo del

microorganismo en estas zonas y por tanto de las tasas de animales positivos.
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En contenido de buche no se recupera en ninguno de los casos la misma cantidad
de bacteria que en contenidos de partes mas distales del aparato digestivo, llegandose a
detectar la bacteria inicamente en el 60% de los animales que resultaron positivos en las
otras zonas en el dia 40 y observandose tasas de prevalencia de s6lo el 20% en el dia 30,
mientras en ciego y recto eran del 90 y del 70% respectivamente. Otros autores (Byrd et
al., 1988) han determinado incidencias similares de Campylobacter en buches pollos
comerciales a la edad de sacrificio, sin embargo, en este caso el porcentaje de positividad

en heces resultd ser muy inferior al del contenido en buche (4% frente al 62%).

Se puede observar que los animales son portadores de C. jejuni a partir del dia
20 del ciclo de produccion, aumentando esa proporcion conforme transcurre el tiempo.
Se recogieron porcentajes mas altos de positivos en todos los muestreos, con valores
superiores al 50%, a partir de los 20 dias de vida, y cercanos al 100% en los siguientes
muestreos (dias 30 y 40). Resultaron ligeramente mas bajos los recuentos a partir del
contenido en colon, ya que, aunque el dia 40 los datos fueron similares a los obtenidos en
el ciego, en muestreos anteriores resultaron inferiores. Por ultimo, en el contenido del
buche no se recuperd nunca la misma cantidad de microorganismos que en las partes mas
distales del aparato digestivo, llegandose a detectar solamente en el 60% de los animales

que resultaron positivos en las otras localizaciones corporales.

100

60 - -
40 ; = 2
20 < -~

0 = =
0 10 20 30 40
Edad de los animales (en dias)

Porcentaje de muestras
positivas

Buche Ciego Colon

Figura 9. Porcentaje de animales positivos en el muestreo de los distintos lugares del aparato digestivo.

A la vista de estos resultados se puede deducir que, aunque la colonizacion del
lote se produce anteriormente al dia 20 de vida, hasta al menos el dia 40 no se produce un
crecimiento masivo en las partes distales del aparato digestivo de los animales,
consideradas como las zonas posibles de crecimiento del microorganismo, ni en la

totalidad de las aves del lote.
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3.3 Muestras ambientales

A pesar de que C. jejuni no puede multiplicarse fuera de un hospedador animal
y responde mal al estrés ambiental (Huang et al., 2009), se ha demostrado que puede
persistir en el entorno de las granjas de pollos infectados en distintas matrices (Jones,
2001; Keener et al., 2004), pudiendo actuar como vector de transmision del patogeno a

las aves.

3.3.1 Muestras de origen fecal

Las heces constituyen una de los vehiculos mas importantes de transmision de
C. jejuni entre los animales dentro de las naves, una vez que se ha producido la
colonizacion (Shreeve ef al., 2000b). Ademas del importante papel que estos sustratos
pueden representar en la transmision entre las aves debido a la elevada capacidad de
supervivencia del microorganismo en ellas (Inglis et al., 2010), si el manejo no es el
adecuado podrian participar en la transmision de la infeccion entre lotes, al contaminar el

ambiente, tanto interior como exterior de las granjas (Smith ez al., 2016).

En esta prueba se determino la prevalencia de C. jejuni mediante el porcentaje
de muestras positivas, en diferentes estados o formatos de la materia fecal y en materia la
organica en la granja durante un ciclo productivo. Los resultados obtenidos figuran en la

siguiente Tabla 24.

Tabla 24. Porcentaje de muestras positivas en distintos dias de recogida a lo largo del ciclo de crecimiento
de pollos de carne.

Dia de recogida

Heces frescas

Heces antiguas

Materia organica

23 80 80 60
46 100 80 40
69 100 100 60

En las muestras de heces frescas, se pudo verificar que la cantidad de muestras
positivas al microorganismo era muy elevada en todos los muestreos y que a medida que

progresaba la crianza, el porcentaje de eliminadores fecales de C. jejuni iba aumentando,
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resultando practicamente la totalidad de las muestras positivas a partir del dia 46. Salvo
ligeras variaciones, atribuidas principalmente a los distintos métodos de muestreo, estos
datos se corresponderian con los resultados de prevalencia observados en los apartados
anteriores de este capitulo (2.2 “muestreo con hisopos cloacales” y 2.3 “contenido fecal

en el recto”).

En los resultados obtenidos en heces antiguas, sucedid lo mismo que en el caso
anterior: al aumentar la edad de los animales aumentaba el porcentaje de heces positivas
y/o de supervivencia bacteriana en ellas, aunque en menor medida, ya que en el dia 46
solo resultaron ser positivas el 80% de las muestras, mientras que en el caso anterior

(heces frescas) se alcanzo6 el 100%.

En relacion con la materia orgénica recogida proxima a las heces, en la deteccion
de C. jejuni no se observo un incremento a lo largo de la vida de los animales, ya que en
el primero y en el ultimo muestreo (dias 23 y 69) se detectd C. jejuni en el 60% de las
muestras, pero dicho porcentaje se redujo hasta el 40% en el segundo (dia 46). A
diferencia de los casos anteriores, en este sustrato no se advirtié un incremento del nimero

de muestras positivas a lo largo del ciclo.

La cantidad de materia seca presente en la muestra determiné la capacidad de
supervivencia del microorganismo, debido a que C. jejuni no posee mecanismos
osmoadaptativos eficaces (Cameron et al., 2012), lo que provoca una baja resistencia a la
desecacion (Herndndez Haba y Hernandez Giménez, 2007). Se estima que el porcentaje
de contenido seco en las heces de aves de corral es del 25-30%, mientras que el de la
materia organica de la cama de las naves de cria estaria en torno al 70% (Smith et al.,
2016). Estas diferencias de humedad justificarian la menor tasa de resultados positivos en
las muestras de materia organica, asi como el menor porcentaje obtenido en el segundo

muestreo de heces antiguas, en comparacion con los de heces frescas, recién emitidas.

La elevada cantidad de muestras positivas de origen fecal para C. jejuni,
obtenidas en este estudio, junto con la alta capacidad de supervivencia del
microorganismo en las heces corroborada previamente en estudios de laboratorio
(capitulo I apartado 3), sugiere que estos sustratos podrian actuar como vehiculos del
microorganismo entre diferentes lotes de animales. Para evitarlo, se deberia actuar a
varios niveles: la implantacion de indicaciones de trabajo diario adecuados (por ejemplo,

el uso exclusivo de determinados utensilios, ropa y calzado para cada nave), el
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establecimiento de protocolos estrictos de limpieza y desinfeccion de la nave entre los
diferentes lotes y, finalmente, el manejo adecuado de los productos de desecho (por

ejemplo, la no utilizacion directa de la cama como abono).

3.3.2 Otras muestras ambientales

Se ha descrito que el mayor riesgo de contaminacion de los lotes de pollos por
Campylobacter era la contaminacion del ambiente de la granja (tanto dentro como fuera
de las naves), posiblemente debido a una limpieza y desinfeccion insuficientes o
ineficaces (Agunos ef al., 2014). En este estudio se tomaron muestras ambientales de
distintas zonas de la explotacion de pollos de carne, para determinar la presencia de C.
jejuni.

»  Agua potable del interior y del exterior de la nave. No se encontrd
ninguna muestra positiva a pesar de que el agua potable se ha postulado como uno de los
principales factores de riesgo para la colonizacién del lote (Smith et al., 2016), C. jejuni
solo se recuperd ocasionalmente del suministro de agua en las granjas colonizadas
(Kapperud et al., 1993). Esta aparente discrepancia puede explicarse por la presencia de

células viables pero no cultivables en el agua (Rollins y Colwell, 1986)

»  Aguas estancadas en el exterior de la explotacion. Tampoco se observo
ninguna muestra positiva. Otros autores han confirmado la presencia del microorganismo
en charcos cercanos a las granjas tanto cuando los pollos eran portadores como cuando

no lo eran (Herman et al., 2003; Bull et al., 2006b).

»  Polvo del interior y del exterior de la nave. No se detectd C. jejuni en
ninguna de las muestras de polvo, tampoco Schets et al. (2017)lo detectaron al recoger

este material mediante esponjas humedecidas en agua de peptona.

»  Pienso y superficies de comederos. En ninguno de los muestreos
realizados se detectaron muestras positivas. Diversos estudios apuntan que los piensos de
los animales no suponen un reservorio para C. jejuni (Gregory et al., 1997; Evans y

Sayers, 2000), puesto que este alimento resulta demasiado seco (Doyle y Roman, 1982b).

»  Superficies de bebederos. En este caso, se detect6 un caso positivo en la

cuarta semana de vida de los animales, sin obtenerse ninguno mas durante el estudio. Es
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posible que este resultado fuera debido a que con esta muestra se arrastrase parte de
materia organica cercana, dado que sélo uno de los hisopos de las 60 muestras de este
tipo recogidas resultd positiva. Sin embargo, Evans y Sayers (2000)también detectaron
Campylobacter en bebederos sin limpiar, tras la desinfeccion, por lo que es probable que
el ambiente hiimedo y la presencia de restos organicos favorezca la supervivencia de la

bacteria.

»  Monos y botas de trabajo. No se detectaron muestras positivas en los
monos de trabajo; en cambio, todas las muestras de las botas resultaron positivas a partir
de la tercera semana de vida, coincidiendo este momento con los casos positivos de las
muestras de heces a C. jejuni en otros muestreos, como la recogida directa de heces o
calzas, el hisopado rectal, etcétera. Estos datos coincidieron con los observados en otros
estudios (Annan-Prah y Janc, 1988; Gregory et al., 1997; Herman et al., 2003; Ahmed et
al.,2013).

No se sabe si la presencia de C. jejuni en las botas de trabajo supuso la
introduccion del microorganismo en la nave o contribuy a su propagacion dentro de ella
y hacia el exterior. A la vista de los resultados, resulta evidente que la limpieza periddica
y la desinfeccion eficaz de las botas de trabajo podria reducir el riego de colonizacién de
los pollos, ya que éstas se presentan como los vectores de transmision mas frecuente e

importante a la manada desde las heces (Ramabu et al., 2004).

De este tipo de muestras ambientales, no se ha obtenido ningin resultado
positivo a C. jejuni en el interior de la nave, anterior a la colonizacion de la nave, lo que
coincide con lo publicado por otros autores (Evans y Sayers, 2000b; Cardinale et al.,

2004; Bull et al., 2006b).

Sin embargo, a pesar de la importancia del ambiente en la transmision de
Campylobacter a los pollos destacada en la bibliografia, la mayor parte de las muestras
(excepto en las de tipo fecal y en las de materia orgédnica), fueron negativas, incluso
cuando previamente se habia demostrado la presencia del microorganismo en otro tipo de
muestras como, por ejemplo, en las heces. Esto podria deberse en parte a la baja
sensibilidad que presentan las técnicas convencionales de muestreo en este tipo de
muestras (Olsen et al., 2009), por lo que no podria excluirse la posibilidad de que no
pudieran ser detectadas pequenas cantidades de C. jejumi en las muestras, por la

metodologia utilizada en este estudio.
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IV. PRESENCIA DE Campylobacter jejuni EN DISTINTAS
ESPECIES ANIMALES

La presencia de animales en las inmediaciones de las instalaciones se considera
como un factor importante en el aumento de la prevalencia del microorganismo en las
granjas de pollos (Hansson et al., 2010a). Por lo tanto, determinadas especies animales
domésticas o silvestres podrian suponer una fuente potencial de contaminacion para las
aves (Kapperud et al., 1993), bien como transmisores directos o como transmisores

pasivos, mediante la difusion de material contaminado con heces (Hald et al., 2000).

Asi pues, el conocimiento de la presencia de C. jejuni en distintas especies
animales y su relacidon con otros animales portadores podria aportar informacion sobre la
forma de transmision del microorganismo a las aves. Por esa razon, en este estudio se
determind la prevalencia de C. jejuni en distintos grupos de animales localizados en el

entorno de pollos o gallinas positivas.

4.1 Muestreo en distintos sistemas productivos

Las aves constituyen el principal reservorio de Campylobacter (Young et al.,
2007). Dentro de ellas la presencia de C. jejuni en los broilers constituye el principal
riesgo de trasmision a humanos (Shane, 1992). Existen pocos datos, sin embargo, del
papel que podrian desempefiar otros individuos de la misma especie, como es el caso de

gallinas, gallos o pollos de corral, en la trasmision del patogeno.

En este trabajo, estudiamos la prevalencia de C. jejuni, mediante hisopado
cloacal, de distintos grupos de individuos de la especie Gallus gallus domesticus, en
varias explotaciones de diversas caracteristicas de la Comunidad Auténoma de Castilla y

Ledn, cuyos resultados se recogen en la Tabla 25.

La produccién de aves de consumo puede realizarse de forma intensiva, con un
sistema cerrado, controlado y con alta densidad de aves en el medio, o puede hacerse de
forma abierta o ecoldgica, donde los animales disponen de un terreno al aire libre por el
que moverse mas o menos libremente. Se ha demostrado que la cria de aves de corral en
libertad podria estar asociada con unas altas tasas de infeccion por Campylobacter

(Economou et al., 2015). En este estudio, tanto los gallos muestreados como los pollos se
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encontraban en este tipo de sistema productivo, alojados en recintos similares y con la

unica diferencia entre ellos de la edad.

Tabla 25. Resultados del estudio sobre portadores de C. jejuni en diversos grupos de aves.

. N° de animales N° de animales Porc?ntaje de
Grupo de animales . animales
muestreados positivos .
positivos
Explotacion industrial
Pollitas de recria
(Villalon de Campos) 40 40 100
Explotacion familiar
Gallinas ponedoras (Aranda 60 60 100
de Duero)
Explotacion docente: en jaulas
Gallinas p?nedoras 29 27 93
(Soria)
Animales rep'roductores g+ 8+ 100
(Soria)
Explotacién docente: ecologicos
Gallos mayores de un afio 9 9 100
(Soria)
Pollos de 6 me'ses a un afo D 12 100
(Soria)
Pollos menores de 6 meses 14 14 100
(Soria)

»  Pollos de corral. En los animales analizados se obtuvieron resultados del
100% de prevalencia de C. jejuni, independientemente de su edad. Aunque no se poseen
datos de prevalencias dentro del lote, algunos estudios anteriores han estimado que en los
sistemas de produccion ecoldgicos de pollos aparecen mayores tasas de prevalencia de
Campylobacter que en las granjas convencionales (100% frente a un 36,7%) (Heuer et
al., 2001). Estos resultados podrian deberse a que en este tipo de cria se produce una
mayor exposicion a diferentes agentes ambientales, que podrian actuar como fuente de

infeccion continua para los animales.

»  Gallos. Todos los animales muestreados resultaron positivos a C. jejuni.
No se conocen estudios similares que hayan analizado la presencia del microorganismo
en este tipo de animales, pero se cree que, al igual que ocurre en el caso de los pollos de
corral, el tipo de cria y su edad (superior a un afio en todos los casos) justificaria esta

elevada prevalencia de la bacteria.
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»  Gallinas ponedoras y pollitas de recria. Para la determinacion de la
prevalencia en este tipo de animales, se muestrearon tres explotaciones con distintas
caracteristicas de manejo y edades diversas. En todas ellas los animales presentaron
porcentajes muy elevados de casos positivos frente a C. jejuni en muestreos mediante
hisopado cloacal: 100% de prevalencia en las granjas de Villalon de Campos y Aranda
de Duero y 93% en Soria. Otros autores han detectado prevalencias inferiores: Doyle
(1984) determind que en este tipo de gallinas alojadas en jaulas individualmente, la
méxima prevalencia de C. jejuni era del 25%, manteniéndose la colonizacion durante al
menos 42 semanas, mientras que Cox et al. (2009) observaron valores positivos del 20 al
70% en animales de entre 11 y 15 semanas de vida. En nuestro caso, los animales de
Villalon de Campos contaban con una edad no superior a 16 semanas, pero a diferencia
del estudio de Doyle (1984) permanecian alojados en grupos, lo que pudo favorecer la
transmision entre ellos. Este tipo de alojamiento en grupos se repitio en las otras dos
explotaciones, siendo los animales muestreados de diversas edades, en su mayoria con
mas de 52 semanas de edad, lo que podria justificar estas tasas. Las gallinas ponedoras
infectadas excretan regularmente grandes cantidades de C. jejuni con sus heces (Ahmed
et al., 2013); por lo tanto, segiin las altas tasas de casos positivos obtenidos en este
estudio, se podria deducir que estos animales podrian representar un reservorio de la

infeccion dentro de la manada y para los animales cercanos.

»  Animales reproductores. Los animales de este grupo (8 hembras y 2
machos) resultaron positivos en un 100%. Buhr ez al. (2002) también obtuvieron tasas
muy elevadas de Campylobacter en heces de hembras reproductoras comerciales,
mantenidas en corrales (100%) y en jaulas (64%) de entre 60 y 64 semanas de vida. Colles
et al., (2011) observaron una prevalencia del 88% en un lote compuesto por machos y
hembras de 11 semanas de edad, criados en corrales interiores. A la vista de estos
estudios, la edad o el tipo de alojamiento pueden influir aparentemente en la colonizacion.
En nuestro caso, no se conocia la edad concreta de los animales, ya que, debido al caracter
no comercial de la explotacion, las aves iban siendo sustituidas aleatoriamente. Con
respecto al alojamiento en el que se encontraban los animales, parece ser que la ubicacién

en las jaulas no redujo la tasa de colonizacion.

Segun estos resultados, se puede advertir que en las tres explotaciones (Villalon
de Campos, Aranda de Duero y Soria) la tasa de casos positivos frente a C. jejuni de los

animales fue muy elevada, pudiéndose confirmar que, en estas explotaciones de aves
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positivas, el porcentaje de portadores podria alcanzar con facilidad la totalidad del censo

de la nave.

4.2 Muestreo en otras especies animales

A pesar de que C. jejuni se localiza principalmente en el tracto intestinal de las
aves, este microorganismo se encuentra muy difundido en la naturaleza, bien adaptado a
varias especies animales (Sahin et al., 2017), pudiendo actuar algunas de ellas como
reservorios del microorganismo (Ellis-Iversen ef al., 2012; Santos et al., 2012). En este
estudio se analiz6 la prevalencia de C. jejuni en diferentes animales que se hallaban en el

entorno de aves positivas.

Los resultados obtenidos del muestreo se recogen en la Tabla 26.

Tabla 26. Estudio sobre la presencia de C. jejuni en distintos animales.

Animales n° de animales n° de animales Porcentaje de
muestreados positivos animales positivos
Aves s1!vestres 10 0 0
(gorriones)
- Ratogle.s 10 0 0
sinantropicos
Perros 6 0 0
Gatos 10 4 40
Cobayas 1 0 0
Conejos 4 0 0
Palomas 5 0 0
Pavo real 1 0 0
Faisanes 2 1 50
Ocas 4 3 75
Patos 10 7 70
Codornices 10 7 40
Cabras 4 2 50
Ovejas 17 7 41
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»  Ratones sinantrépicos. En estos animales se ha demostrado una facil
colonizacién y recuperacion en heces de C. jejuni (Berndtson et al., 1994) y se ha
considerado que podrian actuar como fuentes probables de introduccion del patogeno en
las aves domésticas (Annan-Prah y Janc, 1988), al asociarse la presencia de roedores con
un mayor riesgo de introduccion de Campylobacter en gallineros (Kapperud ef al., 1993;
Hald et al., 2000). En este estudio, todos los ratones que fueron muestreados en las
inmediaciones de las naves de pollos fueron negativos a C. jejuni. Nuestros resultados
concuerdan con los de Jones et al., (1991), que no pudieron aislar el microorganismo del
intestino de ratones atrapados vivos (tanto en las inmediaciones como en el interior de las
naves de pollos) y con los de Gregory et al., en 1997, que tampoco detectaron el
microorganismo a partir de hisopos rectales de estos animales. Durante este estudio se
observo frecuentemente la presencia de ratones en el interior de las naves, por lo que este
hecho, unido a los resultados negativos de dichos roedores al patdogeno, a pesar de los
casos positivos de los pollos de carne, en el momento del muestreo, podria indicar que,
de actuar como vectores del patogeno, lo harian de forma pasiva, al no encontrarse el

microorganismo en sus heces.

»  Aves silvestres. Las campilobacterias son componentes normales de los
microorganismos entéricos de las aves silvestres (Cabrita et al., 1992). Existen diversos
estudios que muestran prevalencias muy diferentes en relacion con la presencia de C.
jejuni en diferentes muestras intestinales de aves silvestres, capturadas cerca de
explotaciones avicolas, que varian desde el 0 al 90% (Ito et al., 1988; Craven et al., 2000;
Keller et al., 2011; Hald et al., 2016). Las diferentes prevalencias pueden atribuirse a
varios factores (Milton ef al., 2017), como las diferencias entre las especies muestreadas
(habitos de alimentacién o migracion de las aves), la capacidad de colonizacion de las
cepas de C. jejuni, la presencia de animales domésticos en las inmediaciones, etcétera. En
nuestro estudio, no se observo ningun animal positivo, a pesar de que las aves silvestres
(en su mayoria gorriones) podrian acceder al interior de las instalaciones donde se
encontraban los pollos y que, como en el caso de los ratones, los muestreos se realizaron
en los periodos de casos positivos en el rebafo, posiblemente debido a alguno de los

factores descritos anteriormente.

»  Perrosy gatos. Los animales de compaiiia (perros y gatos) son reservorios
de varias especies de Campylobacter (Acke et al., 2009; Koene et al., 2009), por tanto

podrian suponer una fuente de contaminacion potencial para los pollos en el caso de que
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en la explotacion convivan con aquellos. Aunque la mayoria de los perros y gatos
infectados por estos microorganismos no presentan signos clinicos, algunos pueden
desarrollar enteritis leve o moderada, una situacion que se asocia en la mayoria de los

casos a la infeccion por C. jejuni (Acke, 2018).

En los perros, no se detectd6 ningin animal positivo a C. jejuni. Estudios
anteriores han estimado prevalencias variables del 3 al 40% (Mohan, 2015), dependiendo
otros factores (edad, estado sanitario), tipo de muestra (heces frescas o hisopos rectales)
o del método y medios de cultivo utilizados (mCCDA, CAT), entre otros. Un estudio
realizado por Bojani¢ ef al., en 2017, en perros adultos y mediante hisopado rectal (con
similares caracteristicas al nuestro) mostr6 una prevalencia de C. jejuni del 13%, pero a
pesar de existir algunas semejanzas entre este estudio y el nuestro, también se observaron
muchas diferencias, siendo una de las mas significativas el tipo de cultivo utilizado, ya
que en dicho estudio se pudo comprobar que los aislamientos de C. jejuni fueron mas
abundantes cuando se cultivd en CAT que cuando la deteccion se efectué mediante

mCCDA, como fue nuestro caso.

En el caso de los gatos, se obtuvo un porcentaje de casos positivos del 40%,
siendo estos mas elevados que en estudio de Bojani¢ et al. (2017), en el cual se detectaron
estos microorganismos en el 5% de los animales. El relativamente elevado porcentaje de
positivos en nuestro estudio puede explicarse porque todos los animales formaban parte

de una explotacion familiar donde convivian con las aves que resultaron positivas.

»  Ovejasy cabras. Igual que en otros de los animales, los rumiantes también
son portadores frecuentes de Campylobacter spp. (Thépault et al., 2018), pudiendo actuar
como reservorios de estos microorganismos en el entorno de las granjas de pollos no
industriales, donde puede darse esta convivencia, ya que por legislacion en programas de
Bioseguridad esto esta prohibido en las explotaciones industriales. A pesar de que en estos
animales se han aislado diversas especies, en los pequefios rumiantes especie mas

frecuente es C. jejuni (Kaakoush et al., 2015).

En este estudio se encontrd una prevalencia del 41% de C. jejuni en muestras de
hisopos cloacales de ovejas, cifra muy superior a la descrita en otros estudios con tasas
cercanas al 5% en muestras intestinales de ovejas (Raji et al., 2000), préximas al 11% en
muestras cecales y del 13,6% en muestras fecales (Prescott y Bruin-Mosch, 1981). En las

ovejas, como en otras especies, existen multitud de factores, como la edad, la estacion, la
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procedencia y tipo de muestras o los métodos de aislamiento, que podrian ser
responsables de las variaciones en el aislamiento descritas (Agik y Cetinkaya, 2006). Por
lo tanto, debido a la disparidad de estos factores en los diferentes estudios, las
prevalencias obtenidas no resultan comparables. Sin embargo, hay que resefar que, en el
caso de los gatos, los valores aqui encontrados estarian condicionados a la presencia mixta

de las ovejas con otras especies (sobre todo gallinas) que resultaron positivas.

En el caso de las cabras, se obtuvo una prevalencia del 50%, estos datos no serian
representativos, ya que presentan el condicionante del pequeiio nimero de muestras (s6lo
4 cabras muestreadas), ademas, como en casos anteriores, las cabras tenian contacto con
las aves portadoras. En otros estudios Cortés et al., (2006) no encontraron Campylobacter
en las heces de cabras de leche sanas en Espaia, confirmando lo publicado por Rosef et
al., (1983), que tras el andlisis tanto de hisopos rectales como de muestras de heces de
110 cabras, no detectaron el patégeno en ninguna de ellas. Sin embargo, otros
investigadores han obtenido tasas positivas muy diversas, Prescott y Bruin-Mosch (1981)
contemplaron una prevalencia de 2,7 % en Canadd, mientras que en otro estudio
Abrahams et al. (1990) detectaron el patogeno en el 33,3% de las cabras analizadas. Estas
diferentes tasas podrian atribuirse al contacto de las cabras con otras especies animales;
de hecho se ha observado que las cabras alejadas de otros animales de granja, fueron
negativas para Campylobacter spp., sin embargo, tres de cada 20 cabras confinadas a un
area pequeia, pero en contacto con animales positivos, se infectaron, lo que sugiere que
las cabras no positivas habrian sido contagiadas a partir de otras especies, como las aves
de corral (Jiwa et al., 1994). De esta manera, la alta prevalencia de C. jejuni en relacion
con algunos estudios previos podria deberse a que las cabras no se encontraban en

contacto con otros animales, al contrario de lo que sucedia en nuestro caso.

»  Conejos. A diferencia de las aves de corral y el cerdo, el tracto intestinales
del conejo no proporciona un ambiente Optimo para la colonizacion de Campylobacter
(Piccirillo et al., 2011). En lo que se refiere a la presencia de C. jejuni en heces de conejos,
la mayor parte de los estudios realizados han revelado prevalencias insignificantes, bajas
o nulas. Asi, en un estudio llevado a cabo en mataderos de conejos, Prescott y Bruin-
Mosch (1981) informaron de una tasa del 11,3% en heces de conejos sanos, mientras que
Kohler et al. (2008) solo detectaron 2 muestras fecales portadoras, de un total de 500
analizadas. En estudios realizados en granjas de conejos de Espafia, no se detectaron

positivos a partir de contenido cecal (Marin et al., 2016), igual que en Italia a partir de
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hisopos rectales (Piccirillo et al., 2011). Por tanto, los resultados obtenidos en nuestro
estudio en relacion con esta especie (0% de prevalencia) estarian en consonancia con los
publicados antes. Estos resultados podrian deberse entre otras razones a que, al igual que
en nuestro estudio, los conejos generalmente se crian en jaulas con el suelo de malla de
alambre, que evitan el contacto entre los animales y las heces, reduciendo asi el riesgo de
transmision oral-fecal de patogenos (Piccirillo er al., 2011), ademéas de que
probablemente el conejo sea mas resistente a este microorganismo, asi que podemos
aventurar que el conejo no es una especie importante para la transmision de
Campylobacter, aunque en la vida salvaje esto no resulte tan claro, ya que Kwan et al.
(2008) aislaron el 73,7% de los genotipos de C. jejuni mas relevantes en infecciones

humanas, a partir de conejos de monte.

»  Cobayas.- Algunos estudios realizados en animales de laboratorio han
evidenciado que los cobayas pueden portar Campylobacter (Weber et al., 1982), y por
tanto, podrian participar en la epidemiologia de las infecciones provocadas por estos
microorganismos (Komba et al., 2014). En nuestro estudio, sélo se pudo analizar un tinico
animal que result6 negativo, por lo que el resultado carece de significacion. No obstante,
a pesar de que los estudios en estos animales son escasos, se han publicado varios
relacionados con el andlisis de la prevalencia de C. jejuni. Komba et al. (2014) detectaron
un 13,3% de positivos del en muestras fecales de cobayas de laboratorio, mientras que
Meanger Marshall, en 1989, habian detectado una prevalencia del 7,7% en los mismos
animales muestreados con hisopos rectales. Sin embargo, al analizarse la prevalencia en
cobayas criados con gallinas o en contacto con ellas (Graham et al., 2016) las prevalencias
fueron muy superiores, de hasta el 72,5%. La diferencia en estos valores podria
relacionarse con la posibilidad de que estos animales entren o no, en contacto con heces
infectadas. Asi todo, no parece que las cobayas ni los conejos puedan actuar como foco

de transmision de C. jejuni en las granjas de pollos.

»  Palomas y patos. Las aves silvestres urbanas, como palomas y patos,
provocan una enorme contaminacion fecal del medio ambiente. Algunos estudios de
biologia poblacional sobre Campylobacter spp. han demostrado que estas especies de
aves no pueden descartarse de constituir fuentes contribuyentes de infeccion para

animales de granja o incluso para humanos (Mohan, 2015).

En nuestro caso, no se recuper6 C. jejuni de ninguna de las palomas muestreadas,

a diferencia de otros estudios realizados que reflejaron tasas de infeccion muy variables,
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entre un 3% en Oslo (Lillehaug et al., 2005) hasta un 50% en Japon (Kinjo et al., 1983).
En Espafia se han llevado a cabo estudios en palomas urbanas de Barcelona y Madrid,
obteniéndose prevalencias del 26,2% y del 69,1% de media, respectivamente (Casanovas
etal.,1995; Vazquez et al.,2010). En los referidos estudios, se han observado variaciones
notables debidas, tanto a los diferentes métodos analiticos utilizados, como a la época del
aflo en la que se habia realizado el estudio. Se sospecha que una de las posibles fuentes
de infeccion de estos animales podria ser los excrementos de otras aves y el consumo de
alimentos contaminados (Gabriele-Rivet et al., 2016). Esto concordaria con los resultados
de nuestro estudio, ya que las palomas muestreadas se encontraban en una pajarera, y

desde su nacimiento, permanecieron aisladas de este tipo de fuentes de contaminacion.

Los patos representan también un riesgo potencial de transmision de
Campylobacter (Emmanue Nonga y Muhairwa, 2009), con prevalencias muy dispares en
las diferentes investigaciones, que varian desde el 13% al 75% (Colles et al., 2011). Esta
diferencia en las estimaciones es atribuible a distintos factores, como las técnicas de
muestreo, el tipo de muestras y la sensibilidad de las técnicas de cultivo (Mohan, 2015).
En nuestro estudio, los patos presentaron una tasa de infeccion del 70% de C. jejuni, que
se corresponderia bien con estudios previos como los de Pacha et al. (1988), los cuales
observaron una tasa de recuperacion del 73% en patos salvajes cuando la muestra, al igual
que la nuestra, se tomaba con hisopos cloacales. Colles ef al. (2011) obtuvieron tasas del
74,6% en animales de granja y Emmanue-Nonga y Muhairwa (2009) registraron valores

del 65,5% en el contenido cecal en animales caseros en contacto con pollos.

»  Codornices. A pesar de que las codornices comunes, como aves
migratorias, pueden propagar un amplio rango de patogenos, se sabe poco sobre su papel
en la propagacion de agentes zoonoésicos (Dipineto et al., 2014). En este estudio, se
detectd C. jejuni en el 40% de las codornices muestreadas, datos que se corresponden con
los resultados obtenidos por McCrea et al., en 2006, quienes, al muestrear mediante
hisopos cloacales codornices de tres granjas diferentes, obtuvieron incidencias de
Campylobacter del 41, 26 y 14%. Las referencias de investigaciones especificas de C.
jejuni en estos animales aportan datos muy dispersos; mientras Graham et al. (2016)
informaron de tasas de incidencia del 66,7%, Minakshi et al. (1988) detectaron una

prevalencia del 17,4% de C. jejuni en codornices domésticas.

»  Faisanes. Campylobacter puede encontrarse en el intestino de los faisanes

aparentemente sanos y, por tanto, esta especie podria considerarse un portador potencial
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(Dipineto et al., 2008). Uno de los dos animales analizados en este estudio result6 positivo
frente a C. jejuni, por lo que la prevalencia obtenida fue bastante mas elevada que la
publicada por otros autores, aunque su significacion es dudosa. Dipineto (2008) observo
en Italia una incidencia del 5,8% a partir de hisopos rectales. Atanassova y Ring (1999),
al examinar distintos tipos de muestras en Alemania, obtuvo un 18% de animales
positivos frente a C. jejuni y Nebola et al. (2007) registraron una tasa de 29,1% de aves
portadores del microorganismo en Republica Checa al analizar el contenido intestinal de
los animales de granja. Estos mismos estudios encontraron variaciones importantes en la
presencia de Campylobacter en relacion con varios factores, como los casos positivos
mas elevados en individuos adultos con respecto a los jovenes, 83,3% frente al 3,3%
(Dipineto et al., 2008) o en animales procedentes de granja en relacion con los salvajes,
70,2% frente al 27,5% (Nebola et al., 2007). En nuestro estudio, se desconoce la edad de
los animales muestreados y es importante resaltar que dichos individuos se encontraban

compartiendo alojamiento con otras aves positivas a C. jejuni.

»  Ocas. A pesar de que los gansos salvajes son considerados una fuente de
transmision de Campylobacter en el medio natural (Varslot ef al., 1996), existen pocos
datos sobre las ocas, que puedan contribuir a esclarecer el papel que estos animales
pueden ejercer en la transmision del patogeno. Aydin et al. (2001) detectaron una
prevalencia del 100% de C. jejuni en ocas domésticas, en muestras de hisopos cloacales.
En relacion con ello, 3 de los 4 animales muestreados en el presente estudio resultaron
positivos para el microorganismo. Con respecto a sus homologos salvajes, se han
obtenido tasas de incidencia de C. jejuni muy variables, que oscilan entre 0% en muestras
fecales (Lillehaug et al., 2005) y el 50,2% observado en heces frescas (Colles et al., 2008).
Las diferencias en este caso pueden atribuirse, al igual que en otras especies, a los
diferentes tipos de muestreo utilizados en los estudios y a los distintos habitos de
comportamiento de los animales salvajes, en relacion con los de granja como, por

ejemplo, la dinamica cambiante de las aves migratorias (Colles ef al., 2008).

»  Pavo real. Al igual que en el caso de las anteriores, el conocimiento sobre
la presencia de C. jejuni en pavos reales es escaso € incompleto, y lo mismo que nuestro
caso, en ninguno de los estudios anteriores aparecieron animales positivos. Stern et
al.(2004) no detectaron el microorganismo al muestrear 2 individuos y, del mismo modo,
al analizar 31 pavos reales en diferentes zoolodgicos, Hollamby et al. (2003), no

encontraron animales portadores de Campylobacter en heces. A la vista de los resultados,
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es posible que, a diferencia de la mayoria de aves, estos animales presenten cierta
resistencia a la colonizacion por Campylobacter; sin embargo, existen muy pocos datos

al respecto.

No obstante, en determinados grupos, cualquier conclusion en relacion con los
resultados obtenidos en este estudio estd bastante condicionada por el nimero limitado
de animales de los que se disponia para el muestreo, por lo conviene reflexionar sobre los
resultados obtenidos, teniendo en cuenta el tipo de contacto que cada uno de los grupos

de animales tenia con los animales confirmados como portadores fecales de C. jejuni.

Si se estudian los resultados atendiendo a la procedencia de las muestras en las
distintas explotaciones, como se recoge en la Figura 10, se puede observar que ninguno
de los animales analizados procedentes de la explotacion de Riosequino de Torio (Ledn)
(aves silvestres y ratones de campo) fueron portadores de C. jejuni. En el muestreo de la
explotacion burgalesa de Aranda de Duero, resultaron positivos el 40% de los gatos
analizados. Entre los perros no se encontrd ningun positivo. En concordancia con el caso
de la granja escuela del Colegio Santa Isabel de Soria, se observan porcentajes positivos
superiores al 50% en la mayor parte de las aves (ocas, patos y faisanes), cuando
cohabitaban con pollos y gallinas y s6lo levemente valores inferiores (40%), en el caso
de las codornices. Aparecieron resultados similares en los pequefios rumiantes (50% de
positivos en cabras y 41% en ovejas), que permanecian en contacto indirecto con las
gallinaceas portadoras, mostrandose ausencia de C. jejuni (ningun animal positivo) en las
especies sin contacto, igual que en el pavo real. Debe hacerse constar, el escaso numero
de muestras disponibles en cada caso, que resta valor a los resultados y exige mucha

precaucion a la hora de concluir en términos epidemioldgicos.

147



Resultados y discusion

75
80 70
60 50 50
n
S 40 41 40
= 40
wn
e 20
wn
m 0 0 0 0 0 0 0
2! 0 — 2 oy oy O O & 2O
= & $ & & D & P & S O > & S
% Qv Qz\\ (\\:}Q S \/\\\“ 40&2‘ M}Q\ Q\a\ O{S\ '\<‘2"0 . }\\‘\Q & QQQ\* Le{\b\, (§0®
° < Qob NS NN @ ]
S 2:’7 )
A ‘\\Q\\
3
Contacto directo === Contacto indirecto Sin contacto

Figura 10. Porcentaje de animales positivos en el muestreo de distintas especies de animales.

Como ya se ha mencionado, en este estudio, no se detectd ningiin animal positivo
entre las especies separadas de las gallindceas portadores del microorganismo, lo que
podria significar que el reservorio principal en este caso no son los animales muestreados
en este parte del estudio, sino las gallinas (en el caso, de las explotaciones de Burgos y
Soria) y los pollos (en la de Leon). Los resultados de los otros dos grupos de estudio (en
contacto directo e indirecto) apoyarian esta hipdtesis ya que, en general, se observan
prevalencias superiores a las que entrarian dentro de lo esperados para estas especies,

segun autores anteriores.

A pesar de todo, y aunque el aislamiento de C. jejuni de algunos de los diversos
tipos de animales muestreados en nuestro estudio, no implica necesariamente que estos
individuos puedan actuar como una fuente de transmision del patdogeno a las aves de
corral o como un reservorio de éste, indudablemente se deduce que actuian como

portadores de C. jejuni y, por tanto, suponen un riesgo que debe ser teniendo en cuenta.
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V. ESTUDIOS DE TRANSMISION VERTICAL DE
Campylobacter jejuni

5.1 Analisis de huevos de gallinas portadoras

Existe gran controversia entre los diferentes autores sobre la importancia de la
transmision vertical de C. jejuni en pollos y, aunque existen estudios que sugieren que las
gallinas reproductoras podrian considerase una fuente de infeccion para sus descendientes
(Hiett et al., 2003a) y se ha descrito la presencia del microorganismo en el tracto
reproductor de las gallinas (Buhr et al. 2002), hasta el momento no se ha podido
comprobar que las gallinas de puesta portadoras de este patdogeno sean capaces de
producir huevos contaminados y, por tanto, su progenie (Sahin et al., 2003). En este
estudio, se analizo la posible presencia de C. jejuni en huevos de gallinas confirmadas
portadoras y la posible penetracion de la bacteria en huevos contaminados

experimentalmente.

Algunos datos obtenidos en estudios anteriores sugieren que la transmision
vertical de C. jejuni en aves no es facil en condiciones naturales (Shanker et al., 1986).
Con objeto de comprobar la posibilidad de transmision del microorganismo desde las
gallinas portadoras a sus huevos y su supervivencia en ellos, se examind la presencia de
C. jejuni en la superficie de huevos procedentes de gallinas portadoras del agente.
También se analizd la presencia del patdgeno en la céscara y en el interior de dichos
huevos, para de determinar su capacidad de penetracion y viabilidad en el contenido

interno del huevo.

Para comprobar la presencia del microorganismo en los huevos fue necesario
determinar previamente los casos positivos en los animales, lo que se realizo, al igual que
en experimentos anteriores, mediante el hisopado cloacal de cada uno de los animales.
De esta manera, se confirmd que una semana antes de la primera recogida, el 100% las
de gallinas eran portadoras fecales de C. jejuni. Para realizar el andlisis se utiliz6 un
método muy similar al descrito por otros autores (Doyle, 1984), recogiendo los huevos
asépticamente durante las primeras horas posteriores a la puesta y analizando la

superficie, cascara y contenido interno.

Al realizar la identificacion de las colonias obtenidas en el cultivo solido, por

PCR, no se confirmd la presencia de C. jejuni en ninguna de las muestras analizadas. Los
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resultados obtenidos en esta parte del estudio reflejan que no fue posible la deteccion de
C. jejuni en la superficie, ni en la céscara, ni en el contenido de los huevos procedentes
de gallinas portadoras en heces. Estos resultados coinciden con lo expuesto por otros
autores (Sahin et al. en 2003), que no pudieron detectar Campylobacter a partir de huevos
comerciales (con menos de 2 dias) obtenidos de gallinas colonizadas por Campylobacter,
a pesar de que, como en nuestro caso, la contaminacion fecal de la cascara de huevo era
evidente en algunos de los huevos. Ademads, se corrobora lo publicado por Doyle, en
1984, en cuyo estudio solo se pudo aislar C .jejuni en la superficie de 2 huevos de los 226
analizados y en ninglin caso en su contenido de estos. Por ello, este autor parecia afirmar
que no parecia probable que el microorganismo contaminara el contenido de los huevos
sanos. Tampoco Acuffef al. (1982), lograron detectar C. jejuni en huevos de pavo, a pesar

del alto porcentaje de los hisopos fecales positivos en las pavas.

Sin embargo, es probable que en este experimento, de existir el microorganismo
en la superficie del huevo en el momento de la puesta, este no hubiese logrado sobrevivir,
debido a la sensibilidad que presenta a la desecacion y al oxigeno (Neill et al., 1985),
teniendo en cuenta que el tiempo transcurrido entre la puesta y el procesado de los huevos
fue de entre 4 y 6 horas, y que se transportaron a temperatura ambiente, sin proteccion

atmosférica especial.

Por lo tanto, con los datos obtenidos no es posible determinar si la ausencia de
C. jejuni en la superficie de los huevos analizados se debe a su escasa capacidad de
supervivencia en el tiempo o a que las gallinas no transmiten el microorganismo a los
huevos, a pesar de ser portadoras fecales. La ausencia de resultados positivos en el
experimento también podria deberse a que la cantidad de huevos analizados no hubiera
sido suficiente para la deteccion, ya que segun los estudios de Doyle, en 1984, C. jejuni
estaba presente en la cédscara de aproximadamente el 1% de los huevos de gallinas

excretoras de este microorganismo.

Ademas, tampoco se detectd C. jejuni ni en la cascara de los huevos analizados,
ni en su contenido, lo que podria apuntar a varias hipotesis: que el microorganismo no
hubiese sido transferido al huevo; que, por el contrario, si se hubiera transferido pero que
no hubiera sido capaz de penetrar la cascara, o que, a pesar de transferirse y penetrar en

el huevo, no fuera capaz de sobrevivir en la cdscara, ni en su interior.
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5.2 Contaminacion experimental de los huevos con C. jejuni

Se realizd una contaminacion experimental con el fin de determinar la
supervivencia de C. jejuni en la superficie, asi como su capacidad para penetrar en la

cascara y colonizar el interior de los huevos.

Se han cotejado datos sobre la posible variacion, teniendo en cuenta el tipo de
inoculacion artificial utilizada y al comparar la inoculacién mediante frotado superficial
(con y sin diferencia de presiones), inmersién e inoculacion en la albumina, sélo se
obtuvieron evidencias de colonizacion (recuperacion de C. jejuni de huevos mantenidos
a 37°C durante 28 dias) cuando C. jejuni fue inoculado (Shanker et al., 1986). Sin
embargo, en estudios mas recientes, no observaron diferencias entre la inoculacion
mediante inmersion en agua de peptona y por inoculacion directa en la membrana interna
(Teodoro-Paula et al., 2009). En este Gltimo caso, al igual que en el nuestro, se corrobord
que la viabilidad del microorganismo en agua de peptona no se veia reducida durante al

menos el periodo que dur6 el experimento (6 horas).

La contaminacion superficial de los huevos se realizé con una suspension de 10°
UFC/ml de C. jejuni, dosis similar a la observada en heces de gallinas portadoras del
microorganismo (Grant et al., 1980). Los resultados obtenidos en el estudio directo de la

contaminacion superficial se recogen en la Tabla 27.

Tabla 27. Resultados de tres recuentos de colonias de C. jejuni por placa, a diferentes tiempos post-
inoculacion.

Tiempo transcurrido
desde la inoculaciéon Superficie del huevo Cascara del huevo Contenido interno
(en horas)
0 60/68/71 0/2/3 0/0/0
1 2/1/1 0/0/0 0/0/0
2 0/0/0 0/0/0 0/0/0
4 1/0/0 0/0/0 0/0/0
6 0/0/0 0/0/0 0/0/0

Se puede ver que se produjo una elevada recuperacion de C. jejuni en la

superficie del huevo en el tiempo “0”, reduciéndose drasticamente en el segundo analisis

151




Resultados y discusion

(1 hora) y no detectdndose ninguna colonia en los siguientes analisis. Estos datos afianzan
la hipoétesis planteada antes y confirmarian la escasa capacidad de supervivencia de C.
jejuni en la superficie del huevo. Shane et al., en 1986, comprobaron que en huevos
contaminados con una suspension fecal de 1,35 x 10° UFC/g de C. jejuni, este
microorganismo se podia recuperar hasta las 16 horas, pero al utilizarse las heces y al
hacerlo con una dosis tan elevada como fuente de infeccion, este dato no se considerd
representativo, ya que era posible que la presencia del microorganismo durante tanto
tiempo se debiera a la proteccion ejercida por la presencia de materia organica (Tatchou-
Nyamsi-Konig et al., 2007). No se conocen datos previos sobre la supervivencia de C.
Jjejun en la superficie del huevo sin presencia de heces, ya que no se ha analizado este

particular, debido al tipo de procesado con el que se han realizado otros estudios similares.

La recuperacion de C. jejuni a partir de la cascara solo fue posible en dos de los
tres andlisis en el tiempo “0” y en muy poca cantidad de células, y en ninguno de los casos
en el contenido interno. Estos resultados estan en consonancia con lo publicado por Doyle
(1984), y por Neill et al. (1985), que demostraron que C. jejuni no penetraria en el
contenido de los huevos, y s6lo podria aislarse ocasionalmente de la cascara interna y de
las membranas de los huevos infectados. En esta linea, Teodoro-Paula et al. (2009) no
observaron valores positivos para C. jejuni en huevos inoculados directamente en su
interior, ni en los inoculados por inmersion en agua de peptona. Y Fonseca et al. (2014)
tampoco obtuvieron recuperacion del microorganismo ni en huevos inoculados en la

yema, ni en otros en contacto con virutas de madera inoculadas con C. jejuni.

A la vista de estos resultados, se considera que C. jejuni no tiene capacidad de
colonizacién de los huevos, a pesar de que fisiolégicamente, debido a su tamafio y a su
movilidad, seria posible que el microorganismo atravesase la cascara (Fonseca et al.,
2014). Esto podria deberse en parte a la accion que determinados componentes del huevo
podrian ejercer sobre la supervivencia de la bacteria; en concreto, la clara, por su
contenido en albumina y a determinadas enzimas (Cogan et al., 2001), ya que se ha
comprobado que la albimina por si sola no es capaz de ejercer un efecto letal en C. jejuni
(Clark y Bueschkens, 1986), pero se cree que podria hacerlo afiadida a otros factores

(Fonseca et al., 2014).
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VI. ESTUDIOS DE SUSCEPTIBILIDAD O RESISTENCIA
DE Campylobacter jejuni A DESINFECTANTES

La contaminacién microbioldgica y la colonizacion de las aves puede prevenirse
y controlarse mediante una bioseguridad rigurosa, con practicas de gestion adecuadas y
productos como los desinfectantes, cuyo objetivo principal es reducir la cantidad de
patdgenos en el medio ambiente. Con este estudio, se pretendid establecer la eficacia de
determinados desinfectantes frente a C. jejuni, realizandose en primer lugar experimentos

de eficacia in vitro en el laboratorio y posteriormente en la granja.

6.1 Estudios de laboratorio

El método de la suspension ha sido utilizado previamente para determinar la
eficacia de los desinfectantes frente a bacterias tanto Gram-positivas (Best et al., 1988,
1990), como negativas (Gutiérrez et al., 1995; Rodriguez Ferri et al., 2010). En este
estudio, se probo la resistencia de la cepa de referencia con y sin suero, que ejercia el
papel protector de la materia organica, con el fin de simular las condiciones en las que
habitualmente se realizan los procesos de desinfeccion en las explotaciones avicolas.
Aunque se encuentra ampliamente documentado que los residuos de materia organica
pueden reducir la accion de los desinfectantes y que su eliminacion previa parece
fundamental para el éxito de los programas de limpieza y desinfeccion (Luyckx ef al.,
2016; de Castro et al., 2017), no siempre se puede asegurar que dicha materia haya sido

eliminada por completo en las zonas de dificil acceso.

Por otra parte, el tiempo de contacto entre un desinfectante y un agente
infeccioso puede variar desde varios segundos, para la desinfeccion de superficies, hasta
varias horas, en el caso de instrumentos y ropa, por lo que es aconsejable que el agente
sea eficaz un tiempo de contacto minimo. Por este motivo, en este estudio se establecio
un tiempo de actuacion de 1 minuto, siguiendo asi los pasos de estudios anteriores (Best

et al., 1988; Gutiérrez et al., 1995).

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 28.
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Tabla 28. Resultados del experimento de susceptibilidad a los desinfectantes por parte de C. jejuni,
expresados en forma de reducciones de UFC. (Media de tres determinaciones).

Producto desinfectante Reduccion del nimero de colonias en % (u+c)
utilizado Sin suero Con suero
Productos no comerciales
Acido fosférico >10° >10°
Agua oxigenada >10° (2,49 + 1,48)x10*
Alcohol isopropilico >10° >10°
Cloramina T >10° >10°
Cloruro de benzalconio >10° (8,48 £ 7,15)x10*
ceipiridinium 1 1
Diglucon.at.o de ~106 >10°
clorhexidina
Etanol >10° >10°
Fenol >10° >10°
Formol >10° >10°
Hipoclorito sédico 3,80 £ 2,00 3,09 £ 3,10
Permanganato potasico (8,80 + 5,43)x10? 1,95 £ 0,61
Polivinilpirrolidona 2,67 £0,91 1,22 £0,12
Povidona yodada >10° >10°
Sulfato de zinc (1,17 £1,35)x10° (2,35 + 1,04)x10?
Productos comerciales
CR-36 Mural® >10° >10°
Darodor 9000® >10° >10°
Limoseptic® >10° >10°
Limoseptic plus® >10° >10°
Limoseptic SF® >10° >10°
Limoseptol® >10° >10°
Polimorfo® >10° >10°
Proxitane 15® >10° >10°
Totalcide® >10° >10°
Virkon-S® >10° (2,02 £ 1,89)x10°
Virocid® >10° >10°
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Segun se desprende de los datos recogidos aqui, de los desinfectantes
comerciales comparados, diez produjeron como minimo una reduccion logaritmica de 6
unidades, siendo €ste el maximo nivel de deteccion posible, tanto en presencia de materia
organica, utilizando suero de caballo estéril como portador, como en su ausencia, al diluir
el crecimiento en solucion salina estéril. S6lo se produjo un caso en el que la
incorporacién de suero como control de la presencia de materia organica redujo la
capacidad desinfectante, el que corresponde al Virkon-S® que, de una reduccion de 6
unidades logaritmicas, cuando se ensay6 con solucidn salina pasé a tan so6lo entre 3 y 4

reducciones logaritmicas al realizarse el ensayo con suero.

Respecto a los productos activos no comerciales empleados, nueve (acido
fosforico, alcohol isopropilico, cloramina T, cloruro de cetilpiridinium, digluconato de
clorhexidina, etanol, fenol, formol y povidona yodada) se comportaron del mismo modo
que los nueve productos comerciales anteriores; es decir, con la maxima eficacia posible.
Ademas, otros dos, el agua oxigenada y el cloruro de benzalconio, produjeron como
minimo 6 reducciones logaritmicas en ausencia de materia orgénica, pero al incorporar
suero a la suspension, se vio disminuida su eficacia hasta un valor de reduccion mayor de
4 y menor de 5. El sulfato de zinc en presencia de solucion salina produjo 3 reducciones
logaritmicas, pero, cuando se recurri6 al empleo de suero estéril, el valor obtenido fue
diez veces menor, de tan solo 2 reducciones logaritmicas. Por ultimo, los otros tres
productos  comparados  (hipoclorito  sodico,  permanganato  potdsico y
polivinilpirrolidona), en la mayoria de los casos, no produjeron ni una reduccion
logaritmica respecto al control de crecimiento sin desinfectante, con independencia de la

presencia o no de materia organica en las explotaciones.

Los agentes liberadores de cloro y yodo son los halégenos mas importantes
utilizados en desinfeccion. En este estudio, la cloramina-T fue extremadamente activa,
incluso en presencia de suero como representante de la materia orgéanica, al igual que lo
observado en otros organismos Gram-negativos (Gutiérrez et al., 1995). Anteriormente,
el cloro habia demostrado ser eficaz para la destruccion de C. jejuni en biopeliculas mixtas
(Trachoo y Frank, 2002), no siendo asi en la eliminacion de la bacteria en aves de corral
(Yogasundram et al., 1987) ni en la piel (Chantarapanont et al., 2004). El otro agente
liberador de cloro utilizado (hipoclorito de sodio) fue completamente ineficaz contra C.
Jejuni, a pesar de que en estudios anteriores se habian obtenido resultados eficaces para

una concentracion de 0,63% durante 5 minutos (Avrain et al., 2003) o para una
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concentracion del 5,25% durante 15 minutos (Wang et al., 1983a), por lo que,
probablemente, un tiempo de exposiciéon mas prolongado o una concentracion mas alta

podrian haber hecho efectivo el hipoclorito de sodio en este estudio.

En relacion a los yodoéforos, el que contenia un 0,1% de yodo disponible resulto
ineficaz, justo lo contrario que la solucion de povidona yodada, que contenia una
concentracion de yodo disponible 10 veces mayor que la de yoddforo, lo que podria
justificarse por la diferente concentracion del producto activo en cada caso. Estos
resultados coinciden, en general, con los publicados, tanto para C. jejuni como para otros

Gram-negativos (Wang et al., 1983a; Girardo et al., 1989; Gutiérrez et al., 1995)

Entre los agentes oxidantes comparados, solo el peroxido de hidrégeno y el
Proxitane 15® resultaron ser muy eficaces, lo que concordd con lo publicado en estudios
previos (McDonnell y Russell, 1999; Bauermeister et al., 2008), a pesar de que se haya
descrito la tolerancia al peréxido de hidrogeno para algunas cepas de C. jejuni (Grant y
Park, 1995). El permanganato de potasio resultd ineficaz en todas las condiciones
probadas, aunque el Virkon-S®, compuesto por varios derivados de potasio, resultd mas
eficaz que el permanganato de potasio solo, reduciéndose considerablemente su actividad
en presencia de suero. Esta mayor eficacia podria deberse a la mayor concentracion de
potasio en el producto comercial o a la combinacion de este con otros agentes quimicos

activos, como el acido sulfamico y el dodecilbencenosulfonato de sodio.

Los compuestos de amonio cuaternario se emplean con frecuencia como agentes
bactericidas en desinfeccion (McDonnell y Russell, 1999). Tanto el cloruro de
benzalconio como el cloruro de cetilpiridio resultaron eficaces para la destruccion de C.
Jjejuni, al igual que en otro estudio en el que fue utilizado este ultimo compuesto en
concentraciones superiores y durante 5 minutos de exposicion (Avrain et al., 2003).
Ademas, se evaluaron ocho formulaciones basadas en compuestos de amonio cuaternario
y todas resultaron eficaces, lo cual refuerza estudios anteriores con resultados similares

(Wang et al., 1983a).

Con respecto a los alcoholes, se confirma la excelente actividad del etanol,
isopropanol y el Polimorfo® contra C. jejuni. Un estudio anterior con etanol, en el cual se
utilizaba la misma concentracion, arrojé resultados similares en ausencia de materia
organica (Wang et al., 1983a). El isopropanol también ha resultado eficaz frente a otras

bacterias, en presencia de suero (Martinez-Martinez ef al., 2016).
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El digluconato de clorhexidina, a pesar de que su capacidad desinfectante se
considera muy reducida en presencia de materia organica (Russell y Day, 1993), demostro
ser muy eficaz frente a C. jejuni, de acuerdo con lo descrito anteriormente para otros

organismos Gram-negativos (Gutiérrez et al., 1995).

El formaldehido, el fenol y el acido fosforico también mostraron excelentes
actividades contra C. jejuni, aunque anteriormente se observd una reduccion en su
actividad contra otros organismos Gram-negativos en presencia de suero (Gutiérrez et al.,
1995). Entre los compuestos metélicos, solo el sulfato de zinc produjo resultados

satisfactorios, pero fue inactivado por el suero.

Como resultado general, se puede concluir que nueve de los 15 agentes quimicos
activos y 10 de las 11 formulaciones comerciales mostraron el mayor nivel de actividad
contra las cepas de C. jejuni en todas las condiciones in vitro probadas y, en consecuencia,
estos compuestos podrian ser de gran ayuda como de medida de control contra este

patdgeno, en condiciones de campo.

6.2 Estudios en condiciones de campo

En la realizacion de esta parte del estudio se valoraron algunos de los productos
eficaces en el laboratorio, para determinar si eran igualmente activos contra C. jejuni, en

el ambiente de la granja.

Para establecer la eficacia de estos productos, al igual que en pruebas similares,
los desinfectantes fueron pulverizados en las superficies de estudio (de Castro et al., 2017)
y para la recuperacion de la bacteria se utilizaron placas de contacto tipo Rodac, utilizadas
con frecuencia para el control microbiologico de superficies planas e impermeables
(Burguet-Lago et al., 2013). De manera semejante a otros estudios (Russell y Axtell,

2005), el tiempo de contacto entre el desinfectante y C.jejuni fue de una hora.

Los resultados obtenidos figuran en la Tabla 29.

157



Resultados y discusion

Tabla 29. Reduccion del numero de colonias (%) después de la desinfeccion de las paredes de una granja
de pollos de carne con distintos productos.

Producto utilizado en la prueba Reduccion del lll'lgllilc‘:; de colonias en %
Agua destilada 6+ 6,38
Cloruro de cetilpiridium 45,28 £11,00
Fenol 96,53 + 8,49
Cloramina T 100£0
Formol 100£0
Polimorfo® 60,77 £ 27,13
Limoseptic SF® 94,67 + 5,14
CR-36 Mural® 96,95 + 5,40
Proxitane 15® 100+ 0

De los productos analizados con tres de ellos se obtuvo una inactivacion total de
la bacteria en 60 minutos: el formol, la Cloramina T y el Proxitane 15®, lo que confirma
los obtenidos en la primera parte del estudio. No se conocen estudios anteriores que hayan
comprobado la eficacia de dichos compuestos, en condiciones similares a las utilizadas
en el estudio, aunque Battersby et al. (2017), demostraron que concentraciones menores
de peroxido de hidrogeno (componente del Proxitane 15%) no resultaban activas en la

destruccion de C. jejuni.

Se obtuvieron también, reducciones muy elevadas, superiores al 96%, con el
fenol. Al igual que en este estudio, se ha observado que algunos compuestos fenolicos
poseen actividades antibidticas contra diversas bacterias patdgenas (Daglia, 2012),
incluido C. jejuni (Klan¢nik et al., 2012), ya que eran capaces de modificar la
permeabilidad de la membrana y, por tanto, permitir la inactivacion de la bacteria (Oh y

Jeon, 2015)

Los productos CR-36 Mural® y Limoseptic SF® resultaron muy eficaces frente
al microorganismo, lo que parece vidente ya que se ha demostrado que sus componentes

principales, el cloruro de benzalconio y el glutaraldehido, respectivamente resultaron
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eficaces frente a C. jejuni a dosis menores que las empleadas en este estudio

(Yogasundram et al., 1987b; Gutiérrez-Martin et al., 2011).

Casi el 40% de las colonias iniciales permanecian transcurridos 60 minutos de
la pulverizacién con Polimorfo®, aunque debe sefialarse que los resultados obtenidos con
este producto resultaron bastante irregulares, con indices de crecimiento comprendidos
entre el 7,3% y el 78,1%, por lo que no se puedo determinar su actividad real frente a la

bacteria, en condiciones de campo.

En esta parte del estudio, la reduccion de la viabilidad microbiana provocada por
el cloruro de cetilpiridium, fue mucho menor que la observada en el laboratorio,
utilizando la misma concentracion de producto. Esta reduccion podria deberse a la
disminucion del efecto de los productos derivados del amonio cuaternario en presencia
de biopeliculas (Trachoo y Frank, 2002). Esta menor eficacia podria recuperarse al
aumentar la concentraciéon del producto. Arritt et al. (2002) analizaron el compuesto
frente a C. jejuni en piel de pollo a esta concentracion (0,1%) y a concentraciones mas
elevadas (0,5%) y solo se obtuvieron variaciones significativas (reducciones del 93%)

con las concentraciones mas altas.

Con objeto de evaluar si la pulverizacion del indculo, el paso del tiempo o el
diluyente podian haber reducido la viabilidad del microorganismo y, por lo tanto,
distorsionado los resultados obtenidos, en una de las zonas se testd la reduccion
microbiana producida inicamente con el uso de agua destilada, obteniéndose valores muy

bajos (entorno al 6% de reduccidn), por lo que se descartd dicha posibilidad.

Los resultados obtenidos indican que C. jejuni es susceptible a diferentes
principios activos biocidas comunes y a determinados productos comerciales de uso
pecuario, empleados a las dosis y condiciones habituales; sin embargo, hay que tener en
cuenta que este microorganismo posee la capacidad de formar biopeliculas, que podrian

condicionar esta susceptibilidad a dichos productos (Bridier ef al., 2011).
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1. En pollos de carne se confirmd la presencia de C. jejuni a partir de la 2*-3* semana
de vida, que coincide con descripciones anteriores, y desde entonces se mantuvo de forma
persistente hasta el final del ciclo, incluso por encima de los periodos habituales, sin

regresion.

2. En las crianzas realizadas en los meses de otofio se produce un retraso en la
deteccion hasta la 3* semana, respecto de las que se inician en otras estaciones, que en el
caso del contenido cecal se retrasa hasta la 4% tal vez reflejo de una menor circulacion

ambiental de C. jejuni coincidiendo con otros factores climaticos.

3. En los pollos de carne, cualquiera que sea la duracion del ciclo de produccion y el
tipo de muestreo, las tasas de positivos son muy elevadas, alcanzando valores cercanos al
90% de los animales, con escasa variacion segun el momento del muestreo, que

permanecen mas o menos estables a partir de la 4* semana.

4. La colonizacién masiva en los tramos distales del aparato digestivo de los pollos

no se produce hasta el final de la 5* semana de vida.

5. No existe duda de que la abundante presencia de C. jejuni en heces representa la
fuente de infeccion habitual entre los animales del lote, y la transmision fecal-oral, el

modo principal de contagio.

6. Aunque los resultados de deteccion en determinadas muestras ambientales (agua,
polvo, pienso, etcétera) no fueron determinantes, no se excluye su interés en la
transmision, habida cuenta de la baja sensibilidad de los métodos de deteccion utilizados,

en este tipo de muestras.
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7. Cualquiera que fuera el sistema donde se situaban los animales que fueron objeto
de estudio (pollitas de recria, ponedoras domésticas, pollos de corral, gallos o animales
reproductores) e independientemente del sistema de alojamiento (en suelo o en jaula), las
tasas de prevalencia fueron siempre muy elevadas, alcanzando a la practica totalidad del
censo. Sin embargo, de entre el resto de especies animales analizadas, s6lo los que
tuvieron contacto con los anteriores fueron positivas, confirmando el papel de los

primeros como reservorio fundamental.

8. Los huevos no representan, en ningun caso, elemento de transmision de C. jejuni,
ni en superficie ni en contenido, procedan de animales sanos o de portadores fecales. En
experimentos llevados a cabo contaminando la superficie de los huevos con una
suspension de C. jejuni, su supervivencia fue muy escasa e incapaz de colonizar el

tegumento.

9. Tanto in vitro, como en condiciones de campo, C. jejuni es susceptible a un
variado grupo de biocidas que incluyen: alcoholes, aldehidos, fenoles, oxidantes,
derivados clorados y derivados del amonio cuaternario, pudiendo ser utilizados
cualquiera de ellos o sus combinaciones compatibles en programas de bioseguridad en la

produccion de pollos de carne.
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Resumen

Las especies del género Campylobacter, ademas de ser -consideradas
tradicionalmente como patdgenos veterinarios clasicos, responsables de una diversidad
de procesos en animales domésticos, en la actualidad, poseen gran transcendencia e
interés tanto en Medicina Humana como en Seguridad Alimentaria, por su relaciéon, como
primera causa de gastroenteritis bacteriana en el hombre. Los pollos son el reservorio
principal de C. jejuni y el consumo de su carne, constituye la principal fuente de los
contagios humanos, bien de forma directa, o indirectamente, a consecuencia de la
contaminacion cruzada desde otros alimentos o utensilios utilizados en su preparacion en
la cocina. Por todo ello, para intentar reducir o eliminar el problema, es imprescindible la

reduccion de la presencia y circulacion del agente en la produccion primaria.

A pesar de los numerosos esfuerzos realizados orientados en la busqueda de
soluciones para el control del patdgeno en estos animales, las cifras de aves positivas en
matadero siguen siendo muy elevadas y atn no ha sido posible resolver el problema de
su control. Evitar la introducciéon del agente en las manadas seria fundamental para
reducir el problema, y en esta linea, conocer el modo en el que se produce la transmision
de C. jejuni a los pollos de carne resulta por el momento una incégnita necesaria de

resolver.

En esta Tesis Doctoral se pretende profundizar en el conocimiento global de las
caracteristicas epidemiologicas y de transmision de C. jejuni en los pollos de carne. A tal
efecto, se llevaron a cabo diversos estudios de deteccion del microorganismo en
explotaciones de la Comunidad Auténoma de Castilla y Ledn, tanto en los animales como

en el entorno ambiental.

Previamente a los estudios en las explotaciones, debido a que C. jejuni muestra
requisitos de crecimiento exigentes y una sensibilidad inusual al estrés ambiental, fue
necesario determinar la capacidad de supervivencia de la cepa de referencia en distintos
medios y condiciones, con el objeto de poder disefiar un adecuado protocolo de muestreo
y trabajo. En todos los casos se confirmé que la cepa utilizada pudo sobrevivir en los
diferentes medios y condiciones necesarias, el tiempo suficiente para la realizacion de los

estudios in vivo.

También se llevaron a cabo numerosas pruebas con distintos medios de cultivo

y diferentes técnicas de filtracion buscando un procedimiento adecuado, econdémico y
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Resumen

sencillo para el recuento de C. jejuni en placa a partir de heces, no hallandose, al final,
ningin método totalmente eficaz para ese propodsito, debido, bien a la presencia de
contaminantes microbianos que impedian el aislamiento (en el caso del uso de los medios
selectivos sin filtro), o a que se provocaba una reduccion considerable del nimero final

de C. jejuni cuando se empleaban filtros, lo que falseaba el resultado.

Con objeto de conocer el momento y las circunstancia en que tiene lugar la
colonizacién de las aves con C. jejuni, a fin de poder controlar la introduccion del
microorganismo en las naves, se llevaron a cabo distintos estudios de deteccion y
aislamiento en una explotacion de pollos comerciales, para determinar la edad de
colonizacién y la influencia de la estacion climatica en esta, utilizando distintos
procedimientos y protocolos de muestreo. La edad de colonizacion se establecid
aproximadamente en la segunda semana de vida, a partir de un sistema de muestreo que
utilizaba calzas absorbentes, sin encontrar diferencias entre las distintas estaciones del
afo, si bien durante los meses de otono C. jejuni no se pudo detectar hasta la tercera

semana de vida de los animales.

En una manada aislada, se determiné la prevalencia de la infeccion por C. jejuni
a lo largo de la cria, utilizando hisopos (en cloaca) y a partir del contenido de distintos
tramos del aparato digestivo (buche, ciego y colon). Se pudo confirmar la presencia de C.
Jjejuni a partir de los 20 dias de vida (colonizando ciego y colon); ademas, se observaron
altisimas prevalencias en cloaca (83,3% el dia 23), en ciego (90% el dia 30) y en colon
(70% el dia 30), que fueron aumentando progresivamente a lo largo de la crianza, hasta
llegar a la practica totalidad de las aves, permitiendo deducir que C. jejuni colonizaria

completamente a la manada al cumplirse no mas de los dos tercios del periodo de cria.

Con el fin de obtener mas informacion sobre los posibles reservorios que
pudieran actuar como fuentes de infeccion o vias de transmision horizontal, se llevaron a
cabo estudios de deteccion en una explotacion de pollos de carne, analizando para ello
diferente tipo de muestras, potenciales fuentes de contagio procedentes del entorno
interior y exterior de la nave. La mayor parte de las muestras, exceptuando las muestras
de tipo fecal y de materia orgénica, fueron negativas, incluso cuando previamente se habia
demostrado la presencia del microorganismo en otro tipo de materias como, por ejemplo,

en las heces.
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Dado que la presencia de animales en las inmediaciones de las instalaciones se
considera siempre un factor importante en el aumento de la prevalencia del
microorganismo en las granjas de pollos, con la misma finalidad que en el caso anterior,
se determin la presencia de C. jejuni en otros sistemas productivos, asi como en otras
especies animales (mamiferos y aves) ubicadas en el entorno de aves positivas. En todos
los sistemas productivos analizados se observaron prevalencias elevadas del
microorganismo. Ademas de ello, una gran variedad de especies animales de las que
estaban en contacto con aves portadoras alberg6 C. jejuni y se pudo detectar su presencia
en heces, lo que permite sospechar que posiblemente puedan actuar como reservorio. No
obstante, debe precisarse que, entre las especies animales separadas de las aves portadoras
del microorganismo, no se detectd ningin animal positivo, lo que podria significar que el

reservorio principal son las aves de carne, inicamente.

Los estudios de transmision horizontal de C. jejuni se completaron con los de
transmision vertical, desde las gallinas a los huevos. A este respecto, se llevo a cabo un
estudio en el que se analizo la presencia de C. jejuni en distintas partes (superficie, cascara
e interior), en huevos procedentes de gallinas positivas, no detectandose el agente.
También se llevd a cabo un estudio de persistencia en huevos inoculados
experimentalmente en la superficie, comprobandose la escasa capacidad de supervivencia
de C. jejuni en la superficie de huevos (s6lo persistio 1 hora) asi como la incapacidad de

¢ste para colonizar en interior de los huevos, ya que no fue capaz de atravesar la céscara.

Finalmente, con el objetivo de establecer qué productos podrian ser utiles para
el control ambiental de C. jejuni, se comprob¢ la eficacia de 15 principios activos y 11
desinfectantes comerciales, utilizandose un método de suspension con una cepa de
referencia de C. jejuni en presencia y ausencia de suero, probando la capacidad
bactericida de los desinfectantes. Con algunos de los productos que mostraron un nivel
elevado de reduccion in vitro, se llevd a cabo una prueba adicional con el fin de
comprobar si también resultaban activos contra C. jejuni en el ambiente de la granja. El
microorganismo fue susceptible a 3 de los 4 principios activos (fenol, cloramina T y
formol) y a 3 de los 4 productos comerciales probados (Limoseptic SF®, CR-36 Mural®

y Proxitane 15%).
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Summary

The species of genus Campylobacter, besides being considered traditionally as
classical veterinarian pathogens, responsible for a range of processes in domestical
animals, currently, have a lot of importance and interest both in Human Medicine and
Food Security, for their connection, as the first cause of bacterial gastroenteritis in human
beings. Poultry are the main reservoir of C. jejuni and the intake of their meat, represents
the main source of human contagion, directly or indirectly, from cross contamination
from other food or utensils used during their preparation. Because of this, to try to reduce
or eliminate the problem, it is indispensable to reduce the presence and circulation of the

agent in the primary production.

Despite the effort made in order to find solutions to control the pathogen in this
animals, the numbers of positive poultry in slaugthterhouses continues being very high
and the problem has not been able to be solved yet. Avoiding the introduction of the agent
in the flock would be essential to reduce the problem, and also to know the way in which
the transmission of C. jejuni to poultry is produced seems to be an unknown necessary to

solve.

This Doctoral Thesis aims at increasing the global knowledge of the
epidemiological and transmission characteristics of C. jejuni in poultry. For this, several
studies to detect the microorganism were carried out in farms in the Autonomous Region

of Castille and Leon, both in animals and environment.

Before these studies, due to the fact that C. jejuni shows demanding growing
requirements and an unusual sensibility to enviromental stress, it was necessary to
determine the survival capacity of the reference strain in different media and conditions,
in order to design a proper sampling and work protocol. In every case, it was confirmed
that the strain used could survive in different media and conditions, enough time to carry

out the studies in vivo.

Also several tests were carried out with different culture media and different
filtration techniques looking for a suitable, economical and simple procedure for the count
of C. jejuni on plate from feces, finally not finding any method completely effective for
that purpose, due to microbial contaminants that prevented the isolation (in selective
media without filters) or because a considerable reduction in the final number of C. jejuni

was caused when the filters were used, which made the results false.
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In order to know the moment and the circumstances in which poultry
colonization by C. jejuni takes place, so as to be able to control the introduction of
microorganism in the flock, several studies of detection and isolation were carried out in
a commercial poultry farm, to determine the age of colonization and the influence of the
climate season in this, using different sampling protocols and procedures. The age of
colonization was established about the second week of life, from a sampling system which
used boot swabs, without finding differences among the different seasons of the year,
although in the months of autumn C. jejuni could not be detected until the third week of

life in these animals.

In an isolated flock, the prevalence of C. jejuni infection was determined during
the breeding, using swabs (in cloaca) and from intestinal content (in crop, cecum and
colon). C. jejuni presence could be confirmed from 20 days of life (colonizing cecum and
colon), besides, very high prevalences were observed in cloaca (83,3%, on 23" day), in
cecum (90%, on 30" day) and in colon (70%, on 30" day), which were progressively
increasing during the breeding, until reaching almost the vast mayority of poultry which
allows deducing that C. jejuni would colonize nearly the whole flock at two thirds of the

total breeding period.

In order to obtain more information about the possible reservoirs that could be
infectious as sources or horizontal transmission routes, studies of detection were carry out
in a poultry farm, analyzing different types of samples, potential sources of contagion
from inside or outside the house. The vast mayority of the samples, except the ones from
feces and organic materia, were negative, even when the presence of microorganism had

been previosly demonstrated in other type of materia, for example, in feces.

Since the presence of animals around the house is always considered an
important factor in the increasing prevalence of the microorganism in the poultry farms,
with the same purpose as in the previous case, the presence of C. jejuni was determinated
in other productive systems, and in other animal species (mammals and birds) located
near the positive poultry. High prevalences of the microorganism were observed in all the
productive systems analyzed. Besides, a great variety of animal species that were in
contact with the positive poultry had C. jejuni and their presence in feces could be
detected, which allows us to suspect that they could act as reservoirs. However, we must
determine that, among the animal species separated from the positive poultry, no positive

animal was detected, which could mean that the main reservoir is only the poultry.
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Summary

Studies of horizontal transmission of C. jejuni were completed with others of
vertical transmission, from hens to eggs. In this regard, a study was carried out in which
the presence of C. jejuni was analyzed in different parts (surface, shell and interior), in
eggs from positive hens, the agent was never detected. A persistence study was also
carried out on eggs experimentally inoculated on the surface, demonstrating the low
survival capacity of C. jejuni on the surface of eggs (only 1 hour persisted) as well as the
inability to colonize the inside of eggs, since C. jejuni was not able to get through the

shell.

Finally, in order to establish which products could be useful for the C. jejuni
environmental control, the efficacy of 15 active ingredients and 11 commercial
disinfectants was tested, using a suspension method with a C. jejuni reference strain in
the presence and absence of serum, testing the bactericide capacity of the disinfectants.
With some of the products that showed a high level of reduction in vitro, an additional
test was carried out in order to check if they were also active against C. jejuni in the farm
environment. The microorganism was susceptible to 3 of the 4 active substances (phenol,
chloramine T and formaldehyde) and 3 of the 4 commercial products tested (Limoseptic

SF®, CR-36 Mural® and Proxitane 15%).
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