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RESUMEN

Las especies de Campylobacter estan ampliamente distribuidas en la mayoria
de animales de sangre caliente, fundamentalmente en aves destinadas al

consumo humano. Algunas producen gastroenteritis en humanos, siendo la
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transmision alimentaria una de las formas mas comunes de infeccion. Sin
embargo, no hay datos que reflejen la contaminacion por Campylobacter spp. en
alimentos a base de carne de aves comercializados en la ciudad de Cérdoba.
En este trabajo se evalué comparativamente la eficacia del medio de cultivo
propuesto por la técnica oficial (BAM-FDA 2001), un medio cromogénico, y el
metodo de filtracién por membrana y cultivo en agar Brucella sin sangre, para
aislar Campylobacter spp. termotolerantes a partir de homogenatos de alimentos
contaminados experimentalmente con C. jejuni, y enriquecidos de acuerdo a la
metodologia oficial. Posteriormente, se analizé la prevalencia de Campylobacter
spp. termotolerantes en pollos parrilleros y alimentos derivados comercializados
en la ciudad de Cordoba.

La técnica de filtracibn por membrana presenté la mayor sensibilidad para
detectar la contaminacion experimental, por lo que fue utilizada para el estudio
de los alimentos comerciales. Las prevalencias de Campylobacter spp.
termotolerantes fueron de 69,2% (18/26) en pollos parrilleros y de 80% (4/5) en
menudencias. En alimentos derivados, las prevalencias fueron de 5,7% (3/ 53)
en milanesas y 16,7% (1/6) en hamburguesas, mientras que no se detectaron en
arrollados de pollo.

Los resultados de este trabajo muestran que la sensibilidad del método oficial
para la detecciébn de Campylobacter spp. termotolerantes puede ser mejorada
mediante métodos alternativos de cultivo del caldo enriquecido, y sugieren que
la inclusidon de criterios microbioldgicos sobre estos microorganismos en la
legislacion, tendria un impacto muy favorable para mejorar la seguridad

alimentaria.

Palabras clave:
Campylobacter spp., medio de cultivo, pollo parrillero, ciudad de Cordoba,

prevalencia.

ABSTRACT

Campylobacter species are widely distributed in most warm-blooded animals,

mainly in birds intended for human consumption. Some cause gastroenteritis in



humans, with food transmission being one of the most common forms of infection.
However, there are no data reflecting contamination by Campylobacter spp. in

food based on poultry meat commercialized in the city of Cérdoba.

In this work, the efficacy of the culture medium proposed by the official technique
(BAM-FDA 2001), a chromogenic medium, and the membrane filtration method,
to isolate Campylobacter spp. thermotolerant from homogenates of food
contaminated experimentally with C. jejuni, and enriched according to the official
methodology. Subsequently, the prevalence of Campylobacter spp.
thermotolerant in broiler chickens and derived foods marketed in the city of
Cordoba.

The membrane filtration technique presented the highest sensitivity to detect
experimental contamination, teherefore, it was used for the study of commercial
foods. The prevalences of Campylobacter spp. thermotolerant were 69.2%
(18/26) in broilers chickens and 80% (4/5) in chikens giblets. In derived foods, the
prevalences were 5.7% (3/53) in breaded meat and 16.7% (1/6) in hamburgers,
while they were not detected in chicken wraps.

The results of this work show that the sensitivity of the official method for the
detection of Campylobacter spp. thermotolerant can be improved by alternative
methods of growing the enriched broth, and suggest that the inclusion of
microbiological criteria on these microorganisms in the legislation would have a

very favorable impact to improve food safety.

Keywords:

Campylobacter spp., culture medium, broiler chickens, city of Cordoba,

prevalence.
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1. INTRODUCCION

1.1Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA)

Xi



Son producidas por el consumo de aguas o alimentos contaminados con
microorganismos o parasitos, o bien por las sustancias toxicas que aquellos
producen (Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Médica [ANMAT], s.f) (Center Desease Control [CDC], s.f.). Constituyen un
problema importante de salud a nivel mundial (Organizacion Mundial de la
Salud - Enfermedades de transmicion alimentaria.).

Reportes desde la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) estiman que la
region de las Américas tiene la segunda carga mas baja de enfermedades de
transmision alimentaria a nivel mundial. Sin embargo, 77 millones de
personas todavia se enferman anualmente al consumir alimentos
contaminados, causando alrededor de 9.000 muertes al afio. De los que se
enferman, 31 millones son menores de 5 afos, causando mas de 2.000
decesos anuales en este grupo etario (OMS, 2015).

Por otro lado, el CDC (siglas en inglés de: Centers for Disease Control and
Prevention) estima que todos los afios aproximadamente 48 millones de
personas se enferman por una afeccion transmitida por los alimentos,
128.000 son hospitalizados y 3.000 mueren (ANMAT - Enfermedades
Transmitidas por Alimentos).

De acuerdo a lo publicado por ANMAT, se sugiere que la preparacion y
manipulacién de los alimentos son puntos criticos en el desarrollo de las ETA,
segun las estadisticas elaboradas por el Sistema de Vigilancia
Epidemiolégica de Enfermedades Transmitidas por  Alimentos
aproximadamente el 40% de los brotes de ETA reportados en la Argentina
ocurren en el hogar (Ministerio de Salud - Manual de Manipulacion de
Alimentos - Provincia de Buenos Aires).

Las ETA pueden deberse a intoxicaciones o infecciones: en el caso de las
enfermedades producidas por infecciones se debe a la ingestion de alimentos
que contienen microorganismos vivos perjudiciales para la salud, como virus,
bacterias y parasitos, por ej.: Salmonella spp., Campylobacter spp., virus de
la hepatitis A, Trichinella spirallis, entre otros. En cambio, la intoxicacion
causada por alimentos se produce por la ingestion de toxinas o venenos que
se encuentran presentes en el alimento ingerido, y que se han sido
producidos por hongos o bacterias, entre otros; aunque éstos ya no se hallen

en el alimento (ej.: toxina botulinica, enterotoxina de Staphylococcus aureus).
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Para que ocurra una ETA, el patdégeno y/o su/s toxina/s deben estar
presentes en el alimento. Sin embargo, la sola presencia del patbgeno no
significa que la enfermedad ocurrira. En la mayoria de los casos el patégeno
debe estar presente en cantidad suficiente como para causar una infeccion
(dosis infectiva) o para producir toxinas. Por su parte, el alimento debe tener
caracteristicas favorables para permitir el crecimiento de los patdgenos, y/o
debe permanecer en la zona de peligro de temperatura durante tiempo
suficiente como para que el organismo patégeno se multiplique vy
eventualmente produzca toxinas (Enfermedades transmitidas por alimentos
[ETA] - Inocuidad de Alimentos - Control Sanitario - HACCP, s.f.).

Los microorganismos peligrosos pueden llegar a los alimentos en cualquier
momento, desde que son producidos en el campo hasta que son servidos.
Cuando sobreviven y se multiplican pueden causar enfermedades en los
consumidores. La contaminacion es dificil de detectar, ya que generalmente
no se altera el sabor, el color o el aspecto del producto alimenticio
(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura -

Enfermedades trasmitidas por alimentos y su impacto socioeconémico, s.f.).
1.2Campylobacter spp., caracteristicas generales
Segun la décima edicién del Bergey's Manual of Determinative Bacteriology,

Campylobacter spp. se clasifica de la siguiente manera (Bergey):

Tabla 1. Clasificacion de Campylobacter spp.

Reino Bacteria

Filo Protobacteria

Clase Epsilonbacteria
Orden Campylobacterales
Familia Campylobacteraceae

Actualmente se reconocen 25 especies de Campylobacter, incluidas C.
fetus (especie y tipo), C. hyointestinalis, C. lanienae, C. sputorum, C.



mucosalis, C. concisus, C. curvus, C. rectus, C. gracilis, C. showae, C.
hominis, C. jejuni, C. coli, C. lari, C. insulaenigrae, C. canadensis, C.
upsaliensis, C. helveticus (Habib, De Zutter, & Uyttendaele, 2019),
suméandose C. avium (Rossi , Hanninen , Revez , Hannula , & Zanoni, 2008)
y C. cuniculorum (Zanoni, Debruyne, Rossi, Revez, & Vandamme, 2009);
como asi también C. ureolyticus, debido a su reclasificacion en el 2011 (Kaur,
y otros, 2011).

El género Campylobacter proviene del griego: kampulos: curvo; bacter:
bacteria, esta constituido por especies de naturaleza zoondtica y de
distribucién ecologica diversa. Son capaces de colonizar al hombre y a los
animales y su morfologia microscépica conserva las caracteristicas
generales de los miembros de la familia (Crushell, Harty, Sharif, & Bourke,
2004).

Morfologicamente son bacilos Gram negativos curvos, en forma de S italica
0 espiralados. Miden de 0,2 a 0,9 um de espesor por 0,5 a 5 um de longitud
(Figuras 1y 2).

Figura 1: Imagen de microscopia electrénica de Campylobacter jejuni (Public Domain) (Autor:
De Wood, Pooley, USDA, ARS, EMU. Fuente: Agricultural Research Service (ARS) is the
uU.S. Department of Agriculture's chief scientific research agency.

https://commons.wikimedia.org/wiki/File:ARS_Campylobacter_jejuni.jpg)



Figura 2: Imagen de tincion de Campylobacter spp. con fucsina 0,5% (Aumento: 1.000X).

No forman esporas, en cultivos viejos se observa al microscopio Optico la
transformacion de los bacilos curvos a cuerpos esféricos o cocoides, con pérdida
de su viabilidad, conocidas como formas viables no cultivables. Poseen
movilidad debido a la presencia de flagelos monétricos o anfitricos. La gran
mayoria de las especies son microaerofilas estrictas. Algunas pueden crecer en
aerobiosis y otras en anaerobiosis. Todas son oxidasa positiva e incapaces de
fermentar u oxidar hidratos de carbono. Obtienen su energia de aminoacidos o
de intermediarios del ciclo del acido tricarboxilico que no deriven de hidratos de
carbono (Edmons, y otros, 1987).

Todas las especies son capaces de desarrollar a 37 °C. Algunas tienen una
temperatura 6ptima de crecimiento de 42 °C, por lo que es una practica habitual
en el laboratorio la incubacion a esta temperatura con el fin de facilitar el
aislamiento selectivo. Aquellas especies de Campylobacter que son capaces de
crecer a 42 °C - 43 °C pero no a 25 °C son llamadas también terméfilas o
termotolerantes y corresponden a las especies y subespecies C. jejuni, C. coli,
C. lariy C. upsaliensis (Lopardo, Predari, & Vay, s.f).

1.3 Relacién de Campylobacter spp. y los alimentos

1.3.1 Reservorio



La campylobacteriosis es una zoonosis mundial, la presencia de
Campylobacter como comensal del tracto digestivo de los animales hace que el
microorganismo esté difundido por todo el mundo (Platts Mills & Kosek, 2015).

Las especies de Campylobacter estan ampliamente distribuidas en la mayoria
de animales de sangre caliente; prevalentemente en los destinados al consumo,
como aves de corral, vacunos, porcinos, ovinos; al igual que en especies salvajes
(OMS, 2018; Gonzalez Ayala & Cecchini, 2001). Ademas de encontrarse en
especies de animales silvestres y domésticas, entre ellas las aves son las mas
importantes (Lapierre, 2013).

Hay trabajos que describen su hallazgo en animales de compafiia como perros
y gatos (Misawa, Kawashima, & Kondo, 2001; TAMBORINI, y otros, 2012).
Estudios realizados en la ciudad de Buenos Aires, Argentina; describieron la
presencia de Campylobacter spp. con prevalencias del 16,96% en perros, del

20% en gatos y del 40% en aves (Lopez, y otros, 2003).

1.3.2 Mecanismos de transmision

Campylobacter jejuni y C. coli son agentes causales de gastroenteritis en el
hombre en paises en vias de desarrollo. Habitualmente, estas bacterias habitan
en el intestino de los animales que actian como reservorios y se detectan con
frecuencia en alimentos que derivan de ellos.

La transmisiébn de Campylobacter spp. en el hombre se produce en forma
directa por contacto de personas con heces de animales que contengan este
patogeno, o indirectamente por el consumo de alimentos de origen animal
(principalmente de origen aviar) poco cocidos y/o por contaminacion cruzada de
alimentos crudos con alimentos elaborados (Platts Mills & Kosek, 2015).

El consumo de alimentos y agua contaminados con desechos animales o
humanos no tratados representa el 70% de las enfermedades relacionadas
con Campylobacter cada afio. Los alimentos incluyen leche no pasteurizada,
carnes, aves, mariscos, frutas y verduras (Mathewson, 1983). Ademas, existen
datos en la bibliografia sobre brotes por aguas potables con escaso nivel de cloro
residual (Godoy, y otros, 2002).

La transmision alimentaria es una de las formas mas comunes de infeccion

humana. Se estima que mas del 50% de los casos esporadicos de enteritis por
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Campylobacter spp. estan asociados al consumo de pollos o0 a su manipulacion
(Nario, 2014).

1.4 Relaciéon de Campylobacter y la salud

Las especies de Campylobacter son altamente infecciosas. La dosis infectiva
varia, encontrandose entre 500 a 10.000 bacterias. La gravedad de la infeccion
va a depender de varios factores, incluyendo el estado inmunitario del huésped,
la cantidad de in6culo que se ingiera, Y el estrés ambiental sufrido por la bacteria
(Nachamkin, Blaser, & Tompkins, Campylobacter jejuni Current Status and
Future Trends, 1992; Hernandez Cortez, Aguilera Arreola, & Castro Escarpulli,
2013).

En la actualidad se conoce que varias patologias en humanos y animales son
causadas por distintas especies de Campylobacter, para las que ademas se han
identificado distintos animales que pueden actuar como reservorios (Lopardo,
Predari, & Vay, s.f) (Tabla 2):

Tabla 2: Principales especies de Campylobacter encontradas en asociacion con procesos
infecciosos del ser humano?.
Especies Reservorio Enfermedad en el ser

humano



C. fetus subsp. fetus

C. fetus subsp. venerealis

C. upsaliensis

C. hyointestinales subsp.
hyointestinalis

C. concisus

C. lari

C. jejuni subsp. doylei

C. jejui subsp. jejuni

C. coli

C. curvus

! Adaptado de Lopardo

bovinos, ovinos

bovinos

perros, gatos y
primates

cerdos, bovinos y
hamster

humanos

gaviotas, otras
aves, perros, gatos
humanos (con y sin
diarreas), perros y
gallinas

aves y mamiferos

aves y mamiferos

humanos

Septicemia, enteritis,
abortos y meningitis
Septicemia (muy rara)

Enteritis, septicemia

Enteritis, septicemia

Enteritis, septicemia,
infeccion periodontal

Enteritis, septicemia

Enteritis, septicemia

Gastroenteritis,
septicemia
Gastroenteritis,
septicemia

Infeccion de la cavidad
oral, enteritis, septicemia,

peritonitis

En humanos la infeccion gastrointestinal por lo general es autolimitada. Se

caracteriza por diarrea acuosa, fiebre, dolor abdominal. El periodo de incubacion

es de 2 a 5 dias. Se ha observado que el 50% de los pacientes con diarrea es

precedido por un periodo febril, malestar generalizado, mialgia, dolor abdominal

y fiebre que puede llegar a los 40 °C. (Cervantes Garcia & Cravioto, 2007).

Un aspecto muy importante es que actualmente se conoce que la infeccion por

C. jejuni es un antecedente muy frecuente que precede al desarrollo del

sindrome de Guillain Barré, un trastorno autoinmune del sistema nervioso

periférico, que se caracteriza por paralisis flacida aguda (Nachamkin, Allos, &

Ho, Campylobacter species and Guillain-Barré syndrome, 1988).



A nivel mundial el género Campylobacter es considerado una de las causas mas
frecuentes de gastroenteritis (Platts Mills & Kosek, 2015). Los grupos mas
vulnerables son menores de un afio y adultos jévenes en los paises
desarrollados y mayores de 5 afios en los paises en desarrollo. Las infecciones
por Campylobacter spp. suelen ser leves, pero pueden ser mortales en nifios
pequefios, personas de edad avanzada e individuos inmunocomprometidos. La
mayor incidencia se observa en climas templados, predominando en el verano y
comienzos del otofio (OMS, 2018).

En paises en desarrollo la infeccion es leve en pacientes mayores de 6 meses
de edad; siendo grave en pacientes menores de 6 meses (Rao, y otros, 2001).

En la Union Europea, Campylobacter spp. fue la causa mas frecuente de
enteritis con aproximadamente 200.000 casos declarados en el afio 2008. Sin
embargo, se calcula que se declaran Unicamente un 2,1% de los casos, por lo
que la incidencia real se situaria en unos 9 millones de casos anuales (Garcia, y
otros, 2013).

En el mediterraneo, Grecia presenta la prevalencia mas alta de Campylobacter
spp. en nifios (78,4%). En Dinamarca la alta resistencia a antibioticos que
manifestd C. jejuni aislado de distintos origenes fue encontrado como un factor
predisponente a enfermedad en humanos. La campilobacteriosis tiene gran
impacto en América Latina, donde Argentina, Ecuador, Paraguay y Peru reportan
las prevalencias mas altas, mientras que en Colombia los estudios son muy
limitados ya que se carece de un diagndstico preciso de este microorganismo y
su impacto en individuos y poblaciones vulnerables a la infeccion es
desconocido. En Brasil en el 2010, C. jejuniy C. coli se detectaron en 9,6% y 6%
de niflos con diarrea, respectivamente (Rodriguez Gutierrez, Guzman Osorio, &
Verjan Garcia, 2015).

Existe un estudio de Fernandez y cols. (2001) en el cual revisaron la prevalencia
de gastroenteritis por C. jejuni en nifios de paises de América del Sur
(Fernandez, 2011)

Tabla 3: Frecuencia de aislamiento de C. jejuni en materias fecales diarreicas de nifios en
paises de América del Sur. Adaptado de Fernandez y cols. (2001)

Pais Diarrea por C. jejuni (%)



Argentina 30,1

Bolivia 10,5
Brasil 9,6
Chile 14,1
Colombia 14,4
Ecuador 23,0
Paraguay 18,4
Perd 13,0
Uruguay 14,3
Venezuela 13,0

En la ciudad de Cdérdoba, se inform6é que Campylobacter spp. fue la segunda
causa de gastroenteritis aguda en los centros nosocomiales de pediatria. La
prevalencia de los estudios realizados en los periodos 2004 -2011 y 2010 — 2014
fue de 41,68% y 22,7%, respectivamente (Huerta, y otros, 2011; Vidal Delgado,
Romero, Arbelo, & Jacome, 2015).

1.5 Diagnéstico Microbiolégico

En términos generales, es posible decir que la busqueda de Campylobacter se
realiza con mayor frecuencia en muestras clinicas de origen humano,
particularmente en heces diarreicas. Por lo que los protocolos aplicados en estas
muestras estan mejor estandarizados con respecto a los utilizados en otras
matrices. Para el aislamiento a partir de materia fecal humana, rutinariamente se
busca solamente la presencia de C. jejuni y C. coli, aunque se debe tener
presente que existen otras especies del género que también producen cuadros
de gastroenteritis.

Por lo general, la etapa inicial implica la siembra de la muestra en un medio
selectivo. Los mas comunes contienen agar sangre y una mezcla de antibioticos
que inhibe la microbiota acompafante y selecciona a Campylobacter spp. Los
medios mas utilizados son los de Skirrow, Skirrow modificado, Butzler, CCDA
(charcoal, cefoperazone, desoxycolate agar), Campy-BAP y Preston. Existen
diversos algoritmos para el aislamiento en muestras clinicas publicado por el
Instituto Dr. Carlos G. Malbran, Asociacion Argentina de Microbiologia, entre

otras entidades cientificas (Lucero & Turco, s.f.).



Por otra parte, se han desarrollado medios de cultivo cromogénicos que
permiten deteccion, identificacion y enumeracion de Campylobacter
termotolerantes mediante pigmentacion de las colonias; debido a la presencia de
enzimas que desdoblan las estructuras de las sustancias cromégenas
permitiendo la visualizacion del color caracteristico que permite orientar su
identificacién (Figura 3, Tabla 4). Estos medios pueden ser utilizados para el
analisis microbiolégico de heces, y también tienen utilidad en la industria

alimentaria, para el estudio de muestras ambientales y de alimentos.

Figura 3: Caracteristicas macroscopicas de colonias de Campylobacter termotolerantes (C.

jejuni, C. coli, C. lari) desarrolladas en agar cromogénico CHROMagar®

(Fuente:
http://www.chromagar.com/products-chromagar-campylobacter-focus-on-campylobacter-

78.html)

Tabla 4: Caracteristicas fenotipicas de colonias de especies termotolerantes de Campylobacter

en el medio cromogénico?!

Microorganismos Aparencia tipica de la colonia
C. coli Rojo
C. jejuni Rojo
C. lari Rojo
Otros microorganismos Azul o inhibicion
1 Fuente: http://mww.chromagar.com/products-chromagar-campylobacter-focus-on-

campylobacter-78.html#.XxcOEJ4zbb0
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Algunos trabajos evaluaron comparativamente la performance de distintos
medios de cultivo para el aislamiento de Campylobacter spp. Especificamente,
en el de De Zutter y cols. (2017) se compararon las eficiencias de cuatro medios
de cultivo distintos, para detectar la contaminacién de carne de ave de corral con
Campylobacter spp. En tres de ellos, incluidos el agar cromogénico, se
obtuvieron resultados similares de recuperaciéon de este patdgeno (De Zutter &
col, 2017). Sin embargo, este estudio no es concluyente debido a que el nimero
de muestras es bajo.

Otra metodologia de aislamiento de Campylobacter spp. es mediante la técnica
de filtracion con el empleo de membrana de celulosa (Figura 4). Este método se
basa en la separacion de Campylobacter spp. del resto de la flora microbiana
acompafante, que quedara retenida en la superficie de la membrana de celulosa
con poros de 0,45 um o0 0,66 um. Ello se debe a que este patdogeno es de menor
tamafo que el resto de las enterobacterias, las que quedaran retenidas en la
superficie de la membrana del filtro. Los bacilos que logran penetrar la membrana
se depositan en el medio rico en sangre que actla como sustrato para su
crecimiento. De esta manera, se obtiene un procedimiento selectivo el cual
reemplaza la adicion de antibidticos al medio de cultivo para eliminar la flora
acompanante.

T i

74 N / ] A /
. ! \ /A I /
L S L L/
muestra solucién suspension  colocar el filtro filtrar 100 ul esperar 15 minutos
sobre el agar sangre v levantar el filtro
o, |
.\ o i-_’g_:_i L
colonias Incubar a 42°C, 48 h
sospechosas En microaerofilia

Figura 4: Técnica de Filtracion con membrana de celulosa para la deteccion de Campylobacter
spp. en heces. (Tomado del Manual de Procedimientos: Campylobacter — ANLIS Dr. Carlos G.
Malbran — Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas, Departamento Bacteriologia —
Servicio Bacteriologia Sanitaria, 2001)
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Estudios realizados en heces de pacientes con clinica de gastroenteritis,
emplearon esta metodologia y obtuvieron buena recuperacion con respecto a
otros medios de cultivo (Moya Salazar, Pio Davila, Teran Vasquez, & Olivo
Lopez, 2016).

Soto Beltran y cols. , realizaron la busqueda de C. jejuni y C. coli en muestras
de carnes de aves en la ciudad de México, mediante metodologia de filtracion de
membrana, obteniendo como resultado un aumento del porcentaje de
recuperacion de este microorganismo con respecto al empleo de otros medios
de cultivos (Soto Beltran, Quifiones, Ibarra Rodriguez, & Amézquita Lopez,
2020).

En cuanto a la deteccion de Campylobacter spp. en alimentos y agua, el
Manual de Analisis Bacteriolégico (BAM: Bacteriological Analytical Manual) de la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA: Food and Drug
Administration) presenta los procedimientos de laboratorio referidos para el
analisis microbiolégico de alimentos y cosmeéticos. En el capitulo 7 del manual
Version 2001, se describe el protocolo para aislamiento de especies de
Campylobacter en alimentos y agua (Hunt, Abeyta, & Tran, 2000). En la Figura
5 se muestran los pasos de la metodologia BAM para el andlisis de

Campylobacter en muestras de alimentos, que se resumen a continuacion:

- Preparacion de una dilucién decimal de homogenato del alimento.

- Incorporaciéon del caldo Bolton suplementado con Vancomicina,
Cefoperazona, Trimetoprima y Anfotericina B, a menudo necesario/s
cuando hay wun gran numero de flora de microrganismos
acompafantes. Los antibidticos funcionan de manera mas efectiva y las
células de Campylobacter pueden utilizar la atmdsfera baja en oxigeno de
manera mas eficiente.

- Pre-enriquecimiento: es necesario realizar este paso si se conoce que
Campylobacter spp. se encuentra en condiciones de stress, como por
ejemplo cuando el alimento se ha refrigerado durante 210 dias.

- Enriguecimiento: brinda las condiciones de atmoésfera y tiempos 6ptimos
para que aumente el nimero de células de Campylobacter spp.

- Aislamiento: permite evidenciar el desarrollo de colonias caracteristicas

de Campylobacter spp.
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25 g de muestra

+
100 ml de Caldo Bolton

Enjuagar suavemente, agitando por 5 minutos

Dia 1 Opcidn 1 Pre-enriquecimiento Opcidn 2
Incubar 4 ha37 °C Incubar > 3h a 37 °C; luego 2h a 37 °C
(microaerofilia) (microaerofilia)
Enriquecimiento
Incubar 20 -44 h a 42 °C (microerofilia)
Dia 3 Aislamiento
Agar modificado libre de sangrey/ o
agar Abeyta-Hunt-Bark
Incubar 24 a 48 h (microaerofilia)
Dia 4 ™ y . .
J/o5 Identificacion de colonias presuntivas

Pruebas bioquimicas

Figura 5: Flujograma de preparacion y siembra de muestras de alimentos y agua. (Fuente:
https://www.fda.gov/food/laboratory-methods-food/bam-campylobacter)

1.6 Legislaciéon alimentaria

La Comisién del Codex Alimentarius es un organismo abierto a todos los paises
gue son miembros asociados de la FAO y de la OMS. Cuenta en la actualidad
con 165 paises miembros, que representan méas del 98 por ciento de la poblacion
mundial.

Una de las funciones del Codex Alimentarius o "Cédigo de alimentacion” es
proteger la salud de los consumidores, garantizar comportamientos del mercado
internacional de los alimentos y coordinar los trabajos internacionales sobre
normas alimentarias.

El Codex Alimentarius brinda Directrices para la Aplicacion de la Gestion de

Riesgos Microbiolégicos a través de las Buenas Practicas de Higiene en cada
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paso de la cadena de produccién avicola, para la reduccion logaritmica de
patégenos como Campylobacter spp. y Salmonella spp. (FAO/OMS, 2011).

En nuestro pais se toman como referencia las indicaciones de Codex, para la
elaboracion del Codigo Alimentario Argentino (CAA). En este Ultimo, en el
capitulo VI — Alimentos céarneos y afines, establece caracteristicas de
comercializacion de carne de ave (pollo). Sin embargo, no se dan
especificaciones de criterios microbioldégicos de Campylobacter spp. en este
producto alimenticio (Codigo Alimentario Argentino, 2019). Hace algunos afos,
el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA), dicto
una resolucién 336/2016; considerando que es necesario establecer criterios de
seguridad sobre la aceptacion de los alimentos, haciendo referencia a la
presencia de microorganismos patégenos promoviendo pardmetros
microbiologicos para carne de ave, huevos, ovoproductos, carne de especies
menores y productos de la caza (SENASA, 2016).

Nuestro pais posee un fuerte enfoque en la produccién y consumo de carne de
pollo. No obstante, la inocuidad de la carne ofrecida a los consumidores no se
ha certificado. En 2013 se publico un estudio realizado en Argentina, en el que
se estudiaron la ocurrencia y concentracion de Campylobacter spp.
termotolerantes en muestras obtenidas a distintos tiempos, desde la granja
reproductiva hasta la carne de pollo en el mercado minorista (Zrun, y otros,
2013). Se tomaron muestras cloacales de gallinas y pollos de las granjas,
huevos, alimento, agua, canales de pollo de matadero y mercado minorista. Los
cultivos con mayor proporcion de recuperacion se registraron en canales en
comercio minorista (25/30, 83%), y muestras fecales de gallinas reproductoras
(27145, 60%). Por otro lado, 3,3% de cultivos de muestras de pollo de engorde
de menos de una semana fueron positivos (3/90), pero en el periodo final de cria
la proporcién aumentd a 28,9% (9/26), y en el matadero fue de 33,3% (10/30).
Este estudio revel6 presencia de Campylobacter spp. en un porcentaje alto de
muestras de carne de ave que se comercializan para consumo humano. Sin
embargo, no hay datos de relevamientos similares realizados en la ciudad de
Cérdoba, reflejando la importancia de conocer la contaminacién por
Campylobacter spp. termotolerantes en alimentos a base de carne de aves

comercializados en esta ciudad.
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2 Hipotesis

Teniendo en cuenta que Campylobacter spp. es el segundo agente
enteropatdgeno aislado en nuestro medio local, se plantea que el
microorganismo Se encuentra como un contaminante frecuente de pollos

parrilleros comercializados en la ciudad de Cérdoba.

3 Objetivos

3.1 General:

- Conocer la prevalencia de Campylobacter spp. en muestras de pollo
parrillero comercializados en la ciudad de Cérdoba — Argentina, en el
periodo diciembre 2017 — diciembre 2019.

3.2 Especificos:

- Evaluar comparativamente la eficacia del medio de cultivo propuesto por
la técnica oficial (BAM-FDA 2001 — Bacteriological Analytical Manual), el
medio cromogénico “CHROMagar’, y el método de filtracidbn en
membrana, para aislar Campylobacter spp. termotolerantes a partir de
homogenatos pre-enriquecidos y enriquecidos de acuerdo a la
metodologia oficial.

- Realizar la busqueda de Campylobacter spp. en pollos parrilleros y

alimentos derivados comercializados en la ciudad de Coérdoba.
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4 Materiales y métodos

Para el primer objetivo especifico se utilizaron alimentos contaminados
experimentalmente con C. jejuni, mientras que en el segundo objetivo especifico
se evalud la contaminacion “natural” de alimentos comercializados en Coérdoba,

con Campylobacter termotolerantes (Figura 6).

/ Objetivo Especifico: \ Objetivo Especifico:\
Método N

Comparacion de medio de Contaminacion de
cultivo BAM vs. ChromAgar alimentos comerciales con
BA M y Membrana Filtrante Campylobacter

termotolerantes

Preparacion de homogenatos (4.4.1)

25 g alimento 25 g alim. CONTAMINADO (4.2.1) 25 g alim. COMERCIAL (4.3.1)
+ + +
100 mL caldo Bolton 100 mL caldo Bolton 100 mL caldo Bolton
| |

Pre-enriquecimiento (4.4.2)

Enriquecimiento (4.4.3)

Diluciones decimales
(4.4.9)
-1 -16
10 10
Cultivo en medio seglin BAM (4.4.5) v

“ “ “ I Método de cultivo con

mayor sensibilidad
Cultivos en medios
alternativos (4.5)

- ChromAgar (4.5.1)

\ / \Memb. Filtrante (4.5.y \ J

Figura 6: Esquema experimental desarrollado en este trabajo de tesis.

Los nimeros entre paréntesis indican la seccién donde se describe la metodologia
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4.1 Microorganismo: Se utilizé una cepa aislada de heces humanas, identificada

mediante pruebas bioquimicas como C. jejuni. El microorganismo se cultivo
por 48 h a 42 °C en agar Brucella suplementado con sangre de carnero al
5%, en condiciones de microaerofilia obtenida mediante sobres generadores
de la misma. Entre las pruebas bioguimicas que se realizaron para confirmar
género y especie se realizaron: coloracion con fucsina al 0,5%, oxidasa,
catalasa, crecimiento en agar Mac Conkey, hidrélisis de hipurato, movilidad
en caldo, resistencia a acido nalidixico y cefalotina mediante el empleo de
monodiscos de dichos antibiéticos (Hunt, Abeyta, & Tran, 2000).

4.1.1 Preparacion de suspension bacteriana para contaminacion experimental:

Se preparo a partir de un cultivo de 48 horas de la cepa de C. jejuni aislada
y caracterizada como se describe en el punto anterior, empleando
solucién fisiolégica estéril y ajustando dicha suspension a 0,50 de la
escala de Mc Farland (aproximadamente a 1,5 x 108 UFC/ml), la medicion

fue realizada por medio de método nefelémetro.

4.2 Elaboracién de alimento contaminado artificialmente:

La matriz empleada para la produccion del alimento contaminado
artificialmente fue pechuga de pollo. Se realizé una desinfeccion superficial
sumergiéndolas en una solucién de hipoclorito de sodio 0,1% durante un
minuto, eliminando luego los restos de cloro mediante varios lavados con
agua destilada estéril. Posteriormente la carne se trituré por completo hasta
obtener una muestra homogénea empleando un mixer cuidadosamente
desinfectado con alcohol al 70%, se fraccion6 en esterilidad en alicuotas de
25 g, y se conservo a — 20 °C hasta su inoculacion con la suspension de C.

jejuni.

4.2.1 Contaminacién experimental: la carne (25 g) se contaminé con 100 ul de

la suspension de Campylobacter jejuni, obtenida como se describié en
4.1.1.

4.3 Andlisis de contaminacién de alimentos comercializados en la ciudad de

Cordoba con Campylobacter spp. termotolerantes.
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4.3.1

Alimentos, muestreo, transporte y conservacion:

La presencia de Campylobacter spp. termotolerantes fue estudiada en
pollos parrilleros y en alimentos elaborados con carne de ave. Se
analizaron 26 muestras de pollos parrilleros en el periodo de estudio
comprendido entre diciembre 2017 — diciembre 2019. Ademas, en el
periodo de 6 meses (enero a junio de 2018), se analizaron alimentos
derivados de pollo como milanesas, hamburguesas y albondigas.

El muestreo se efectud aleatoriamente en comercios que expendian este
producto carnico.

La conservacion se efectud en heladera conservadora, y se transporté de

inmediato al laboratorio para su respectivo analisis.

4.4 Cultivo de Campylobacter spp. termotolerantes sequn la Metodologia oficial:

BAM-FDA 2001.

441

4.4.2

4.4.3

4.4.4

4.4.5

Preparacion de los homogenatos: Se homogeneizaron 25 g de carne o

producto carnico comercializados en Cérdoba, con 100 ml de caldo Bolton
con antibioticos.

Pre-enriquecimiento: Las diluciones del homogenato de pechuga

contaminada, y los homogenatos de carne de ave o derivados
comercializados en Coérdoba, se incubaron durante 4 h a 37 °C, en
microaerofilia.

Enriguecimiento: se realizé incubando el caldo pre-enriquecido, a 42 °C

durante 48 h, en condiciones de microaerofilia.

Diluciones del caldo enriquecido: A los fines de evaluar comparativamente

las sensibilidades de los métodos de cultivo alternativos propuestos en
este trabajo, a partir del caldo enriquecido de las pechugas contaminadas
experimentalmente se realizaron diluciones decimales en el rango 10 -
10718, con caldo Bolton suplementado con antibiéticos.

Cultivo: Se sembraron 100 ul de los homogenatos enriquecidos, mediante
diseminacion por estrias en la superficie de Agar selectivo libre de sangre,

y se incubaron a 42 °C por 48 h en condiciones de microaerofilia.

4 .5Evaluacién de la eficacia de medios de cultivo y procedimientos alternativos

para la deteccién de Campylobacter spp.
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Se evaluaron las sensibilidades del agar cromogénico (CHROMagar
Campylobacter) y del Método de filtracion en membrana, para la deteccion de C.

jejuni en los caldos enriquecidos.

451 Agar cromogénico (CHROMagar) Campylobacter: Los caldos

enriquecidos (100 ul) se sembraron mediante diseminacion por estrias en
la superficie del agar. Los resultados se interpretaron de acuerdo a las
especificaciones del fabricante, indicadas en la Tabla 4.

4.5.2 Método de filtracibn en membrana: Para la siembra se dispuso una

membrana de filtro de celulosa estéril con poros de 45 pm en la superficie
de agar sangre de carnero al 5% y sobre la misma, se diseminaron 100 pl
de los homogenatos enriquecidos con el empleo de pipeta automatica.
Luego de 10 minutos de reposo, la membrana fue retirada, diseminando
el filtrado con ansa en aro; las placas se incubaron por 48 h a 42 °Cy en

condiciones de microaerofilia.

Las sensibilidades de CHROMagar Campylobacter y del Método de filtracion
en membrana se definieron a partir de las maximas diluciones del homogenato
de pechugas contaminadas artificialmente que dieron cultivos positivos y se
compararon con lo observado en el Agar selectivo libre de sangre (especificado
en la Metodologia oficial BAM-FDA 2001).
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5 Resultados

5.1 Comparaciéon de la eficacia del medio de cultivo propuesto por la
técnica oficial (BAM-FDA 2001), el medio cromogénico “CHROMagar”, y el
método de filtracion en membrana, para aislar Campylobacter spp.
termotolerantes a partir de homogenatos pre-enriquecidos y enriquecidos

de acuerdo a la metodologia oficial.

En la primera etapa de este trabajo se confirmd la identidad del microorganismo
utilizado para las contaminaciones experimentales de la carne de ave (pechuga

de pollo).

Se utilizé un aislamiento humano de C. jejuni obtenido de materia fecal. En la
figura 7 se muestran las caracteristicas de las colonias a las 48 horas de cultivo

en agar Brucella suplementado con 5% de sangre de carnero.

Figura 7: Caracteristicas de las colonias del Campylobacter jejuni utilizado para la
contaminacion experimental de carne de ave, a las 48 horas de cultivo en agar

brucella suplementado con 5% de sangre de carnero.
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El microorganismo desarroll6 colonias redondas de bordes lisos definidos de 1 a
3 mm de diametro, de color transparente. A las 48 horas su tamafio aumenta
unos pocos milimetros mas. Carecen de la propiedad de destruir a los glébulos

rojos contenidos en el medio de cultivo.

En la coloracion con fucsina (Figura 8) se observaron bacterias curvas,
generalmente en cadena que se asemejan a formas en zigzag, se visualizo la

morfologia tipica de forma de “gaviota”.

Figura 8: Coloracion con fucsina (Aumento 1000X)

La confirmacion de género y especie del aislamiento usado para la
contaminacion experimental de la carne de ave, se realizO mediante pruebas
bioguimicas. Las reacciones de catalasa y oxidasa (Figura 9) fueron positivas vy,
conjuntamente con la coloracion con fucsina, se confirmd que el microorganismo

correspondia al género Campylobacter spp.

Figura 9: Reacciones bioquimicas del microorganismo usado para la contaminacion
experimental de la carne de ave. Pruebas de catalasa (A) y oxidasa (B).
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La confirmacion a nivel especie de C. jejuni se realiz6 empleando las pruebas
bioquimicas: catalasa, oxidasa, crecimiento a distintas temperaturas, reduccion
de nitrato, hidrolisis de hipurato, resistencia a antibiéticos como cefalotina y

acido nalidixico, descritas en detalle en el ANEXO |I.

Antes de realizar la contaminacion experimental se verific6 la ausencia de
Campylobacter spp. en la carne de pollo, desinfectada como se describi6 en los
materiales y métodos. La confirmacion se realizd mediante la Metodologia oficial
para Campylobacter spp. (BAM-FDA 2001), no observandose desarrollo de
microrganismos en los homogenatos enriquecidos y medio de cultivo incubados

por 48 h a 42 °C y en condiciones de microaerofilia.

Como se describe en la Figura 6, se realizaron homogenatos a partir de la carne
contaminada experimentalmente, se pre-enriquecieron y posteriormente se
realizé el enriquecimiento. A continuacion, se hicieron diluciones decimales del
caldo enriquecido, desde 10 a 108, Luego se sembraron cuatro diluciones por
cada placa, en los distintos medios de cultivos: agar selectivo libre de sangre
(utilizado en la técnica BAM), agar cromogénico (ChromAgar Campylobacter) y

agar suplementado con 5% de sangre de carnero (Figura 10).

Figura 10: Siembra de diluciones decimales del caldo enriquecido de alimento contaminado

experimentalmente con Campylobacter jejuni.
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Las placas sembradas fueron incubadas 48 h a 42 °C en condiciones de
microaerofilia. Al finalizar el tiempo de incubacion las placas fueron examinadas
para detectar la presencia (P) 6 ausencia (A) de desarrollo de colonias con
morfologias compatibles de C. jejuni, considerando cada medio de cultivo en
particular. Para el medio selectivo propuesto por la metodologia oficial y el agar
cromogénico que identificaron las colonias de acuerdo a especificaciones del

fabricante del medio de cultivo.

En el medio selectivo para Campylobacter libre de sangre suplementado con
antibiéticos (Metodologia oficial BAM-FDA), se observaron colonias pequefias
trasparentes (Figura 11). Las placas se dividieron en 4 cuadrantes en los que se
sembraron la serie de diluciones; en la primera placa (diluciones 10 a 10#) hubo
desarrollo de C. jejuni en la totalidad de la siembra, en la segunda placa hubo
desarrollo en la totalidad de las diluciones correspondiente del rango de 10° a
108, En la tercera placa se vio crecimiento en el rango de diluciones de 10° a
10, En esta dltima dilucion se visualizaron escasas colonias; y en las diluciones

mayores no hubo desarrollo de este patogeno.

Figura 11: Desarrollo de Campylobacter termotolerantes en agar selectivo libre de

sangre suplementado con antibiéticos
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En el medio de cultivo cromogénico se desarrollaron colonias de color rojo-
naranja, segun lo indicado por el fabricante (Figura 12). Se registré desarrollo de
colonias hasta la dilucion 10°, donde solo se observaron escasas colonias.

En el resto de las diluciones no hubo desarrollo bacteriano.
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Figura 13: Desarrollo de Campylobacter termotolerantes en agar brucella con 5% de sangre de

carnero

Por la técnica de filtracion con membrana (Figura 13), en la primera placa se
observa un desarrollo confluente de colonias en las cuatro primeras diluciones,
en la segunday tercera placa hubo desarrollo de C. jejuni en todas las diluciones,
mientras que en el rango 102 a 101 no hubo desarrollo del patégeno.

En la Tabla 5 se agrupan los resultados de estas observaciones.

Tabla 5: Sensibilidades del medio de cultivo especificado en el método BAM-FDA 2001 y de los
métodos de cultivo alternativos propuestos para la deteccibn de Campylobacter spp.

termotolerantes

Metodologia de cultivos

Dilucion AC AS s/s FM
10t P P P
102 P P P
108 P P P
10 P P P
10° P P P
10°® P P P
107 P P P
108 P P P
10° P P P
1010 A P P
101 A P P
1012 A A P
1013 A A A
1014 A A A
1015 A A A
10 A A A

(AC: agar cromogénico, AS s/s: agar selectivo, FM: filtracion por membrana, A: ausencia, P:

presencia)
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Con el empleo de agar cromogénico se determino crecimiento de C. jejuni en el
rango de dilucion correspondiente a 10 - 10°, siendo el medio de cultivo que
mostro la menor sensibilidad entre las tres alternativas evaluadas en este trabajo.
En el agar selectivo recomendado por la norma BAM-FDA 2001, se obtuvo
crecimiento hasta la dilucién 10!, Con el empleo de la metodologia de filtracion
mediante membrana se obtuvo crecimiento en una dilucién posterior (10*?) a la
obtenida en la técnica de la metodologia oficial.

Comparando de las tres metodologias se puede determinar que utilizando la
membrana de filtracion se logra recuperar este microorganismo a mayores
diluciones. Teniendo en cuenta que los volumenes sembrados fueron 100 pL en
todos los casos, es posible afirmar que la técnica de la membrana de filtracion
permitiria incrementar 10 veces la sensibilidad de la deteccion de contaminacion
de alimentos con Campylobacter termotolerantes, en caldos pre-enriquecidos y
enriquecidos de acuerdo a la metodologia BAM.

En la Tabla 6 se observa la composicion de los medios de cultivo evaluados en
este trabajo de tesis. Si se comparan los componentes de los medios de cultivos,
se puede discernir que el agar cromogénico tiene una mezcla selectiva, el agar
selectivo libre de sangre esta suplementado con antibiético, mientras que el agar
Brucella empleado en la metodologia de filtracion por membrana no cuenta con
sustancias inhibidoras, sélo es suplementado con sangre de carnero. La mayor
rigueza de nutrientes y la menor cantidad de sustancias inhibidoras en este
altimo medio, en relacién al agar cromogénico y al agar selectivo libre de sangre,
podrian determinar su mayor sensibilidad para detectar contaminacion por

Campylobacter termotolerantes.
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Tabla 6: Composicion de los medios de cultivo evaluados en este trabajo de tesis.

Componentes AC AS s/s FM
Agar Si Si Si
Peptona Peptona Peptona de carne
extracto levadura carne bovina levadura
NacCl si Si Si
tripteina no No si
fuente de sulfuro no Sulfato ferroso Bisulfito de sodio
otros Carbon vegetal (activo),

Desoxicolato de sodio,
Caseina hidrolizada, Piruvato
de sodio
Suplemento del medio  Mezcla selectiva cefoperazona Sangre de carnero

de cultivo y cromogénica

Evaluaciéon de la contaminacion de alimentos comercializados en la ciudad

de Coérdoba por Campylobacter spp. termotolerantes:

A
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Figura 14: Mapa geo-referenciado de los establecimientos de expendio de las muestras de pollo

En la figura 14, se puede observar el mapa de la ciudad de Cérdoba y la zona
de donde provienen las muestras estudiadas en esta tesis. Se observa que se
encuentran los puntos ubicados aleatoriamente dentro del mapa de la ciudad de
Cérdoba.
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Figura 15: Técnica de filtracion empleando membrana de filtro de 0,45 pm

En la realizacion de la metodologia de filtracién, se dividié la placa de agar
brucella suplementada con sangre de carnero y se coloco la membrana de filtro,
se depositd el caldo de enriquecimiento, pasando un tiempo se extrae dicha
membrana para luego estriar con ansa la suspension que se filtré por efecto de

la gravedad (figura 15).

5.2.1 Muestras de pollo parrillero:

De las 26 muestras tomadas y analizadas para la investigacion de
Campylobacter spp. se obtuvo desarrollo del microorganismo en el 69% (18/26)

de pollos patrrilleros.

Prevalencia de Campylobacter spp.
en muestras de pollos parrilleros

M cultivo (+)

H cultivo (-)

Figura 16: Prevalencia de Campylobacter spp en muestras de pollo
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5.2.3 Alimentos a base de carne de ave:

Se realiz6 ademas la busqueda de Campylobacter spp. en muestras de
alimentos a base de carne de ave en un periodo de 6 meses, comprendido entre
enero — junio de 2018 (carne de ave rebozada (milanesa), carne de ave triturada
rebozada (hamburguesa) y en menudencias de pollos). Se empledé la

metodologia de filtracion de membrana para evaluar la presencia de este

patdégeno.
Prevalencia de Campylobacter spp. Prevalencia de Campylobacter spp.
en milanesas en hamburguesas de pollo

M Muestras con
presencia

B Muestras con
presencia

B Muestras con
ausencia

B Muestras sin
presencia

Prevalencia de Campylobacter spp. Presencia de Campylobacter spp.
en arrollados de pollo en menudencias

B Muestras con
presencia

B Muestras con
presencia

B Muestras con
ausencia

B Muestras con
ausencia

Figura 17: Analisis en el periodo de seis meses (enero - junio 2018) de blsqueda de

Campylobacter spp en alimentos derivados de pollo parrillero.

En las muestras de alimentos derivadas de pollo, se determiné la presencia de
este patdgeno en varios tipos de preparaciones culinarias alimenticias (figura
17).
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En alimentos fileteados y posteriormente rebozados (milanesas) se detectaron 3
muestras de 53 analizadas, obteniendo 6% (3/53) de prevalencia en este tipo
de alimento.

En alimentos triturados, aditivados y rebozados (hamburguesas) se determiné
en una muestra de 6 analizadas, alcanzando un 17% de positividad. En muestras
derivadas de pollo, mecanicamente separadas, rellenadas (arrollado) no se
detecto el patégeno en cuatro muestras analizadas.

Ademas, se evaluaron las menudencias de pollo que eran vendidas
conjuntamente con este alimento. Se estudiaron 5 muestras y de detecto
contaminacion en un 80% de las mismas (4/5).

La presencia de Campylobacter spp. en milanesas y hamburguesas de pollo
muy probablemente se debe a que provienen de los mismos animales a partir de
los cuales se realizaron las preparaciones de los alimentos. Distinta es la
situacién de la deteccion en menudencias, debido a que el origen de esta
bacteria puede ser cualquier ave portadora y/o infectada, que ingresa a la planta
de faena avicola, debido al fraccionado sistematico del animal y posteriormente
a agrupamiento aleatorio de las porciones que componen el producto que va a

estar dispuesto para la venta.
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6.1 DISCUSION

La infeccién por Campylobacter es considerada como un problema para la salud
publica y requiere estudios que permitan comprender la epidemiologia de este
microorganismo en la produccién primaria avicola. De manera de detectar los
puntos criticos en dicha cadena productiva y asi disminuir la contaminacién por
este patogeno.

Las metodologias oficiales como ISO, BAM-FDA, entre otras, recomiendan
diferentes técnicas de cultivo, las cuales deben ser implementadas en los
laboratorios oficiales de andlisis de alimentos. Sin embargo, se pueden comparar
las performances de estas metodologias, y en funcion de los resultados, es
posible optar por la técnica que mejor se adapte a cada laboratorio, y sobre todo
gue sea la mas eficiente.

En este trabajo se plante6 como objetivo evaluar comparativamente la eficiencia
de tres procedimientos diferentes para el aislamiento de Campylobacter spp.
termotolerantes, a partir de homogenatos enriquecidos de acuerdo a la técnica
BAM. Los resultados mostraron que la metodologia de filtracibn con membrana
y cultivo en agar Brucella con 5% de sangre de carnero resultd ser mas eficiente
para la deteccibn de Campylobacter spp. en muestras de pollo parrillero
contaminado experimentalmente, con respecto a las otras dos metodologias
empleadas (agar selectivo para Campylobacter libre de sangre suplementado
con antibiéticos, Metodologia oficial BAM-FDA,; y agar cromogénico). Teniendo
en cuenta que los volumenes de caldo enriguecido sembrados en los tres casos
fueron iguales, y por lo tanto las cantidades de células viables también fueron las
mismas, estas diferencias ponen de manifiesto que los métodos de siembra y
medios de cultivo influyeron de distinta manera en el crecimiento de los
Campylobacter spp. termotolerantes. A partir de estos resultados se revisaron
las composiciones de los medios de cultivo, para identificar diferencias que
pudieran relacionarse con estos resultados. El medio de cultivo cromogénico
posee en su composicion sustancias selectivas, en su mayoria cualitativa y
cuantitativamente desconocidas para los usuarios. Dichas sustancias inhiben la
flora acompafiante, aunque también podrian tener algun grado de toxicidad

sobre los microorganismos que teodricamente pueden desarrollarse en esas
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condiciones de cultivo. Este fenbmeno también podria estar sucediendo en el
medio selectivo de Campylobacter propuesto por la metodologia oficial, que en
su composicién contiene una mezcla de antibidticos para inhibir la flora
acompafante, la cual también podria afectar el crecimiento de algunas células
de Campylobacter spp. Ademas, estos componentes podrian afectar de manera
diferente a las células bacterianas posiblemente injuriadas durante las etapas

pre-analiticas y analiticas.

El Codex Alimentarius plantea directrices para el control de Campylobacter en la
cadena de produccion de carne de pollo (CAC/GL 78-2011). Propone realizar
monitoreos al azar o dirigidos, efectuando muestreo de heces de los pollos antes
de su envio a la industria, en el caso de detectar positivos, se deben tomar
acciones como, tratamiento por calor o congelacion, muestreo de la cloaca para
detectar Campylobacter en el momento de la entrega y muestreo del producto
de venta para determinar las tendencias de contaminacion luego de finalizar del
proceso tecnolégico.

El Cbdigo Alimentario Argentino, no contempla la busqueda y/o deteccion de
Campylobacter en productos alimenticios de origen carnicos. Pero en su Articulo
6 bis (Capitulo 1) expresa: “...... gueda terminantemente prohibida la tenencia,
circulacibn y venta de alimentos y sus primeras materias, alterados,
contaminados, adulterados, falsificados y/o falsamente rotulados bajo la pena
de multa, prohibicién de venta y comiso de la mercaderia en infraccion...” Y
dentro de lo que se entiende por alimentos contaminados se encuadra la
presencia de microorganismos que son riesgosos para la salud. Avalados por
este articulo, los laboratorios de vigilancia alimentaria pueden realizar la
busqueda de este patdégeno en la categoria de alimentos considerados de mayor
riesgo de contenerlo.

Ademéas de lo expuesto con anterioridad, la prevalencia de infecciones
gastrointestinales por este patdgeno, particularmente en pediatria, la
colonizacion frecuente en carne de ave de consumo humano y la dificultad de
evitar la contaminaciéon en el momento de la faena para elaborar alimentos,
sustentan la necesidad de estudiar la contaminacion de alimentos con

Campylobacter termotolerantes. En este trabajo se reporta por primera vez la
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contaminacion de alimentos derivados de pollo parrilleros que se elaboran y

comercializan en la ciudad de Cordoba con Campylobacter spp.

Estos datos adquieren mayor relevancia si se considera que los aislamientos de
Campylobacter spp. fueron realizados a partir de alimentos que recibieron
manipulacién, como por ejemplo cortes, triturados, condimentados, y agregados
de otros ingredientes como huevo en su preparacion. En relacion a este ultimo
aspecto, seria objeto de otro estudio realizar la busqueda de este patdgeno en
la cubierta externa de los huevos, debido a que puede ser el origen de la
contaminacion cruzada en los alimentos.

Los resultados de este estudio muestran una prevalencia de 69% de
contaminacion por este patdogeno en pollos parrilleros comercializados en la
ciudad de Codrdoba; es decir aproximadamente que 2 de cada 3 pollos se
encuentran contaminados con Campylobacter spp. Este dato, difiere a los datos
obtenidos en un estudio publicado en Argentina en el afio 2013 en el cual la
prevalencia en carcasa de pollo fue el 83,8% (Zrun, y otros, 2013). En este ultimo
caso, la prevalencia fue determinada mediante métodos de biologia molecular,
considerablemente méas sensible que las técnicas de microbiologia clasica, lo
gue probablemente esté relacionado con el mayor porcentaje de contaminaciéon
observado.

Realizando una comparacion de trabajos cientificos en los que se estudio la
presencia de este patégeno en carcasas de pollo, los datos obtenidos en este
trabajo fueron superiores a los reportados en estudios realizados en paises de
América del Norte; como por ejemplo Canada, donde esta bacteria se encontrd
en el 62 % de las muestras (Bohaychuk, y otros, 2006). En Europa, un trabajo
realizado en Espafa reporto el 49,5% de contaminacién (Dominguez, Gomez,
& Zumalacarregui, 2002). La situacion en Ameérica del Sur es muy similar: 68,8
% en Brasil (Kuana, y otros, 2008) y en Chile entre el 54 — 90 % (Figueroa,
Troncoso, Lopez, Rivas, & Toro, 2009). Las diferencias y/o similitudes en los
resultados podrian deberse a la diversidad en la colonizacién de Campylobacter
spp. en las muestras estudiadas.

La presencia de este patdgeno en muestras de alimentos elaboradas a partir de
carne de ave, como milanesas, hamburguesas, entre otras, no se pudo comparar

con otros estudios debido a que no hay reportes de su prevalencia. En dichas
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preparaciones culinarias seria dificil poder determinar el origen de la
contaminacion, debido a que puede provenir de la carne de ave o el huevo
utilizado en la elaboracién de los rebozados.

Los resultados de esta tesis muestran que Campylobacter spp. también puede
encontrarse en las menudencias de pollo; concretamente, estos
microorganismos fueron aislados en el 80% de las muestras. Si bien el nimero
de muestras analizadas fue inferior a las de pollo parrillero, encontrar a este
microorganismo sugiere la posibilidad de que en el producto listo para su
comercializacion, las menudencias, pudo haberse contaminado desde la carcasa
de pollo, y/o viceversa. La contaminacion puede haberse producido durante la
faena y acondicionamiento del producto. Por ejemplo, durante su preparacion
para la venta, menudencias, que no provienen de la misma carcasa son
introducidas en el interior de los pollos antes de ser envasados, lo que podria
causar la contaminacion cruzada.

Conocer la prevalencia y difusion del patégeno sobre toda la cadena de
produccion alimentaria permite conocer aspectos epidemiolégicos de la
presencia y difusion de Campylobacter en la produccién primaria de pollos y
proponer estrategias efectivas para controlar su diseminacion en los productos

alimenticios.

6.2 Conclusiones

La membrana filtrante mostré ser un procedimiento de mayor sensibilidad para
la deteccidén de contaminacion de alimentos con Campylobacter termotolerantes,
en relacion a la metodologia BAM. En el método con membrana filtrante se utiliza
un medio con sangre (agar Brucella), por lo que deberia evaluarse para cada
caso particular, la ecuacion costo-beneficio (desde el punto de vista econdémico,
y analitico) previo a su implementacion.

En este trabajo se reporta por primera vez, la presencia de Campylobacter spp.
en alimentos comercializados en diferentes puntos de la ciudad de Cdérdoba.
Estos resultados ponen de manifiesto, ademas, la necesidad de mantener y
reforzar las campafas que informen a la poblacion sobre la importancia de la
coccion adecuada de alimentos.

La deteccién de Campylobacter en carnes de aves y derivados comercializados

en la ciudad de Cérdoba puede muy probablemente estar relacionada con las
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incidencias de diarreas por este patdgeno. Estudios de biologia molecular
podrian aportar informacion muy valiosa en este sentido, permitiendo asi conocer
el riesgo que implica en la salud publica, a fin de que su monitoreo sirva de
disparador para implementar acciones correctivas procurando disminuir su
prevalencia en alimentos de consumo humano.

Los resultados de este trabajo sugieren la necesidad de volver a considerar
incluir criterios microbiolégicos de Campylobacter spp. en la legislacion
alimentaria, en los alimentos a base de carne de ave, lo que constituiria una

herramienta de control importante para mejorar la seguridad alimentaria.
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Anexos:

Caracteristicas C. C.jejuni | C.coli | C.lari C. fetus C. hyointestinalis C.
jejuni Subsp. Subsp. upsaliensis
doylei fetus
Crecimiento 25° C - -/+ - - + D -0
Crecimiento 35-37 ° + + + + + + +
C
Crecimiento 42° C + -[+ + + D + +
Reduccién de nitrato + - + + + + +
Catalasa + + + + + + -
Oxidasa + + + + + + +
Agar Mac Conkey + + + + + + -
Movilidad + + + + + + +
(81%)
Hidrolisis de + + - - - - -
hipurato
Resistencia a NAL sd S S R R R S
Resistencia a CEF R R R R Se S S

D: 11-89 %de las cepas son positivas, +: 90% 0 mas de las cepas son positivas, -: 90% o mas de las cepas
son negativas, 9: C. jejuni resistente a acido nalidixico han sido reportado, ©: C. fetus subesp fetus resistente
a cefalotina han sido reportado.
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