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V. RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo de este estudio fue comparar el método alternativo Merck Singlepath® Direct
Campy Poultry kit contra el método de referencia (cultivo en placa) descrito por la OIE
para la deteccion de Campylobacter spp. en muestras cecales de pollo, con el fin de evaluar

el grado de concordancia que existe entre ambos métodos.

Para ello, se obtuvieron 130 intestinos de pollo desde una planta faenadora de la Region
Metropolitana. En una primera etapa, se evaluo la capacidad de deteccién del método
alternativo respecto de Campylobacter spp., para lo cual, 10 muestras cecales de pollo
fueron contaminadas con la cepa Campylobacter jejuni ATCC 33560 a una concentracién
de 9 x 108 UFC por gramo de contenido cecal (control positivo), mientras que 10 muestras
de agua peptonada fueron contaminadas con la cepa Escherichia coli ATCC 25922 a una
concentracion de 9 x 108 UFC por mL de agua peptonada (control negativo). En una
segunda etapa, se analizaron las restantes 120 muestras cecales de pollo a través del método
de referencia y por medio del método alternativo, en donde posteriormente se analizaron los

resultados de la segunda etapa por medio de los métodos estadisticos McNemar y Kappa
().

Los resultados de la primera etapa arrojaron que el kit efectivamente detecta
Campylobacter jejuni (control positivo) y no otra bacteria como Escherichia coli (control
negativo) a partir de una determinada concentracion. Por otra parte, los resultados de la
segunda etapa mostraron que no hubo diferencias significativas entre las mediciones
realizadas por ambos métodos respecto de una misma muestra (p > 0,05), mientras que a
través del método estadistico Kappa, se pudo determinar que los resultados entregados por
el método alternativo son equivalentes a los que entregaria el método de referencia para
muestras de heces de pollo, por lo que el método alternativo desarrollado por Merck puede
efectivamente ser utilizado previo al sacrificio de pollos para identificar lotes de aves que
estén altamente infectados con Campylobacter spp. a una concentracion igual o mayor a 3 x
10" UFC por gramo de heces.

Palabras claves: Método de referencia, método alternativo, Campylobacter spp.



V. SUMMARY

The aim of this study was to compare the Merck Singlepath® Direct Campy Poultry kit
alternative method against the reference method (plate culture) described by the OIE for the
detection of Campylobacter spp. in chicken cecal samples in order to assess the degree of

concordance between both methods.

For this, 130 intestines were obtained from a chicken slaughterhouse located in the
Metropolitan Region. In a first step, the detection capability of the alternative method for
Campylobacter spp. was assessed, for which 10 chicken cecal samples were contaminated
with Campylobacter jejuni ATCC 33560 strain at a concentration of 9 x 108 CFU per gram
of cecal content (positive control), while 10 samples of peptone water were contaminated
with Escherichia coli ATCC 25922 strain at a concentration of 9 x 108 CFU per ml of
peptone water (negative control). In a second step, the remaining 120 chicken cecal
samples were analyzed by the reference method and by the alternative method.
Subsequently the results of the second stage were analyzed by statistical methods

McNemar and Kappa (k).

The results showed that in the first stage the 10 samples used as positive control were all
positive by the alternative method, while in the 10 samples used as negative control, there
was no Escherichia coli bacteria detected. Moreover, the results of the second stage showed
that there were no significant differences between the measurements made by both methods
within a single sample (p > 0.05), while using the statistical method Kappa determined that
the results provided by the alternative method are equivalent to those that would provide
the reference method for chicken fecal samples. Then, the alternative method developed by
Merck can effectively be used prior to slaughter chickens to identify lots of batches that are
highly infected with Campylobacter spp. at a concentration equal or greater than 3 x 10’

CFU per gram of feces.

Key words: Reference method, alternative method, Campylobacter spp.



1. INTRODUCCION

Con el fin de garantizar adecuados estdndares de inocuidad en los alimentos, es que se han
desarrollado pruebas tanto para evaluar la calidad microbioldgica de estos productos, como
para determinar la cantidad de patdgenos presentes en las especies productivas o en las
materias primas con las que se producen los alimentos destinados a consumo humano,
siendo tanto las empresas del rubro como los organismos fiscalizadores, los mayores
interesados en determinar el estatus microbiolégico de los alimentos y/o de los animales
destinados a consumo humano. Sin embargo, muchos de los métodos microbiol6gicos
tradicionales usualmente demoran varios dias y consumen muchos recursos antes de
entregar resultados respecto a alguna muestra en particular. Este es el caso de
Campylobacter spp., uno de los patégenos zoonédticos mas prevalentes en el mundo y que
su deteccion por técnicas de microbiologia tradicional se realiza en aproximadamente 6

dias.

Por lo anterior, con el fin de obtener resultados mas rapidos y eficientes que los métodos
clasicos de aislamiento microbioldgico, se ha buscado desarrollar métodos alternativos que
puedan entregar resultados de presencia/ausencia y/o de la cantidad de patdgenos presentes
en diferentes matrices en un menor tiempo, con resultados confiables y con menores costos.
Esta es una necesidad que los productores de pruebas diagnosticas pretenden solucionar por
medio del desarrollo de nuevos productos para cumplir dichos requerimientos. Sin
embargo, estos nuevos métodos alternativos deben ser evaluados en cuanto a sus
caracteristicas analiticas y demostrar que son equivalentes a los métodos de referencia
establecidos, ademas de reunir las caracteristicas deseadas por los clientes, como rapidez,
facilidad de uso y menor costo, entre otros. Para dicho proceso, existen distintas normas
internacionales y parametros estadisticos que permiten comparar un método de referencia

contra un método alternativo utilizado en un laboratorio en particular.

Dado los antecedentes mencionados, el objetivo de esta memoria es evaluar el dispositivo
“Merck Singlepath® Direct Campy Poultry Kit” para la deteccion de Campylobacter spp.
en heces de pollo, mediante la comparacién de los resultados obtenidos entre el método

alternativo y el método tradicional para el aislamiento de este patdgeno.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1 Importancia de las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) son una amenaza importante para
la salud publica mundial, las cuales pueden ser definidas como “enfermedades comunmente
transmitidas a través de la ingesta de alimentos y que son causadas por patégenos
microbioldgicos, contaminantes quimicos, parésitos y biotoxinas” (OMS, 2008). Cifras
provenientes de Estados Unidos, indican que anualmente en dicho pais alrededor de 48
millones de personas se enferman debido al consumo de alimentos contaminados con
diversos patdgenos (CDC, 2014a), mientras que en la Unién Europea las cifras alcanzan las
320.000 personas (EFSA, 2014a), aunque en ambos casos se cree que las cifras son mucho
mayores debido a la subnotificacion de los casos. Cabe destacar que en base a los casos
notificados, la infeccién por Campylobacter spp. es clasificada como la mayor causante de
enfermedades gastrointestinales transmitidas a traveés de los alimentos en los paises
industrializados (Wingstrand, 2006; Mylius et al., 2007 citado por Al-Sakkaf, 2013a),
afectando aproximadamente a 1,3 millones de personas en Estados Unidos (CDC, 2014b) y
sobre 190.000 personas en la Union Europea (EFSA, 2014b). Esta infeccion bacteriana ha
sido asociada principalmente al consumo de carne de pollo y productos derivados (crudos o
poco cocinados) como las principales fuentes de infeccion en pacientes humanos
(Wingstrand, 2006; Al-Sakkaf, 2013a; Pérez y Kienesberger, 2013; ISPCH, 2014).

En relacién a lo anterior, se debe tener en cuenta la importancia de la carne de pollo para la
subsistencia de la poblacion en general, dado que es una de las principales fuentes de
proteinas consumidas en el mundo. La produccién global durante el afio 2013 fue de
aproximadamente 84 millones de toneladas, lo que corresponde al 32,8% de la carne total
producida a nivel mundial, y su consumo fue cercano a los 82,5 millones de toneladas,

representando el 33,5% del total de carnes consumidas globalmente (USDA, 2014).
2.2 Descripcion de la bacteria Campylobacter spp.

Las especies correspondientes al genero Campylobacter spp. se caracterizan por ser bacilos
curvos Gram negativos, mdviles, que poseen un flagelo polar presente en uno o ambos
extremos, y que crecen en condiciones de microaerofilia, es decir, requieren oxigeno para

sobrevivir pero en concentraciones mucho mas bajas que las encontradas en la atmosfera,
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http://www.who.int/foodsafety/publications/ferg2/en/
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0956713513001734
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necesitando tipicamente de un 5 — 10% de oxigeno y entre 1 — 10% de CO- (Percival y
Williams, 2014).

Se ha estimado que en la Union Europea Campylobacter spp. es altamente prevalente entre
los lotes de pollos broilers poco antes de ser sacrificados, resultando ser positivos a dicha
bacteria un promedio de 60 a 80% de la totalidad de las aves (Evans y Powell, 2008;
Hermans et al., 2011) destacando que las principales especies aisladas de Campylobacter
spp. desde los pollos corresponden a C. jejuni, C. coli y C. lari, las cuales se diferencian de
otras especies por su crecimiento a temperaturas de 42 — 43 °C, siendo C. jejuni la especie
que mayormente se aisla desde las aves previamente mencionadas (Evans y Powell, 2008).
En humanos, C. jejuni y C. coli son las especies mas frecuentemente aisladas en los casos
de zoonosis alimentarias reportadas a nivel mundial (Maurtua-Neumann y Oberhelman,
2013), estimandose que un 90% de los casos de campilobacteriosis son debido a C. jejuni y
el restante 10% son producidas por C. coli (Wilson et al., 2008 citado por Janez y Loc-
Carrillo, 2013).

2.3 Infeccién por Campylobacter spp. en pacientes humanos

La transmision de Campylobacter spp. hacia la poblacion puede ocurrir a través de la
ingesta de agua contaminada, leche sin pasteurizar, contacto oral directo con heces de
animales y, en raras ocasiones, por contacto con personas infectadas, entre otras (imagen
anexa namero 1) (Pérez y Kienesberger, 2013). Sin embargo, la principal via de transmisién
es a través del consumo de carne de pollo cruda o poco cocinada (Al-Sakkaf, 2013a; Pérez
y Kienesberger, 2013). Otra importante forma de transmision del patdgeno es a través de la
contaminacion cruzada que puede producirse durante la preparacion de los alimentos
(Cogan et al., 2002 citado por Pérez y Kienesberger, 2013; French, 2008 citado por Al-
Sakkaf, 2013b), la cual es la transferencia de bacterias directa o indirectamente desde un
alimento contaminado a uno no contaminado durante la preparacion de los mismos (Al-
Sakkaf, 2013b). Una vez ingerida la bacteria, esta puede establecerse como una infeccion
subclinica, pero frecuentemente causa una gastroenteritis que es denominada
campilobacteriosis, y que tiene un rango de sintomas clinicos que van desde una infeccién
gastrointestinal auto limitada hasta una severa diarrea sanguinolenta y, ocasionalmente,

ocurren complicaciones como septicemia, artritis reactiva o0 neuropatias autoinmunes como

3
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el Sindrome de Guillan-Barré (Al-Sakkaf, 2013a; Pérez y Kienesberger, 2013; Percival y
Williams, 2014).

Los mecanismos mediante los que Campylobacter spp. causa la enfermedad gastrointestinal
son multifactoriales y complejos, pero se ha identificado que involucran diversos factores
de virulencia tales como: la capacidad de movimiento (motilidad), la habilidad para
adherirse e invadir las células del hospedero, la capacidad para evadir la respuesta inmune,
la capacidad de inducir la muerte celular de las células del hospedero y la produccion de
toxinas (Percival y Williams, 2014). Cabe destacar, que se ha establecido que
concentraciones tan bajas como 500 células de Campylobacter spp son capaces de producir
la enfermedad en humanos (Rauta et al., 2012).

En paises desarrollados, las infecciones por Campylobacter spp. usualmente producen una
enfermedad gastrointestinal que es indistinguible de las enfermedades causadas por otras
bacterias entéricas, tales como Salmonella y Sisella, teniendo usualmente un comienzo de
forma abrupta con calambres abdominales y diarrea (Allos y Lastovica, 2011). Sin
embargo, casi la mitad de los pacientes infectados con Campylobacter spp. y que buscan
atencion meédica en estos paises presentan diarrea sanguinolenta, mientras que en paises en
vias de desarrollo, la diarrea usualmente no contiene sangre (Allos y Lastovica, 2011). El
costo estimado que significa para los distintos paises los cuadros de campilobacteriosis es
alto. Un ejemplo es Nueva Zelanda, donde se gastan aproximadamente 55 millones de
ddlares (Al-Sakkaf, 2013a), en Estados Unidos unos 1700 millones de dolares (Janez y
Loc-Carrillo, 2013; Nadeem, 2013), y en la Unién Europea se estima que los costos de la
verdadera incidencia de infecciones asociadas a Campylobacter spp. seria de 2.4 billones de
euros (EFSA, 2011).

Debido a estos antecedentes y a la importancia de Campylobacter spp. en la salud puablica,
es que se vuelve crucial disminuir la incidencia de campilobacteriosis en la poblacién. Para
esto, un primer paso es conocer y evaluar el grado de portacion que presentan las aves
comerciales previo a su faenamiento, con el fin de poder adoptar, ya sea en las plantas
faenadoras o procesadoras de carne de pollo medidas adecuadas para prevenir, evitar y/o
disminuir el traspaso de estas bacterias hacia la carne y, de ésta forma, evitar su ingesta por

parte de la poblacion. Una medida técnica adoptada por otros paises es establecer en las
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aves su nivel de contaminacioén previo al faenamiento y, entonces, faenar en forma
diferencial aves que no presenten contaminacion con Campylobacter spp. de aquellas en las

que efectivamente la bacteria se encuentra presente en sus intestinos (Silva et al., 2011).
2.4 Métodos de deteccion de Campylobacter spp.

Muchas herramientas diagndsticas como el cultivo microbioldgico en placa, pruebas de
Ensayo Inmunoenzimatico Ligado a Enzimas (ELISA), Reaccién en Cadena de la
Polimerasa (PCR), entre otros, son aplicados por los laboratorios para resguardar la calidad
microbiolodgica de los alimentos, siendo el cultivo en placa el método de referencia o gold
standard para el diagndstico de Campylobacter spp. (Allos y Lastovica, 2011; Tram et al.,
2012). Dicho método microbioldgico permite el aislamiento de bacterias viables, y por lo
tanto, capaces de producir la enfermedad en condiciones adecuadas. Sin embargo, éste tipo
de método diagndstico tiene algunas desventajas, como la gran cantidad de tiempo que se
requiere desde la toma de muestras hasta la obtencion de los resultados, los costos
implicados en la compra y mantenimiento de insumos y equipos, y la necesidad de contar
con personal calificado, entre otros (Jasson et al., 2010). Para subsanar dichas desventajas,
es que se han desarrollado a nivel comercial métodos que buscan entregar los mismos o
mejores resultados que el método de referencia correspondiente, y que se caracterizan por
entregarlos en un menor periodo de tiempo, de manera mas facil y con menores costos
operativos, los cuales reciben la denominacion de métodos alternativos (Jasson et al.,
2010). Para poder utilizarlos, éstos deben ser validados, o por otra parte, comparados contra
el correspondiente método de referencia, con el fin de demostrar que son tan efectivos
como este Ultimo, ademas de entregar las caracteristicas adicionales deseadas en un método

diferente al tradicional.
2.4.1 Método de referencia para el diagnéstico de Campylobacter en muestras de heces

Existen distintas normas que establecen la forma en como se desarrolla el método

microbiologico de deteccion de Campylobacter spp. en muestras de heces de animales. Una

de ellas es la descrita por la Organizacion Mundial de Sanidad Animal (OIE), en la cual se

utilizan agares selectivos que son a base de sangre o carbon, siendo el agar modificado con

deoxicolato, cefoperazona y carbén (mMCCDA) el recomendado para el aislamiento

selectivo de Campylobacter spp. Ademas, se requiere una atmosfera microaerofilica, con
5
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concentraciones de 5 a 10%, tanto para oxigeno como para dioxido de carbono, y una
temperatura de incubacion de 42 °C durante un periodo de 48 horas (OIE, 2008).

2.4.2 Método alternativo para la deteccion de Campylobacter spp. en muestras de

heces

Con el fin de identificar en las aves comerciales (previo al faenamiento) la portacion de
Campylobacter spp., se desarroll6 por parte de la empresa Merck Millipore el “Merck
Singlepath® Direct Campy Poultry Kit”, un dispositivo que detecta la presencia de
Campylobacter spp. en heces de pollo desde una concentracion igual o superior a 3 x 10’
UFC por gramo de muestra. Este método fue desarrollado bajo la tecnologia inmunolégica
de flujo lateral, detectando el patdgeno por medio del uso de anticuerpos monoclonales
ligados a oro. En caso que Campylobacter spp. se encuentre presente en la muestra sobre el
limite de deteccion, se formard una linea roja en la llamada “zona de union”. El
procedimiento basicamente es el siguiente: se agregan 160 pL de la muestra procesada en
uno de los extremos del dispositivo (destinado a este prop6sito) que corresponde a la zona
uno (imagen anexa numero Il), desde donde difundird a una segunda zona donde se
encuentran anticuerpos ligados a oro especificos contra Campylobacter spp., formandose
complejos antigeno-anticuerpo. Estos ultimos continuaran difundiendo hacia una tercera
zona en donde los complejos se uniran a un segundo anticuerpo especifico a
Campylobacter spp., los que se encuentran fijados en dicha zona. Si las concentraciones de
Campylobacter spp. en heces de pollos se encuentran sobre 3 x 10’ UFC se formara una
linea roja, mientras que si dicha concentracion es menor, no se observara dicha coloracion.
El remanente de la muestra contindia migrando hacia la zona de control y se liga a un tercer
anticuerpo especifico que se une al anticuerpo contra Campylobacter spp., formandose una

linea roja, que indicara que el dispositivo funciona correctamente (John et al, 2013).
2.5 Comparacion del método alternativo y método tradicional

Dado que el proceso de validacion de un método alternativo corresponde a un proceso

complejo, el cual implica una gran cantidad de tiempo y recursos, no siendo posible

realizarlo en nuestro laboratorio, y que ademas requiere de pruebas realizadas por

laboratorios externos, es que en este estudio se comparard el dispositivo “Merck

Singlepath® Direct Campy Poultry Kit” contra el método de referencia de aislamiento de
6
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Campylobacter spp., descrito por la Organizaciéon Mundial de Sanidad Animal (OIE) en
muestras de heces de pollos, para poder establecer si los resultados entregados por el
método alternativo son equivalentes a los del método de referencia. La utilizacion de esta
técnica de deteccion de lotes de aves portadoras de Campylobacter spp. podria servir a la
industria avicola para diferenciar animales altamente infectados de otros con menor grado
de portacion, y de esta manera, prevenir, evitar y/o controlar la contaminacion cruzada de
las canales de pollo producidas con la bacteria Campylobacter spp, en las plantas

faenadoras.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Evaluar el grado de concordancia entre el método alternativo “Merck Singlepath®
Direct Campy Poultry Kit” y el método tradicional de cultivo en placa, para detectar la
presencia de Campylobacter spp., en heces de pollos provenientes de una planta
faenadora de la Region Metropolitana.

3.2 Objetivos especificos

1. Realizar el aislamiento de Campylobacter spp en heces de pollo mediante

metodologia de referencia.

2. Detectar la presencia de Campylobacter spp. en heces de pollo mediante el método
alternativo.

3. Comparar los resultados obtenidos entre el método alternativo y el método de

referencia, mediante la asociacion estadistica de dichos resultados.



4. MATERIALES Y METODOS
4.1 Método de referencia

El método de referencia escogido corresponde al descrito por la OIE para la deteccion de
Campylobacter spp., el cual se describe a continuacion: con un asa se toma una alicuota de
la muestra y se siembra directamente mediante diseminacion sobre el medio selectivo
MCCDA (Oxoid®), incub&ndose en condiciones de microaerofilia a una temperatura de
42°C por 48 horas. En caso de la presencia de colonias sospechosas de Campylobacter spp.,
se debe recolectar una colonia y observarla “en fresco” bajo el microscopio, en donde se
debe distinguir la forma y la motilidad caracteristica de la bacteria, para posteriormente
aplicar la tincion de Gram. Luego, las colonias sospechosas son sembradas en placas de
agar sangre e incubadas bajo las mismas condiciones previamente descritas. Finalmente, se
confirma la presencia de Campylobacter spp. mediante pruebas bioquimicas, tales como la

prueba de deteccion de oxidasa y la hidrdlisis de hipurato (OIE, 2008).
4.2 Metodo alternativo

El dispositivo “Merck Singlepath® Direct Campy Poultry kit” esta compuesto por los
siguiente elementos: 10 dispositivos Singlepath® Direct Campy Poultry basados en la
tecnologia inmunoldgica de flujo lateral descrita en el punto 2.4.2, una botella de 100 mL
de diluyente para muestras, una botella de 1 mL de buffer para las muestras, un pack de 10
tubos de dilucién de 30 mL cada uno, un pack de 10 tubos para muestra de 1,5 mL cada

uno y un pack 10 pipetas de transferencia de 3 mL cada una.

Para realizar la deteccion de Campylobacter spp. por medio de este método, se agrega 1
gramo de muestra en el tubo de dilucién del kit, y luego 9 mL del diluyente de muestra
mezclandolos vigorosamente y dejando luego que sedimente por 10 minutos.
Posteriormente se remueve 1 mL del sobrenadante y se agrega a un tubo de muestras. Para
inactivar las bacterias presentes en el sobrenadante, el tubo se incuba a 95 °C durante 15
minutos. Una vez que el tubo se ha enfriado a temperatura ambiente, se adicionan 50 pL
del buffer y se mezclan vigorosamente para luego dejarlo sedimentar durante 10 minutos.
Finalmente, se extraen y aplican 160 pL del sobrenadante al dispositivo de deteccion,

esperando 20 minutos para leer el resultado.
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4.3 Obtencién de las muestras

Las muestras de heces, las cuales corresponderan al contenido cecal de las aves, fueron
obtenidas desde una planta faenadora de pollos broilers ubicada en la Region
Metropolitana. Para ello, se muestrearon aleatoriamente 130 aves inmediatamente después
de faenadas, a partir de las cuales se obtuvieron sus intestinos. Estos fueron almacenados en
bolsas estériles para toma de muestras y mantenidos a 4 + 2°C para su posterior traslado al

laboratorio.
4.3.1 Procesamiento de las muestras

De las 130 muestras obtenidas desde el ciego de las aves, diez fueron contaminadas
artificialmente con la cepa Campylobacter jejuni ATCC 33560 para ser utilizadas como
control positivo, y las restantes 120 muestras fueron analizadas sin contaminar (muestras
naturalmente contaminadas o no contaminadas artificialmente). Como control negativo, se
utilizo la cepa Escherichia coli ATCC 25922 la que fue inoculada en 10 muestras de agua

peptonada.

a) Contaminacién experimental de las muestras con la cepa C. jejuni ATCC 33560

como control positivo

Las muestras fueron contaminadas artificialmente con la cepa C. jejuni ATCC 33560 a
una concentracion final de 9 x 108 UFC por gramo de heces. Dicha concentracion se
determind mediante la comparacion de la turbidez obtenida una vez reactivada la cepa
C. jejuni ATCC 33560 (segun las indicaciones del fabricante) contra el tubo estandar de
turbidez 3 Mc Farland (9 x 108 UFC/mL), correspondiente a una absorbancia de 0,38 —
0,42, leida a 625 nm en un espectrofotémetro.

Como la totalidad de las muestras fueron contaminadas artificialmente con una
concentracion mayor al limite de deteccion del método alternativo, se esperaba que
todas ellas resultaran positivas. En caso de que se hubiera producido algin caso
negativo, se deberia haber analizado la causa de dicho resultado y haber vuelto a repetir
el trabajo.
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b) Contaminacion experimental con la cepa Escherichia coli ATCC 25922 como

control negativo

Como control negativo se reactivd la cepa Escherichia coli ATCC 25922 a una
concentracion de 9 x 108 UFC/mL equivalente al estandar de turbidez 3 McFarland (9 x
108 UFC/mL), correspondiente a una absorbancia de 0,38 — 0,42, leida a 625 nm en un
espectrofotometro, la cual posteriormente fue inoculada en cada una de las 10 muestras

de agua peptonada.

En este caso, se esperaba que las 10 muestras de agua peptonada contaminadas con la
cepa Escherichia coli ATCC 25922 y analizadas por el método alternativo resultaran
negativas. En caso de que se hubiera producido algun caso positivo, se deberia haber

evaluado la razon de dicho resultado y haber repetido el trabajo.

Cabe destacar, que las 10 muestras utilizadas como control positivo y las 10 muestras
utilizadas como control negativo, fueron analizadas solo a través del método alternativo.
Esto ultimo es debido a que dichas muestras fueron contaminadas con concentraciones
definidas de Campylobacter jejuni (para el control positivo) y de Escherichia coli (para el
control negativo) muy altas (9 x 108 UFC por gramo/ml de muestra), por lo que todas las
muestras resultarian positivas al ser cultivadas en placa. Ademas, lo que se busca con este
método de diagnostico alternativo no es detectar bacterias vivas, por lo que en esta primera
etapa no seria de utilidad el cultivo de las mismas. Por otra parte, las 120 muestras de heces
qgue no fueron contaminadas artificialmente fueron analizadas por ambos métodos para

poder realizar la comparacion estadistica entre ellos.

La eleccion de utilizar agua peptonada como control negativo fue debido a que se prefiri6
este tipo de matriz dada la alta prevalencia que se observa de Campylobacter spp. en las
aves en general. Una opcion habria sido tratar pollos con antibiéticos, pero esto implicaria
haber tenido que comprar aves y mantenerlas, lo que aumentaria mucho los costos, y
ademas el utilizar antibioticos en aves sanas, favoreceria la contaminacion innecesaria del

medioambiente con residuos de antibioticos.
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4.4 Preparacion de los inéculos para la contaminacion experimental
4.4.1 Cepa de C. jejuni ATCC 33560

Para la reactivacion de la cepa C. jejuni ATCC 33560, el liofilizado fue rehidratado con 1
mL de caldo tripticasa de soya y luego se transfiri6 a 4 mL del mismo caldo.
Posteriormente, se inoculd una placa de agar tripticasa soya a 37 °C bajo condiciones de
microaerofilia por 48 horas. Tras la incubacion, se traspasaron cinco colonias a 10 mL de
caldo tripticasa soya y se incubaron a 37 °C hasta alcanzar una turbidez visible que se
ajusto al estandar 3 McFarland (9 x 108 UFC/mL), correspondiente a una absorbancia de

0,38 — 0,42, leida a 625 nm en un espectrofotémetro.
4.4.2 Cepa de Escherichia coli ATCC 25922

Para la reactivacion de la cepa Escherichia coli ATCC 25922, el liofilizado fue rehidratado
de la misma forma descrita para la cepa C. jejuni ATCC 33560, pero el cultivo de las cepas
de Escherichia coli ATCC 25922 en agar tripticasa de soya fue a una temperatura de 37°C
por 24 horas y bajo condiciones de aerobiosis. Posteriormente, con un asa estéril se
traspasaron cinco colonias a 10 mL de caldo tripticasa soya y se incubaron a 37°C hasta
alcanzar una turbidez visible, la cual se ajusto al estandar 3 McFarland (absorbancia de 0,38

— 0,42 a 625 nm en un espectrofotdmetro).

4.5 Andlisis de las muestras de contenido cecal de pollos sin contaminacién artificial

tanto por el método tradicional como por el método alternativo

Cada una de las 120 muestras obtenidas desde el contenido cecal de las aves y que no
fueron contaminadas artificialmente, fueron analizadas tanto por el método tradicional
como por el método alternativo de la forma que se describe en el punto 4.1 para el método
tradicional y en el punto 4.2 para el método alternativo, en forma paralela. Cabe detallar
que para el método tradicional se tomd una alicuota de la muestra cecal y se sembro
directamente sobre la placa con agar mCCDA, y se siguieron las indicaciones del
procedimiento descrito anteriormente, mientras que para el método tradicional se tomé un
gramo de la misma muestra y fue procesada y analizada de la forma que estipula el

fabricante, también descrita previamente.
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5. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados obtenidos a través de ambos métodos respecto de las 120 muestras cecales
no contaminadas artificialmente, fueron analizados por medio de dos métodos estadisticos:
el indice de McNemar vy el indice Kappa (k). El primer estadistico (McNemar) permite
evaluar si hay diferencias significativas en las mediciones realizadas entre el método de
referencia y el método alternativo respecto de muestras relacionadas (Wassertheil-smoller y
Smoller, 2015), mientras que el segundo método estadistico (Kappa) descrito por Cohen
(1960), permite determinar el grado de concordancia que existe entre dos observadores
(Yang y Zhou, 2014), en este caso, entre el método alternativo y el método de referencia. A
través de esta Ultima herramienta estadistica, se pudo evaluar si los resultados obtenidos por
medio del método alternativo son equivalentes a los que se obtuvieron a través del método

de referencia.

Para poder realizar los calculos necesarios en los métodos estadisticos antes mencionados,
los resultados de las 120 muestras no contaminadas artificialmente fueron ingresados a una

tabla de contingencia de 2 x 2, como la que se muestra a continuacion:

Tabla nro. 1: Tabla de contingencia 2 X 2

Método de referencia
Total
Positivo Negativo
Positivo a b eg1=a+b
Método alternativo
Negativo C d e2=c+d
Total fi=a+c fo=b+d | n=a+b+c+d

En el caso del estadistico McNemar, éste fue calculado por medio del software estadistico
InfoStat®, en donde se evalud si existen diferencias significativas entre las mediciones
realizadas por los métodos diagndsticos descritos en esta memoria de titulo respecto de la
presencia o ausencia de Campylobacter spp. en las muestras. La formula del estadistico

McNemar es la siguiente:
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%2 = (b-C)?

(b+c)

En donde no hay diferencias significativas en caso que p sea > a 0,05 y si las hay en caso

que p sea < a 0,05.

Por otra parte, para obtener el indice Kappa, se considerd la proporcion de acuerdos
observados (Po) y la proporcién de acuerdos esperados en la hipdtesis de independencia
entre los observadores, es decir, de acuerdos debidos al azar (Pe). El resultado obtenido fue
corregido por el grado de acuerdo debido al azar para obtener el indice k, cuyos valores
pueden ir desde -1 hasta +1, siendo los valores obtenidos en esta memoria de titulo
interpretados segun la escala de valoracion propuesta por Landis y Koch (1977) (cuadro

anexo numero ).
La férmula para obtener el indice Kappa es expresada de la siguiente forma:

Po- Pe

K=

1-Pe

donde P, son los acuerdos observados y Pe los acuerdos debido al azar. (Yang y Zhou,
2014). Dichos valores se obtienen a partir de la tabla de concordancia 2 x 2 anteriormente

mencionada. En relacién a esto, P, se calcula en base a la siguiente formula:

Po=(a+d)

n

y Pede acuerdo a lo siguiente:

fixer foxes
X
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6. PROTOCOLO DE BIOSEGURIDAD

El protocolo de bioseguridad bajo el cual se realizé el trabajo en laboratorio, corresponde al
descrito en el “Manual de Normas de Bioseguridad FONDECYT - CONICYT”
(CONICYT, 2008), para manipular de forma adecuada y segura las cepas de
Campylobacter spp. y Escherichia coli, que estan clasificadas como bacterias de riesgo

nivel 2 y nivel 1 respectivamente.
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7. RESULTADOS
7.1 Muestras utilizadas como control positivo

La totalidad de las muestras resultaron ser positivas al método alternativo, lo que demuestra
que el kit efectivamente identifica como positivas muestras de heces contaminadas con

Campylopbacter jejuni a una concentracién determinada previamente.
7.2 Muestras utilizadas como control negativo

Todas las muestras fueron negativas al método alternativo. Con esto se pudo demostrar que
el dispositivo es especifico para identificar el género Campylobacter spp., al no entregar
como positivas muestras que se encontraban contaminadas con una bacteria tan comun en

el intestino de las aves como lo es Escherichia coli.
7.3 Muestras sin contaminar artificialmente analizadas por ambos métodos

Los resultados en su totalidad son mostrados en la tabla anexa numero Il y son resumidos

en la siguiente tabla de contingencia:

Tabla nro. 2: Resultados del analisis de 120 muestras analizadas por ambos métodos.

Método de referencia
Total
Positivo Negativo
Positivo 41 5 46
Método alternativo
Negativo 4 70 74
Total 45 75 120

Los datos presentados en esta tabla fueron analizados por el método estadistico McNemar y
por el método estadistico kappa. En el primer caso, se obtuvo un p = 0,11, por lo que se
concluye que no hay diferencias significativas entre las mediciones realizadas entre el
método de referencia y el método alternativo, mientras que el estadistico kappa arrojo un
valor de 0.846, lo que segun la escala de Landis y Koch (1977) presentada en la tabla anexa
namero |, indica que entre el método de referencia y el método alternativo existe una

concordancia casi perfecta. Esto ultimo, se traduce en que los resultados entregados por el
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método alternativo son equivalentes a aquellos que entregaria el método de referencia al
analizar muestras de heces de pollo, por lo que efectivamente el método alternativo puede
ser utilizado previo al sacrificio de las aves para saber que lotes se encuentran
contaminados con Campylobacter spp. a una concentracion igual o superior a 3 x 10" UFC

por gramo muestra.
7.4 Analisis de resultados discrepantes
7.4.1 Positivo al método de referencia y negativo al método alternativo

Estos resultados se pueden deber a que el método de referencia detecta concentraciones
menores a las que puede detectar el método alternativo, ya que a través del cultivo en placa
se pueden identificar como positivas muestras cecales con niveles tan bajos de
contaminacion como 10 UFC por gramo de contenido cecal (limite de deteccion del método
de cultivo en placa), segin Rodjers y colaboradores (2010), por lo que la explicacién mas
probable es que las muestras cecales en estos casos contenian una concentracion menor a 3
x 107 UFC de C. jejuni por gramo de contenido cecal, concentracion bajo el limite de
deteccion del método alternativo pero superior al limite de deteccion del método

tradicional.
7.4.2 Negativo al método de referencia y positivo al método alternativo

Cinco muestras fueron negativas al método de referencia pero positivas al método
alternativo, esta diferencia podria deberse a que el método alternativo es un método
inmunoldgico, y que por ende (como se explico en el punto 2.4.2) detecta los antigenos
presentes en la bacteria a través la union con los anticuerpos especificos contra
Campylobacter spp., que se encuentran en el dispositivo desarrollado por Merck. Una
posibilidad es que si las muestras contenian cepas muertas o demasiado dafiadas para
desarrollarse, los antigenos fueron igualmente detectados por el método alternativo, pero
las bacterias no pudieron crecen en el agar mCCDA, y por lo tanto, no pudieron ser
detectadas por el método de referencia. Por otra parte, existe la posibilidad que
Campylobacter spp. se haya encontrado en un estado llamado “forma no cultivable pero
viable” (VBNC por sus siglas en inglés) el que cual se induce bajo condiciones

desfavorables (Kvalsvig et al., 2014), siendo posible detectar Campylobacter spp. a través
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del método alternativo pero no por medio del método de referencia, ya que no crecera
estando en dicho estado.

8. DISCUSION

Una vez establecido que el método alternativo Merck Singlepath® Direct Campy Poultry
Kit analizado en esta memoria de titulo es equivalente al método de referencia, y por lo
tanto, los resultados que entrega son practicamente los mismos que arroja el cultivo en
placa respecto de Campylobacter spp. a partir de heces de pollos, se establece que el
método alternativo podria ser utilizado para identificar aquellos lotes de aves que se
encuentren infectados con Campylobacter spp. en una concentracion igual o superior a 3 X

10" UFC por gramo de heces, en etapas previas a la faena.

Una vez obtenida la informacion respecto a un lote en particular a través del método
alternativo, se podrian evaluar y/o considerar ciertas medidas tanto de tipo logistico como
operacional a nivel de planta faenadora, con el fin de lograr una disminucion de las
concentraciones de Campylobacter spp. sobre las canales de pollos (Normand et al., 2008),
permitiendo de esta manera, un traspaso menor de la bacteria hacia la poblacion en general.
Cabe destacar, que debido a que las aves comerciales estan bajo una constante presion de
infeccion por parte de distintos patdgenos a nivel de granja, es que las medidas de
bioseguridad a nivel de productor primario no son suficientes por si solas para solucionar el
problema de la contaminacion de las canales de pollo con Campylobacter spp. (Hermans et
al., 2011). Por esto, se vuelve ain mas importante tomar distintas medidas a lo largo de la
cadena alimentaria, como por ejemplo a nivel de planta faenadora, con el fin de cumplir el
objetivo antes mencionado de disminuir la carga bacteriana de Campylobacter spp. que

finalmente llega a los consumidores.

Algunas de las medidas que podrian ser llevadas a cabo a nivel de dichas instalaciones son
las siguientes: el sacrificio logistico o diferenciado (logistic slaughter), la prevencion y/o
reduccion de la contaminacion con heces sobre las canales de las aves, la descontaminacion
del tanque de escaldado, el enfriado o congelamiento de los productos a base de carne de
pollo, el tratamiento de las canales con productos quimicos, la irradiacién de los productos
finales, entre otros (Havellar et al., 2007). Cabe destacar, que las medidas a implementar
dependeran de los criterios, posibilidades y estado actual de cada planta en particular.
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8.1 Faenamiento logistico o diferenciado

Consiste en evaluar (por algiin método diagnostico) si las aves, previo a la faena, resultan o
no ser positivas a Campylobacter spp. y de esta manera, identificar y posteriormente
separar los lotes de aves que hayan resultado ser negativas al método diagndstico de
aquellos lotes que se encuentren colonizados por la bacteria (Havellar et al., 2007; Katsma,
2007; Silva et al., 2011). Posteriormente, se sacrificarian primero los lotes que hayan
resultado ser negativos a Campylobacter spp. y/o que resulten con recuentos bajos de dicha
bacteria en sus heces (menor al limite de deteccidn), y luego sacrificar los lotes que tengan
recuentos mas altos del patdgeno en la matriz antes mencionada. Esta medida ha probado
ser efectiva como un medio para prevenir y/o reducir la diseminacion del patdgeno desde
las canales contaminadas hacia aquellas que no lo estan, o que presentan bajos recuentos de
Campylobacter spp. (Wagenaar et al., 2006; Nauta y Havelaar, 2008; Silva et al., 2011).
Esto, tomando en cuenta antecedentes como el de la Unién Europea, en donde se estimd
que la prevalencia de Campylobacter spp. en canales de aves resultdé ser de un 76%,
mientras que los lotes de pollos broilers positivos a Campylobacter spp. resultaron ser de
un 71%, lo cual sugiere que ocurre algin grado de contaminacion durante el procesamiento
de las canales (EFSA, 2010).

La diferenciacion de los lotes de aves previo al sacrificio puede ser logrado a través del uso
de métodos diagnosticos, tanto por la forma tradicional como a través de métodos
alternativos, pero se debe tener en cuenta las ventajas y desventajas de cada método, como
aquellas que fueron mencionadas en la revision bibliografica, siendo la principal desventaja
del método tradicional el tiempo que conlleva desde la toma de muestras hasta la obtencion
de los resultados, ademas de lo engorroso que resulta llevarlo a cabo (Jasson et al., 2010).
Dado esto, el dispositivo Merck Singlepath® Direct Campy Poultry kit podria ser una
alternativa para poder evaluar el estatus de los lotes de aves respecto a Campylobacter spp.,
permitiendo saber que lotes de aves presentan un grado de contaminacion en sus heces de >
3 x 107" UFC por gramo de muestra en un tiempo maximo de dos horas, en comparacion al
método tradicional que demora un minimo de 5 dias (Tram et al., 2012; OIE, 2008). Otros
métodos alternativos son aquellos basados en la técnica de reaccion de la polimerasa en

cadena o PCR, por ejemplo, el utilizado en Dinamarca, en donde el sacrificio de las aves es
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planificado basado en si los lotes estdn o no colonizadas con Campylobacter spp. Dicha
determinacion es realizada mediante una tecnica de PCR siete a diez dias previos al
faenamiento de las aves (Rosenquist et al., 2009), pero en este caso, una desventaja que se
presenta es que los lotes que hayan resultado ser negativos a Campylobacter spp. el dia que
se tomd la muestra, puedan volverse positivos durante el transcurso de dicho periodo, por
lo que las aves podrian llegar con un estatus distinto a la planta procesadora de alimentos
de aquel que indico el método diagndstico (Katsma et al. 2007). Por otra parte, y también
en Dinamarca, fue desarrollada una técnica de PCR en tiempo real que permite obtener
resultados respecto al estatus de las aves en tan solo cuatro horas (Silva et al., 2011), lo
cual es un avance respecto al tiempo de entrega de éstos, y que podria ser comparado al
método desarrollado por Merck. el cual demora como maximo dos horas en entregar los
resultados respecto al estatus de un lote de aves. Sin embargo, dichos métodos basados en
la técnica de PCR necesitan equipos costosos y personal calificado, lo que los diferencia del
método alternativo analizado en esta memoria de titulo, el cual no requiere instrumentos de
elevado costo, de personal calificado, ni de mantenimiento de instalaciones en el tiempo,
ademas del corto periodo de tiempo que demora en entregar la informacién que uno

requiere, entre otras ventajas.

Otra modalidad en que puede ser empleado el faenamiento diferenciado, es que aquellos
lotes de aves que hayan resultado ser negativos a Campylobacter spp. se destinen a la
produccidn de carne refrigerada, mientras que los lotes que hayan resultado ser positivos a
la bacteria sean destinados hacia productos congelados, siendo esta Ultima intervencion
considerada como prometedora (Rosenquist et al., 2009). Esta modalidad se basa en el
principio que la congelacion puede disminuir los recuentos de Campylobacter spp. sobre
las canales y productos carnicos de pollo, en una concentracion de dos logaritmos de
magnitud (Georgsson et al., 2006 citado por Rosenquist et al., 2009), lo que permitiria,
segun una evaluacion de riesgo cuantitativa hecha en Dinamarca, una reduccién de hasta 30
veces la incidencia de campilobacteriosis en la poblacion en general (Rosenquist et al.,
2003 citado por Hermans et al., 2011), mientras que una evaluacién de riesgo belga mostro
que dicha incidencia disminuiria en un 85% si se lograra efectivamente la reduccion de dos
logaritmos de magnitud de Campylobacter spp. sobre las canales de pollo (Messens et al.,

2007 citado por Hermans et al., 2011).
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Adicionalmente, otra medida de control que seria posible al conocer el estatus de las aves
respecto a Campylobacter spp., es que aquellos lotes de aves positivos a dicha bacteria sean
destinados a plantas procesadoras de aves especificas, mientras que los lotes que hayan
resultado ser negativos sean enviados a otras plantas distintas de los primeros, con el fin de
no contaminar de ningin modo dichas canales (Katsma, 2007). Esta estrategia conlleva
testear los lotes de aves en la granja poco antes del transporte a la planta, lo que seria
también posible utilizando el método alternativo Merck Singlepath® Direct Campy Poultry
kit analizado en esta memoria. De esta manera, los lotes de aves con resultados positivos
podrian ser sacados de la cadena de produccion de carne refrigerada y ser destinada solo a
productos congelados, teniendo ademéas como antecedente, que segun una evaluacién de
riesgo desarrollada por la iniciativa holandesa denominada CARMA (Campylobacter Rise
Management and Assessment), esto deberia resultar en una gran disminucion respecto al
riesgo de productos cérnicos derivados del pollo contaminados a nivel de comercio en

supermercados (Nauta et al., 2009).

Si bien el sacrificio diferenciado puede ser una herramienta Gtil para disminuir la
prevalencia y el recuento de Campylobacter spp. sobre las canales de pollos, en muchos
paises del mundo existe una marcada estacionalidad respecto a la prevalencia observada de
dicha bacteria en los pollos broilers, lo que complicaria la canalizacién de dichos lotes
durante los periodos de alta prevalencia (primavera - verano) hacia productos congelados
(en caso que se tomara esa medida), dado que habria una menor disponibilidad de lotes que
hayan resultado ser negativos a Campylobacter spp., 0 que su grado de contaminacion fuera
menor al que detecta el método alternativo para ser destinados a la elaboracion de
productos refrigerados (Rosenquist et al., 2009), por lo que esta modalidad si bien es
efectiva, debe tomarse en cuenta considerando diversos factores que dependeran de cada

pais en particular. En nuestro pais, no existen estudios de estacionalidad de este patdgeno.
8.2 Enfriamiento de las canales

El procedimiento de enfriamiento de las canales en el chiller ha sido identificado como un
punto critico de control (PCC) en un estudio de Analisis de Peligros y Puntos Criticos de
Control (HACCP) referente a la contaminacion de las canales de pollo con una gran

variedad de patogenos (Corry y Atabay, 2001 citado por Figueroa et al. 2009). En un
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estudio realizado en Chile, se establecié que el proceso de enfriado (chilling) con agua que
contenia una concentracion de 0.5 a 0.75 ppm de cloro libre fue asociado
significativamente (P < 0.05) con una importante reduccion respecto del recuento de
Campylobacter spp. sobre las canales de pollos broilers (Figueroa et al. 2009).
Disminuciones en el recuento de la bacteria antes mencionada asociado con las operaciones
de enfriamiento han sido también reportadas previamente, indicando que es posible lograr
reducciones de hasta 2 logaritmos de magnitud de Campylobacter spp. sobre las canales de
pollo durante el enfriado utilizando agua clorada (Figueroa et al., 2009). Sin embargo, si
bien el uso de agua clorada durante el enfriamiento de la canal reduce la poblacion de
Campylobacter spp., esta medida tiene un efecto limitado en la magnitud final de la
contaminacion sobre las canales, debido a que pudieran procesarse aves con altos recuentos
de Campylobacter spp. que la etapa de enfriado no seria capaz de reducir del todo (Silva et
al., 2011), lo que segln este antecedente, pondria en duda la real utilidad del dispositivo
desarrollado por Merck, ya que éste tiene un limite de deteccién de > 3 x 10" UFC por
gramo de heces, el cual es alto, pero se debe tener en cuenta que las distintas opciones de
enfriamiento de las canales serian una medida mas dentro de las aplicadas a lo largo de la
cadena alimentaria, con el fin de poder controlar la presencia de Campylobacter spp. sobre

las canales de pollo, mas que considerarla como una medida aislada.

Teniendo en cuenta los antecedentes mencionados, podria usarse agua clorada a cierta
concentracion en conjunto con el faenamiento diferenciado de las canales de pollo, para
poder procesar las canales de aves que hayan resultado positivas a algin método
diagnéstico, y de esta manera, lograr una disminucion importante en la carga bacteriana
respecto de Campylobacter spp. que presentarian las canales que provengan de pollos
broilers con altos recuentos del patdgeno en sus heces previo a su sacrificio, entre otras

medidas complementarias.
8.3 Congelacion de los productos

Como se menciond en el punto 8.1, el proceso de congelacion de las canales y de los
productos que se obtienen de ella puede dar lugar a una reduccién de hasta 2 logaritmos de
magnitud respecto de la contaminacion con Campylobacter spp. (Georgsson et al., 2006

citado por Rosenquist et al., 2009), volviéndose una herramienta Util para disminuir su
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concentracion sobre los productos avicolas. Se estima, por ejemplo, que aquellas canales
que hayan sido desviadas hacia la produccién de productos congelados y que lo estén bajo
esa condicion por unas dos a tres semanas, reducirian el riesgo de consumir la bacteria por
parte de los consumidores en alrededor de un 90% (EFSA, 2010; Janez y Loc-Carrillo,
2013) mientras que el congelado por dos a tres dias reducira el riesgo entre un 50 a 90%,
similar a los valores que entrega la descontaminacion de las canales usando agua caliente,
acido lactico, clorito de sodio acidificado o fosfato trisédico (Janez y Loc-Carrillo, 2013).
Esto podria ser logrado a través del analisis del grado de infeccion de las aves vivas a través
del andlisis de sus heces por medio del dispositivo desarrollado por Merk, y asi, destinar las
canales de aves que hayan resultado positivas al kit hacia la linea de productos congelados.

Cabe destacar que si bien el proceso de congelacién disminuye la concentracion de
Campylobacter spp. sobre las canales y los respectivos productos obtenidos desde ella, el
riesgo de su presencia no es eliminado completamente (Silva et al., 2011), pero como se
dijo anteriormente, debe ser considerado como una medida mas entre muchas otras que
busquen disminuir la concentracion de Campylobacter spp. que finalmente llega a los

consumidores.
8.4 Descontaminacion quimica

Se estima que la descontaminacion de las canales (posterior al proceso de enfriamiento) con
una solucion de &cido lactico a una concentracion de 2.5% disminuiria el recuento
promedio de Campylobacter spp. entre unas 6 a 300 veces, con un valor mas probable de
60 (Havellar et al., 2007). De esta forma, el riesgo para el consumidor disminuiria en
aproximadamente un 90% al consumir carnes descontaminadas de esta manera (Havellar et
al., 2007). Sin embargo, en paises europeos la descontaminacién de las canales de pollo
con &cido lactico no esta actualmente permitido, lo que complicaria su implementacion en

las plantas que busquen exportar hacia dicho continente (EFSA, 2010).
8.5 Irradiacion

Se ha establecido que la irradiacion de productos alimenticios es un proceso seguro,
ambientalmente limpio y eficiente respecto al uso de la energia utilizada para dicha labor,
siendo particularmente importante aplicarla como un procedimiento de descontaminacién

de los productos ya elaborados (productos finales) (Farkas, 1998 citado por Rauta et al.,
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2012). Resulta importante destacar que se ha demostrado que Campylobacter spp. es mas
sensible a la radiacion gamma que otros patdgenos alimentarios como Salmonella y
Listeria (Rauta et al., 2012). En relacion a esto, Rauta et al. (2012) establecié que dosis
bajas de radiacion (1 kGy) permiten una reduccion de Campylobacter spp. de 10° UFC por
gramo de carne de pollo a niveles practicamente indetectables. Ademas, dicho autor cultivo
muestras de carne de pollo en caldo preston, con el fin de comprobar la posibilidad de
recuperacion de las células de Campylobacter spp dafiadas durante la irradiacion, sin
embargo, ninguna célula fue recuperada. Esto indica que aln dosis muy bajas de irradiacion
(1 kGy) pueden ser usadas para asegurar la inocuidad de los productos avicolas, teniendo
ademas la ventaja de no alterar las caracteristicas organolépticas de los productos finales
(Raut et al., 2012), lo que podria ser utilizado en caso de canales que provengan de aves
que hayan resultado positivas al método alternativo, y de esta forma, asegurar un producto
inocuo aun proveniente desde aves que presenten altos recuentos de Campylobacter spp. en
sus heces.

8.6 Desventajas del método alternativo

Aun cuando el método diagndstico Merck Singlepaht® Direct Campy Poultry Kit permite
efectivamente la diferenciacién de lotes de aves altamente contaminados de aquellos que no
presentan una concentracion de Campylobacter spp. de > 3 x 107 UFC por gramo de heces,
y de esta manera permite la planificacién y/o ordenamiento de la faena, entre otras medidas,
se debe tener en cuenta el limite de deteccién que posee el dispositivo. Si bien se ha
demostrado que las heces (contenido cecal) de pollos pueden contener concentraciones de
Campylobacter spp. tan alta como 10” UFC por gramo a la edad de sacrificio (Potturi-
Venkata et al., 2007), o incluso mayores (Hermans et al., 2011), y por ende, suficientes
para ser detectadas por el kit, concentraciones menores a 10’ UFC por gramo de heces no
serian detectadas a través del método alternativo, entregando como resultado que dichos
lotes son negativos a Campylobacter spp, aun cuando pudieran presentar una alta
concentracion de la bacteria en las heces de las aves. Por esto, y si bien el método
alternativo es efectivo en cumplir su objetivo (identificar lotes altamente contaminados de
aquellos menos contaminados), aln existiria un gran riesgo para la poblacién respecto a la

contaminacion de Campylobacter spp. sobre las canales y productos derivados de la carne
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de pollo, por lo que seria adecuado que en un futuro este mismo kit pudiera ser mejorado
para detectar concentraciones menores de Campylobacter spp. en las heces de las aves,

pero con las mismas ventajas que posee el método alternativo.

Por otra parte, autores como Fluckey et al. (2003) han encontrado una fuerte correlacion
entre el estatus de Campylobacter spp. en aves vivas determinadas por isopados rectales a
nivel de granja el dia antes de su sacrificio y las muestras cecales a nivel de planta
procesadora, demostrando de esta manera que el contenido cecal y de heces es un buen
indicador del estatus de Campylobacter spp. en las aves vivas. Reich et al. (2008)
observaron una correlacion positiva entre el nimero de Campylobacter spp. presentes en el
ciego de las aves y el nimero de bacterias presentes sobre las canales y productos trozados.
Sin embargo, existen otros autores que indican que los resultados diagndsticos obtenidos
desde muestras de contenedores (heces) o muestras cecales no son aceptables como un
substituto de las muestras obtenidas directamente desde la carne de pollo (Nauta et al.,
2009), y que por ende, no se correlacionarian adecuadamente. Posiblemente deberian
realizarse estudios con el método diagnostico gold estandar en los que en primer lugar se
establezca si existe una relacion entre la concentracion de Campylobacter spp. en heces de
aves vivas previo a la faena y la concentracion de esta misma bacteria en los productos
finales, luego del proceso. También deberian realizarse estudios en los que se establezca si
las cepas presentes en las aves son idénticas a las cepas presentes en las plantas faenadoras
(estudios de clonalidad). Estos estudios deberian realizarse en forma local, ya que quizas

los resultados no son extrapolables a nivel general.

Con estos datos se podria establecer cuél es la cepa presente en los productos finales y en
qué lugar de la cadena alimentaria se encuentra con el fin de aplicar las medidas de control

mas efectivas.

Ademas, y teniendo en cuenta la rapidez con que funcionan las grandes plantas
procesadoras, tal vez no seria muy conveniente el analisis de las muestras de heces desde
las aves que ingresen a dichas instalaciones, ya que cabe la posibilidad que el tiempo que
transcurre entre la llegada de los pollos broilers y su posterior faenamiento, sea menor al
tiempo necesario para que las muestras sean analizadas a través del método alternativo

comparado en esta memoria de titulo, impidiendo de esta manera el ordenamiento de la
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faena de los pollos, por lo que seria adecuado evaluar en qué etapa de la cadena productiva
seria més eficiente la utilizacion del kit. Tal vez, y como se menciond en el punto 8.1,
podria evaluarse la utilizacion del método alternativo a nivel de produccion primaria poco
antes de que las aves sean despachadas hacia las plantas de faenamiento, y asi tener la
posibilidad de destinar los lotes positivos hacia plantas especificas de procesamiento en
donde tengan implementadas, por ejemplo, algunas de las medidas que se explicaron
anteriormente, con la ventaja adicional de no interrumpir el ingreso normal de las aves a la
linea de faena, en caso de empresas que tengan periodos muy acotados (menor a dos horas)

entre la llegada de las aves a la planta de procesamiento y su colgado en la linea de faena.

También, es importante destacar que a nivel nacional no se encuentra estipulado en el
Reglamento Sanitario de los Alimentos que los productos derivados del pollos deban
cumplir con cierta exigencia respecto a la presencia/ausencia o niveles de contaminacion de
Campylobacter spp. en los alimentos, por lo que las empresas no deben controlar
obligatoriamente dicho peligro microbiol6gico. Sin embargo, para productos que son
exportados, algunos paises requieren conocer al menos los niveles de contaminacién con
Campylobacter spp., por lo que deberia comenzar a evaluarse como parte de una politica
integral para disminuir los casos de campilobacteriosis en humanos, tanto a nivel nacional
como internacional, y seria adecuado que se tomaran las medidas pertinentes antes de que
se vuelva obligatorio el control de Campylobacter spp. en los alimentos derivados de

productos avicolas.

Finalmente, se debe tener en consideracion que el kit no se encuentra validado, por lo que
el método alternativo deberia ser sometido a dicho proceso a través de la norma ISO 16140,
para poder demostrar sus caracteristicas diagnosticas. Una vez realizado dicho proceso, se
podria evaluar y/o considerar con plena confianza su utilizacion en la industria avicola, para
evaluar ciertas medidas tanto de tipo logistico como operacional a nivel de planta faenadora,
con el fin de lograr una disminucion de las concentraciones de Campylobacter spp. sobre

las canales de pollo y/o de los productos que se obtienen de esta (Normand et al., 2008).
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9. CONCLUSIONES

Se puede concluir que el método alternativo Merck Singlepath® Direct Campy Poyltry Kit
entrega resultados equivalentes al método de referencia (cultivo en placa) respecto de la
deteccion Campylobacter spp. en las heces de pollos broilers, medido por los estadisticos

McNemar e indice Kappa.

Teniendo presente que el desarrollo y la utilizacion de este metodo alternativo u otros
métodos de deteccion de patdgenos no son una medida aislada de control, sino que estan
insertos dentro de un conjunto de otras medidas a lo largo de la cadena de produccion
(desde la granja a la mesa), la incorporacién de este u otros métodos diagndsticos, podrian
ser una herramienta interesante de evaluar en qué medida es que contribuyen a evitar,
controlar y/o disminuir el traspaso de diversos patdgenos hacia los productos de origen

animal, y hacia la poblacion.
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11. ANEXOS
11.1 Tablas anexas:
11. 1. 1 Tabla anexa nro. 1:

- Tabla que permite interpretar el grado de acuerdo entre dos observadores (adaptada
desde Landis y Koch (1977)).

Estadistico kappa | Grado de acuerdo
<0.00 Pobre
0.00-0.20 Ligero
0.21-0.40 Adecuado
0.41-0.60 Moderado
0.61-0.80 Substancial
0.81-1.00 Casi perfecto

11. 1. 2 Tabla anexa nro. 2:

- Resultados obtenidos a partir del analisis de las muestras cecales de pollos broilers a
través del método de referencia (MR) y el método alternativo (MA).

MUESTRA MR MA
1 Negativo Negativo
2 Negativo Negativo
3 Negativo Negativo
4 Negativo Negativo
5 Negativo Negativo
6 Negativo Negativo
7 Negativo Negativo
8 Negativo Negativo
9 Negativo Positivo
10 Negativo Negativo
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11 Negativo Negativo
12 Negativo Negativo
13 Positivo Positivo
14 Positivo Positivo
15 Negativo Positivo
16 Negativo Negativo
17 Negativo Negativo
18 Negativo Negativo
19 Negativo Negativo
20 Negativo Negativo
21 Negativo Positivo
22 Positivo Positivo
23 Negativo Negativo
24 Positivo Positivo
25 Negativo Negativo
26 Positivo Positivo
27 Negativo Negativo
28 Negativo Positivo
29 Positivo Positivo
30 Positivo Positivo
31 Negativo Negativo
32 Positivo Positivo
33 Positivo Positivo
34 Positivo Positivo
35 Positivo Positivo
36 Positivo Positivo
37 Positivo Positivo
38 Positivo Positivo
39 Positivo Positivo
40 Positivo Positivo
41 Positivo Positivo
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42 Positivo Negativo
43 Positivo Positivo
44 Positivo Positivo
45 Positivo Positivo
46 Positivo Negativo
47 Positivo Positivo
48 Positivo Positivo
49 Negativo Negativo
50 Positivo Positivo
51 Negativo Negativo
52 Positivo Positivo
53 Negativo Negativo
54 Negativo Negativo
55 Negativo Negativo
56 Negativo Positivo
57 Positivo Positivo
58 Negativo Negativo
59 Negativo Negativo
60 Negativo Negativo
61 Negativo Negativo
62 Negativo Negativo
63 Negativo Negativo
64 Positivo Positivo
65 Negativo Negativo
66 Positivo Positivo
67 Positivo Negativo
68 Negativo Negativo
69 Negativo Negativo
70 Negativo Negativo
71 Negativo Negativo
72 Negativo Negativo
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73 Negativo Negativo
74 Positivo Positivo
75 Positivo Positivo
76 Negativo Negativo
77 Negativo Negativo
78 Negativo Negativo
79 Negativo Negativo
80 Negativo Negativo
81 Negativo Negativo
82 Negativo Negativo
83 Negativo Negativo
84 Negativo Negativo
85 Negativo Negativo
86 Negativo Negativo
87 Negativo Negativo
88 Negativo Negativo
89 Negativo Negativo
90 Negativo Negativo
91 Negativo Negativo
92 Negativo Negativo
93 Positivo Positivo
94 Negativo Negativo
95 Negativo Negativo
96 Negativo Negativo
97 Negativo Negativo
98 Negativo Negativo
99 Negativo Negativo
100 Negativo Negativo
101 Positivo Positivo
102 Positivo Positivo
103 Positivo Positivo
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104 Positivo Positivo
105 Positivo Positivo
106 Positivo Positivo
107 Negativo Negativo
108 Negativo Negativo
109 Negativo Negativo
110 Positivo Positivo
111 Positivo Positivo
112 Positivo Positivo
113 Positivo Positivo
114 Positivo Positivo
115 Negativo Negativo
116 Negativo Negativo
117 Negativo Negativo
118 Negativo Negativo
119 Positivo Negativo
120 Negativo Negativo

11.2 Imagenes anexas
11.2.1 Imagen anexa nimero I:

- Rutas de transmision de Campylobacter spp. desde el medio ambiente y los

alimentos hacia el ser humano (Perez y Kienesberger, 2013).
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11.2. 2 Imagen anexa numero 1I:

- Imagen ilustrativa del dispositivo Merck Singlepath® Direct Campy Poultry Kit,

en donde se destacan las zonas 1, 2, 3 y 4 explicadas en la memoria de titulo.

Singlepath®

DIRECT
CAMPY POULTRY

Zona 3
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