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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue aislar, cuantificar y caracterizar
molecularmente a Campylobacter jejuni (C. jejuni) proveniente de muestras de canales
obtenidas en la etapa de eviscerado y enfriado en dos plantas faenadoras de pollos
broiler de la Region Metropolitana. Ademas se obtuvo los datos del enfriador de agua
de las canales (“chiller”) en ambas plantas para establecer las diferencias. Las cepas de
C. jejuni fueron aisladas en medios de cultivo selectivos, posteriormente identificadas
por pruebas bioquimicas y caracterizadas a través de “Electroforesis en Gel de Campo

Pulsado” (PFGE) usando dos enzimas de restriccion, Smal y Kpnl.

Los resultados mostraron que, C. jejuni se aislé en 166 de las 259 muestras
analizadas (64%). En la planta A se obtuvo un total de 82% (107/130) muestras
positivas y en la planta B 46% (59/129). Al analizar la contaminacion por etapa de
proceso se observé mayor porcentaje de ocurrencia en la etapa de eviscerado 71%
(97/136) que enfriado 56% (69/123), mientras que al analizar los datos por planta y
etapa se obtuvo que en la planta A la etapa de eviscerado tuvo un 89% y la etapa de
enfriado un 74% de ocurrencia para C. jejuni. Comparativamente, la contaminacion con
Campylobacter en la planta B fue menor en ambas etapas con un 53% de ocurrencia en

el eviscerado y un 37% en el enfriado.

Los resultados de la caracterizacion molecular de C. jejuni mostraron 13
patrones distintos de macrorrestriccion al usar la enzima Smal y 12 al aplicar Kpnl. En
ambos casos se obtuvo 6 patrones comunes, siendo los restantes patrones Unicos (6 y 7
respectivamente). Los mismos patrones se observaron tanto en la etapa de eviscerado
como de enfriado. Los controles de temperatura en el “chiller” de las plantas A y B
fueron en promedio de 1,56°C y 0,59°C respectivamente. La planta B presenta
temperaturas significativamente menores (p=0,0024). La concentracion de cloro del
agua del “chiller” medida en la planta A fue de 0,58 ppm y en la planta B de 0,53 ppm.

Las diferencias observadas no fueron significativas (p=0,4315).

Solo ocurrié una disminucion estadisticamente significativa de los porcentajes

de ocurrencia desde la etapa de eviscerado a enfriado por parte de la Planta A. Sin



embargo, la ocurrencia en la planta A siempre fue mayor que la planta B. Los patrones
de macrorrestriccion observados fueron especificos para cada una de las plantas y segln
el dia de muestreo, no asi para las etapas. Estos resultados, inducen a pensar, que la
mayor contaminacion de las canales con C. jejuni corresponde a la proveniente de la

crianza y no se genera al interior de la planta faenadora de aves.



SUMMARY

The aim of this study was to isolate, quantify and characterize molecularly
Campylobacter jejuni (C. jejuni) from carcass samples obtained at the stage of
evisceration and chilling at two poultry slaughter plants of broiler chickens in the
metropolitan area. In addition, data was obtained from a water cooler (“chiller") in both
plants to establish the differences. The strains of C. jejuni were isolated in selective
culture media, subsequently identified by biochemical tests and characterized by
"pulsed-field gel electrophoresis” (PFGE) using two restriction enzymes, Smal and

Kpnl.

The results showed that C. jejuni was isolated in 166 samples of the 259
analyzed samples (65%). In plant A a total of 82% (107/130) positive samples were
obtained and at plant B and 46% (59/129). While analyzing the contamination by
process stage a higher percentage of positives was observed at the stage of evisceration
(71%) than chilling (56%). Whereas when analyzing the data by plant and stage we
found that in plant A at the evisceration stage 89% positives and at the chilling stage a
occurrence of 74% of C. jejuni. Comparatively Campylobacter contamination was
lower in plant B and was lower in two stages with 53 % positives at evisceration and
37% at chilling stage.

The results of the molecular characterization of C. jejuni showed 13 different
patterns of macrorestriction when using the enzyme Smal and 12 when Kpnl was
applied. In both cases 6 common patterns were obtained, making the remaining patterns
unique (6 and 7 respectively). Similar patterns were seen both at the stage of
evisceration and chilling. The temperature controls in the "chiller" of plant A and B
were on average 1.56 ° C and 0.59 ° C respectively. Plant B presents temperatures
significantly lower (p = 0.0024). The concentration of chlorine measured in plant A was
0.58 ppm and 0.53 in plant B. The observed differences were not significant (p =
0.4315). However, one statistically significant decrease in the rates of occurrence from
the stage of evisceration to chilling was observed in plant A. However, the occurrence at
plant A was higher than at plant B. The patterns of macrorestriction observed were

specific to each plant and depended on the day of sampling, and not on the stage. These



results, suggest that the greatest contamination of carcasses with C. jejuni occur in the

rearing period and is not generated inside the bird slaughter plant.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) adquieren hoy un
interés creciente del publico a nivel mundial ya que constituyen uno de los principales

problemas en salud publica.

Dentro de los agentes contaminantes de los alimentos se encuentran los de tipo
fisicos, quimicos y biologicos. Estos, se pueden producir en cualquier punto de la

cadena productiva por lo que su control resulta dificil.

Uno de los principales contaminantes de los alimentos es de origen bacteriano.
Dentro de éstos, Campylobacter jejuni es, a nivel mundial la causa mas importante de
infecciones zoonoticas bacterianas. Su principal reservorio son las aves de consumo
doméstico por lo que es crucial su control a lo largo de toda la cadena productiva, en

especial a nivel de las plantas faenadoras.

Antiguamente, el control microbioldgico de alimentos, se hacia sobre el
producto final; sin embargo, este sistema no es efectivo, ya que no consigue la
prevencion, y los métodos analiticos aplicados son bastante caros y demorosos. Es por
ello que se optd por implementar un método conocido como Andlisis de Peligros y
Puntos Criticos de Control (APPCC o HACCP) que permite prevenir los peligros
asociados con el producto, e identificar los posibles puntos de contaminacion o

multiplicacién del patdgeno (puntos criticos de control).

Para la correcta implementacion del sistema HACCP es fundamental que se
cuente con informacion epidemioldgica local, la cual es indispensable para realizar el

analisis de peligros. Sin embargo, en nuestro pais es escasa la informacion disponible.

Una de las etapas claves conducentes a la implementacion del sistema HACCP
es la identificacion y caracterizacion de los peligros biologicos; en el caso de los pollos,
la presencia de C. jejuni. Entre las herramientas modernas que existen para caracterizar
al agente, estan las técnicas moleculares, en especial la caracterizacidn genética, la que
permite identificar posibles fuentes y/o rutas de contaminacion durante el proceso de
faenamiento y de esta manera implementar adecuadas medidas de control. La
Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE) es uno de los métodos capaces de

detectar, a traves de diferentes patrones de restriccion, distintas cepas de C. jejuni. Ello



permite trazar el posible origen del agente contaminante y mas especificamente detectar
en que fase o etapa deben implementarse acciones correctivas para evitar o disminuir la

contaminacion durante los procesos.

El objetivo de esta memoria de titulo fue evaluar cuantitativamente la presencia
de C. jejuni y caracterizar molecularmente las cepas provenientes de la etapa de
eviscerado y enfriado, en dos plantas faenadoras de pollos broiler. Con esto se
contribuy6 a genera informacion local sobre uno de los puntos criticos de control en el
faenamiento de aves, el proceso de “enfriamiento” previo al envase. La informacion
obtenida servird como un primer aporte para la aplicacion del nuevo sistema

denominado “Inspeccion Basada en el Riesgo”.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Enfermedades transmitidas por los alimentos

Se entiende por seguridad alimentaria cuando las personas tienen acceso fisico y
econdmico a suficientes alimentos inocuos y nutritivos para satisfacer sus necesidades
alimentarias y preferencias para poder llevar una vida sana y activa (FAO, 1996). En
esta definicion se aplica un doble concepto de seguridad, por una parte la seguridad en
el acceso y por otra la seguridad en la inocuidad de los alimentos. En el mundo
desarrollado parece claro que la seguridad al acceso esta suficientemente garantizada;
sin embargo, la inocuidad de los alimentos se ve amenazada en reiteradas ocasiones por
elementos de riesgo (Gonzélez et al., 2005). Al no tener alimentos inocuos surge una
infinidad de problemas tanto de tipos sanitarios como econdémicos, siendo los mas
importantes las enfermedades transmitidas por los alimentos.

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) son ocasionadas por el
consumo de alimentos contaminados por diversos agentes, pudiendo ser fisicos,
quimicos o bioldgicos. La monitorizacion y vigilancia epidemioldgica demuestran que
la principal fuente de ETA son debido a patégenos microbiolégicos de origen animal.
Estos pueden ser bacterias, virus y parasitos que se alojan en los animales (CDC, 2006)
pudiendo contaminar los alimentos en cualquier punto de la cadena alimentaria, tales
como las explotaciones productivas, los mataderos, las plantas de envasado o
elaboracion, los lugares de expendios, los casinos o en la preparacion casera.

El nimero de brotes epidémicos, asociados al consumo de alimentos, es elevado
debido a que la contaminacion de éstos, por bacterias patogenas, es algo relativamente
frecuente, principalmente por una manipulacién incorrecta de los mismos.

Las patologias asociadas a la transmision alimentaria pueden ser de dos tipos,
infecciones alimentarias, producidas por la ingestion de microorganismos o
intoxicaciones alimentarias, producidas como consecuencia de la ingestion de toxinas
bacterianas presentes en los alimentos. Muchas de estas patologias son esporadicas y no
se informa de ellas, pero en la mayor parte de lugares donde se dispone de sistemas de
informacion sobre las ETA, se ha documentado un incremento con respecto a décadas
pasadas en la incidencia de afecciones producidas por microorganismos en alimentos
(Gonzélez et al., 2005).
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Las ETA son un problema de interés a nivel mundial y representan una amenaza
para la salud publica, tanto de paises industrializados como aquellos en desarrollo
(MINSAL, 2007). Se han descrito més de 250 ETA diferentes con una estimacion de 76
millones de personas que las contraen cada afio en Estados Unidos. Ademas 325.000
casos son hospitalizados y 5.000 mueren. De los 76 millones, sélo se sabe que patdgeno
causd de la enfermedad en 14 millones de casos, mientras que para los 62 millones
restantes se desconoce el agente etioldgico (Mead et al., 1999).

Junto con el problema de salud publica, el impacto econémico que tiene el
consumo de alimentos contaminados es de miles de millones de dolares anuales,
incluyendo costos de atencién médica, ausentismo laboral y muerte, junto al dafio de la
imagen de la empresa, quien debe asumir los costos legales e indemnizaciones. Se
estima que los costos directos por ETA en los Estados Unidos asciende a cifras entre 9,3
y 12,9 billones de délares, mas miles de millones de ddlares por costos indirectos
(Friedman et al., 2000). Por otra parte, las secuelas cronicas que pueden afectar al 2 a
3% de los casos de ETA sugieren que a largo plazo el impacto econémico sea aln
mayor (Lindsay, 1997). Socket y Pearson estimaron que el costo tangible, asociado a
casos Unicos de enteritis causada por Campylobacter, era de 587 Libras por paciente en
el Reino Unido (Socket y Pearson, 1987). En un estudio similar en Estados Unidos,
Todd estimé que el costo por las infecciones producidas por Campylobacter ascendian a
156 millones de ddlares cada afio (Todd, 1989).

2.2. Principales Patogenos

La mayoria de los paises que cuentan con sistemas para la notificacion de ETA,
han documentado, durante las Gltimas décadas, aumentos significativos en la incidencia
de enfermedades causadas por microorganismos tales como Salmonella spp., Listeria
monocytogenes y E. coli 0157, entre otros (FAO, 2002). Sin embargo, hoy en dia se ha
informado que la incidencia de infecciones causadas por Campylobacter, Listeria,
Shigella y Yersinia ha disminuido desde 1998 hasta la fecha, a diferencia de las
infecciones causadas por E. coli enterohemorragica, Salmonella sp. y Vibrio sp.
(MMWR, 2007).

Es dificil saber cuél es el motivo real del incremento de la incidencia de este tipo
de enfermedades, pero parece que existen una serie de factores relacionados, como los

cambios en los patrones de consumo, que incluyen una preferencia por productos crudos
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y minimamente procesados, el incremento de tiempo que pasa entre la preparacion del
alimento y el momento de consumo y el aumento de la alimentacion fuera del hogar
mediante comidas preparadas. Otro motivo podria ser que ha aumentado la declaracion
de estas enfermedades, debido a la mejora en la identificacion y notificacion de la
enfermedad a los servicios sanitarios.

Entre las bacterias mas frecuentes que producen este tipo de enfermedades se
encuentran Salmonella y Campylobacter, que suelen causar gastroenteritis benignas,
que en el caso de nifios y ancianos pueden cursar con sintomas mas graves (Gonzalez et
al., 2005). Durante el afio 2000, en Estados Unidos, la incidencia de infecciones
diagnosticadas por cada 100.000 habitantes fue de 14,81 casos para Salmonella, 12,71
casos para Campylobacter y 6,09 casos para Shigella, siendo éstos los patdgenos mas
relevantes (CDC, 2000).

La CDC ha estimado para el 2010 una incidencia de Campylobacter de 12,3
casos por cada 100.000 habitantes en Estados Unidos. Si se compara con el periodo de
1996-1998 la incidencia de Campylobacter ha disminuido en un 30%.

En nuestro pais no se dispone de muchos datos con respecto a las ETAs y menos
aun estadisticas de diagndstico etioldgico. El afio 2000 se notificaron 260 brotes, de los
cuales el 60% no tuvo diagnéstico microbiolédgico. De estos 260 brotes, un 11,5% fue
por consumo de alimentos carnicos (ave, cerdo y vacuno).

Durante el afio 2006 en Chile se notificaron 1250 brotes de ETA afectando a
6.375 personas, de éstos un 4% fueron hospitalizados. Se observé una mortalidad de
0,0025 por cada 100.000 habitantes. Del total de los brotes se tomé muestras de
deposiciones al 37% Yy de éstas un 34% arrojé resultado positivo. El principal agente
detectado fue Vibrio parahemoliticus con un 81%, luego Salmonella spp. con un 11%,
seguido de Shigella flexneri con un 3% (MINSAL, 2007). Sin embargo, cabe destacar
que Campylobacter no se busca en las deposiciones lo que explica la carencia total de
informacion correspondiente.

Ademas, en el 52,3% de los brotes no se tienen datos de donde se perdié la
inocuidad del alimento. En un 15,6 % el problema ocurre en la manipulacion doméstica,
un 13% es por problemas de manipulacion comercial, en un 8,9% el problema se
produce en la produccion, en un 2,2% en el almacenamiento y en un 1% en transporte.
Se indica que en sélo un 0,3% de los casos la inocuidad se perdié en el lugar de

procesamiento. El porcentaje restante no esta determinado.
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En el 89,4% de los brotes por ETA no se hace analisis de alimento y sélo en el
5,6% de los casos los resultados dan positivos. Sobre estos datos, la distribucion
porcentual de agentes en los alimentos en Chile es de un 44% para Vibrio
parahemoliticus y un 18% para Staphylococcus aureus (MINSAL, 2007).

Campylobacter nuevamente no aparece en esta lista.

2.3. Contaminacion en los alimentos carnicos

Los patogenos zoondticos son frecuentemente adquiridos por los animales a
través de su vida ya que ellos estan expuestos a una gran variedad de microorganismos
provenientes de la tierra, agua, aire y alimentos (Fundacion del Instituto Cérnico
Americano, 1994).

La mayor contaminacién de los animales se relaciona ademas, con las practicas
intensivas de produccion, deficiencias en medidas de bioseguridad en los planteles o
criaderos y la contaminacion de los alimentos y agua que se entrega a los animales
(Parrilla et al, 1993; Tauxe, 1997; Bjerklie, 1999).

La carga bacteriana de las materias primas puede aumentar o disminuir a lo largo
de la cadena productiva, como consecuencia del contacto del producto con las heces del
animal infectado. También incide el uso de instalaciones inadecuadas, el empleo o
aplicacion de procesos y/o equipos con deficiencias en aspectos sanitarios. Finalmente,
otro factor condicionante es la falta de técnicos u operarios con capacitacion en higiene
béasica y/o de manipulacion de alimentos (Eley, 1996). Un estudio mostré que el 50% de
los brotes de contaminacion alimentaria se relacionaron al consumo de carne (Mossel y
Moreno, 1993).

2.4. Campylobacter jejuni

2.4.1. Generalidades

C. jejuni es una bacteria Gram negativa, delgada, curva, movil, perteneciente a la
familia Campylobacteraceae. Posee forma bacilar o de S y necesita reducidos niveles de
oxigeno para vivir, entre 3 a 5% de oxigeno, 2 a 10% de dioxido de carbono y 85% de

nitrégeno. Es una bacteria relativamente fragil y sensible a condiciones de estrés
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ambiental, como sequedad, calefaccion, desinfectantes, acidez (pH <5) o salinidad
(FDA, 1992). Su Optima temperatura de multiplicacion, dado que es un patégeno
termdfilo, es a 42°C, y no se multiplica bajo 30°C; sin embargo, se mantiene viable a
4°C. Se ha estimado que la ingestion de alimento con un pequefio numero de
microorganismos (500 o menos) puede causar infeccidn o enfermedad.

Debido a su dificultad para cultivarlo, C. jejuni resulta muy dificil de aislar e
identificar. Generalmente se requieren medios selectivos muy costosos y condiciones de
microaerofilia especificas.

Ademas de lo anterior, bajo condiciones de estrés, C. jejuni entra a un estado
“viable no cultivable”, caracterizado por captar aminodcidos y mantenerse con la
membrana externa intacta, pero sin poder multiplicarse en ningin medio selectivo, no
obstante, a pesar de esta condicidn, el microorganismo puede ser transmitido a los
animales. En esta condicion Campylobacter se ve de forma cocoide (Stern et al., 1994).

Las especies del genero Campylobacter son C. jejuni, C. coli, C. laridis (biovar
ureasa + y -) y C. upsaliensis. De este grupo C. jejuni (subespecie jejuni) es agente
causal de diarrea, siendo considerado el mas virulento por su mayor resistencia a la
fagocitosis; luego se le sigue C. coli, pero se considera que la diarrea que produce es
mas benigna. Ademas se describen otras especies como C. fetus subsp. fetus y veneralis
muy importantes como patégenos de algunos animales, tales como vacuno y ovino.
(INEI, 2001). Las infecciones humanas por Campylobacter spp. (Campylobacteriosis)
son predominantemente causadas por miembros del grupo termotolerante incluyendo
C. jejuni, C. coli y C. lari (Griffiths y Park, 1990). C. jejuni representa la especie mas
frecuente aislada en casos de gastroenteritis humana. En efecto, C. jejuni es responsable
del 80 a 90% de las ETA producidas por Campylobacter en el mundo (Frost et al. 1998;
Park, 2002).

2.4.2. Biotipificacion

La necesidad de diferenciar los distintos tipos de Campylobacter ha sido esencial
para clinicos y epidemiologos, para entender mejor la fisiopatologia y epidemiologia de
este microorganismo. Lior, para diferenciar los tipos de Campylobacter termotolerantes,
se basé en el test de la hidrdlisis del hipurato, en la produccion de Hz2S en un medio
semi solido de bisulfato y piruvato de hierro y en la hidrolisis del DNA en un medio de
DNasa modificado (Hwang y Ederer, 1975). Ademas continu6 los estudios de Skirrow y
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Benjamin que fueron los primero en proponer un sistema de biotipificacion basado en la
hidrélisis del hipurato, en la produccién de Hz2S en medios que contienen hierro y la
resistencia al acido nalidixico para la diferenciacion de Campylobacter dentro de C.
jejuni, C. coli y un tercer grupo, Campylobacter termotolerantes resistentes al acido
nalidixico (Skirrow y Benjamin, 1980), que posteriormente fue llamado C. laridis.
Segln las pruebas bioquimicas que se realizan, si se hidroliza el hiputaro se
considera C. jejuni. Si no lo hidrolizan son considerados C. coli o C. laridis. De estas,
las que eran positivas a la produccion de H2S se consideraron como C. laridis. Los
resultados obtenidos de la hidrdlisis del hipurato, la produccién de H2S y la hidrolisis
del DNA fueron utilizados en un sistema de biotipificacion que permite reconocer las
tres especies termotolerantes, pero ademas, Lior, diferencié cada especie en biotipos,
usando la numeracion romana. Para C. jejuni se reconocen 4 biotipos (I, Il, IlI, IV), y
para C. coli y C. laridis dos (I, 1) (Lior, 1984). Esto lo logr6 mezclando las tres
pruebas bioquimicas anteriormente descritas. Con esto se construyd un sistema de
biotipificacion estandarizado, que permite a los laboratorios comparar entre si sus

resultados y establecer una diferenciacion rapida y de bajo costo de Campylobacter.

2.4.3. C. jejuni en humanos

C. jejuni fue el primer agente patdgeno, identificado en 1973, capaz de producir
diarrea en el hombre (Altekruse et al, 1999). La mayoria de infecciones humanas
causadas por Campylobacter se clasifican como casos esporadicos o como parte de
pequefios brotes familiares. Es por ésto que no son muy comunes los brotes
identificados.

Hay muy poca informacién sobre la carga de Campylobacter en humanos, para
los paises en desarrollo. Sin embargo, es probable que las tasas de campylobacteriosis
sean especialmente elevadas entre los nifios menores a 2 afios de edad causando una
sustancial morbilidad y eventualmente mortalidad.

C. jejuni es una de las causas mas comunes de gastroenteritis de origen
bacteriano en los Estados Unidos y el mundo (Tauxe, 1992), con una estimacion de 2,5
millones de casos anuales, 13.000 hospitalizaciones y 124 muertes para ese pais. De
hecho, en 2006 la CDC informé que Campylobacter era la segunda mayor causa de
enfermedades transmitidas por los alimentos, de origen bacteriano, en Estados Unidos
(CDC, 2006).
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Las tasas de incidencia informadas en Estados Unidos indican que el 37% de los
casos confirmados en laboratorio de gastroenteritis de origen bacteriano, reportados por
FoodNet, fue atribuible a Campylobacter spp. (CDC, 1999).

En Europa las tasas de incidencia para Campylobacter son bastante variables; en
Dinamarca, en el afio 2006, se reportaron 3.242 casos, correspondiente a una incidencia
de 60 casos por 100.000 habitantes. Esto constituyd una disminucion de 12%
comparado con el afio anterior (DTU, 2006). En el caso de Irlanda, en el afio 2000, se
reportaron 44,5 casos por cada 100.000 habitantes, en Escocia 108 por cada 100.000 y
en Espafia 9,5 casos por cada 100.000. En el 2006, 46.603 casos totales, fueron
reportados en Inglaterra y Gales (HPA, 2006) siendo ésto una subestimacién sobre el
namero de casos reales en la comunidad europea (Adak et al., 2002). Se ha estimado
que la incidencia real seria 1.000 a 2.300 casos por 100.000 habitantes para Europa
(Friedman, 2000). Por su parte en Australia se ha informado una incidencia de 80 casos
por cada 100.000 habitantes (NEPSS, 2005).

Se ha estimado, en general, que en paises desarrollados la incidencia de
Campylobacter es del 0,5% para individuos adultos y en paises en vias de desarrollado
cercano al 15%.

La mayoria de los paises en vias de desarrollo no disponen de programas de
vigilancia para infecciones ocasionadas por C. jejuni, por lo que si bien se asume que es
alta, se desconoce su real incidencia.

En Africa se han observado porcentajes de aislamiento, en nifios menores de 5
afios con diarrea, entre 9,3 'y 17,7%. En América latina se disponen datos de Brasil, que
reportan tasas de 6 a 10% (Coker et al., 2002), de Guatemala con un 12,1% vy
Venezuela con un 15% (Viscaya et al., 1999).

En Chile, los escasos estudios disponibles muestran una incidencia de 7% en
nifilos menores de 7 afos con sintomas de diarrea (Figueroa et al., 1982). Ademas se ha
investigado la prevalencia del agente entre individuos con mayor riesgo de exposicion
evaluando a trabajadores de plantas faenadoras. Se observd que el 11% de los
trabajadores albergaban a C. jejuni en su material fecal y que entre los evisceradores
este porcentaje aumentaba al 18% (Soto et al., 1986).

C. jejuni y C. coli han sido aislados en el sur de Chile, tanto como agentes
frecuentes (16,3%) de diarrea en nifios, como contaminantes de higado de ave (92,9%)

para consumo humano (Fernandez y Pison, 1996). Otros estudios han demostrado una
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alta tasa de colonizacion de C. jejuni en pollos tanto vivos como faenados de 96 y 84%
respectivamente (Figueroa et al., 1982).

Aunque cualquier persona se puede infectar por Campylobacter, el grupo de
mayor riesgo son los nifios menores a 5 afios y los adultos jovenes. Ademas los hombres
presentan mas riesgo de enfermarse que las mujeres. También se observa una mayor
incidencia en pacientes con SIDA. Es Estados Unidos estos pacientes se infectan 39
veces mas que la poblacion normal (Kist, 1985). La incidencia de Campylobacter en

humanos tiene una distribucion estacional, con un alza en los meses de verano.

2.4.4. Cuadro Clinico y Fisopatogenia de las Enfermedades Producidas por

C. jejuni

Campylobacter puede causar varios cuadros clinicos, el mas comun es una
enterocolitis aguda que recibe el nombre de campylobacteriosis. EI microorganismo se
adquiere por via oral (ingestion de comida y bebidas contaminadas) o por contacto con
animales infectados.

El periodo de incubacion es variable, de 1 a 11 dias (promedio 3,2), afectando
intestino delgado y grueso. Los signos clinicos mas comunes son fuerte dolor
abdominal, fiebre y diarrea, que generalmente comienza 24 horas posterior al inicio de
los sintomas, algunas veces acompafiada de vomitos. Otros signos pueden ser dolor
muscular, cefalea, anorexia y tenesmo. El dolor y la fiebre preceden a la diarrea, la que
puede ser profusa, acuosa y algunas veces sanguinolenta. La diarrea acuosa
aparentemente es mas comun en paises desarrollados.

En un mismo paciente se han descrito cuadros bifasicos, 1o que sugiere que
pueden operar 2 mecanismos patogénicos diferentes, uno que ocasiona diarrea acuosa
profusa y otro conocido como sindrome disentérico. El primero seria causado por la
elaboracion de una enterotoxina termolabil muy similar a la de Vibrio cholerae y
Escherichia coli enterotoxigénica (ETEC) que se une al gangliosido GML1 y estimula la
actividad de la adenilato ciclasa. Con esto aumenta el AMP ciclico y se altera el
transporte normal de iones en el enterocito, provocando una diarrea secretora. En el
cuadro disentérico, en cambio, se asocia a actividad invasiva y citotoxica sobre las
células del ileon o colon (CDC, 2003) encontrandose sangre fresca, mucus y leucocitos

en las heces.
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La patogenia de C. jejuni esta asociada a la capacidad del agente para moverse a
través del mucus y adherirse firmemente a la mucosa colonica, donde gatilla su
internalizacion, evento en que la quimiotaxis y el flagelo juegan un rol importante
(DTU, 2006).

Aunque la diarrea puede ser severa, el dolor abdominal y la deshidratacion son
usualmente los problemas més relevantes en jovenes o mayores. En general el cuadro
clinico es autolimitante, alcanzando su mayor expresion entre el 4° y 5° dia. La
presentacion puede ser variable, desde una forma leve de corta duracién hasta un cuadro
mas severo y prolongado con caracteristicas similares a Shigelosis o Salmonelosis.
Ademaés es muy frecuente que se presente solamente un intenso dolor abdominal en la
fosa iliaca izquierda y no asi la diarrea.

Los organismos pueden ser excretados en las heces por varias semanas. La
bacteremia es muy rara.

Generalmente los casos leves no requieren de tratamiento antimicrobiano; sin
embargo, los casos graves o recidivantes se tratan. La droga a eleccion es la
eritromicina.

Luego de la gastroenteritis aguda pueden presentarse complicaciones mas
severas, tales como infecciones extraintestinales, bursitis, artritis, meningitis,
colecistitis, infeccion al tracto urinario, endocarditis, peritonitis, aborto, sepsis neonatal,
Sindrome de Reiter y una neuropatia grave, el Sindrome de Guillain-Barré. Este es un
cuadro autoinmune que afecta la envoltura mielinica de los nervios periféricos
directamente al axolema o a ambos ocasionando interrupcion del impulso nervioso. La

incidencia de esta enfermedad se estima entre 1 a 2 por 100.000 habitantes al afio.

2.4.5. Transmisién y Reservorios de C. jejuni

La campylobacteriosis esta reconocida como una zoonosis y el principal
reservorio es el tracto digestivo de aves, mamiferos salvajes y domésticos. Entre ellos,
se destacan las aves de corral, cerdos, vacas, ovejas, perros y roedores, ademas de
animales de vida libre, especialmente aves silvestres. Se ha visto también que insectos
pueden llevar a Campylobacter en su exoesqueleto.

La transmision de C. jejuni ocurre por muchas vias. Existen hoy muchas
evidencias que demuestran que la infeccion generalmente sucede luego de la ingestion

de alimentos o agua contaminada (Coker et al., 2002).
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Se describe, por ejemplo la ingesta de productos carnicos tanto de ave, vacuno
como de cerdo, leche cruda y sus derivados, pescado y derivados, los vegetales frescos
y los alimentos envasados con atmosfera modificada como la panceta no ahumada y los
vegetales para ensalada (FAO, 2001).

Se describe un ciclo corto y otro largo para la transmision de C. jejuni, el
primero por contacto directo de la persona con el animal portador, y el segundo por via
del consumo de agua o alimentos contaminados. En paises desarrollados, por ejemplo,
el procesamiento y consumo de carne de ave son las principales vias de infeccion. En
contraste, en los paises en vias de desarrollo la transmisién por fuentes de agua
contaminada o por contacto directo hombre-animal pueden ser comunes debido a las
deficientes condiciones sanitarias y a que la gente vive en cercana asociacion con
animales de consumo o de compafia. Otras potenciales fuentes de infeccién
demostradas han sido el consumo de leche cruda, que puede estar contaminada con
heces 0 ser procedente de vacas con mastitis por Campylobacter, y el contacto de
personas con mascotas u otros animales infectados (WHO, 2000).

C. jejuni permanece vivo en heces por 3 a 4 semanas a 4°C, en aguas
contaminadas durante 4 semanas y 5 semanas en la orina de animales contaminados
(Nachamkin y blazer, 2000).

En Chile, un estudio realizado en 1999 encontr6 que de 141 perros, la
prevalencia fue de 31,2%, de los cuales 72,7% fue C. jejuni (Oval y Fernandez, 1999).

De todas las especies de Campylobacter termotolerantes, C. jejuni es el mas
frecuente encontrado en carne de pollo y vacuno, mientras que C. coli es més frecuente

en carne de cerdo.

2.4.6. Aislamiento de C. jejuni en los alimentos

Hay varios métodos que pueden ser utilizados para la deteccion de
Campylobacter desde productos de aves. Estos incluyen cultivos directo en placa,
enriquecimiento, utilizacion de esponjas, lavado o incluso incubacion del producto
entero en caldo de enriquecimiento. Sin embargo, la enumeracion es crucial debido a
que los niveles de Campylobacter encontrados en las canales podria representar una
importante fuente de exposicion para los consumidores y un potencial riesgo para la
infeccion (Stern y Robach, 2003). El cultivo directo en placa de lavados de carcasas es

generalmente usado por agencias reguladoras e investigadoras tanto para presencia o
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recuentos de C. jejuni (Ransom y Rose, 1998; Stern y Robach, 2003). Los protocolos
semicuantitativos, el enriquecimiento en duplicado y el nimero més probable estan
también disponibles. Sin embargo, estos ultimos métodos son méas caros, consumen mas
tiempo, son mas susceptibles a un error de técnica y no necesariamente resultan tener
mejores estimaciones para Campylobacter comparado con el método de recuento.

En general, los alimentos que se analizan, estan altamente invadidos por una
flora competitiva que hace dificil el crecimiento de Campylobacter. Por otra parte, el
numero puede ser escaso Yy su vitalidad disminuida como consecuencia de las
condiciones ambientales, de almacenamiento y procesamiento al cual fue sometido el
alimento. Es por esto que se sugieren medios de enriquecimiento selectivo, que la
mayoria de las veces, son modificaciones de los medios utilizados para el aislamiento.
Como agentes selectivos se han usado varios antibidticos entre ellos: vancomicina,
trimetroprim, polimixina B, anfotericina, cefalotina, actidiona, colistina y rifampicina.

También llevan incorporados suplementos para enriquecimiento tales como
sulfato ferroso, metabisulfito de sodio, piruvato de sodio, cisteina, hematina, sangre
equina y extracto de levadura.

Los medios de enriquecimiento, una vez sembrados, se incuban en atmosfera
microaerdfila a 42°C durante 24 - 48 horas. Si el alimento ha sido refrigerado o
congelado, se debe realizar una pre-incubacion a 37°C, en microaerofilia, por 6 horas
evitando que los medios contengan polimixina o rifampicina ya que las células
sometidas a frio sufren una alteracién en sus caracteristicas bioldgicas haciéndose

sensibles a los 42°C y a estos antimicrobianos (INEI, 2001).

2.4.7. Transmision de C. jejuni en pollos broiler

Recientes evidencias obtenidas por tipificacion molecular sefialan a los pollos
comerciales como responsables de la mayor parte de las infecciones humanas por
Campylobacter. Estudios de caso control han estimado que el 50 a 70% de la
contaminacion por Campylobacter es debido a los pollos y productos de origen avicola
(Allos, 2001; Tauxe, 1992). Sin embargo no esta muy claro cual es la fuente inicial de
contaminacion de los pollos broiler; acorde con la mayoria de los estudios, se sugiere
que principalmente se contaminan por transmision horizontal durante la crianza
(Rasschaert et al., 2006).
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Hay diversos estudios acerca de la epidemiologia de Campylobacter en la
produccion de pollos, produciendose un grado de disputa sobre cual es la maés
importante fuente de colonizacion de los lotes.

El intestino de los pollos es facilmente colonizado por C. jejuni. De hecho,
pollitos de un dia pueden ser colonizados con menos de 35 microorganismos (Nielsen et
al., 1997). La mayoria de los pollos, en planteles comerciales, son colonizados durante
las cuatro primeras semanas de edad. Los reservorios ambientales para ellos incluyen la
cama de las granjas (fecas), el agua de bebida no clorada, los trabajadores de la granja y
algunos insectos vectores como los escarabajos, moscas y hormigas. El alimento seria
una improbable via de contaminacién ya que éste es seco y Campylobacter es sensible a
la desecacion. La transmision vertical ha sido sugerida pero aun no es ampliamente
aceptada (Fernandez et al., 1994).

Las aves infectadas por este agente no presentan signos de enfermedad, por lo
tanto es dificil detectarla.

Una vez introducido Campylobacter en las granjas de crianza, se disemina muy
rapidamente, a traves de los bebederos de agua y debido a las conductas coprofagicas de
las aves. A la edad de 5 semanas, aproximadamente, las aves son trasladadas a la planta
faenadora en jabas las que son lavadas y desinfectadas luego de su uso. Sin embargo,
un inadecuado lavado y desinfectado ha sido identificado como una adicional fuente de
contaminacion para las aves.

En un estudio realizado en granjas del Reino Unido se determind que un 83%
(189/229) de las muestras fecales recolectadas de las granjas de crianza fueron positivas
para Campylobacter (Bull, et al, 2005). Ademas se detectd su presencia en el 58%
(26/41) de las jabas transportadoras de pollos hacia la planta faenadora.

Por otra parte, estudios nacionales estimaron una contaminacién por
Campylobacter del 70% en pollos de un plantel de la Region Metropolitana (Vergara,
2000).

2.5. Plantas Faenadoras de Aves

2.5.1. Produccion Nacional de Aves

El aumento de la produccién de aves para carne se ha convertido en uno de los

principales desafios de la industria avicola. Hace 40 afios, la mayor parte de las aves
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vendidas como carne eran subproducto de la produccion de huevos (Acustic y Nesheim,
1994). Hoy la industria avicola se ha transformado en un ejemplo de integracién entre la
agricultura y la industria. Sus sistemas intensivos, especializados y sofisticados de
crianza, hacen que ella muestre gran crecimiento al compararsela con otras categorias
de carnes (Silverside y Jones, 1992). En 1960 casi el 20% de las carnes consumidas en
EEUU era de ave y en 1987 su consumo constituia mas del 36% de todas las carnes
incluidas en la dieta (Austic y Nesheim, 1994).

En Chile la disponibilidad de carne se ha incrementado al igual que en otros
paises. El 2007 el consumo aparente llego a 71,4 Kg./hab/afio. De este total, el 44,3%
estuvo dado por carne de ave (pollos, pavos u otras aves), seguido de los bovinos que
aportaron el 30% vy los porcinos con el 24,5 %, tendencia que se repite a lo largo de
Latinoamérica debido a que el pollo es una fuente de proteina de alta calidad y bajo
costo en comparacion con otras de origen animal (APA, 2007).

El afio 2007 el consumo de carne de ave fue de 31 Kg. per capita, de los cuales
27,3 Kg. fueron pollos. Esto expresado en cantidad son 526.064 toneladas al afio,
mientras que la produccion total nacional fue de 580.980 toneladas, con una
disminucion del 6% respecto al afio anterior. Sin embargo entre el periodo 1997-2007 el
incremento ha sido de un 67%. Del total de la carne de ave producida, un 82% lo
aportan los pollos broiler. Chile ademéas ingresé US$167.000 millones por ventas de
carne de ave, aumentando un promedio del 34% en el periodo 2000-2007. El principal
comprador fue México, seguido de la Union Europea, China y Japon (APA, 2007).

Como se puede apreciar, la industria nacional de carne de ave tiene hoy un
importante papel en la alimentacion y la economia nacional, por lo que resulta muy
relevante conocer el estatus sanitario al interior de las plantas faenadoras y disminuir los

riesgos de que productos contaminados lleguen al consumidor.

2.5.2. Contaminacion en Plantas Faenadoras

La produccion de carne de ave, se efectia mayormente en empresas de gran
escala y altamente tecnificadas. Las técnicas de produccion intensiva, asi como el estrés
del transporte hasta los mataderos, exacerban la proliferacion de microorganismos
intestinales potencialmente patdgenos.

Diferentes fuentes indican una alta tasa de contaminacién en las plantas

faenadoras de aves en distintos paises. Derivado de ello es que una alta proporcion de
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los pollos vendidos en el comercio (“retail”) estan contaminados con C. jejuni, incluso
con tasas de aislamiento de 98% (Jacob-Reitsma, 2000). Otra investigacion realizada en
los paises bajos demostr6 la presencia de C. jejuni en el 82% de los pollos broiler
faenados y en el 40% de los productos derivados de aves (Jacob-Reitsma et al., 1994).

Diversos estudios han revelado que aproximadamente el 80% de los pollos
crudos vendidos en UK estdn contaminados con Campylobacter termotolerantes y
pueden ser encontrados en carcasas en niveles tan altos como miles por centimetros
cuadrado (Jacob-Reitsma, 2000).

Campylobacter ingresa a las plantas faenadoras en los pollos vivos. La
presencia de C. jejuni en el contenido fecal hace que con frecuencia las aves se
contaminen externamente durante el proceso de transporte desde los planteles a las
plantas faenadoras y en el matadero durante el proceso de faenamiento. Asi, canales
provenientes de lotes libres de Campylobacter pueden ser contaminadas con cepas
presentes en las jabas usadas durante el transporte de los pollos hacia las plantas
faenadoras (Newell et al., 2001). Es por ello que durante el procesamiento se deben
hacer todos los esfuerzos necesarios para reducir el nimero de Campylobacter antes de
entregar el producto final a los “retails”.

En el proceso de faenado, posterior al colgado y sacrificio de las aves, viene la
etapa del escaldado. Este proceso se realiza para aflojar la insercién de las plumas en los
foliculos y de esta manera facilitar la posterior operacion de desplumado. El escaldado
ocurre inmediato al desangrado, por inmersién en agua durante 3 minutos. El agua del
escaldado es una probable fuente de contaminacion cruzada de las materias primas por
lo tanto se debe controlar en la calidad microbioldgica, en su temperatura (53-56°C) y
su flujo.

Luego sigue el desplumado, proceso realizado por una maquina con una serie de
discos con dedos de goma que arrancan las plumas de los foliculos. Posterior a esto se
arrancan las plumas desprendidas mediante un rodillo y duchas. La desplumadora ejerce
una presion sobre las aves forzando que el material fecal contaminado salga al exterior
diseminandolo sobre las otras canales y los equipos de la sala de faenamiento (Berrang
et al., 2001). Durante el desplumado se incrementa el numero de Campylobacter
recuperado de las canales.

Posterior a esto ocurre el eviscerado, en este paso se produce el corte abdominal
para la extraccion e inspeccién de visceras, tanto de forma manual como mecanica. En

esta etapa, se puede producir la ruptura del intestino y con ello el vaciamiento de su
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contenido liberando la poblacion microbiana sobre las carcasas, y muchas veces
también, al ambiente, la superficie y los equipos. La contaminacion de las salas de la
planta faenadora puede ocurrir, por tanto, durante el proceso de desplumando y el de
eviscerado.

Desde el punto de vista higiénico, es crucial el modo como las aves son
evisceradas, ya que tanto la apertura de la cavidad abdominal como la extraccion de las
visceras son operaciones muy criticas, por la facilidad de contaminacion con
microorganismos entéricos, al producirse la ruptura del intestino a nivel de la cloaca.
Ademas es fundamental la higiene de manos de operarios y de los instrumentos y
utensilios utilizados. Estudios indican que un 80% de los pollos esta contaminado con
C. jejuni en la etapa de eviscerado (Jacob-Reisma, 2000).

Finalmente, en esta etapa, los pollos se cuelgan de los ganchos de la linea de
eviscerado por ambos muslos, generalmente con su dorso hacia el operario. Acorde con
la regulacion del FSIS', la contaminacion fecal diseminada durante el proceso de
evisceracion debe ser removida antes que las carcasas entren al chiller de agua.

Posterior al eviscerado viene la etapa de enfriado que tiene como objetivo bajar
la temperatura de las aves para el proceso de empaque que continla y asi frenar o
inhibir la multiplicacién de los microorganismos presentes en la canal. En esta etapa,
como se vera mas adelante, el sistema HACCP dispone de una oportunidad para bajar
los niveles de contaminacion gracias a la adicién de cloro en el agua fria. Ademas se
retrasa la maduracion enzimatica, que podria determinar la aparicion de olores no
deseables.

Las aves al ingresar al proceso de enfriado tienen una temperatura promedio de
24°C, tomada al centro de la masa muscular. Se recomienda disminuir rapidamente esta
temperatura a 4°C 0 menos. Para esto existen varios sistemas de enfriado, ya sea
mediante agua o aire que disminuyen la temperatura de la canal hasta 4 °C. El
enfriamiento por inmersion en agua consiste en introducir las canales en bafios de agua
con trozos de hielo. El USDA? recomienda que a cada ave le corresponda como
minimo 2,25 It/ave. Ademas se sugiere ocupar 0,4 a 1 kg hielo /kg ave (2 kg hielo /ave)

y se puede agregar dioxido de cloro (1-3 ppm) o niveles de cloro a 50 ppm, el primero

! De la sigla en ingles Food Safety and Inspection Service. Agencia de Salud Ptblica, dependiente del
Departamento de Agricultura de Estados Unidos. Responsable de asegurar que productos de origen
animal sean inocuos, saludables y correctamente envasados y etiquetados (USDA, 2008).

2 De la sigla en inlges United State Departament of Agriculture
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se mide como cloro libre y el segundo como hipoclorito. Las canales deberian estar
dentro del estanque en contacto con el agua por 20-30 min.

En el enfriamiento por aire las canales son pasadas por un tubo de aire frio
donde, aparte de disminuir la temperatura, se logra deshidratar las carcasas
disminuyendo su actividad de agua (Aw) de 0,95 a 0,92. Se basa en una corriente de
aire de 1m/s con un spray en base a agua fria de 2 a 4°C que dispone 2,5 L/ave. Este
proceso puede durar entre 40 minutos y 12 horas dependiendo del peso de las canales,
velocidad y temperatura del aire.

Las canales luego de su paso por el enfriador deberian tener los menores
recuentos de Campylobacter comparado con otras areas de la planta (Berrang et al.,
2000; Rosenquist et al., 2006).

2.5.3. Sistema HACCP y Produccion Intensiva de Aves

Debido a la globalizacion y a cambios en los habitos de los consumidores, en los
afios recientes, se ha producido un importante incremento de los casos de intoxicacion
alimentaria. Como respuesta a esta realidad es que la OMS y la FAO, a través del
Codex Alimentarius aconsejaron la implementacién de un sistema preventivo que
asegurase a los consumidores la inocuidad de los alimentos. Este sistema se conoce
como Analisis de Peligros y Puntos Criticos de Control (APPCC o HACCP). Es una
estrategia de prevencion que prioriza el aspecto sanitario, con el fin de garantizar la
seguridad y calidad de los alimentos, cubriendo todas las etapas de la operacion
productiva (Eley, 1996).

En el caso de Estados Unidos, entré en vigencia a partir de 1996. Conforme a
este sistema, todos los establecimientos faenadores y procesadores de carnes rojas y
blancas deben poseer y aplicar planes HACCP para controlar el riesgo en cada
operacion e identificar los peligros biologicos, fisicos y quimicos de todos los alimentos
que producen. Este sistema preventivo cubre desde la granja a la mesa del consumidor.
Su éxito se basa en la identificacion y el control de puntos criticos, que se definen en
base a datos epidemioldgicos recogidos por cada empresa bajo la directa supervigilancia
de las Agencias estatales pertinentes.

Chile, por su parte, tomo la decision de incorporar en 2006 el uso del HACCP en
sus normativas de inocuidad de los alimentos, para ello se modifico el Articulo 69 del
Reglamento Sanitario de los Alimentos. Antes, decia que los establecimientos de
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produccidn, preservacion y envase de alimentos, que el Servicio de Salud determine,
debian realizar controles periddicos de calidad sanitaria en su linea de produccion,
rechazando los alimentos no aptos para el consumo humano. En la actualidad el
reglamento menciona que los establecimientos de produccidn, elaboracion, preservacion
y envase de alimentos deberan cumplir con las Buenas Préacticas de Fabricacion.
Ademas aquellos que la autoridad sanitaria determine dentro de su correspondiente area
de competencia, deberan implementar las metodologias de Andlisis de Peligros y
Control de Puntos Criticos (HACCP), en toda su linea de produccion. Los
establecimientos que deberan implementar el sistema HACCP se priorizaran de acuerdo
al tipo de alimento fabricado segun el grupo definido en el Reglamento Sanitario de los
Alimentos. Asi, se dard énfasis a los alimentos de primera prioridad, dentro de los
cuales se encuentran las carnes y productos carneos, entre otros. Ademas, el criterio
para categorizar las empresas se hara de forma cuantitativa, o sea, se realizard de
acuerdo al tamafio de cada actividad industrial, incluyendo en este concepto los
volumenes de produccion de cada una de ellas y/o su nivel de actividad econémica
(Chile, 2006).

Antiguamente, sin el sistema HACCP la seguridad alimentaria estaba basada en
el andlisis de muestras de alimentos sobre el producto final, los cuales son caros, lentos
y destructivos. Es por esto que resultdé mas econdmico controlar el proceso, que la
produccién final. Para ello se establecen medidas preventivas, durante todo el proceso
productivo, frente a los controles tradicionales de inspeccion y analisis del producto
final. Con el sistema HACCP hay una identificacion y evaluacién de todos los peligros
asociados al producto final. Para esto se identifican los pasos de la linea productiva y

sus peligros, los cuales deben ser controlados, reducidos o eliminados.

2.6. Puntos Criticos de Control

Un punto critico de control esta definido como cualquier etapa o proceso en la
cadena alimentaria en el cual se aplica el control para prevenir, eliminar o reducir a
niveles aceptables el (los) peligro(s) para la inocuidad del alimento (Figueroa G., 2006).

En la cadena productiva de pollos broiler se ha identificado que la etapa de
enfriado de las canales, mediante la inmersion en agua refrigerada (“chiller”), es crucial

en la calidad microbioldgica final del producto. Esta etapa destinada a bajar la
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temperatura del pollo antes del empaque, puede contribuir a la contaminacion del
producto ya que equilibra las cargas bacterianas entre pollos contaminados y no
contaminados.

La utilizacién de cloro como agente bactericida es comun en la industria de
alimentos, de hecho, ha sido utilizada por mas de 40 afos. Se espera que la adicion de
cloro al proceso de enfriado con agua, baje las cargas bacterianas de las canales de
pollos y prevenga la contaminacién cruzada de canales y de equipos (SCVPH, 1998).
Sin embargo, este sistema ha probado ser insuficiente para obtener la total
descontaminacion.

Diferentes informes indican que la mayor eficacia del cloro sobre las canales de
ave seria en concentraciones de 50 ppm y utilizando sistemas de inmersién y no
aspersion. Estudios muestran que si el cloro no se aplica en agua refrigerada no tendria
eficacia. No obstante, el factor mas limitante en la eficacia del cloro es la pérdida de
poder bactericida del cloro libre asociado al alto contenido de materia orgénica presente
en el agua. Ademas el enfriamiento se debe hacer a contracorriente y debe existir un
adecuado recambio de agua. El sistema de enfriamiento, como lo revelan diversos
estudios, via aire refrigerado, en cambio, ha probado ser mucho mas efectivo que el
antiguo sistema en base a agua enfriada (“pre-chiller” y “chiller”). Actualmente la
mayoria de los grandes productores del mundo han reemplazado con éxito este proceso

por uno en base a enfriado por aire forzado refrigerado.

2.7. Inspeccion Basada en el Riesgo (RBI)®

Actualmente FSIS est4 trabajando hacia un planteamiento mas so6lido sobre la
inspeccion de las plantas procesadoras de alimentos de origen animal. Es por esto que,
como resultado de la aplicacion del sistema HACCP, estd emergiendo otra herramienta,
Ilamada Inspeccion Basada en el Riesgo (RBI). Sin embargo, ésta no reemplaza de
ninguna manera al sistema HACCP, sino que todo lo contrario, lo complementa.

La RBI no es mas que la utilizacién de una medida del riesgo para la mejor
asignacién de actividades y recursos en la inspeccion de los alimentos. Todo esto con el
fin de proteger eficazmente la salud humana. El objetivo es mejorar la seguridad y

disminuir los peligros en la salud publica. Para esto las agencias reguladoras deberan

* RBI de la sigla en ingles Risk Based Inspection
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asignar mas recursos hacia los establecimientos que tienen la mayor probabilidad de
causar enfermedad en humanos, particularmente si el control de estos establecimientos
se encuentra por debajo de las practicas de las demés industrias o de los requisitos
regulatorios del pais (Resolve, 2006).

Con la RBI, FSIS intenta utilizar de mejor forma la informacion recogida
regularmente por el personal de los programas de inspeccion. Asi la asignacion de
recursos esta en directa relacion con el riesgo relativo de los productos producidos por
cada planta (RIP*) y por la manera en que cada planta controla los riesgos
(establecimiento del control de riesgos).

El modelo analitico utilizado para determinar el riesgo de cada planta se basa en
informacion de la propia planta, tal como, volumen de produccion, adopcion de medidas
correctivas, reclamos sobre inocuidad de productos o quejas de consumidores,
incumplimiento en los registros de la autoridad sanitaria y resultados de analisis
microbioldgicos (Resolve, 2006).

Para la correcta aplicacion de la RBI es fundamental contar con informacién
local recogida por cada empresa o por los servicios de inspeccion. Sin ella sera
imposible jerarquizar a las empresas y asi poder asignar de forma mas eficaz los
recursos.

Esta misma filosofia se puede adoptar al interior de cada empresa. De esta forma
pueden actuar de forma predictiva, en base a informacidn concreta, para la toma de
decisiones.

La empresa deberia entonces identificar los puntos mas conflictivos al interior de
la planta faenadora y en base a los datos obtenidos implementar un sistema de control
que se adelante a la contaminacion de los alimentos. Generalmente, se van a identificar
muchos puntos conflictivos; sin embargo, con los datos obtenidos se podréa jerarquizar
en que puntos hay mayor probabilidad o riesgo que se produzca la pérdida de la
inocuidad del alimento y es ahi donde se deben tomar todas las medidas o precauciones

que sean posibles.

* Riesgo Inherente al Producto
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2.8. HACCP y C. jejuni

Aunque se estd avanzando en la mejora de la inocuidad de alimentos, con
sistemas como HACCP y RBI, todavia los paises desarrollados no han logrado controlar
a patogenos tales como C. jejuni. De hecho, la mayoria de éstos presentan elevados
recuentos o prevalencias dentro de las plantas faenadoras.

Para poder eliminar este patdgeno en el proceso productivo y hacer un analisis
realista de la efectividad de cualquier medida de control implementado para un agente
zoondtico como Campylobacter, se necesita contar con métodos de deteccion sensibles
para el organismo, mas especificamente con datos cuantitativos. Al tenerlos, se puede
estudiar el riesgo real para la poblacion de infectarse con el agente, mediante un analisis
de riesgo. Sin embargo, la deteccion o enumeracién de C. jejuni en los alimentos es
problematica debido a la fragilidad del patdgeno.

La USDA y FSIS han hablado mucho sobre la identificacién de C. jejuni como
parte del sistema HACCP, sin embargo, los datos disponibles sobre las poblaciones de
C. jejuni en las canales, durante el faenamiento, son escasas. Ademas, otra limitante es
que el reglamento sanitario de los alimentos no indica la busqueda de Campylobacter
como parte de sus disposiciones generales, solo hace mencion al articulo 173. Este
indica que si en un alimento se detecta la presencia de microorganismos patdgenos no
contemplados en la lista indicada (RAM y Salmonella), la autoridad sanitaria podra
considerar el alimento contaminado conforme a la evaluacion de riesgo que de su
presencia se derive. Sin embargo, en nuestro pais el analisis de riesgo es una practica
limitada.

Con todos los datos disponibles es bastante dificil establecer por que C. jejuni ha
sido un agente tan complicado al interior de las plantas faenadoras. Se sabe que este
ingresa a la planta faenadora dentro del ave viva y que al interior de ésta no logra
eliminarse.

Aunque se ha demostrado que la contaminacién cruzada de las canales ocurre
durante el proceso de faenado (escaldado, desplumado, eviscerado y enfriado), todavia
hay una falta de conocimiento con respecto a la ruta de transmision del agente
(Berndtson et al., 1996; Ono y Yamamoto, 1999; Berrang et al., 2001). A diferencia de
otros patdgenos gastrointestinales, C. jejuni no sobrevive a condiciones ambientales y

raramente se transmite entre humanos. Es por esto que resulta dificil entender las altas
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incidencias de infeccion por este agente. La interrogante, entonces, es establecer por que
los controles han sido ineficaces para el control del patégeno.

Una de las posibles explicaciones se basa en la capacidad del agente de formar
biofilms en el ambiente. Un biofilm es definido como una poblacion bacteriana
encerradas en una matriz adheridas entre ellas a una superficie 0 a una interfase
(Costertone et al., 1995). Asi C. jejuni podria sobrevivir a condiciones ambientales y
diseminarse mas facilmente, especificamente al interior de las plantas faenadoras. Esta
explicacion tambien podria responder por que tras el paso por el chiller de agua los
niveles de contaminacion siguen siendo altos. Otra explicacion es por la presencia de
aerosoles. Esta demostrada la presencia de Campylobacter en el aire de plantas
faenadoras de aves mediante aerosoles (Wilson, 2004), sin embargo, la informacion
actual sobre las posibles rutas de contaminacién mediante aerosoles son escasas.

Para dilucidar estas interrogantes es necesario ademas de identificar el agente,
poder caracterizarlo mas especificamente, ya que asi se podréa definir las diferencias
entre cepas y ver, por ejemplo, si alguna cepa especifica tiene la capacidad de formar
los biofilms o si las que estan en los aerosoles son las mismas que las propias de las

aves.

2.9. Tipificacién Molecular de C. jejuni

Desde hace afios es conocida la presencia de C. jejuni en la cadena productiva de
pollos broiler; sin embargo, no estd claro cual es exactamente el origen de la
contaminacion, como tampoco cudles son los recuentos bacterianos con que dicha
contaminacion se presenta en las distintas fases del proceso. Para intentar dar respuesta
a estas interrogantes se han probado varias alternativas, incluyendo algunas destinadas a
identificar clones bacterianos en las distintas etapas del proceso.

Asi mismo, para lograr reducir la incidencia de las ETAs es muy importante la
identificacion de la principal fuente y ruta de transmision del patégeno; sin embargo, los
estudios se han visto obstaculizados por la carencia de métodos estandarizados de
subtipificacion de las cepas. La diferenciacion de las mismas es necesaria para
identificar el origen de la contaminacion y con ello intentar cortar las rutas relevantes de
transmision; la disponibilidad de esta informacion permitiria definir mas exactamente el
origen de la contaminacion y con ello centrar los esfuerzos de control, econémicos y

técnicos (RBI), a los puntos que sean criticos para el control (HACCP) que realmente
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limiten o prevengan la posibilidad de que el producto final, que recibe el consumidor,
no cumpla con el requisito de inocuidad para C. jejuni.

Por mucho tiempo se ha intentado usar los métodos fenotipicos para caracterizar
a C. jejuni, este es el caso de la biotipificacion, serotipificacion y la fagotipificacion,
pero los resultados no han sido alentadores. Estos métodos no siempre estan disponibles
y tienen limitaciones, en particular su insuficiente poder de discriminacion, reactividad
cruzada y altos niveles de falsos positivos y negativos (Nielsen et al., 1997). Para suplir
este déficit se han disefiado varios métodos moleculares, basados en genotipificacion,
gue han mostrado mayor sensibilidad y capacidad de discriminacion. Entre ellos, PCR,
la Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE), la ribotipificacion y secuenciacion
del gen flaA han sido usados en diversos estudios epidemioldgicos (Wassenaar y
Newell, 2000). Los métodos de tipificacion molecular de las cepas han ayudado a
clarificar la epidemiologia de muchas infecciones bacterianas.

Hoy parece haber consenso que PFGE es la técnica con mayor poder de
discriminacion a nivel de bacterias y es considerada el estandar (“gold standard”) para
la caracterizacién de C. jejuni. Esta técnica es altamente reproducible; sin embargo, su
sensibilidad depende del tipo de enzima de restriccion que se use (On et al., 1998).

La electroforesis en campo pulsado es un proceso de separacion electroquimica
de moléculas de DNA de las cepas bacterianas. La técnica consiste en breve, en una
extraccion del DNA gendmico de la bacteria de interés, en este caso C. jejuni, que luego
se digiere mediante una o mas enzimas de restriccion. Luego de la digestion los
fragmentos de acido nucleico se someten a separacion electroforética, es decir se les
hace migrar a través de un gel de agarosa sometido a cambios constantes del campo
eléctrico. Asi, el proceso logra separar una mezcla de moléculas de DNA segun su peso
molecular generando un discreto patron de bandas caracteristicas para cada cepa
bacteriana.

La aplicacion de nuevos protocolos, como el PFGE, permite obtener resultados
rapidos (24 horas) gracias a la aplicacion de sistemas computarizados para el analisis de
los patrones de restriccion. Con ello se logra montar un sistema de vigilancia a tiempo
real de las enteritis causadas por C. jejuni. Su aplicacion permite ademas acceder al
sistema globalizado de PulseNet (CDC, 2008), un sistema estandarizado de vigilancia
epidemioldgica, de los Estados Unidos, que maneja una base de datos de los diferentes
subtipos o patrones de C. jejuni. Esta base permite comparar “en linea” los patrones de

las cepas y su origen en distintas regiones geogréficas.
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En este estudio, la aplicacién de PFGE a las cepas de C. jejuni permitié comparar
los patrones de restriccion de cepas aisladas de distintas plantas faenadoras antes y
después del paso por la etapa de enfriado. Con esta informacion se puede conocer que
tan efectivo son los controles implementados en el plan HACCP para uno o méas puntos
criticos de control, asi como la efectividad de un particular punto critico de control en la

disminucion de la contaminacion con C. jejuni en el producto final.
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3. HIPOTESIS

La ocurrencia de C. jejuni y sus recuentos, en pollos broiler, disminuyen desde la
etapa de eviscerado al enfriado, en las dos plantas faenadoras de pollos broiler de la

Region Metropolitana.

4. OBJETIVOS

4.1. General

= Evaluar cuantitativamente la presencia de C. jejuni y caracterizar
molecularmente las cepas provenientes de la etapa de eviscerado y enfriado,

en dos plantas faenadoras de pollos broiler.

4.2. Especificos

1. Aislar e identificar cepas de C. jejuni en carcasas de pollos broiler en las
etapas de eviscerado y enfriado.

2. Determinar la ocurrencia y los recuentos de C. jejuni en las etapas de
eviscerado y enfriado.

3. Caracterizar molecularmente, mediante electroforesis en gel de campo pulsado

(PFGE), las cepas aisladas de C. jejuni en las etapas de eviscerado y enfriado.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Disefio del Estudio

En este estudio se evaluaron muestras de canales de pollos broiler provenientes
de dos plantas faenadoras de aves (A y B) ubicadas en la Regién Metropolitana, donde
se faenan 120.000 y 70.000 aves diarias, respectivamente. Estas plantas presentan
diferencias tanto en su tamafio, como en sus procesos de faenamiento. Con respecto al
procesamiento, la diferencia mas importante se observa en la etapa de enfriado de las
canales. En la planta A, el enfriado por agua, se efectla en dos estanques con agregado
de hipoclorito de sodio (“pre-chiller” y “chiller”) mientras que en la planta B se
adiciona didxido de cloro al estanque de agua. El segundo aspecto que los diferencia es
el momento en que se realiza el marinado; en la planta A, el proceso se realiza luego
del enfriado. En la planta B, el marinado se ejecuta previo al enfriado. Es por esto que
las muestras de la planta A eran sin marinar mientras que las de la planta B eran
marinadas.

La frecuencia de obtencién de muestras de aves fue quincenal en ambos
mataderos. Las muestras obtenidas en las etapas de eviscerado y enfriado del
faenamiento correspondieron a canales de pollos, tomadas en forma aleatoria y de
grupos independientes.

Las variables independientes corresponden a las plantas (A y B) vy las etapas del
faenamiento (eviscerado y enfriado). Las variables dependientes son la ocurrencia y los

recuentos de C. jejuni.

5.2. Tamano de la Muestra

El célculo del tamafio muestreal se hizo en funcién a los porcentajes de
ocurrencia en ambos puntos, obtenidos de la literatura. Se consider6é 83% de ocurrencia
en la etapa de eviscerado y 41% en la etapa de enfriado. Se consideré un nivel de
confianza del 95%. EIl célculo se hizo con el software WinEpiscope 2.0., con una
potencia de 90% y una significancia de 95%.

El calculo indico que se requerian al menos 24 muestras de cada etapa, dando un

total de 48 muestras por planta y 96 muestras totales.
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Sin embargo, finalmente, se obtuvo y proceso un total 259 muestras, con 136

muestras para la etapa de eviscerado y 126 para la etapa de enfriado.

5.3. Obtenciéon de Muestras

Las muestras de canales de pollos fueron obtenidas en las etapas de eviscerado y
enfriado luego de haber pasado por el enfriador o “chiller” (agua sola 0 agua y aire
segun la planta A o B). Las muestras se obtuvieron en forma aleatoria y correspondieron
a un mismo lote por dia de muestreo. Por cada visita a la planta se obtuvo en promedio
6 muestras de eviscerado y 6 muestras de enfriado, las cuales fueron almacenadas en
bolsas estériles a 4°C. Las muestras fueron retiradas de forma manual desde la linea,
respetando todas las condiciones de higiene pertinentes a la planta faenadora.

Posteriormente fueron transportadas al laboratorio de Microbiologia y Probioticos
del Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos (INTA); durante la misma
mafiana, para ser procesadas inmediatamente.

En cada visita a las plantas faenadoras se consignaron datos de: temperatura del
enfriador, concentracién de cloro libre en el agua del enfriador (clorimetro Microcuant®

por método colorimétrico) y se identificd el lote al momento del muestreo.

5.4. Cultivo y aislamiento de C. jejuni

El aislamiento y recuento de C. jejuni se realizé a través del método descrito por

Stern (Stern y Pretanik, 2005) con las siguientes modificaciones:

= Las canales de pollos fueron lavadas con 200 ml de agua peptonada en
bolsas estériles. Para determinar la presencia de C. jejuni 10 ml del agua
de lavado fueron concentrados mediante centrifugacion (5.000 rpm por
15 minutos), el sedimento obtenido fue directamente sembrado en placas
de agar mCCDA (ANEXO N°1).

= Para determinar los recuentos de C. jejuni del agua de lavado obtenida se
realizé una dilucion 1/10 en caldo Hunt (ANEXO N°2), se tom0 una
alicuota (100 pul) y se sembré por duplicado en placas de agar modificado

para Campylobacter libre de sangre (mCCDA).
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Posteriormente las placas fueron incubadas a 42° por 2 a 5 dias bajo condiciones

de microaerofilia.

5.5. Identificacion de C. jejuni

La identificacion inicial de las colonias se realiz6 mediante observacion
macroscopica de las mismas (pequefias, brillantes, confluentes, irregulares y color
grisaceo) y tincion de Gram en la que Campylobacter se observa como una bacteria
Gram (-) pequefia con forma espirilar, curva o de letra S.

La estimacion de los recuentos de Campylobacter se obtuvo a través del
promedio entre los recuentos de cada una de las placas de mMCCDA sembradas (2) en la
siguente forma:

UFC / Carcasa= N° Colonias contadas x 10 x 10 x 200

Las colonias fueron posteriormente traspasadas en agar Skirrow (ANEXO N°3)
y sometidas a pruebas bioquimicas: prueba del hipurato, DNAsa y produccion de HzS,
requeridas para efectuar la biotipificacion de Campylobacter sp. segun el esquema de
Lior (ANEXO N°4).

Finalmente, las colonias se almacenaron a -70°C en leche descremada al 20% y
en caldo tioglicolato, hasta realizar la caracterizacion por electroforesis en campo

pulsado.

5.6. Caracterizacion de C. jejuni mediante Electroforesis por Campo Pulsado

En la caracterizacion de las diferentes cepas de C. jejuni mediante la técnica de
Electroforesis en Gel de Campo Pulsado se aplico la metodologia recomendada por la

PulseNet, inicialmente descrita por Ribot (Ribot et al., 2001) que consta de 4 pasos:

1.  Preparacion de los “plug”: ello corresponde a un gel de agarosa de baja
temperatura de fusidn, que contiene el indculo bacteriano de la cepa a
caracterizar, estandarizado al tubo 5 de Mc Farland (ANEXO N°5).
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Lisis celular de los “plug” de agarosa: Para ello se trata los “plugs” con
una solucion de proteinasa K (ANEXO N°6) y sarkosyl, que rompen la
pared celular bacteriana. Posteriormente se realiza una serie de lavados con
buffer TE (ANEXO N° 7).

Digestion del DNA: con la enzima de restriccion Smal, que reconoce
especificamente una determinada secuencia del DNA. Para C. jejuni se
recomienda como alternativa la enzima Kpnl, en situaciones que los
patrones obtenidos de 2 0 mas cepas con la Smal sean indistinguibles. El
sitio de reconocimiento de la enzima Smal es 5°...CCCVYGGG...3’,
3"...GGGVYCCC...5". Para el caso de kpnl el sitio de reconocimiento es
5...GGTACVYC...3",3"...CACATGG...5" (BioLabs®).

Se realiza la separacion de los trozos de DNA de los geles mediante
Electroforesis en campo pulsado: ello se efecttia en una corrida en gel de
agarosa de bajo punto de fusién (1%) (ANEXO N°8) por 18 horas con

parametros especificos segun la enzima utilizada:

Smal Kpnl
Tiempo inicial (seg) 6,8 5,2
Tiempo final (seg) 35,4 42,3
Tiempo total (hrs) 18 18
Voltaje (volt/cm?) 6 6
Angulo 120° 120°

En todas las electroforesis se utilizd el marcador de peso molecular Lambda (2)
ladder de Bio Rad® con un rango de 0,05 — 1 Mb. Es un concatemero de A cl857

Sam7, este es un tamafio de DNA estandar. Ademas se utilizé una cepa ATTC como

control.

Para visualizar los fragmentos se realiz6 una tincion del gel con una solucion de

bromuro de etidio al 0,1% por 20 a 30 minutos.




El andlisis de los perfiles de banda obtenidos se realiz6 con ayuda del software
Gel Pro 3.1. Posteriormente para la construccion del dendograma o anélisis de
disimilitud entre las cepas se uso el software Treecon, el cual utiliza el coeficiente de
DICE. Asi, se agrupan todas las cepas que tuvieron el mismo patron de banda,
designandose para este grupo el nombre “cluster”. Un cluster, por lo tanto, corresponde
a todas las cepas que poseian el mismo perfil. Este agrupamiento se realiz6 mediante el
modelo UPGMA?® que mediante una matriz de presencia o ausencia de bandas genera el

dendograma.

5.7. Andlisis Estadistico

Para determinar si hubo cambios en los porcentajes de ocurrencia obtenidos en
la etapa de eviscerado y enfriado se uso la prueba de diferencia de proporciones. En ésta
se toma el nimero de pollos positivos a Campylobacter y se compara con el total en
cada etapa. Para esto se utilizé el software Infostat (Infostat, 2004).

También se determind si hubo disminucion en los recuentos de C. jejuni desde la
etapa de eviscerado a enfriado dentro de las plantas y entre las plantas. Ademas se vié la
interaccion entre planta y etapa. Para esto se realizé un analisis de varianza y un analisis
estratificado mediante chi cuadrado, por el método de Mantel y Haenszen. Todo esto se
realizd con el software Epi Info 6.0 (Epi Info, 1990).

Las pruebas estadisticas se consideraron significativas con un p<0,05. El estudio

considerod un error a de 0,05 y un poder estadistico del 90%.

Se utiliz6 en siguiente modelo:

Yij =M + Ppi + Tpj + eijk

Donde: Y = Recuento observado
M = muestra
P = efecto de la planta
T = efecto de etapa

e =error

% de la sigla en ingles Unweighted Pair Group Metod Using Arithemetic Averages

38



Para determinar las diferencias entre los resultados obtenidos en el enfriador de
agua para ambas plantas se uso anélisis de varianza (SC tipo Il1), mediante el software
Epi Info 6.0.
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6. RESULTADOS

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en el estudio.

En total se analizaron 259 muestras de canales de pollo, tanto en la etapa de
eviscerado como de enfriado, en dos plantas faenadoras de pollos broiler de la regién
Metropolitana.

Las 259 muestras se tomaron en 20 diferentes muestreos a lo largo de un afo. La
frecuencia de obtencion de las muestras fue quincenal, de forma intercalada entre
plantas. Se realizaron 10 muestreos para cada planta.

Del total de las muestras, 130 fueron tomadas en la planta A y 129 en la planta B. A
su vez, de la planta A se obtuvo 68 muestras de la etapa de eviscerado y 62 muestras de
enfriado. En la planta B, se obtuvo 68 muestras de eviscerado y 61 muestras de

enfriado.

6.1. Ocurrencia de C. jejuni

Del total de las canales de pollos analizadas que dieron positivo a Campylobacter,
solo en un caso dio C. coli, siendo todos los restantes C. jejuni. Es por esto que si bien
los resultados de ocurrencia incluyen al C. coli, se hablara de C. jejuni en todos los
casos.

Los resultados obtenidos mostraron que en el 64% de las muestras analizadas

(166/259) fue posible detectar la presencia de C. jejuni.

6.2. Ocurrencia de C. jejuni por Etapa Productiva

En la etapa de eviscerado, se aislé C. jejuni en el 71% (97/136) de las muestras
analizadas, mientras que para la etapa de enfriado el aislamiento disminuyd

significativamente (p<0,05), alcanzando niveles del 56% (69/123).

Los resultados se ilustran en la figura N°1.
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Figura N°1

Ocurrencia de Campylobacter jejuni en Pollos Broiler Durante
las Etapas de Eviscerado y Enfriado en dos Plantas
Faenadoras
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6.3. Resultados de Ocurrencia de C. jejuni por Planta Faenadora

Ambas Plantas, se encuentran ubicadas en la Regién Metropolitana y poseen
integracion vertical de sus empresas, es decir, las aves que llegan a cada Planta
faenadora provienen Unicamente de granjas de esa empresa.

Los resultados se observan en la tabla N°1.

Tabla 1. Ocurrencia de Muestras Positivas y negativas de Campylobacter jejuni en Pollos
Broiler para las Plantas A y B (%)

Campylobacter Presente Ausente Total
jejuni
Planta A 82 % (107) 18% (23) 130
Planta B 46% (59) 54% (70) 129
Total 166 93 259

Se evidencia que la planta A presentd mayores niveles de contaminacion en sus

pollos broiler muestreados, que la planta B. Estas diferencias son estadisticamente
significativas (p<0,05).

41




6.4. Resultados de Ocurrencia por Planta y Etapa Productiva

En la Planta A se aislo C. jejuni en 89% (61/68) de las muestras de eviscerado,
reduciéndose a un 74% (46/62) en la etapa de enfriado.

En el caso de la Planta B para la etapa de eviscerado se obtuvo 53% (23/68) de
canales positivas a C. jejuni, reduciéndose a un 37% (23/61) en la etapa de enfriado. Los

resultados se expresan en la figura N°2,

Figura N°2

Ocurrencia de Campylobacter jejuni en Pollos Broiler Durante
las Etapas de Eviscerado y Enfriado en dos Plantas Faenadoras
de laregién Metropolitana (%)
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Al analizar los porcentajes de contaminacién de las canales de aves con C.
jejuni, en las dos etapas del faenado incluidas en este estudio, se puede concluir que en
ambas plantas hay una disminucion de los porcentajes de positividad (planta A: 89% a
74%. Planta B: 53% a 37%), sin embargo sélo para la planta A la diferencia resulté ser
estadisticamente significativa (p<0,05).

Los calculos estadisticos mostraron que los porcentajes de contaminacion de las
canales provenientes de la planta A fueron significativamente mayores (p<0,05) a la de

la Planta B, en las dos etapas analizadas.
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En la planta A se observd una disminucion estadisticamente significativa
(p<0,05) de la contaminacion por C. jejuni, entre la etapas de eviscerado y enfriado de
las canales, no obstante esto, el nivel final de contaminacién permanece muy alto
(74%). En la planta B no se observo una disminucion estadisticamente significativa de
la contaminacion por C. jejuni entre las etapa de eviscerado y enfriado. Conforme a lo
anterior se puede concluir que las acciones aplicadas en el plan HACCP por estas dos
empresas no estarian cumpliendo con su objetivo y requieren revision urgente.

Con respecto al eviscerado entre las 2 plantas se observé que la planta A tuvo un
porcentaje de ocurrencia de 89% versus 53% de la planta B. Estas diferencias son
altamente significativas (p=0,000002).

Para la etapa de enfriado (A: 74%; B: 37%), también se observan diferencias

altamente significativas (p<0,000058) sin embargo menores que la etapa de eviscerado.

Los resultados se muestran en la tabla N°2.

Tabla 2. Ocurrencia de Campylobacter jejuni en las etapas de eviscerado y enfriado de dos
plantas faenadoras de la Region Metropolitana (%6).

Eviscerado Enfriado Total
Planta A 89% (61) 74% (46) 107
Planta B 53% (36) 37% (23) 59
Total 97 69

6.5. Recuentos de C. jejuni en canales positivas

Se pudo obtener recuentos de C. jejuni en 259 canales de pollos broiler, 136 de
la etapas de eviscerado y 123 canales de la de enfriado. De éstas, 130 correspondieron a
la planta A y 129 a la Planta B. Los resultados expresados como log 0UFC/canal se

muestran en la tabla N°3.
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Tabla 3. Descripcion estadistica de los recuentos de C. jejuni en pollos broiler obtenidos en
las etapas de eviscerado y enfriado en dos plantas faenadoras. Media, Desviacion
Estandar, Valor minimo y méaximo. Valores expresados en Logio UFC/Canal

Planta Etapa Media D.E Min Max Mediana
Eviscerado 4,59 1,90 0,00 7,70 3,30
Enfriado 2,98 1,93 0,00 6,42 5,23
Eviscerado 3,07 3,05 0,00 7,70 3,57
Enfriado 1,60 2,13 0,00 6,41 0,00

Al hacer un andlisis de varianza se pudo concluir que, en general, existen
diferencias significativas entre los recuentos de ambas plantas (p<0,05). También
existen diferencias significativas al comparar los recuentos obtenidos en las dos etapas
analizadas, eviscerado y enfriado. Sin embargo, no se observd una interaccion entre
planta y etapa (p=0,81). Esto quiere decir que a pesar de que en ambos casos los
recuentos se relacionan con las plantas, estas se comportan de forma independiente,
pero similar. O sea si bien las disminuciones ocurren en ambas plantas estas diferencias
se atribuyen a las etapas, mas no asi a las plantas.

Para el caso de la planta A, la disminucion de los recuentos desde la etapa de

eviscerado a enfriado fue de 1,61, mientras que en la planta B fue de 1,47.

6.6. Concentracion de Cloro y Temperatura del “Chiller” y Velocidad de la
linea en ambas Plantas Faenadoras

Ambas plantas tienen como ultimo punto critico de control del plan HACCP el
enfriado de las canales. Como los procedimientos son diferentes entre ellas, sélo se
midié variables del enfriador: cloro libre, temperatura. Ademas se midio la velocidad de
la linea. Sin embargo, los resultados fueron similares para ambas plantas. Los resultados

se expresan a continuacion en la tabla N°4.
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Tabla 4. Valores Promedio de Concentracion de Cloro (ppm), Temperatura (C°),
Velocidad de la linea (Pollos/min) en 2 Plantas Faenadoras de Pollos Broiler de la Regién
Metropolitana

Concentraciéon de Temperatura°C Velocidad de la

Cloro (ppm) linea (Pollos/min)
Planta A 0,58 1,56 140
Planta B 0,53 0,59 120

Para ambas plantas los datos fluctuaron entre los 0,25 y 0,75 ppm segun el dia de
muestreo.

No se observaron diferencias significativas (p=0,4315) entre las concentraciones
de cloro para ambas plantas.

Con respecto a la temperatura del agua del enfriador los valores fluctuaron entre
-2y 2°C.

Al comparar estas mediciones se determind que la temperatura del sistema de
enfriado de las canales de la Planta A era significativamente mayor (p=0,0024) que la
de la Planta B.

Con respecto a la velocidad de la linea, esta se mide en cantidad de pollos que
pasan por minuto. Al saber esto se puede calcular la cantidad de pollos que estan en el
enfriador por unidad de tiempo determinado. Esto es muy importante en la calidad final
del producto. La planta A obtuvo un promedio de 140 pollos/minuto y la planta B 120
pollos/minuto. Se observan diferencias significativas entre ambas plantas (p<0,0001). O
sea la planta A faena una mayor cantidad de aves por minuto. Esto se traduce en que
ingresan mas aves al enfriador lo que podria incidir en la calidad final del producto.

6.7. Biotipificacion de Campylobacter termotolerantes

Del total de las muestras positivas (166/259) se obtuvieron entre dos y cuatro
colonias por muestra, dando un total de 356 colonias. Estas se biotipificaron segun el
esquema de Lior, mediante pruebas bioquimicas. En resumen se observé un 97,5 % de

C. jejuni y un 2,53 % de C. Coli. Si bien, antes se indico que se encontrd solo una canal
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con C. coli, y ahora aparecen 9 (2,53%), esto es debido, a que en algunas canales se
identificaron ambos biotipos, tanto C. jejuni como C. coli.

El biotipo que se presenté con mayor frecuencia fue el C. jejuni biotipo Il con un
91,3%. Luego le siguid C. jejuni I con un 2,81% Yy C. jejuni IV con un 2,53%. C. jejuni
I11 fue el que menos se observd con un 0,84%. Con respecto a C. coli, de las 9 colonias
aisladas, C. coli Il se presentd en un 1,7% de los casos y C. coli | en un 0,84%.

Los resultados se ilustran en la figura N°3

Figura N°3

Biotipos de Campylobacter termotolerarantes, segin la categoria de Lior en Pollos
Broiler de Dos Plantas Faenadoras (n)
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6.8. Caracterizacion Molecular de C. jejuni mediante PFGE

Para determinar la similitud genetica las cepas aisladas de C. jejuni se
caracterizaron molecularmente mediante Electroforesis en Gel de Campo Pulsado
(PFGE). Este método ha sido probado con éxito para C. jejuni y es reconocido hoy en
dia como el método més exacto de caracterizacion molecular para este agente (Chang,
1990). La especificidad de los fragmentos de DNA obtenidos est4 dada por la enzima de
restriccion utilizada. En este estudio se usaron dos enzimas de restriccion, Smal y Kpnl.

Las cepas analizadas fueron seleccionadas por fecha de muestreo, se eligié por
tanto, todas las cepas de la etapa de eviscerado y enfriado de un mismo dia de muestreo.

Los resultados para cada enzima de restriccion se detallan a continuacion
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6.8.1. PFGE de C. jejuni con Smal

De un total de seis muestreos elegidos al azar se caracterizaron 100 cepas,
provenientes de la etapa de eviscerado y enfriado de ambas plantas. Como se observa en
la Tabla 4, Se obtuvo en total 13 subtipos o patrones, los cuales fueron enumerados del
1 al 13. De éstos, 6 correspondieron a patrones comunes o “clusters” y 7 a subtipos
unicos. Mediante el software Treecon® se reconocieron 4 grandes grupos con mas de
diez cepas cada uno y 2 grupos con solo dos cepas.

El primer “cluster” incluy6 a 43 cepas, todas pertenecientes a la planta A. De
estas 36 provenian de la etapa de eviscerado y 7 de la etapa de enfriado. Dichos
aislados bacterianos se obtuvieron de 3 muestreos diferentes.

El segundo “cluster” agrupd 26 cepas, todas pertenecientes a la planta B y al
mismo dia de muestreo. De las mismas, 16 cepas correspondieron a la etapa de
eviscerado y 10 a la etapa de enfriado.

El tercer “cluster” reunié 10 cepas, todas pertenecientes a la planta B. De éstas,
nueve provenian de la etapa de eviscerado y una de la etapa de enfriado. Todos los
aislados correspondieron al mismo dia de muestreo.

El cuarto “cluster” también agrupd 10 cepas, todas pertenecientes solo a la etapa
de eviscerado de la planta A. Estos aislados se obtuvieron en un mismo dia de muestreo.

El quinto y sexto cluster agruparon menos cepas, dos cepas cada uno, todas
pertenecientes a la planta A. Para el quinto cluster las cepas fueron de la etapa de
eviscerado y del mismo muestreo que las cepas del cuarto cluster. En el caso del sexto,
ambas cepas fueron de la etapa de eviscerado.

Ademas se obtuvo 7 subtipos distintos con patrones Gnicos. Cuatro pertenecieron
a la planta Ay 3 a la B. En relacién a las etapas del proceso, 6 correspondieron a la
etapa de eviscerado y solo 1 a la etapa de enfriado.

Se observa que los grandes cluster se diferencian por fecha de muestreo, planta y
no por etapa.

El cluster 1 es fiel representante de lo que ocurre en la planta A, ya que retne a 3
muestreos diferentes. El cluster 4, que también refleja a la planta A, posee un porcentaje
de disimilitud entre las cepas de un 50%.

En la figura N°4 se observa el dendograma que muestra el porcentaje de

disimilitud de los 13 subtipos de C. jejuni reconocidos por la enzima Smal.
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Tabla 5. Caracterizacion Molecular, mediante PFGE, de cepas de C. jejuni en pollos
broiler en dos plantas faenadoras, con enzima Smal

Patrén N° cepas Planta Etapa Fotografia patron
1 43 A VyF
2 26 B VYF
3 10 B VYF
4 10 A Vv

5) 2 A V

6 2 A F

7 1 A \Y

8 1 B \Y

9 1 A \Y

10 1 B Vv

11 1 B Vv

12 1 A F

13 1 A V

Tipo de patrén, nimero de cepas encontradas, procedencia de la cepa de acuerdo a etapa
(V=eviscerado, F=enfriado) y planta (A y B). Fotografias de Patrones de restriccion con enzima

Smal
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6.8.2. PFGE de C. jejuni con Kpnl

Con respecto a los patrones obtenidos con la enzima kpnl, se caracterizaron las
mismas 100 cepas con la enzima Smal. En el caso de Kpnl se obtuvo 12 diferentes
subtipos. De estos, se generaron 6 “cluster” y 6 patrones Unicos. De los 6 “cluster”, 4
fueron los que agruparon a la mayor cantidad de cepas (Tabla 5).

El primer “cluster” agrup6 un total de 45 aislados. A diferencia de los resultados
obtenidos con la enzima Smal, en el caso de la kpnl, se observa que en este “cluster”
hay cepas provenientes de ambas plantas. 32 de la planta A y 13 de la planta B. En
relacion a las etapas, 31 aislados correspondieron al eviscerado, mientras que 14 a la
etapa de enfriado.

El segundo “cluster” agrup6 26 cepas, todas provenientes de la planta B y del
mismo dia de muestreo. Del total de cepas, 16 pertenecian a la etapa de eviscerado y 10
a la etapa de enfriado.

El tercer “cluster” agrupd 10 cepas, todas provenientes de la planta B y del
mismo dia de muestreo. De todas las cepas agrupadas, 9 pertenecieron a la etapa de
eviscerado y 1 a la de enfriado.

El cuarto “cluster” también agrupo 10 cepas, todas provenientes de la planta A,
del mismo muestreo y de la etapa de eviscerado.

El quinto y sexto “cluster” agruparon 3 y 2 cepas respectivamente, siendo todas
de la planta A. El quinto “cluster” tuvo 2 cepas de la etapa de eviscerado y una de
enfriado, mientras que en el sexto solo aparecieron cepas de la etapa de enfriado.

Se obtuvieron seis patrones unicos, de los cuales 3 pertenecieron a la planta A 'y

3 ala B. Todos estos patrones fueron de cepas obtenidas durante la fase de eviscerado.
Las figuras N°4 y N°5 representan los dendogramas construidos a partir de las

cepas caracterizadas de C. jejuni. En general se observa una buena discriminacion entre

cepas y no hay un grado cercano de similitud entre los “cluster” que agrupan las cepas.
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Tabla 6. Caracterizacién Molecular, mediante PFGE, de cepas de C. jejuni en pollos
broiler en dos plantas faenadoras, con enzima Kpnl

Patron | N°Cepas | Planta | Etapa | Fotografia Patron

1 45 AyB |VYF

2 26 B VyF

1o L vy DERGEENY N

4 10 A \Y

5 3 A VyF
6 2 A F
7 1 A V
8 1 A V
9 1 B V
10 1 B V
11 1 A V
12 1 B V

Tipo de patron, nimero de cepas encontradas, procedencia de la cepa de acuerdo a etapa
(V=eviscerado, F=enfriado) y planta (A y B). Fotografias de Patrones de restriccion con enzima

Kpnl
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Figura N°4. Dendograma de cepas de C. jejuni obtenidas desde pollos
broiler digeridas por Smal.
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Dendograma donde se muestran los distintos “cluster” obtenidos mediante la

enzima Smal, construido por el software treecon ®, mediante analisis UPGMA.

Figura N°5. Dendograma de cepas de C. jejuni obtenidas desde pollos
broiler digeridas con Kpnl
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Dendograma donde se muestran los diferentes “cluster” obtenidos mediante la

enzima Kpnl, construido por el software treecon®, mediante analisis UPGMA.
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7. DISCUSION

Acorde con la mayoria de los estudios realizados a nivel mundial, el presente
estudio mostrd que los niveles de contaminacién de pollos con Campylobacter en
ambas plantas faenadoras fueron elevados. Esto podria representar un alto riesgo a los
consumidores de aves de la region y el pais.

Los resultados observados en el presente estudio mostraron que la
contaminacion por Campylobacter estaba presente en el 64% de las canales de ave
analizadas. Estudios previos, realizados también en plantas faenadoras de la Regién
Metropolitana mostraron ocurrencias inferiores, un 50% (10/20) de los pollos faenados
eran positivos a Campylobacter (Vergara, 2000). La diferencia observada en cuanto a
los resultados podria deberse a diferencias en el tamafio muestreal (259 v/s 20).

Como contraste a estos resultados, Cortez, encontrd que al interior de una planta
faenadora de pollos en Brasil el porcentaje de ocurrencia para C. jejuni fue solo del
4,9% (14/288) (Cortez et al., 2006), porcentajes muy bajos en comparacion con la

mayoria de los estudios mundiales.

7.1. Eviscerado

En la etapa de eviscerado se aisl6 Campylobacter en el 71% (97/136) de las
muestras. Si éstos resultados los separamos por plantas encontramos que se observo que
la planta A tuvo un 89% (61/68) de ocurrencia mientras que la B slo del 53% (23/68).

Estas diferencias son altamente significativas (p=0,000002) entre plantas.
Ambos resultados son concordantes con los niveles encontrados en diferentes partes del
mundo.

Los resultados demuestran que las materias primas de la planta A tenian un
nivel de contaminacion de sus productos mucho mayor al de la planta B. Esto se
confirma en estudios no mostrados, en que se observan los recuentos para C. jejuni en la
etapa del colgado, mediante térula cloacal. En tal estudio, se evidencia mayores
porcentajes para la planta A que para la B.

Las diferentes ocurrencias en ambas plantas podrian deberse a que las granjas
que proveen los pollos a la planta B presentd un mayor nimero de lotes de pollos
negativos o libres de Campylobacter, o sea que el dia de muestreo todas las muestras
dieron negativas (A = 1 lote libre de Campylobacter, B = 4 lotes libres de
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Campylobacter) (ANEXO N°9), y no debido a que esta planta tuviese mejores medidas
de higiene para garantizar la inocuidad del producto.

En cualquier caso las altas ocurrencias demostradas en este estudio no son
infrecuentes.

Estudios anteriores realizados en Europa indican que el 80% de los pollos estan
contaminados con Campylobacter en la etapa de eviscerado (Jacob-Reisma, 2000).

Sin embargo existen resultados contrastantes como uno efectuado en Brasil
donde se obtuvo solo 5,6% (2/36) de canales positivas para C. jejuni en la etapa de
eviscerado (Cortez et al.,, 2006). La explicacion que dan los autores, de esta
investigacion, fue que los lotes analizados podrian haber estado libre de C. jejuni. No
obstante en un estudio anterior, también en Brasil, se comunicé porcentajes de
ocurrencia del 61% (Carvalho et al., 2002).

Por lo general, la etapa de eviscerado es la que presenta los mayores porcentajes
de ocurrencia de Campylobacter, debido a que en esta fase se puede diseminar el
contenido intestinal del ave, lo que facilita la contaminacion cruzada de Campylobacter
presente en las canales. En Japon los resultados de tres investigaciones mostraron que la
contaminacion de las canales, la linea de proceso y las manos de los manipuladores,
provenian de las fecas de las aves. Mas aln, se ha correlacionado la contaminacién de
las canales con la de duodeno y ciego. Sin embargo, la correlacion es mas fuerte para el
primero, debido a que, durante el faenamiento, el ciego es raramente dafiado mientras
que el duodeno generalmente es roto (Rasschaert et al., 2006).

Segun Altekruse la contaminacion de las carcasas de pollos por C. jejuni puede
aumentar entre 10 y 100 veces durante el proceso de desplumado y mas aun en el
proceso de eviscerado.

La inadecuada evisceraciobn puede ser el origen de una importante
contaminacion cruzada para el producto y los manipuladores, ya que la extraccion de
organos e intestinos aumenta el peligro de contaminacion con su contenido. Es por esto
gue se deberian tomar varias medidas para intentar evitar la contaminacion, tales como:

-Corte de intestino evitando la salida de fecas y su diseminacion en la linea de
eviscerado.

-Utilizar un sistema mecanizado el cual reduce posible contaminacion de las

carnes por los manipuladores.
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-Si se utiliza un sistema manual, se recomienda que lo realice personal estable,
bien entrenado en las préacticas correctas del eviscerado de tal forma que sea un proceso
répido y sin los errores ya descritos.

-Asegurar que los cortes sean homogéneos, reduciendo la posibilidad de hacer
cortes adicionales antes del enfriado de las canales, cortes en el canal del muslo o algtn

corte en cualquier parte del tracto alimentario.

Todas éstas medidas se deben tomar durante el eviscerado, ya que es muy
importante que las canales lleguen a esta etapa con la menor carga posible de C. jejuni.
En el proceso de escaldado, previo al eviscerado, también se produce un riesgo de
contaminacion. Es por esto que se recomiendan varias medidas para bajar los niveles de
contaminacion en esta etapa. Generalmente las medidas estan relacionadas con el agua
del escaldado. Se recomienda revisar su calidad microbiologica (Coliformes fecales /ml
de muestra), el flujo de renovacion por ave (1 It) y el control de tiempo de permanencia
de las canales (max 3 min.). Supuestamente cumpliendo con estas medidas las canales

Ilegaran al eviscerado con menores recuentos de C. jejuni

7.2. Enfriado

La etapa de enfriado es un punto critico de control (PCC) para asegurar la
calidad microbiologica del producto final. Esta es la ultima oportunidad para disminuir
la contaminacion de las materias primas que se convertirdn luego en el producto
terminado que recibiran los consumidores.

Como se mostrd en los resultados, la disminucion de los niveles de
contaminacion, luego del enfriado fue significativa, no obstante a ello, la carga final,
sigue siendo inaceptablemente alta. El presente estudio revel6 que el 56% (69/123) de
las canales estaban contaminadas con C. jejuni en la etapa de enfriado. Los resultados
aportados por la planta A fueron significativamente mayores (p<0,05), alcanzando al
74% (46/62) y los de la planta B al 37% (23/61). Nuevamente se observan las
diferencias vistas en la etapa de eviscerado y se establece la misma conclusion respecto
a estas diferencias.

Si bien la etapa de enfriado tiene como objetivo bajar las cargas de
Campylobacter, en este estudio se vid que las canales no lograron disminuir la
contaminacion por C. jejuni a niveles aceptables. Esto, sin duda, se debe a que las

54



canales llegan del eviscerado, al enfriado, con altas cargas del patdgeno. Asi los niveles
de contaminacion del eviscerado determinarian la contaminacion final.

Pezzoti muestreo carcasas a la salida del “chiller” (de aire refrigerado), en
plantas faenadoras de Italia durante el afio 200 y 2001. Los resultados mostraron que un
81,3% de las canales estaban contaminadas con Campylobacter (Pezzoti et al., 2003).
Otro estudio determind que un 52% de canales presentaban C. jejuni tras su paso por el
“chiller” (Padungton y Kaneene, 2003).

Estudios nacionales anteriores han mostrado una gran variabilidad en sus
resultados. Por ejemplo, durante el 2004 el laboratorio del INTA inform6 que la
prevalencia para carne de ave ascendia a un 45%, sin embargo este resultado se obtuvo
de pollos congelados, que deberian tener una contaminacién menor que la de los
frescos. Otro estudio presentado por el INTA en el Congreso Latinoamericano de
Microbiologia mostrd que la contaminacion total de carne de ave fue de un 17%
(40/204) siendo de un 20% (20/204) en pollo congelado y del 8,3% (5/60) en carne de
pavo (Troncoso, 2004). Posteriormente se aislé C. jejuni de carne de ave congelada
proveniente de mataderos de la region Metropolitana dando una contaminacion,
igualmente menor, del 12% (36/300). En otro estudio en Turquia se encontré6 que
Campylobacter spp. fue aislado en un 83% y C. jejuni en un 75% de muestras de pollos
frescos provenientes de supermercados. Moore (Moore et al., 2002) encontr6 en Irlanda
de Norte que un 94% de 63 pollos frescos y un 77% de 44 pollos congelados estaban
contaminados con Campylobacter spp termotolerantes. Otro estudio realizado en Corea
mostr6 que Campylobacter spp fue aislado de 181 muestras (69%) provenientes de
pollos vendidos en el comercio.

En general las diferencias observadas en los diversos estudios entre los
porcentajes de ocurrencia de los aislamientos pueden obedecer a varias causas. En
primer lugar estan las diferencias entre los métodos de aislamiento. El aislamiento
puede realizarse a partir de un trozo de carne de pollo o bien a partir del lavado de
canales enteras. De hecho, el cultivo directo en placa proveniente del lavado de canales
es el méas usado por las agencias reguladoras (Ransom y Rose, 1998; Stern y Robach,
2003).

Otra técnica empleada es el uso de esponjas. Estas se ponen en la piel de las aves
absorbiendo el liquido presente. La ventaja que tienen estas dos ultimas técnicas es que

no se necesita perder pollos por parte de la planta faenadora para realizar el estudio.
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Los medios de cultivo también varian, los mas comunes son el Agar brucella, el
CCDA y el Campyefx. Ademés puede haber cambios en los medios de
enriquecimiento.

Otro factor que influye es la variacion estacional. Si bien el presente estudio se
realizo durante todo el afio, generalmente, la prevalencia de C. jejuni aumenta en los
meses de primavera y verano y disminuye a medida que se acerca el invierno. Es por
esto que diferentes estudios que solo han tenido sus épocas de muestreo en periodos

invernales o estivales pueden mostrar diferencias.

Los resultados de la contaminacion por C. jejuni encontrados luego del enfriado
son el reflejo final de todas las medidas tomadas en la planta para tratar de obtener un
producto lo mas inocuo posible.

Al consumidor le da lo mismo que porcentajes de ocurrencia se hayan
encontrado en las diferentes etapas. Lo importante es el resultado luego del paso por el
enfriador ya que este sera el producto que finalmente llegaré a los diferentes hogares.

Como se ha dicho anteriormente las diferencias pueden obedecer a las técnicas
de muestreo, aislamiento y cultivo de los diferentes laboratorios. A la estacion del afio
de cuando se realiz6 el muestreo y a la cantidad de lotes libres del patdgeno que lleguen
a la planta. Otro factor fundamental que puede moderar la contaminacion final de las
plantas es la aplicacion cabal del plan HACCP.

Al tomar el enfriado como ultimo punto critico de control, pasa a ser
automaticamente la etapa méas importante para corregir cualquier peligro que ocurra y

pueda contaminar el producto final.

Con respecto al inadecuado enfriado se deberian tomar en cuenta las siguientes

consideraciones:

Rapido sometimiento a enfriado (4°C max.)

- Uso de agua potable para obtener el hielo

- Utilizacidn de antisepticos (1-3ppm diéxido de cloro)

- Flujo agua/ave adecuado (2,25 It/ave)

- Medicion T¢ interna en la parte profunda de la musculatura de la pechuga.
Diversos productos quimicos, para la desinfeccion de carcasas, se han usado al

interior de las plantas faenadoras para adicionar al agua del “chiller”. Generalmente el

56



producto mas usado es el cloro. Aprovechando su condicién bactericida se le adiciona al
agua del “chiller” para bajar las cargas bacterianas.

La mayoria de las plantas faenadoras de aves norteamericanas utilizan en
promedio 2kg hielo/ave en el chiller de agua (International Meat and Poultry HACCP
Alliance, 1996). Las canales en el agua con o sin hielo pueden difundir patdgenos
entéricos, por ello normalmente se agregan antisépticos. En EEUU se utiliza dioxido de
cloro en concentraciones 1-3ppm o cloro a 50ppm (International Meat and Poultry
Alliance, 1996).

En este estudio se observd que la planta A agregd hipoclorito de sodio a los
estanques de agua, mientras que en la planta B se usaba dioxido de cloro. En cada
muestreo se obtuvieron los valores de las concentraciones de cloro en el estanque del
chiller. Los resultados fueron muy similares, en el caso de la planta A el promedio fue
de 0,58 ppm y en el caso de la planta B 0,53 ppm. Las concentraciones de cloro de
ambas plantas no tuvieron diferencias significativas (p<0,05). En general para todos los
muestreos las concentraciones se comportaron de forma similar. Ademas cabe destacar
que las reducciones de los recuentos también se comportaron de forma similar en ambas
plantas, con una reduccion de 1,61 log 1« UFC/ canal para la planta A y una reduccion de
1,47 log 1 UFC/canal para la planta B. Al tomar esta disminucién como porcentajes de
canales positivas el resultado arroja un resultado similar. En ambos casos la
disminucion fue de 16%. Sin embargo para la planta A los niveles finales de
Campylobacter son de un 74% mientras que para la planta B son de un 37%. La
diferencia reside por lo tanto en la carga inicial.

Estos resultados son de suma importancia ya que dan un indicio de las
estrategias que se deben tomar para la disminucion de C. jejuni en los productos
avicolas. Si bien las medidas al interior de la planta son fundamentales para la
disminucion de C. jejuni, queda demostrado que si las materias primas ingresan con una
alta contaminacion al enfriado, saldrdn también con una alta contaminacion. Estos
resultados sugieren que los esfuerzos se deben enfocar en tratar de obtener lotes de
pollos en las granjas, libres de C. jejuni 0 con concentraciones muy bajas, para que en la
planta faenadora se logre disminuir hasta niveles aceptables la contaminacion que
recibira el consumidor.

Waldroup y colaboradores sostenian que el uso de agua clorada en el “chiller” y

en el lavado pre evisceracion eran efectivos para reducir la prevalencia de
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Campylobacter en las carcasas (Waldroup et al., 1992). Los actuales datos, sin embargo,
indican que el lavado con agua clorada antes de la evisceracion no es un factor
suficiente para lograr la disminucion a niveles aceptables.

La ducha de interior y exterior que se realiza corrientemente en las plantas
faenadoras, permite la eliminacion de suciedad visible 0 macroscopica (sangre, fecas),
sin embargo, hay quienes piensan que ella contribuye en la redistribucion y extension de
la contaminacion bacteriana en la superficie de las carcasas. Este sistema de ducha si
bien se acepta en la mayoria de los paises, no esta estandarizado en relacion a la
temperatura, presion, duracion o utilizacion de antisépticos (Bremner, 1981).

En un estudio se probd el efecto de la adicién de productos quimicos en la
inocuidad de las canales. En las plantas donde los recuentos eran mas altos antes del
eviscerado hubo una gran reduccion del recuento de Campylobacter (Berrang et al.,
2007).

Al contrario, las plantas que usaron agua clorada para lavar las carcasas antes del
eviscerado no tuvieron una reduccion significativamente mayor que las que no usaron
(p=0,44). Sin embargo la aplicacion de agua clorada en el “chiller” si causd una
reduccion significativa (p=0,0003) en el numero de Campylobacter al menos 1 log
ufc/carcasas (Berrang et al., 2007). La aplicacion de clorhidrato de sodio acidificado a
las carcasas (acidified sodium chlorite) demostr6 mayor efectividad logrando una mayor
disminucion (6 log) en la prevalencia de C. jejuni luego del paso por el chiller con el

agregado del antibacteriano.

Aungue ha sido demostrado que la contaminacion cruzada de las materias
primas ocurre durante el procesamiento, incluido el escaldado, desplumado, eviscerado
y enfriado (Berndtson et al., 1996; Ono y Yamamoto, 1999; Berrang et al., 2001)
todavia se conoce poco sobre las posibles rutas de transmision de Campylobacter en las
superficies. Diversos autores han demostrado la existencia de Campylobacter spp. en el
aire de las plantas faenadoras (Oosteron et al., 1983; Hagmar et al., 1990; Berndstone et
al., 1996; White et al., 2001). Sin embargo la informacion es limitada considerando la
asociacion entre Campylobacter ambiental y la contaminacién de los pollos. En un
estudio se determino la presencia de Campylobacter spp. en el aire. En el area del
eviscerado se encontrd 5,9x10 2 UFC /M3 en el aire. Fuera de la planta no se encontro
Campylobacter. Ademas previo al eviscerado tampoco se aislo Campylobacter, sélo se

obtuvo cultivos positivos en el momento de la faena.
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Las otras posibles rutas de transmision son las maquinas y utensilios usados
durante la faena, ademéas de los trabajadores. En un estudio realizado en plantas
faenadoras de la Regién Metropolitana se encontrd C. jejuni en los equipos utilizados
durante la evisceracion. (Cortadora de ano, tijera, cuchillo contre, paleta eviscerado y
cuchillo). El resultado fue relativamente alto con 40% (2/5) de equipos contaminados
(Vergara, 2000). También se busco C. jejuni en el agua del “chiller”, sin embargo no
pudo ser aislado el patdgeno. Esto es concordante con estudios realizados en el INTA
donde tampoco se ha observado la presencia de C. jejuni en el agua del “chiller” (datos
no publicados).

Diversas investigaciones han sido realizadas para disminuir la ocurrencia de C.
jejuni en los pollos broiler. Por ejemplo se ha probado la irradiacion de las canales. Si
bien este es un metodo efectivo, resulta costoso y no siempre aceptado por los
consumidores ya que por normas del etiquetado debe informarse al consumidor. Otro
método seria la aplicacion de acido lactico a las canales al 2,5%, pero falta mas
investigacion. Como se ha dicho anteriormente las estrategias mas usadas son la
aplicacion de frid a las canales, si bien la aplicacidn de aire frié es mucho mas efectiva
que el enfriado por agua (“chiller” de agua), resulta mucho méas costosa. El otro método
que se ha usado con éxito es el congelamiento de las canales o parte de ellas por pocas
semanas, con esto se logra reducir un factor de 10 a 100 la contaminacion por C. jejuni,
sin embargo por asuntos logisticos de las empresas no siempre se puede vender aves
congeladas ya que el consumidor las prefiere frescas (Wagenaar et al., 2006).

Lindblad, informé que el “chiller” de aire podria ser mas efectivo que el de agua,
por disminuir en un mayor grado la prevalencia de Campylobacter en las canales de
pollos broiler, esto debido a que el aire puede dafiar y matar a Campylobacter, debido a
la desecacidn que le provoca (caida de Aw) (Lindblad et al., 2006). Sin embargo otro
estudio mostré que las diferencias entre un chiller de aire y uno de agua, eran
estadisticamente significativas, con menores recuentos para el “chiller” de agua,
contrario a lo que sugiere la literatura. Sin embargo los autores sostienen que esta fue
menor. Para el caso del enfriado por agua los recuentos fueron de 1,81 contra 2,40 por
aire. La explicacion que dan los autores fue por un efecto de dilucion o lavado de las
carcasas en el caso del “chiller” de agua comparado con el de aire (Berrang et al.,
2008).

Tal como se ha dicho anteriormente los principales esfuerzos deberian realizarse

durante la crianza, el la granja, para obtener pollos libres de Campylobacter. La
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prevalencia de las canales esta directamente relacionada con la condicion del lote de
origen. Por ello existen algunos lotes de pollos que estan son libres de Campylobacter y
entre los lotes positivos algunos pueden llevar mas que otros. Es asi que el estatus
inicial del lote influenciara en las carcasas procesadas.

Un trabajo realizado en Bélgica, que estudid la prevalencia de C. jejuni en
granjas de crianza y luego en el matadero arrojé que de 39 lotes habia 11 libres de C.
jejuni (28%). Luego de la faena, se encontraron solamente 8 lotes libres de
Campylobacter (22%) (Rasschaert et al., 2006). Esto podria dar indicios que existe la
contaminacion cruzada de una planta, por lo que el buen trabajo durante la crianza debe

ser complementado por higiene durante el faenamiento.

7.3. Recuentos

Si bien el conocimiento de los porcentajes de ocurrencia de C. jejuni en las canales es
muy importante, dentro de la epidemiologia de C. jejuni en pollos broiler, una
herramienta fundamental para evaluar el riesgo potencial para el consumidor, son los
recuentos presentes en las canales. Los recuentos obtenidos en las canales de ambas
plantas estudiadas tuvieron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05), sin
embargo el comportamiento observado en cuanto a la disminucion de los recuentos fue
similar. Esto sugiere que los métodos de desinfeccion en el “chiller” de agua y la forma
como se realiza el eviscerado mas todos los procedimientos de la faena, serian mucho
mas efectivos si las aves llegaran a la planta faenadora con bajos recuentos de C. jejuni.

En las etapas también se observé una diferencia significativa, por lo que se
concluye que hay disminucion de los recuentos en ambas plantas, sin embargo estos
siguieron siendo altos con respecto a los niveles aceptables.

Los resultados mostraron que en general los recuentos obtenidos fueron mayores
en la planta A que en la B. Informes de otros autores han reportado recuentos de 2,66
log 1« UFC/ml en el eviscerado y 0,43 luego de su paso por el chiller (Berrang et al.,
2007). Estos resultados son bastante mas bajos que los obtenidos en el presente estudio
(planta A 4,59 eviscerado y 2,98 enfriado; planta B 3,07 eviscerado y 1,60 enfriado).
Cabe citar otro estudio, realizado en Italia, que mostro recuentos para Campylobacter
mayores que el presente, con una media de 5,16 log 1« UFC/canal. En este estudio los
rangos se movieron entre 3,18 y 7,99 (Manfreda et al., 2006). En dicho estudio pudieron

relacionar el paso por el enfriador con la disminucién de los recuentos.
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Debido a que C. jejuni y C. coli son capaces de multiplicarse entre 30 y 46°C y
requieren condiciones de microaerofilia, es altamente improbable que los recuentos de
estos organismos se incrementen en las canales contaminadas. Es por esto que los
niveles obtenidos en las carcasas procesadas representan en si un riesgo real para los
consumidores, ya que bastan 500 células, para iniciar la infeccion en los huéspedes
suceptibles.

A pesar de que la adecuada coccién de los pollos elimina todos los riesgos,
existen consumidores gque contindan cometiendo errores en esta etapa, lo que llevan a la
presentacion de la enfermedad.

Michaud y colaboradores, mediante caracterizacion molecular por PFGE,
intentaron correlacionar si los brotes de infecciones por Campylobacter en humanos, se
podian relacionar al consumo de productos avicolas. En su estudio encontraron que el
46% de los pollos aislados, coincidieron con uno o mas subtipos de C. jejuni en
humanos. Sin embargo, la mayoria de los subtipos que causan infecciones clinicas en
humanos nunca fueron encontrados en aislados de pollos, sugiriendo que puede haber
otra fuente importante de infeccion que no sean los productos avicolas (Michaud et al.,
2005).

Si bien esta no es la tendencia general, es importante este estudio ya que marca
la pauta que se debiera seguir. Tratar de tener caracterizadas las cepas de
Campylobacter provenientes de los pollos de la region, para asi luego poder tratar de
relacionarla con brotes de infecciones humanas.

Es por esto que aparte de saber los recuentos y canales positivas de
Campylobacter, resulta de mucha utilidad la individualizacién e identificacion de las
cepas aisladas. Con esto se recoge informacion epidemiolégica del patdgeno para poder

relacionar fuentes de contagio y métodos de transmision.

7.4. Biotipificacion

Los métodos fenotipicos convencionales tales como las pruebas bioquimicas pueden
conducir a resultados discrepantes entre laboratorios y tienen poder de discriminacion
mucho menor a las pruebas genotipicas, ellos aportan informacion util, ya que la
mayoria de los laboratorios los utiliza con lo que se puede comparar informacién a nivel

mundial y local.
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En el presente estudio se uso la biotipificacion segun lo propuesto por Lior. De
las especies de Campylobacter termotolerantes, se encontré que el mas prevalente en
las canales de pollo fue C. jejuni con un 97,5%, C. coli con un 2,53%. C. lari no se
detecto en el presente estudio.

Rasschaert caracterizd 309 cepas, obteniendo 275 (90%) correspondientes a C.
jejuni, 27 (8,7%) que correspondieron a C. coli 'y 7 (2,2%) a C. lari. El estudio ademés
mostré que lotes contaminados con C. coli tuvieron una menor densidad de
contaminacion que los lotes contaminados con C. jejuni (Rasschaert et al., 2006). Otro
estudio arrojé que un 70,1% de las cepas fueron C. jejuni, 21,1% C. coli y 8,6 C. lari.

Por lo general todos los estudios son concordantes, sin embargo en Italia se
encontrd que en una planta faenadora un 49% correspondia a C. jejuni y un 47,5% a C.
coli (Manfreda et al., 2006).

7.5. Caracterizacion Molecular

En este trabajo se caracterizaron 100 cepas de C. jejuni aisladas de canales de
aves provenientes durante las etapas de eviscerado y enfriado. La caracterizacion
molecular se realiz6 mediante PFGE. Para el caso de la enzima Smal los resultados
mostraron 13 subtipos, de los cuales cuatro (1, 2, 3, 4) fueron los més frecuentes, dos
diferentes en cada planta. De ellos, tres se encontraron en ambas etapas de proceso, el
restante sélo se encontrd en la fase de eviscerado. Esto indica que por lo general los
patrones obtenidos eran propios para la planta y dia de muestreo. Los patrones
obtenidos en la etapa de eviscerado fueron similares a los de las cepas analizadas
durante el enfriado lo que sugeriria que la presencia de dicha contaminacién no se debe
a agentes externos.

Se puede concluir que en general los patrones obtenidos en la etapa de
eviscerado fueron los mismos obtenidos en la etapa de enfriado, para una misma planta
y un mismo dia de muestreo. Sin embargo cabe destacar que para la planta A se observo
un patron diferente en la etapa de enfriado, que no se vio en el eviscerado. Este aislado a
la cepa que mas se asemeja es a una tomada el mismo dia de muestreo en la etapa de
eviscerado (45% de disimilitud).

Es dificil conocer el origen de este aislado ya que no se puede concluir que
exista contaminacion ambiental por C. jejuni, ni que sea un subtipo especifico de la

planta. Para poder responder a estas interrogantes habria que aislar cepas ambientales en
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esta etapa del proceso y caracterizarlas molecularmente para ver si son similares a las
encontradas.

Se cree que los subtipos de C. jejuni, son exclusivos del lugar de procedencia de
las ave y no de la planta y que al interior de esta no ocurre contaminacion sino que
simplemente las cargas de C. jejuni en las canales de los pollos son provenientes del
contenido intestinal de estos.

La teoria mas valida para explicar la contaminacion de las canales a la salida del
“chiller” seria la alta carga de C. jejuni con que llegan las aves a la planta faenadora. El
hecho que se demostrara que existen algunas cepas que solo se aislaran durante la etapa
de eviscerado sugiere la necesidad de estudiar de forma mas detallada estos aislados.
Con esto se podria establecer si las cepas encontradas en ambas etapas son mas
resistentes a condiciones ambientales o desinfectantes utilizados (biofilms) que las
cepas encontradas solo en la fase de eviscerado.

Estudios anteriores han sugerido que el procesamiento de los pollos podria
afectar la diversidad de las bacterias encontradas, planteando que tras el paso por el
“chiller” se podrian seleccionar ciertos subtipos de Campylobacter (Sanchez et al.,
2002). Sin embargo, Berrang encontr6 que los subtipos identificados tras el paso por el
chiller eran los mismos que los encontrados previo a esta fase, por lo que
aparentemente no habria un factor selectivo positivo para ciertas cepas (Berrang et al.,
2008).

Con las cepas analizadas se observéd que C. jejuni muestra gran heterogeneidad
genética, con Smal se observo 13 patrones y con Kpnl 12. Ademas, con ambas enzimas
se generaron 4 grandes cluster con igual cantidad de cepas cada uno. Los patrones
generados en ambos casos fueron diferentes, debido al sitio de corte especifico de cada
enzima.

Una diferencia observada entre ambas enzimas fue que en el caso de Kpnl se
encontrd un patron semejante en ambas plantas (cluster 1), evento que no ocurrio para el
caso de la Smal. Esto podria indicar una mayor discriminacio para Smal que para Kpnl
ya que es capaz de diferenciar en un cluster a las cepas de cada planta. En otras palabras
Smal encontré menor grado de disimilitud entre cluster.

Tanto Smal como Kpnl agruparon los patrones segun planta y dia de muestreo,
Yy no segun etapa, por lo que se puede pensar que la contaminacion con C. jejuni
proviene en gran medida del ave y no es producto de la contaminacién ambiental al

interior de la planta faenadora.
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En esta tesis se encontraron cepas de C. jejuni del mismo subtipo en una planta,
en diferentes dias de muestreo, como por ejemplo en el cluster 1 (Smal). Las posibles
explicaciones con respecto a este fendmeno pueden ser que los lotes provenian de las
mismas granjas de origen o que existan algunas cepas de Campylobacter arraigadas en
las plantas faenadoras (“biofilms™). Si bien se tiene la informacion de que subtipo
corresponde a cada lote, desgraciadamente no se pudo establecer si estos lotes
provenian de la misma granja. En un futuro se deberia investigar esta incognita, a nivel
de granja, para ver donde hay que poner mas esfuerzos para la erradicacion de

Campylobacter de la industria avicola.

Los resultados de PFGE mostraron, que con ambas enzimas, se obtuvo uno o dos
patrones estaban presentes en la etapa de enfriado, sin embargo, solo con esta
informacidn, no se puede concluir que esto obedezca a contaminacion ambiental. Para
ello se deberia detectar el mismo patron en cepas ambientales, ya sea en el agua del
“chiller” o en la superficie de estos. Ello es posible ya que se sabe que Campylobacter
forma “biofilms”, un conglomerado de bacterias que se hacen mas resistentes a las
condiciones ambientales asi como a las sustancias sanitizantes y antibioticos. No
obstante se sabe que nunca se pudo aislar Campylobacter del “chiller” en ambas plantas
(estudios del INTA no publicados).

Al analizar toda la informacidn generada en este estudio, se puede concluir que
ademas de los esfuerzos al interior de la planta faenadora, por mantener las Buenas
Practicas de Manufactura y la aplicacion del sistema HACCP, se deben poner mucho
esfuerzo en obtener aves con la menor carga posible de C. jejuni al momento del ingreso
a la planta. Esto se sustenta en el hecho que los distintos patrones obtenidos se agrupan
segun dia de muestro y planta visitada. Para contribuir a esta teoria se debe intentar
aislar C. jejuni en la etapa de colgado, lo que representaria la condicion de la materia
prima en la granja.

Un estudio caracterizd 309 cepas de Campylobacter provenientes de tres plantas
faenadoras de Bélgica. La caracterizacion se realiz6 mediante PFGE con la enzima
Smal dando 25 genotipos diferentes. El resultado fue similar a los obtenidos en esta
memoria de titulo. En general se observd que los subtipos fueron Unicos para cada
planta y en muy pocas ocasiones se encontrd genotipos comunes. Ademas los subtipos
identificados en la piel de las aves al inicio de la faena lo fueron también en el duodeno
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y el ciego posteriormente en el mismo lote o en lotes previamente faenados el mismo
dia (Rasschaert et al., 2006).

En esta memoria de titulo siempre se muestred sélo un lote en un mismo dia de
muestreo, sin embargo se encontraron subtipos comunes en la planta, de lotes distintos,
faenados también en fechas diferentes. Por lo que la pregunta a continuacion seria si
esas aves provinieron de las mismas granjas de crianza. Lamentablemente tal

informacidn no se pudo obtener en el presente estudio.

Informacion disponible indica que lotes de aves libres de C. jejuni al ingreso a la
faena, poseen niveles de contaminacion menores en el producto final que los lotes
positivos. A pesar de esto no se puede descuidar la higiene al interior de la planta ni la
adecuada ejecucion del sistema HACCP, ya que esta es la unica forma de controlar la

contaminacion una vez que el ave ya esta positiva a la bacteria.

7.6. Crianza

Ademas de las medidas de higiene al interior de la planta faenadora (HACCP,
BPM) que son fundamentales, se deben realizar otros esfuerzos para el control de
Campylobacter en las granjas, durante la crianza. Es por lo tanto muy necesario
identificar las mas importantes fuentes de colonizacién de los lotes, para que asi las
estrategias de intervencion puedan ser desarrolladas (FSA, 2004). Estudios previos
indican que generalmente los reservorios ambientales tales como el agua de bebida, las
camas y los trabajadores de las granjas han sido sefialados como las fuentes mas
probables de contaminacion.

Por lo general las aves llegan a las plantas faenadoras con altos niveles de
Campylobacter provenientes de las granjas. Un estudio realizado en la Region
Metropolitana estimd que el 70% de los pollos que ingresaban a la planta estaban
contaminados con Campylobacter, ademas entre las gallinas el 31% que entraban a la
faena estaban contaminadas. Otro estudio que se realiz6 en tres plantas faenadoras
indicé que los pollos a la entrada de la planta venian con 73%, 34% y 87% de
contaminacion por Campylobacter (Rasschaert et al., 2006).

Estudios internacionales han revelado grandes diferencias entre las prevalencias

al interior de las granjas. Por ejemplo en Suecia se observo una prevalencia del 27%
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(n=287) (Berndston et al., 1996) mientras que un estudio del Reino Unido se vio un
95% (n=100) (Evans y Sayer, 1997). Otro estudio indico que el 72% (n=39) de los lotes
que llegaban a la planta faenadora estaban colonizados por Campylobacter (Rasschaert
et al., 2006).

Las diferencias en los resultados pueden obedecer a diversos factores, entre los
cuales se incluyen los diferentes métodos de aislamiento, diferentes manejos sanitarios
de los lotes en las granjas, y probablemente el periodo estacional en el cual los pollos
fueron criados.

Diferentes estudios mencionan una variacion estacional en la prevalencia de C.
jejuni en los lotes (Berndston et al., 1996). Esto se expresa con una mayor tasa de
colonizacion en verano que en invierno. Sin embargo en el presente estudio no se pudo
establecer la relacién directa entre estacionalidad y porcentaje de carcasas mas
contaminadas, pero se observa que, por lo general, en los muestreos de los meses de
verano la contaminacion es mas alta que los meses de invierno. Manfreda y
colaboradores encontraron que los muestreos de otofilo y verano fueron
significativamente mayores que los de invierno y primavera (Manfreda et al., 2006).
Otra diferencia encontrada en el mismo estudio fue entre lotes muestreados de granjas
que provenian mas lejos y cerca de las plantas faenadoras. Encontraron que granjas que
estaban a mas de 100km de distancia tuvieron una diferencia significativa de las que
estaban cerca. Ademas estudiaron si habia diferencias entre las canales que provenian
de lotes mayores y menores a 10.000. Por lo general, transportes largos y galpones con

mucha cantidad de animales, favorecen el estrés, favoreciendo la presencia de C. jejuni.

Cuando una planta faenadora tiene como estrategia para conseguir la inocuidad
de los alimentos, puntos criticos de control, esta diciendo que posee un plan HACCP.
Por lo tanto para la correcta implementacion del plan, se debe cumplir antes con una
serie de requisitos, tanto en la crianza como en el faenamiento.

Estos prerrequisitos de seguridad alimentaria se definen como los
procedimientos basicos que permiten el control sanitario de las condiciones
operacionales dentro de un establecimiento. ElI cumplimiento de tales prerrequisitos es
un factor clave que permitira asegurar que los procesos de un alimento cumplan con las
normas sanitarias (American Meat Institute, 1997).

Las buenas practicas constituyen los prerrequisitos. Dentro de las cuales se
encuentran, las buenas practicas agricolas (BPA), las buenas practicas ganaderas (BPG),
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las buenas préacticas de manufactura (BPM) y las buenas practicas higenicas (BPH).
Todas las mencionadas se han incorporado en los cddigos de la produccion y manejo
agropecuario con el nombre genérico de Buenas Practicas Agricolas.

Las dos primeras hacen referencia a todas las acciones que se deben realizar en
las granjas con el ave viva. Tanto las construcciones, los insumos avicolas, los manejos
de las aves, la alimentacion, el bienestar animal y el manejo medioambiental entre otros.
Mientras que las dos ultimas son las que interesan al interior de la planta faenadora de
aves.

Las Buenas Practicas de definen como las acciones tendientes a prevenir y
controlar los peligros para la inocuidad del producto en las etapas de proceso y
manipulacion del mismo. Ademas debe considerar un minimo impacto sobre el
ambiente y la salud de los trabajadores. Se fundamentan en la identificacion de peligros
y la determinacion de las practicas mas apropiadas para su prevencion y control.

Al relacionar el presente trabajo con las buenas practicas se puede mencionar
que al encontrar Campylobacter en cantidades considerables en el producto final, el cual
constituye un peligro microbiologico, se debiera considerar donde puede haber
ingresado el patdgeno y cual accion fue la que fallo para eliminar el peligro.

En un estudio anterior se evaluaron las medidas a tomar cuando se encuentran
aves positivas para Campylobacter tanto en su intestino como carcasas.

Sobre las medidas a tomar al interior de la planta tanto para el enfriado como
eviscerado ya se habld anteriormente, sin embargo, con respecto a las medidas antes que
las aves lleguen a la planta no se ha comentado.

Se sabe que las aves portan en su intestino porcentajes variables de
microorganismos enteropatogenos tales como Salmonella entérica y C. jejuni, los que
pueden estar presentes en el producto final.

Las aves al ser sometidas a sistemas de produccion altamente intensivos,
favorecen la diseminacion de estos patogenos en el plantel. Lo anterior se traduce en
materias primas que ingresan a la planta faenadora con una determinada carga de
patdgenos zoondticos, que pueden ir aumentando o disminuyendo, segun las medidas de
control que se apliquen durante el proceso. Por tales motivos las empresas deben tener
informacidn basica sobre sus materias primas.

Las medidas a tomar serian el control de la planta sobre sus proveedores tanto en
el conocimiento sobre las condiciones productivas de los planteles proveedores y

certificacion de las materias primas. La informacion debe referirse puntualmente a la
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ubicacion de los planteles, la construccion y disefio de estos y las medidas de
bioseguridad que deben tener.

Ademaés las empresas deben exigirle a los planteles certificacion de los
siguientes aspectos:

-Confirmacion del periodo de ayuno previo al sacrificio con la finalidad de
disminuir la carga de contenido intestinal.

-Realizacion de inspeccion Ante Mortem en el plantel para excluir las aves
enfermas del lote que ingresara al matadero.

-Homogeneidad en los lotes de aves, especialmente para la correcta ejecucion de
las etapas mecanizadas del proceso (por ejemplo regularse los equipos al tamafio de las
aves) (Vergara, 2000).

Si bien, en el presente estudio, las plantas donde se muestreo poseian integracion
vertical, es conveniente manejar las granjas y plantas como empresas separadas
exigiendo todos los certificados y documentos para tener informacion mas fluida y
transparente.

Aparte de esto, las plantas faenadoras deberian cumplir con los siguientes
aspectos:

-Tener documentacion que demuestre la aplicacion de las buenas précticas de
produccién en los planteles de pollos

-Realizar monitoreos periddicos a los proveedores para verificar el cumplimiento
de las exigencias.

-Realizar auditorias al proveedor para validar la condicién de su programa de
certificacion.

-Mantener los registros de toda la informacion obtenida y relacionada a materias

primas. Los registros deben ser legibles y accesibles.

En el caso que las materias primas no cumplieran con la conformidad de las
especificaciones se deberia impedir el faenamiento de las aves o faenarse con posterior

analisis determinado por la autoridad sanitaria.

La otra oportunidad para la contaminacion de las materias primas con agentes
bioldgicos seria durante el transporte. En este, debido al estrés, se produce una

proliferacion de microorganismos intestinales. Las medidas a tomar en este caso serian
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disminuir el estrés teniendo jaulas de transporte en buen estado y evitar las maniobras
violentas durante el recorrido de los camiones.

Si bien corroborar esta informacién escapa a los objetivos del presente estudio,
en las visitas a las plantas se pudieron observar jabas en buen estado, patios de espera
techados y ventiladores para las épocas de calor. Por otro lado cada vez se estan
haciendo més esfuerzos por capacitar a conductores para un manejo responsable durante
el transporte de las aves.

Con respecto al estrés también hay que tener en cuenta la duracién del viaje
desde las granjas hacia la planta faenadora. Sobre este punto no se pudo obtener la
informacion necesaria sin embargo se presume que las distancias en general fueron

menores a 100km.

7.7. Evaluacion de Riesgo

Conocer la contaminacion de Campylobacter spp. y especificamete C. jejuni en
los productos avicolas es importante tanto para las perspectivas de la salud publica
como para el comercio internacional. Hoy en dia la estrategia que deben tomar los
gobiernos para el control de estos patdgenos se basa en la evaluacion de riesgo. Este
método promovido por la FAO y OMS entrega la base cientifica para generar las
mejores acciones que aseguren la inocuidad de los alimentos. La evaluacion de riesgo se
basa en la probabilidad de ocurrencia de una enfermedad en una determinada
combinacion patégeno-producto, en este caso C. jejuni en pollos broilers enteros.

Dentro de la evaluacion de riesgo se describen cuatro fases que son: la
identificacion del peligro, la caracterizacion del peligro, la evaluacion de la exposicion y
la caracterizacion del riesgo. La primera fase tiene por fin determinar el o los agentes
que pueden causar el efecto nocivo para la salud y que pueden estar presentes en un
determinado alimento. En este caso fue C. jejuni en los pollos broiler. La segunda etapa
tiene como objetivo lograr una descripcion cualitativa y/o cuantitativa de la gravedad y
duracion de los efectos adversos que pueden resultar de la ingestion del agente
patdgeno.

La probabilidad que un patdégeno desencadene una infeccion estéd influenciada
hasta cierto grado por tres factores. Estos incluyen las caracteristicas del patégeno y del
huésped y la matriz o condiciones de ingesta (FAO, 2001). Si bien en este estudio no
hay un alcance sobre esto, podria contribuir debido a que se obtuvieron patrones
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especificos de C. jejuni mediante PFGE. Asi se podria estimar en un futuro si algun tipo
especifico de Campylobacter es més virulento que otro o podrian servir como base
genética para dilucidar si algunas cepas tienen mayor capacidad de generar infecciones
en las personas.

Otra contribucidn sobre la caracterizacion del peligro seria los recuentos en que
Campylobacter esta presente en los pollos. El informe de la FAO/OMS concluye que a
pesar que la probabilidad condicionada que la probabilidad de enfermedad depende de
la probabilidad de infeccion, la probabilidad Gltima de enfermedad aumenta con la dosis
ingerida. Es por esto que es necesario saber y cuantificar los niveles de contaminacién
de C. jejuni a través de los recuentos.

La tercera etapa es la evaluacion de la exposicion. Esto es estimar la
probabilidad y la magnitud de las exposiciones a Campylobacter como resultado del
consumo de una comida con pollo. Para esto la FAO/OMS recomienda desarrollar un
modelo que detalle la prevalencia y la cantidad de Campylobacter en la cadena de
produccion completa de la granja a la mesa. Para esto se construye un modelo de
naturaleza modular y cada etapa de la cadena de abastecimiento se describe mediante un
modelo matematico por separado. Asi los modulos serian crianza y transporte, faena y
procesamiento y preparacion y consumo. El resultado consiste en un estimado de la
probabilidad de que un individuo quede expuesto a por lo menos un Campylobacter,
junto con una medicion del nimero de células de Campylobacter ingerida.

El presente estudio no logra ni pretende establecer la evaluacion de la
exposicion de C. jejuni, sin embargo entrega herramientas para que se pueda construir el
modelo.

Sobre el mddulo faena y procesamiento que es el que interesa para efectos de
este estudio, se indica que se requieren mediciones cuantitativas de la cantidad de
Campylobacter en un ave muerta antes y después de cada una de las etapas de
procesamiento consideradas. Sin embargo en el documento sefialan que los datos
disponibles son escasos y solo hay pequefios grupos de datos disponibles en la
actualidad.

Finalmente la caracterizacion del riesgo representa la estimacion cualitativa y/o
cuantitativa, respecto a la probabilidad que debido a la ingesta del alimento
contaminado con el patégeno se produzca uno o mas efectos nocivos, evaluandose su
gravedad para la salud. Nuevamente mediante la caracterizacion molecular del patdgeno

se podra contribuir a esta etapa, conociéndose si una cepa serd mas agresiva que otra.
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En resumen, el presente estudio entreg6 informacion local, de vital importancia,
acerca de lo que esta sucediendo en algunas plantas faenadoras de la regién. En el caso
especifico de las plantas revisadas se recomienda una revision por parte de sus sistemas
HACCP, ya que los resultados estarian indicando que hay fallas. Por otra parte se
recomienda a entidades gubernamentales afines desarrollar la evaluacion de riesgo

como politica para la busqueda de patogenos y fiscalizacion de las plantas faenadoras.
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8. CONCLUSIONES

La planta A present6 mayores porcentajes de ocurrencia y recuentos de C. jejuni

para la etapa de eviscerado y enfriado.

Las dos plantas se comportaron de forma similar en cuanto a su disminucion en
los niveles de C. jejuni al pasar de una etapa a otra. Sin embargo, solo en la

planta A la diferencia fue estadisticamente significativa.

En relacion a las caracteristicas del chiller, los niveles de cloro medidos en el
agua de ambas plantas fueron similares, sin embargo la temperatura en el agua

de chiller de la planta B fue menor.

La planta B tuvo menores porcentajes de ocurrencia y recuentos a la salida del

enfriador ya que en el eviscerado también tuvo menores porcentajes y recuentos.

Los esfuerzos deben centrarse en el ingreso de los pollos a la planta faenadora

con la menor contaminacion posible de C. jejuni.

Mediante la caracterizaciébn molecular se pudo concluir que por lo general las

cepas aisladas eran propias de la planta y fecha de muestreo, no asi para la etapa.

No hay evidencias de contaminacion ambiental al interior de la planta. Por lo

general siempre las cepas del eviscerado aparecen en el enfriado.

Todas las préacticas sanitarias son necesarias, desde la granja a la mesa. Ya sea
buenas préacticas agricolas, ganaderas, de higiene, manufactura y
fundamentalmente el sistema HACCP. Solo asi se podra obtener un producto

inocuo.
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10. ANEXOS

Medios de Cultivos Selectivos y Caldos de enriquecimiento para el aislamiento de

Campylobacter termotolerantes

1. mCCDA (solucion para 500 ml)

Medio de cultivo selectivo para el aislamiento de Campylobacter

Caldo nutritivo n°2 (OXOID) 6,5gr; Peptona 2,5gr; Extracto de carne 4,5gr; Carbén
activad 2gr; Lasaaminoacido; Desoxycolato de Sodio 0,5gr; Sulfato ferroso 0,125gr;
Piruvato de Sodio 0,125gr; Agar 6gr; Agua destilada500mi

pH 7,4

Pool mCCDA
1. Cefoperazona 48mg/3ml
2. Anfotericina B 15mg/3mi

2. Caldo Hunt (solucion para 1 litro)

Caldo de Enriquecimiento

Caldo nutritivo n°2 (OXOID) 13gr; Extracto de carne 10gr; Peptona
10gr; NaCl 5gr; Extracto de levadura 6gr; Agua 950ml

Antibidticos
e Cefoperazona 32mg/L
e Trimetoprim 15mg/L
e Vancomicina 10mg/L

Agar FBR

Sangre 5%

pH 7,5%0,2
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FBP (suplemento para crecimiento de Campylobacter)

Piruvato de Sodio 0,625gr/10ml
Sulfato Ferroso 0,625gr/10ml
Bisulfato de Sodio 0,625gr/10Im
Agua 10ml

3. Skirrow

Medio selectivo para el aislamiento de Campylobacter
Agar columbia OXOID; Sangre de caballo desfibrinada 7%

Pool Skirrow
2. Vancomicina 0,3ml/L
3. Trimetroprim 0,3ml/L
4. Polimixina B 0,4ml/L

4. Pruebas Bioquimicas Para la Identificacion de Campylobacter sp.

Hidrolisis del Hipurato

-Solucion hipurato de sodio 1%

-solucion de ninhidrina 3%

Produccién de H2S en medio FBP

Caldo nutritivo 379r
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Bacto agar 1,2gr
Agua destilada 992ml
Suplemento de crecimiento FBP 8ml

Hidrolisis del DNA

Dna 0,3gr/L
Cloruro de Calcio 0,01M Iml/L
NaCl 10gr/L
Bacto agar 1gr
Buffer Tris 0,05M 1000ml

Azul de toloudina “O” al 3% 2,5ml

Biotipificacion segu Lior

Tabla 6. Esquema de Biotipificacion segun Lior (Nachamkin y Blasser, 2000)

C. jejuni C. coli C. lari
Biotipo I I i v I I |
Hipurato + |+ | 4 + - - -
Test H2S - - + + - - +
Hidrolisis DNA - + - + + + -
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PFGE

5. Nefelémetro de Mc Farland

Tabla 7. Coversidn de tubos para densidad bacteriana usada para determinar solucion
bacteriana en el ""plug™

Tubo H2S04 1% (ml) BaCl2 1% (ml) Densidad de la bacteria

corresponde en suspension

a cerca de:
5 9,5 0,5 1,5x10 9 células / ml
6 9,4 0,6 1,8x10 9 células / ml

Reactivos PFGE

6. Solucidn stock Proteinasa K 20mg/ml

Proteinasa K 20mg
Tris 50ul (1M)
CaCl2 10ul
Agua destilada 940ul

7. Buffer TE
Tris 10 ml (IM)/L
EDTA 2ml  (0,5M)/L
pH 8

Buffer de lisis celular

Tris 5ml (1M) /100ml
EDTA 10ml (0,5M) /100m
Sarkosyl 1% lor

Agua destilada 100ml
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8. Agarosa Mega Base (Biorad)

Agarosa 0,5gr
Buffer TE 49,5ml

9. Distribucidn de Ocurrencias segun lotes y fechas de muestreos

Figura N°6. Porcentajes de Ocurrencia de Campylobacter termotolerantes en la Planta A
segun Fechas de Muestros
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Figura N°7. Porcentajes de Ocurrencia de Campylobacter termotolerantes en la Planta

B segun Fechas deMuestros
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