DETERMINACION DE LA PREVALENCIA DE Campylobacter sp. EN UNA PLANTA AVICOLA
UBICADA EN EL DEPARTAMENTO DEL META

LUISA FERNANDA ERAZO DELGADO

TRABAJO DE GRADO Presentado como requisito parcial para optar al titulo de MICROBIOLOGO
INDUSTRIAL

DIRECTOR

Deyci Rocio Rodriguez Cordero

PONTIFICIA UNIVERSIDAD JAVERIANA FACULTAD DE CIENCIAS
CARRERA DE MICROBIOLOGIA INDUSTRIAL BOGOTA, D.C.

Julio, 2018



DETERMINACION DE LA PREVALENCIA DE Campylobacter sp. EN UNA PLANTA AVICOLA
UBICADA EN EL DEPARTAMENTO DEL META

APROBADO
Concepcién Judith Puerta Bula Marcela Franco Correa
Decana Académica Directora de Carrera
Facultad de Ciencias Facultad de Ciencias



DETERMINACION DE LA PREVALENCIA DE Campylobacter sp. EN UNA PLANTA AVICOLA
UBICADA EN EL DEPARTAMENTO DEL META

APROBADO

Deyci Rocio Rodriguez Cordero Ana Karina Carrascal Camacho

Directora Jurado



NOTA DE ADVERTENCIA

“La Universidad no se hace responsable por los conceptos emitidos por sus alumnos en sus trabajos de tesis.
Solo velara porque no se publique nada contrario al dogma y a la moral catdlica y porque las tesis no contengan
ataques personales contra persona alguna, antes bien se vea en ellas el anhelo de buscar la verdad y la justicia.”

Articulo 23 de la Resolucién N° 13 de Julio de 1946



Agradecimientos

Durante la realizacién de este proyecto de grado debo agradecer a la profesora Deyci Rodriguez por su apoyo
incondicional, sus comentarios, correcciones y sugerencias. También agradezco a Texas Tech, 3M y Avima S.A
quienes financiaron el proyecto, y la colaboracién en la toma de muestras y finalmente a mis padres por estar
conmigo durante toda la trayectoria de la carrera.



® N

Tabla de contenido

AGIAAECHTIEIITOS ..ottt ettt sees 5
RESUMEIL ... 8
TOEEOAUCCION oottt ettt bbb bbb bbb bbb benenenen 9
Justificacién y planteamiento del Problema .......ccvvevereeerinirirrenininnrrrr s 10
MALCO LEOTICO .euiriiiiiiiiiicii ettt b et b et b e 11
3.1.  Descripcién microbioldgica de Campylobacter Sp. ..........covecuveecenecuricevinicnieinicnscneeenes 11

3.2, EPIdemIOlOZIA coecvuveiieiiiiieicieiiiciieiieiece ettt 11

3.3. Etapas de DENETICIO w.oviviviiirirericiireeccceee et 12
331 AYUNO et 12

3320 CAPULA i 12

3.3.3. RECEPCION vttt 12

334, AtUfdiMIENTO oveeeereeeeeeeeeerere ettt et et 12

335, DE@UEO ... 12

3.3.6. DeSANGLAAO c.ervreiiiirerereee ettt 13

337, ESCAldado ..o 13

3.3.8.  Desplumado......ccciiiviiiiiiiiiiiiiiiiii e 13

3.3.9.  EVISCEIACION....cooviviviieiiicietee et 14

3.3.10. Pre-chiller ..o 14

33010 Chiller v 15

33120 EMPAQUE .ot 15

3.4. Método de ensayo de deteccion molecular 3M (MDS) ...c.couieiiiiiieiiecccceeeeenenes 15

3.5, Método BIoquimico APT ...ttt ettt anenes 15
ODBJEUVOS uuiuiiiiiiiiiiiiii bbbttt 16
4.1. ODbjJetivos ZENEIALES ..o 16
4.2. ODbjJetivos €SPECIIICOS ..viiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 16
MEtOdOIOGIA .o 17
Resultados ¥ dISCUSION ...ccvvveviuiririeieiiiieicicirieecteretect ettt sttt n et 19
CONCIUSIONES .ttt b e s et bbb ne s s nennen 24
RELEIEIICIAS ..ottt nen e s nenen 25



Tabla de imagenes

Imagen 1. Etapa de desangrado ..o 11
Imagen 2. Etapa de escaldado ... 12
Imagen 3. Etapa de eVISCEIACION ...ouiviviriririciieieerrece ettt ettt et 12
Imagen 4. Etapa de Pre-chillef.. ..o 13



Resumen.

Campylobacter sp. es un microorganismo causante de infecciones zoonéticas en el mundo, ocasionando en
el humano gastroenteritis aguas con diarrea, fiebre, dolor abdominal. Campylobacter sp. esta asociado al
tracto gastrointestinal de las aves de corral, lo que genera que la carne de aves de corral sea el principal
vehiculo de Campylobacter sp. para llegar al humano. En este ensayo se determiné la prevalencia de
Campylobacter sp. en las diferentes etapas del proceso de beneficio por medio de métodos moleculates y
recuento en placa simultaneamente, a su vez se confirmaron las muestras con la prueba de movilidad. Se
obtuvieron porcentajes de prevalencia por encima de 50% en etapas posteriores a la evisceracién (post-
intervencion), lo que llevo a implementar acciones de mejora logrando disminuir estos porcentajes hasta
0% en etapas como pre-chiller y chiller, concluyendo que las acciones de mejora propuestas lograron ser
efectivas para disminuir la prevalencia de Campylobacter sp. Ademas, este proyecto es el primero en investigar
la prevalencia de Campylobacter sp. en la region, permitiendo la implementacion de practicas para mitigar la
prevalencia y disminuir las infecciones por dicho microorganismo en los humanos.



1. Introduccion.

Campylobacter sp. es uno de los microorganismos que causa infecciones zoonoéticas en el mundo,
aproximadamente en Estados Unidos 1 millén de personas es infectada, mientras que en Europa son 9
millones de personas, de acuerdo con el Instituto Nacional de la Salud (INS) en el afio 2009 en Colombia
el nimero de personas fueron 73 personas. Se estima que el costo econémico anual es de $6879 millones
en los EE. UU y €2,400 millones en la Unién Europea (Zhu et al. 2017). Esto se debe a que, las aves de
corral son reservorio de Campylobacter sp. el sistema de inspeccion de la carne de pollo basindose en el
analisis de la informacién de la cadena alimentaria y en la inspeccién visual de aves y canales, no sirve para
detectar aves contaminadas con Campylobacter sp. ademas, la transmisién horizontal de Campylobacter sp. se
asocia principalmente a la etapa de beneficio a causa de las lesiones macroscopicas por infecciones
generales y por dermatitis (Alpigiani et al. 2017), puesto que la carne puede resultar contaminada por el
ambiente de la planta al momento del beneficio, a causa de agentes patégenos como Campylobacter sp. que
pueden permanecer en la superficie de la carne o penetrar el tejido muscular por el uso inadecuado de algin
utensilio. De este modo, las etapas reportadas como etapas de contaminacién son el escaldado y el
eviscerado, puesto que se debe evitar que las visceras contaminen el canal (Martinez & Verhelst 2015).

De este modo, determinar la prevalencia de Campylobacter sp. en una planta avicola a corto plazo evitaria
que los productos avicolas contaminados por la misma lleguen al consumidor previniendo asf la infeccién
por dicho microorganismo y disminuyendo los costos en salud.



2. Justificacion y planteamiento del problema.

En los ultimos afios en el mundo el consumo de pollo por persona ha aumentado de 12,9 Kg en el afio
2000 a 15,2 Kg en el aflo 2017, en consecuencia, han aumentado las enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA), dado que se asume que entre un 15-20% de las toxiinfecciones alimentarias estan
directamente ligadas con el consumo de carne de pollo y/o sus detivados (Temprado, 2005).Se ha
reportado que la mayorfa de ETA son causadas por microorganismos patdgenos que en el intestino pueden
multiplicarse y producir toxinas o invadir la pared intestinal. Algunos de los microorganismos causantes de
ETA son, Salmonella sp. siendo el agente mas importante que causa enfermedades agudas tras el consumo
de alimentos, principalmente de origen animal, especificamente la carne, y los huevos, postres, helados.
Clostridium perfringens, Escherichia coli (STEC), Staphylococcus aurens, Campylobacter spp. y Listeria monocytogenes,
siendo los seis agentes patdgenos responsables de las hospitalizaciones y muertes en Estados Unidos, se
evidencia que anualmente de 9,4 millones de personas enfermas son 55,961 personas quienes terminan
hospitalizadas y 1351 son las que mueren(Scallan et al. 2011), en el afio 2015 se reportaron 21 brotes por
Campylobacter sp. 212 enfermos y 16 hospitalizados, confirmando que Campylobacter sp es el quinto patégeno
mas comun causante de brotes, hospitalizaciones y muertes, no obstante en 2009 se reportd, el aumento
en la incidencia en enfermedades relacionadas al tracto gastrointestinal causados por Campylobacter sp.
alcanzando 195 casos por 100.000 habitantes en Republica Checa, a comparacién de la incidencia de
infecciones gastrointestinal causadas por Salmonella sp. el cual fue solo de 103 casos por 100.000 habitantes
(CDC 2017) (Bardon et al. 2011). En la Tabla 1. se puede observar la prevalencia de Campylobacter sp. en
diferentes partes del mundo y la relacidén que existe entre muestras y % de prevalencia.

Colombia es un pafs tropical y con climas calidos que permiten una alta prevalencia de microorganismos
patégenos, afectando la economia en pérdidas incalculables y la salud publica que en comparaciéon con
paises desarrollados estas son causadas por el bajo desarrollo de los servicios veterinarios y de salud publica
(Mattar et al. 2000).

El consumo de pollo por persona en Colombia también ha aumentado de 14,2 Kg en el afio 2000 a 32,3
Kg en el afio 2017, a si mismo se ha evidenciado que las ETA han aumentado causando enfermedades
diarreicas agudas, en el afio 2012 se notific6 en Colombia al Sistema Nacional de Vigilancia un total de
11836 casos involucrados en 1004 brotes (Realpe-Delgado et al. 2016). Sin embargo, los estudios realizados
son muy limitados y Gnicamente se tienen registros en nifios menores de 5 afios sin ningin seguimiento y
por lo tanto no permiten una aproximacion a la situacion real (Rodriguez Gutiérrez et al. 2015).

Tabla 1. Prevalencia de Campylobacter sp. en diferentes partes del mundo.

Pais Presentacion =~ Muestras  Prevalencia Referencia
pollo (%)
China Pollo en canal 259 79,5 (Zhu et al. 2017)
Croacia Pollo fresco 241 73,9 (Mikuli¢ et al. 20106)
México Pollo fresco 76 81 (Rodriguez et al. 2010)
Argentina Pollo en canal 10 60 (Giacoboni, Tellechea, & Agostini
2002)
Colombia Pollo en canal 19 plantas 10,9 (INS, UERIA & MinSalud. 2013)

Fuente: autor.
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3. Marco teorico.

3.1. Descripcién microbiologica de Campylobacter sp.

Campylobacter sp. es un bacilo Gram negativo, su forma de curva, termofilica, su temperatura éptima es
entre 42 — 43°C, igualmente es necesatio que la atmésfera tenga una concentracién de oxigeno de 5% y
10% de diéxido de carbono debido a que es una bacteria microaerdfilea. Las especies causantes de
gastroenteritis son, C./ari, C.coli'y C.jejunt, el cual origina el 90-95% de la enfermedad (Canals & Rosell 2005)
(Fernandez & Pérez-Pérez 2016).

La principal via de transmisién de Campylobacter sp, se da por el consumo de alimentos contaminados,
principalmente de origen avicola, agua y leche no pasteurizada, asi como por el contacto directo con
animales (aves) o sus heces (Ochoa et al. 2010).

Por lo tanto, Campylobacter sp. se asocia a la piel, plumas y especificamente al tracto gastrointestinal de aves
de corral donde es saprofito, se ha establecido que mas del 80% de las aves son positivas a Campylobacter
sp. El principal reservorio, se establece y se reproduce en el tracto gastrointestinal de las aves especialmente
el ciego y buche. Durante el procesamiento, cuando se realiza la remocién de visceras una vez que la canal
es desplumada y enjuagada, se presenta la posibilidad de ruptura de estas estructuras por lo que este
microorganismo puede ser transferido a la canal en donde sobrevive, ademas se ha evidenciado que entre
el 50% al 70% de las infecciones por campilobacteriosis en humanos se debe al consumo de productos
avicolas (Castafieda et al. 2013). En Estados Unidos en el afio 2015 se observaron 17 brotes alimentarios y
172 enfermos por campilobacteriosis, en la Tabla 2. se identifican diferentes locaciones en donde se
presentan brotes y enfermos por cada uno de ellos (Centers for Disease Control and Prevention. 2017).

Tabla 2. Brotes de enfermedades transmitidas por alimentos asociados a Campylobacter sp.

Locaciones Brotes alimentarios Enfermos
Banquetes 2 24
Restaurantes 6 29
Otras locaciones comerciales 3 9
Lugares institucionales 2 74
Hogar 4 36

Centers for Disease Control and Prevention, 2017.

3.2. Epidemiologia

Las caracteristicas principales de una infeccién por Campylobacter sp. son gastroenteritis aguda con diarrea
con sangte y/o vomito durante los 2 a 5 dias siguientes, a su vez causa fiebre dolor abdominal y malestar
comun en las primeras etapas de la enfermedad (Bryan & Doyle 1994). Campylobacter fetus es una de las
especies mas invasivas, debido a que se puede propagar por el organismo del feto, lo que causa una
infeccion sistematica, provocando septicemia, neumonia, meningitis y, en mujeres embarazadas, infeccion
del feto, que a veces puede llevar a aborto espontineo, en casos esporadicos (CDC 2013). En la mayoria
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de los casos puede llegar a ser una enfermedad auto limitante, causando complicaciones neurolégicas, como
el Sindrome de Guillain-Barré y el Sindrome de Reiter (Ceniceros et al. 2016).

El sindrome de Guillain-Barré, es un trastorno autoinmunitario que se presenta después de una infeccién
pulmonar o gastrointestinal, se relaciona con multiples etiologias infecciones, pero principalmente a C.
Jeuni entre el 26% y 41% de los casos, se puede presentar a cualquier edad, sin embargo, es mas comun en
personas entre los 30 y 50 aflos (Rees et al. 2004).

Este sindrome produce paralisis ascendente posinfecciosa aguda, afectando a los miembros inferiores,
posteriormente progresa a brazos o a los musculos de la cara en horas o dias, afectando nervios periféricos

y craneales afectando el nervio facial, el nervio glosofaringeo y el nervio hipogloso (INS, UERIA vy
MinSalud, 2013).

La poblacién susceptible en paises en desarrollo son los bebes y nifios menores de 5 afios, mientras que,
en los paises desarrollados, el grupo de edad son los adultos jovenes entre 20 a 30 afios. Estos picos se
relacionan con los tiempos de destete y cuando las personas establecen sus propias tareas de limpieza y
preparacién de alimentos (Bryan & Doyle 1994) (INS et al.. 2013).

La dosis minima infectiva es baja, dependiendo de la edad y salud del huésped, as{ como de la cepa por las
diferencias que existen entre miembros del mismo género, sin embargo el rango es de 500 a 800 unidades
formadoras de colonias (Castafieda et al. 2013) (Rodriguez et al. 2015).

3.3. Etapas de beneficio

3.3.1. Ayuno: el alimento debe retenerse de las aves de corral durante al menos cuatro horas antes
de que las aves lleguen a la planta de beneficio. Esto asegura que las aves estén
significativamente vacias y sus heces secas. Si el perfodo es mayor a las 8 horas, las heces se
vuelven mas fluidas y aumentan las posibilidades de contaminaciéon cruzada entre las aves
durante el transporte (Silverside and Jones 1992).

3.3.2.  Captura: las aves deben ser recogidas suavemente con la mano y cargadas cuidadosamente en
sus cajas, evitando magulladuras de la carne y la rotura de los huesos (Silverside and Jones
1992).

3.3.3.  Recepcion: Al llegar al matadero, las cajas deben descargarse cuidadosamente del transporte
en el area de recepcion. Para mantener a los pajaros quietos, la iluminacién en esta area y el
area donde se cuelga debe ser controlada. Después de la descarga, las aves de corral deben
mantenerse por el tiempo minimo antes del sacrificio. Posteriormente las aves son retiradas
de las jaulas y se cuelgan de sus extremidades en un transportador aéreo o cadena de beneficio,
provisto de ganchos individuales (Aguilera 2014) (Silverside and Jones 1992).

3.3.4. Aturdimiento: las aves son insensibilizadas mediante un choque eléctrico, se realiza por medio
de inmersién en un bafio de agua por donde se pasa una corriente eléctrica de 50 V, durante
46 segundos. La corriente eléctrica pasa desde la cabeza hasta los ganchos provocando la
insensibilizacién y relajando los estinteres causando la salida de heces con microorganismos
que contaminan la superficie del cuerpo (Silverside and Jones 1992).

3.3.5.  Degiiello: las aves son degolladas para permitir el desangrado por un tiempo minimo de 90
segundos. El corte se inicia colocando la cuchilla justo detras y debajo del 16bulo de la oreja,
el cuchillo debe dirigirse hacia adelante por una pequefia distancia justo detras del hueso de
la mandibula, al mismo tiempo, se gira ligeramente la cabeza generando presion hacia arriba.
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La trdquea (tubo de viento) no debe cortarse ni cortarse el hueso del cuello ya que esto
conduce a un sangrado incompleto y hace que el desplume sea mas dificil (Aguilera 2014)
(Silverside and Jones 1992).

3.3.6. Desangrado: el proceso mas adecuado se basa en el descenso rapido de la presién sanguinea,
debido a que permanecen intactos los érganos donde asientan la mayorfa de los nervios que
regulan la circulacién manteniendo la tensién sanguinea y cuando disminuye el volumen de
sangre, las arterias no pueden contraerse, teniendo lugar los movimientos musculares como
reflejos, produciendo sacudidas bruscas que permiten la efusién sanguinea casi completa,
favoreciendo una larga conservacion de la carne (Aguilera 2014).
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Imagen 1. Etapa de desangrado

3.3.7. Escaldado: las aves se sumergen en un tanque con agua caliente (51,5°C) durante 3 minutos
con el objetivo de facilitar la remocién de las plumas en la etapa posterior puesto que,
.produce una dilatacién de los foliculos que facilita la postetior eliminacion de las plumas y
dar un choque térmico para eliminar parte de la carga microbiana (Aguilera 2014). Si el ave
esta viva cuando entra en el tanque escaldado, la traquea, el es6fago, la molleja, los pulmones
y los sacos aéreos se contaminan con el agua (Silverside and Jones 1992).

Imagen 2. Etapa de escaldado

3.3.8. Desplumado: las aves que salen de la etapa de escaldado pasan por el desplume, debido a que
los foliculos fueron dilatados previamente, de este modo se evita causar dafio en la carne de
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pollo. Este proceso se realiza por medio de dedos de caucho, el agua contribuye a mantener
las ranuras despejadas para facilitar la retirada de las plumas, sin embargo, esta etapa puede
afectar la ternez de las aves, por lo que se debe tener en cuenta la temperatura y los tiempos
como maximo este proceso dura 2 minutos (Aguilera 2014) (Silverside and Jones 1992).

3.3.9. Evisceracién: esta etapa se realiza en una zona aislada de las demas areas de la planta en
donde, se realiza el corte de cabeza, extrayendo la triquea y la cloaca. Es esta drea, se extrae
y separan las visceras de la cavidad abdominal (manual o automatica), el higado, corazén y las
mollejas se separan de las demas visceras y se someten a lavado y enfriamiento en una linea
de proceso independiente de las canales (Aguilera 2014).
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Imagen 3. Etapa de evisceracion

3.3.10. Pre-chiller: las aves ya desplumadas y evisceradas, son sumergidas en el tanque de
preenfriamiento, que contiene agua a una temperatura de 36-37°C con una concentracién de
desinfectante de 20 ppm, con el objetivo de remover los residuos de sangre y grasa y bajar la
temperatura de las canales (Aguilera 2014).

Imagen 4. Etapa de Pre-chiller
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3.3.5.  Chiller: en el tanque de enfriamiento que contiene agua a una temperatura de 0-2°C con una
concentraciéon de desinfectante minima de 50 ppm, se mantienen por 30-45 minutos las
canales, con una temperatura final de 4°C de las canales, posteriormente se empacan y
almacenan en cuartos frios (Aguilera 2014) (Silverside and Jones 1992).

3.3.6. Empaque: el pollo es clasifica de acuerdo con su peso, posteriormente se empaca y se refrigera
a 4°C para su distribucion (Aguilera 2014).

3.4. M¢étodo de ensayo de deteccion molecular 3M (MDS)

La técnica de amplificacién isotérmica mediada por loops es una técnica rapida, simple y eficiente a una
temperatura constante que puede detectar una amplia gama de analitos, incluidos 4cidos nucleicos,
protefnas, pequefias moléculas biolégicas, iones e incluso células. El método MDS fue disefiado para la
deteccion rapida y especifica de Campylobacter sp. en muestras de alimentos después del enriquecimiento.
Se utiliza amplificacion isotérmica mediada por loops para amplificar rapidamente el ADN de Campylobacter
sp. con alta especificidad y sensibilidad combinado con bioluminiscencia para detectar la amplificacion.

Los presuntos resultados positivos se informar en tiempo real y los negativos se muestran al finalizar el
analisis (Bird et al. 2013).

La técnica de amplificacién se basa en una reaccidén que necesita cuatro cebadores especificos diferentes
(cebador interno hacia adelante, cebador interno hacia atras y dos cebadores) para identificar seis regiones
especificas del amplificado la secuencia de ADN vy la sintesis de ADN de desplazamiento de cadena de
autociclo la cual se realiza mediante ADN polimerasa (Qi et al. 2018).

3.5. Método bioquimico API

La galerfa API Campy es un sistema de pruebas multiples el cual tiene como objetivo diferenciar e
identificar microorganismo debido a que pueden diferir mucho su actividad bioquimica dependiendo de la

familia y hasta el género, en este caso identifica a Campylobacter mediante andlisis miniaturizados y una base
de datos especificamente (MacFaddin, 2003).

El fundamento de la galerfa API Campy consiste en 20 microtubos que contienen sustratos deshidratados,
los cuales estan compuesto de dos partes. La primera parte de la tira, pruebas enzimaticas y convencionales,
como urea, nitratos, entre otros, se inocula con una suspension densa que rehidrata los sustratos. Durante
la incubacién en condiciones aerdbicas, el metabolismo produce cambios de color que son espontaneos o
revelados por la adicién de reactivos.

La segunda parte de la tira son pruebas de asimilaciéon o inhibicién en donde se inocula con un medio
minimo y se incuba en condiciones microaerdfilos. Las bacterias crecen si son capaces de utilizar el sustrato
correspondiente o si son resistentes al antibidtico probado, en esta parte se encuentra la glucosa, succinato,
acido nalidixico, entre otros (BioMérieux 2012).
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4. Obijetivos.

4.1. Objetivos generales

Determinar la prevalencia de Campylobacter sp. en una planta avicola ubicada en el departamento del
Meta.

4.2. Objetivos especificos

e EHstablecer las etapas criticas de contaminacion por Campylobacter sp. durante todo el proceso de
beneficio.

e Proponer acciones de mejora para controlar y disminuir la prevalencia de Campylobacter sp. durante las
etapas establecidas anteriormente.
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5. Metodologia.

La planta avicola seleccionada se encuentra en el departamento de Meta, esta planta beneficia
aproximadamente 3000 aves en cada viaje y diariamente realizan 12-13 viajes provenientes de dos granjas,
para este estudio se realizaron dos muestreos, el primero se tomaron un total de 51 muestras de las cuales
46 correspondiente a enjuague de pollo y 5 de muestras fecales. En el segundo muestreo se tomaron 44
muestras de enjuague y 5 muestras fecales, en total fueron 100 muestras.

Las muestras fueron trasladadas al laboratorio de la Pontificia Universidad Javeriana en donde se sigui6 el
protocolo MLG 41.04 USDA-FSIS “Aislamiento e identificacion de Campylobacter jejuni/ lari / coli/ partir de
muestras de enjuague de aves, esponjas y productos crudos”

Se tomaron muestras en diferentes etapas del proceso de beneficio, tales como materia fecal, enjuague de
pollos en la salida de pre-escaldado, salida de post-escaldado, salida de post-intervencioén, salida canales de
pre-Chiller y salida canales Chiller, las cuales fueron tomadas para determinar la prevalencia en cada una
de las etapas e identificar cuales de estas son criticas en el beneficio de las aves, el nimero de muestras para
cada muestreo y etapa se especifica en la Tabla 3.

Tabla 3. Numero de muestras por cada etapa.

Etapa Primer muestreo Segundo muestreo

Numero de muestras

Heces 5 5
Pre-escaldado 8 7
Post-escaldado 8 7
Post-desplume 8 7
Post-intervencion 8 7
Pre-chiller 7 8
Post-chiller 7 8

Fuente: autor

Para el primer muestreo en el proceso de placa se tomaron 250 pLL de la muestra y se sirvieron en una placa
de medio selectivo (Campy-cefex), el medio se incubo durante 24 horas a 42°C aplicando las condiciones
microaerobias apropiadas (USDA-FSIS 2016). En el segundo muestro se realizé la metodologfa de
filtracién por membrana sobre placas de Campy-cefex.

A la hora de examinar las placas, se identificaron las colonias tipicas, siendo translucidas o mucoides,
brillantes y de color rosado, planas o ligeramente elevadas, luego se seleccioné una colonia que cumpliera
con las caracteristicas descritas anteriormente para su debida confirmacion.

Con la colonia seleccionada del primer muestreo se suspendié en una gota de solucién salina estéril en una
lamina, posteriormente se examiné bajo inmersién en aceite usando microscopia, evidenciando la
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morfologfa y la motilidad siendo presuntamente positivas, simultineamente se hizo una prueba molecular
para la deteccion de patdégenos por medio amplificacion isotérmica, el sistema MDS de 3M.

Al mismo tiempo se realizé la prueba de movilidad a las colonias aisladas y confirmadas por el método
molecular, en ambos muestreos. Para el segundo muestreo se confirmé por el sistema bioquimico API-
Campy. La prevalencia se determiné con la siguiente ecuacién:

) __ Muestras positivas

Prevalencia (% 100 o)

Muestras totales

Posteriormente se propuso acciones de mejora para disminuir la prevalencia de Campylobacter sp. en las
diferentes etapas del proceso de beneficio, las cuales se basaron en monitoreo de temperatura y
concentracion de desinfectante.

Para establecer las diferencias significativas en prevalencia (%) de Campylobacter sp. en las etapas de beneficio
antes y después de la implementacién de acciones de mejora, se realiz6 ANOVA con prueba Tukey
utilizando un intervalo de confianza del 95% (a = 0.05)., con p <0,05 considerandose estadisticamente
significativa, por medio del programa SigmaPlot.
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6. Resultados y discusion.

La totalidad de las muestras fueron sembradas en placa, sin embargo solo se pudo realizar recuento en las
muestras correspondientes a las etapas de pre-chiller y chiller, con recuentos de 1,7x102y 3,4x10' UFC/mL
respetivamente, estos debido a que en las etapas anteriores la concentracion de Campylobacter era muy alta
de acuerdo con la literatura en etapas pre-escaldado la concentracion se encuentra entre 2,3x108 y 8,3x108
UFC/mLy enla etapa de post-escaldado esta 4,3x10¢ y1x107 UFC/mL (Duffy et al.2014), de acuerdo con
algunos autores las concentraciones reportadas en las etapas de pre-chiller y chiller en medio Campy-cefex
fue de 9,8x102y 1,5x102UFC/mL tespectivamente, sugitiendo que el proceso de beneficio puede tener un
efecto sobre los microorganismos debido a que la concentracién de microorganismos a lo largo de la linea
de proceso disminuye, por lo que se sugiere controlar la higiene en el proceso de beneficio y monitorear
estas medidas para disminuir la concentracién de Campylobacter sp. en el pollo (Gonsalves et al. 2016). En
la Tabla 4. se presentan una compatacion entre los resultados obtenidos en donde se observan datos de
diferentes viajes.
Tabla 4. Comparacion de recuentos en la etapa de Pre-chiller y Chiller.

Pre-chiller Chiller

(UFC/mL) (UFC/mL)
Proyecto 1,7x102 3,4x101
(Gonsalves et al. 20106) 9,8x102 1,5x102

Numero de viaje

(Seliwiorstow et al. 2015) 1 1,3x103
2 1,8x103
3 2,7x103
4 4,9x102
(Duffy et al. 2014) 1 4,8x103
2 3,7x105
3 5,1x102
4 1,1x102

Fuente: autor

Simultineamente todas las muestras se analizaron con el método molecular MDS, las muestras positivas
reportadas por el equipo fueron las heces, la etapa de pre-escaldado, post-escaldado, post-desplume, post-
intervencion, pre-chiller y chille para el primer muestreo, en el segundo muestreo solo se reporté una
muestra positiva correspondiente a pre-escaldado y siete muestras dieron como resultado incertidumbre
por lo que fueron confirmadas por medio de la prueba de movilidad en fresco, las cuales dieron positivas.
En el muestreo después de implementar acciones de mejora, las muestras se sembraron por filtracion por
membrana, sin embargo, no se logré realizar el recuento ya que no hubo crecimiento en ninguna de las
cajas. Al mismo tiempo, se realizé el método molecular MDS el cual solo reporto una muestra positiva

19



correspondiente a la etapa de pre-escaldado, sin embargo, el equipo reporto 10 muestras con
incertidumbre, por lo tanto, se realizé la confirmacién de estas por medio de movilidad siendo positivas
en su totalidad, la muestra reportada positiva por el método molecular se aislé y se identificé por medio
del sistema miniaturizado APIL.

A continuacién, se presentan los datos correspondientes a la prevalencia de Campylobacter sp. en los dos
muestreos realizados previo y posterior a las acciones de mejora para la disminucién de la prevalencia, en
el primer muestreo la prevalencia durante todo el proceso fue de 76,1% mientras que en el segundo
muestreo fue de 20,4%. En la Fig. 1. se observan la prevalencia de Campylobacter sp. en porcentaje en las
diferentes etapas del beneficio, en donde se logré observar diferencias significativas entre los datos de las
dos visitas de muestreo (p<0,001). Antes de implementar las acciones de mejora en los diferentes
parametros la prevalencia no fue menor a 50% previo a las acciones de mejora la prevalencia fue menor
hasta en un 14%. Comparando los valores iniciales con los valores finales del parametro evaluado, hubo
una disminucién significativa en la mayoria de las etapas, sin embargo, en la etapa de Pre-escaldado hubo
un aumento del 8,9%.

120

100%

100

85,7% 85,7%

[0)
o
1

75%
71,4%

62,5 % 62,5%

50%

40%

Prevalencia (%)
N (o))
o o

1 1

20
14,3% 14,3% 14,3%

0% 0%

Heces Pre escaldado Post-escaldado Post-desplume Post intervencion  Pre-Chiller Post-Chiller

Puntos de muestreo

I Primer muestreo
[ Segundo muestreo

Fig. 1. Figural. Prevalencia de Campylobacter sp. en cada etapa muestreada (%).
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Se obtuvo una prevalencia de Campylobacter sp. del 100% en las muestras fecales, de acuerdo con un estudio
realizado en la India la prevalencia fue menor en comparacién de los datos obtenidos, sin embargo, afirman
que efectivamente se puede encontrar Campylobacter sp. en muestras fecales correspondientes a pollos
siendo 64% de prevalencia, logrando identificar a C. jeunz, esto se podria deber a que se ha documentado
que el pollo es un reservorio de Campylobacter sp. con tasas de prevalencia entre el 39.3% y 48% (Ajjampur
et al. 2012).

En los procesos previos al beneficio como el aturdimiento hay una defecacién que ensucia la piel y las
plumas cercanas lo que puede esparcir contaminaciones (Bryan and Doyle 1994), ademas existe una alta
prevalencia en el ambiente, atribuyéndose al aleteo y a los movimientos excesivos de las aves durante la
manipulacién para el colgado a la linea de procesamiento.(Castafieda Serrano et al. 2013), de este modo en
la etapa de pre-escaldado, la cual corresponde a la etapa posterior al aturdimiento, en donde se desangra el
pollo se observ6 una prevalencia de 62,5%, la causa de la alta prevalencia pudo ser en consecuencia a que
en este punto no hay ningin procedimiento que actué sobre los microorganismos y vienen directamente
de las jaulas de transporte las cuales han sido descritos como posible fuente de contaminacion externa de
las aves (Garcfa-Sanchez et al. 2017).

Igualmente las condiciones en que se realiza el beneficio del pollo de manera industrial no elimina en su
totalidad la carga bactetiana, en el escaldado en donde hay altas temperaturas (56°C) reduciendo el numero
de bacterias, lo cual se puede evidenciar puesto que en la prevalencia en el post escaldado disminuyo a 75%
antes de las acciones de mejora después de las acciones de mejora disminuyo a 14% este dltimo resultado
concuerda con la literatura debido a que se conoce que algunos de los patégenos en las plumas, las patas y
la piel, pueden morir debido a las altas temperaturas del agua, sin embargo algunos pueden flotar en agua
desbordante o pueden sobrevivir y distribuirse en los canales, lo cual serfa la causa de la alta prevalencia
que se obtuvo en el primer muestreo. Aunque se confirma que las temperaturas que afectan a Campylobacter
sp. esta entre 58° a 60°C, lo cual se puede relacionar con los datos conseguidos que en el primer muestreo
puesto que la temperatura del tanque de escaldado fue de 44°C siendo una temperatura cercana a la éptima
de crecimiento de Campylobacter sp. (Giacoboni, Tellechea, and Agostini 2002) y (FAO 2009).

No obstante, a temperaturas mas altas, se elimina en su totalidad la epidermis, mediante el proceso de
desplume el tejido dérmico queda expuesto, proporcionando una nueva superficie para la colonizacién de
microorganismos. Ademds la superficie de la piel manteniendo una pelicula de agua que retiene materia
organica soluble y microorganismos, aunque haya reemplazo de agua los microorganismos se acumulan en
los tanque a medida que continda el proceso (Bryan and Doyle 1994).

En la siguiente etapa, correspondiente al post-desplume se evidencio una prevalencia del 75% lo que
concuerda con Figueroa y colaboradores, realizaron un estudio en 2009 en Chile, evidenciando una
prevalencia del 74% en las muestras después del desplumado y después de la evisceraciéon de un 90%,
igualmente analizaron las superficies de la mdquina de evisceracién y obtuvieron datos similares a las
muestras de pollo después de la evisceracion (Figueroa et al. 2009).

Asimismo se ha evidenciado que los dedos de goma utilizados para el desplume son una fuente de
contaminacién puesto que empuja a los microorganismos hacia los tejidos de la piel, grietas y los foliculos
de las plumas, en modo que los microorganismos resisten a la eliminacién durante las operaciones de lavado
posteriores, al mismo tiempo se generan aerosoles durante esta operacion por los cuales algunos
microorganismos pueden transportarse alcanzando canales, equipos, trabajadores y otras superficies
ambientales a medida que se sedimentan los aerosoles. Por otro lado, debemos tener en cuenta que el
equipo solo se limpia al finalizar la totalidad del beneficio y la limpieza no elimina todos los
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microorganismos, ni la materia organica, de este modo los microorganismos logran sobrevivir y
multiplicarse en las superficies humedas, sucias y agrietadas (Bryan and Doyle 1994).

Otros autores sugieren que algunas cepas de Campylobacter sp. pueden persistir mas tiempo sobre las
supetficies de las maquinas convirtiéndose en una fuente de contaminacioén cruzada ya que algunas
bacterias presentes como Pseudomonas aeruginosa prolongan la supervivencia y el crecimiento de algunas
cepas de Campylobacter como C.jejuni en condiciones aerdbicas en la superficie de las biopeliculas, ademas
existen cepas de Campylobacter capaces de formar un biofilm monoespecifico en donde podrian entrar en
estado viable pero no cultivable, sin embargo esto solo se da cuando hay acumulacién de materia organica
en la superficie del equipo protegiendo de este modo a las bacterias del proceso de limpieza y desinfeccién
(Garcia-Sanchez et al. 2017).

De acuerdo con la literatura Campylobacter coli es mas sensible a condiciones de estrés como temperatura y
oxigeno entre otras, lo que concuerda con la diminucién de la prevalencia en el post- desplume (62,5%) y
post intervencién (50%), sin embargo en la etapa de pre-chiller y chiller la prevalencia aumento a 85,71%
en ambas etapas, se ha demostrado que C. c/i puede sobrevivir a estas condiciones lo cual explicaria el
aumento de la prevalencia, asi mismo se afirma que el principal factor de contaminacion por Campylobacter
sp. se debe a la contaminacién externa y por medio del contenido intestinal, confirmando los altos
porcentajes de prevalencia que se encontraron en la etapa de desplume y evisceracién, en consecuencia a
que las plumas y las patas entran en contacto con los excrementos (Garcfa-Sanchez et al. 2017).

La evisceracién es en donde se encuentran la mayor transferencia de microorganismos que comienza
principalmente desde el pollo en la linea hasta las manos de los trabajadores, el equipo y los utensilios con
los que entra en contacto el pollo. El corte del tracto gastrointestinal o el manejo inadecuado de las visceras
por parte de los operarios o los equipos mecdnicos también propaga la contaminacién (Bryan and Doyle
1994). Otro factor de contaminacién puede ser el método de limpieza, ya que se realiza con agua a presion
generando particulas en las cuales podria movilizarse Campylobacter sp., pese a los factores anteriormente
mencionados fue la etapa en donde se obtuvo menor prevalencia siendo del 50% (Giacoboni, Tellechea,
and Agostini 2002).

El chiller es la siguiente etapa, la cual tiene como objetivo disminuir la temperatura del pollo se mantuvo
la temperatura en 11,5°C y se desinfecto por medio de 4dcido peracético a una concentracién de 26,6 ppm,
el pollo se sumergié en agua con el desinfectante, en estos tanques algunos microorganismos se diseminan
contaminando otros pollos. Los microorganismos sensibles que se desprenden de la piel del pollo mueren
en un corto tiempo en el agua del chiller, reduciendo las posibilidades de contaminaciéon cruzado, pero
tiene poco efecto sobre las bacterias adheridas a las superficies de la piel y los musculos del pollo (Bryan
and Doyle 1994). También debe considerarse que el procesos de pre-chiller y chiller logra eliminar el
microorganismo hasta el grado de no detectarla mediante la metodologia empleada (Rojas et al. 19906), lo
que serfa una razén del porque en estas dos etapas después de la intervencién no se evidencio presencia de
Campylobacter sp.

Se debe tener en cuenta la concentracién de materia organica ya que puede actuar sobre algunos
desinfectantes como el cloro inactivandolos, no obstante la materia organica tiene un impacto menor en la
efectividad del acido peracético, debido a que libera oxigeno activo que reacciona con los enlaces
sulthidrico y azufre en las proteinas, enzimas y otros metabolitos oxidindose y los dobles enlaces
reaccionen interrumpiendo la funcién quimiosmotica de la membrana citoplasmatica de las lipoproteinas
y su transporte a través de la dislocacién o ruptura de las paredes celulares facilitando se accién contra las
bacterias Gram negativas (Kitis 2004) (Sukted et al. 2017), por tanto al aumentar la concentracién de acido
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peracético de 10 ppm a 26 ppm aumenta la efectividad del desinfectante y se evidencia como prevalencia
del 0% en la etapa de pre-chiller y chiller.

Un factor importante que se evidencié dentro de la planta fue en la zona previa al pre-chiller en donde se
encontraba el sistema de ventilacién el cual por medio del flujo de aire podria dispersar y dirigir a
Campylobacter sp. desde la zona de evisceracién a la zona de chiller, Garcia y colaboradores confirman que
Campylobacter sp. puede sobrevivir en el aire hasta después de 8 horas, de este modo se explica el aumento
que hubo entre estas dos etapas (Garcfa-Sanchez et al. 2017).

La muestra positiva reportada por el equipo MDS se confirmé por medio del sistema miniaturizado API
Campy, en donde se determiné que la cepa corresponde a Campylobacter sputorum fecalis de acuerdo con
literatura se ha informado en Italia que C. sputorum fecalis ha una de las cepas con menor prevalencia aislado
de muestras de carne de pollo con un 23,8% en comparacién con cepas como Campylobacter coli la cual
tienen mayor prevalencia en carne de pollo siendo de 42,9% (Economou et al. 2015), otros autores
realizaron una investigacién en Alemania en donde nuevamente identificaron esta cepa en menor
concentracion (Atanassova and Ring 1999). Ademas, se ha demostrado que esta cepa puede causar alguna
patologia ocasionalmente, sin embargo, se considera que hace parte de los tractos digestivos y genitales de
bovinos y ovinos, aunque es la cepa con menor frecuencia, igualmente se ha descrito que esta cepa necesita
una concentracién menor de oxigeno (3%) para que pueda desarrollarse, por lo que se podria suponer que
las condiciones previstas en la planta pueden favorecer su sobrevivencia y crecimiento (Terzolo and Catena
2007), sin embargo, se ha evidenciado que el sistema API Campy no identifica de manera correcta al 100%
Liu y colaboradores en 2017 han informado que el sistema Api identifico C. sputorum con una tasa de
identificacion correcta solo del 50%, lo que concuerda con los datos obtenidos puesto que hay algunas
pruebas que no coinciden con la cepa informada (Liu et al. 2017). Ademas, se ha reportado que esta cepa
tiene la capacidad de formar biofilms esporadicamente en superficies como el acero inoxidable del cual
estan hechas las maquinas de las diferentes etapas del beneficio (Gunther IV and Chen 2009).

De acuerdo con Sabike y colaboradores en el afio 2017, han confirmado que el método molecular es
efectivo en cuanto a la identificacién de cepas como C. cli y C. jejuni , puesto que el método esta diseflado
para detectar cepas patdgenas, el objetivo de estudio era verificar si el método era especifico a estas cepas
por lo que compararon los resultados del método molecular con resultados de cultivo en placa, de este
modo el método molecular detecto 38 muestras positivas y 93 negativas las cuales correspondian con el
cultivo en placa, asegurando que el método es sensible y especifico. La sensibilidad del método para la
deteccion de C. coli'y C. jejuni de muestras de pollo de engorde entiquecidas esta entre 3,6 y 3,3 log UFC/g,
sin embargo existen componentes que pueden interferir con el método (Sabike et al. 2017).

Las acciones de mejora propuestas para reducir la prevalencia de Campylobacter sp. en pollo para consumo
humano fueron monitorear temperaturas en los tanques de escaldo, pre-chiller y chiller y estas dos ultimas,
monitorear la concentracién del desinfectante, las cuales fueron efectivas en la disminucién de Campylobacter
sp. debido a que en la mayoria de las etapas la prevalencia fue menor en comparacién con el primer
muestreo. Algunos autores como Havelaar y colaboradores (2017) sugieren mejoras en fugas fecales en la
etapa de recepcion, descontaminacion de los tanques de escaldado, descontaminaciéon de cadaveres solo
sumergiéndolos en desinféctate en vez de rociarlo (Havelaar et al. 2007).

23



7. Conclusiones.

Se determiné la prevalencia de Campylobacter sp. a partir de muestras de canales en la planta avicola ubicada

en el departamento del Meta.

Se lograron identificar las etapas criticas durante el proceso de beneficio las cuales fueron desangrado,
escaldado, evisceracion, pre-chiller y chiller, en donde puede existir contaminacién por Campylobacter sp. en

pollos para consumo humano.

Las acciones de mejora durante el beneficio de aves a ser consideradas son: controles de temperaturas en
las etapas de escaldado, pre-chiller y chiller, verificacién de las concentraciones de desinfectantes en las
anteriores etapas para lograr disminuir la prevalencia de Campylobacter sp.
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9. Anexos

Analisis de varianza de un factor

Test de normalidad (Shapiro-Wilk)  Aprobado (P =0,161)

Test variacion igual: Aprobado (P =0,215)

Nombre del grupo N Media Promedio Des. Est. SEM
Primer muestreo (%) 7 0 74,49 17,274 6,529
Segundo muestreo (%) 7 0 22,041 25,54 9,653
Fuente de variacion DF SS MS F P

Entre grupos 1 9628,134  9628,134 20,256 <0,001
Residual 12 5703,972 475,331

Total 13 15332,106

Las diferencias en los valores medios entre los grupos de tratamiento son mayores de lo que cabria esperar
por azar; hay una diferencia estadisticamente significativa (P = <0,001).

Poder de la prueba realizada con alfa = 0,050: 0,987

Todos los procedimientos de comparacion multiple por pares (Tukey Test):

Comparacion por factor:

Comparacion Dif de Medias p q P P<0,050
% vs. % 52,449 26,305 <0,001 Yes
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