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RESUMEN

El objetivo de este trabajo fue contribuir al conocimiento de la epidemiologia de Campylobacter
termotolerantes en la cadena cdrnica aviar como base cientifica para el disefio de medidas de
manejo del riesgo que permitan reducir el impacto en la salud publica. Para esto, en primer lugar,
se estudi6 la prevalencia de Campylobacter termotolerantes en granjas y planta de faena de pollos
de engorde. Se colectaron 1210 muestras en tres ciclos productivos completos de carne aviar en
Santa Fe, Argentina. En granjas de crianza de pollos parrilleros se tomaron muestras de pollos
(una semana previa al sacrificio), agua de bebida, cama de crianza, alimento balanceado,
trabajadores de la granja, aves silvestres, animales domésticos, moscas, escarabajos adultos y
larvas (Alphitobius diaperinus) y roedores. Posteriormente, se continuaron los muestreos en la
linea de faena de los mismos lotes de pollos muestreados en granja. En la planta de faena se
tomaron muestras a partir de la zona de eviscerado (ciego de pollo, superficies y pinzas de
eviscerado y guantes de operarios), zona de chiller (agua de chiller y superficies) y de la zona de
envasado (carcasas de pollos, superficies de trabajo y guantes de operarios). Los aislamientos de
Campylobacter termotolerantes a partir de las muestras se obtuvieron en condiciones de
microaerofilia por método de filtracién en agar mCCDA luego de un enriquecimiento selectivo
en caldo Bolton suplementado con antibiéticos. Todos los aislamientos fueron identificados a
nivel de especie (C. jejuni y C. coli) por PCR multiplex. En granja, a partir del 21% de las
muestras analizadas (n=779) se obtuvieron aislamientos de Campylobacter termotolerantes y C.
Jjejuni fue la especie mds prevalente. Se detecté6 Campylobacter termotolerantes en muestras de
pollos, aves silvestres, Alphitobius diaperinus, moscas, trabajadores de la granja y cama de
crianza. En planta de faena (n=431), se obtuvieron aislamientos de Campylobacter
termotolerantes del 31% de las muestras analizadas. Los aislamientos fueron obtenidos en todos
los puntos muestreados en la linea de faena con excepcién del agua de chiller. C. coli fue la
especie mds prevalente. Luego se evaluaron los perfiles genéticos de los aislamientos de
Campylobacter termotolerantes obtenidos en granja y planta de faena mediante la técnica de
electroforesis en gel de campo pulsado. En base a este andlisis, se detectd una alta diversidad
genotipica entre los aislamientos de Campylobacter termotolerantes. Sin embargo, se determind
la presencia de determinados genotipos a lo largo de la cadena de produccién aviar, asi como
también la relacién entre aislamientos obtenidos en muestras de pollos y en potenciales fuentes
de contaminacién en granja, o en muestras de ciegos, carcasas de pollos y potenciales fuentes de
contaminacién en la planta de faena. Por dltimo, se evalué la presencia de 11 genes asociados a
virulencia en los aislamientos de Campylobacter termotolerantes obtenidos en las granjas y en
planta de faena (cadF, cdtA, cdtB, cdtC, ciaB, flaA, flhA, iam, wlaN, virB11, racR). Se pudo
identificar que flaA, flhA, cadF fueron los genes de virulencia més prevalentes en la totalidad de

los aislamientos obtenidos. Se pudo determinar que ciertos genes de virulencia se relacionaron
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mds a una especie de Campylobacter termotolerantes que a otra. También se determind la
presencia de aislamientos que se pueden clasificar como cepas multivirulentas, que presentaron

al menos tres y hasta ocho de los 11 genes de virulencia evaluados en simultaneo.

Para finalizar con el trabajo, se estimé la prevalencia de Campylobacter termotolerantes en
diferentes reservorios en la granja durante cuatro ciclos de crianza consecutivos, se evalud la
relacion clonal y se analizé la presencia de genes asociados a la virulencia entre los aislamientos
obtenidos. Se tomaron muestras en una misma granja de crianza de pollos parrilleros durante el
periodo de vaciamiento y en la semana previa a la faena de pollos en cuatro ciclos consecutivos
de crianza (n=1095). En este estudio no se pudieron identificar fuentes de contaminacién de
Campylobacter termotolerantes en el periodo de vaciamiento, ya que todas las muestras fueron
negativas en el aislamiento. Sin embargo, si se obtuvieron aislamientos de Campylobacter
termotolerantes en la semana previa a la faena de los pollos a partir de muestras de pollos, vectores
como Alphitobius diaperinus, aves silvestres y moscas, y de fomites como trabajadores de la
granja, cama de crianza y alimento balanceado. La especie més prevalente fue C. jejuni. Se pudo
detectar que algunos genotipos de Campylobacter termotolerantes persistieron en la granja
durante ciclos de crianza consecutivos, indicando que algunas cepas permanecen durante el
periodo de vaciamiento. También se detecté la relacion entre aislamientos obtenidos a partir de
muestras de pollos con aislamientos obtenidos de vectores y fomites. Para finalizar, de los genes
de virulencia evaluados, flaA, flhA y cadF fueron los mas prevalentes entre los aislamientos
obtenidos. También se pudieron identificar ciertos genes mdas relacionados a cada una de las
especies de Campylobacter termotolerantes y se encontraron aislamientos que evidenciaron la
presencia de entre tres y ocho genes asociados a la virulencia en simultdneo. Toda la evidencia
encontrada deberia contribuir a las bases cientificas para implementar medidas de manejo de

riesgo en salud publica.
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ABSTRACT

The aim of this work was to contribute to the knowledge of the epidemiology of thermotolerant
Campylobacter in the poultry meat chain as a scientific basis for the design of risk management
measures that reduce the impact on public health. First, the prevalence of thermotolerant
Campylobacter in broiler farms and slaughterhouse was investigated. A total of 1210 samples
were collected from three consecutive rearing cycles at broiler meat supply chains in Santa Fe,
Argentina. At farm level, the sampling collection included broilers one week prior to slaughter,
drinking water, litter, feed, farm worker’s boots, wild-living birds, domestic dogs, flies, darkling
beetles (Alphitobius diaperinus) and wild rodents. At the slaughtering line, the samples taken
were from the evisceration zone (broiler cecum, working surfaces, evisceration knives and
worker’s hands), from the chiller zone (surfaces and direct supply water) and from the packing
zone (work surfaces, workers' hands and broiler carcasses). The isolates were obtained under
microaerophilic conditions by filtration method onto mCCDA agar after selective enrichment in
Bolton broth with supplements. All the isolates were identified to the species level (C. jejuni and
C. coli) by multiplex PCR. At farm level (n=779), the prevalence of thermotolerant
Campylobacter was 21% and C. jejuni was the most prevalent specie. Thermotolerant
Campylobacter were detected in samples obtained from broiler, wild birds, Alphitobius
diaperinus, flies, farm worker’s boots and litter. At the slaughterhouse (n=431), the prevalence of
thermotolerant Campylobacter was 31%. Thermotolerant Campylobacter isolates were obtained
from all the points sampled along the process line except for the chiller water. C. coli was the
most prevalent specie at slaughterhouse. Then, clonal relationship of thermotolerant
Campylobacter isolated at the farm and slaughterhouse were analyzed by pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE). By analyzing PFGE results, a high genotype diversity was found;
however, relationships between isolates from different stages of the broiler meat chain, between
broiler and potential sources of thermotolerant Campylobacter contamination at farm and
between cecum and broiler carcasses and potential sources of contamination at slaughterhouse
were found. Finally, presence of 11 virulence genes was investigated (cadF, cdtA, cdtB, cdtC,
ciaB, flaA, flhA, iam, wlaN, virB11, racR). flaA, flhA, cadF genes were the most prevalent
virulence genes detected in all strains. It was also possible to determine that certain virulence
genes were related to thermotolerant Campylobacter species. Furthermore, it was also determined
the presence of isolates that can be classified as multivirulent strains, which harbored between

three and eight of the 11 virulence genes.

Finally, the prevalence of thermotolerant Campylobacter in different reservoirs at the farm, the
permanence of this pathogen during four consecutive rearing periods, clonal relationship among
thermotolerant Campylobacter isolates and the presence of virulence genes was evaluated. The

samples were taken from the same house farm in the downtime period and during the last week
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of broiler rearing, prior to their slaughter during four consecutive cycles (n=1095). In this study,
it was not possible identify the Campylobacter sources in the downtime periods because all the
samples were negative for Campylobacter isolation. However, thermotolerant Campylobacter
isolates were obtained in the week prior to slaughter from broiler and vectors such as Alphitobius
diaperinus, wild birds, and flies, as well as from fomites such as farm worker’s boot, litter, and
feed. Campylobacter jejuni was the most detected species. Some Campylobacter genotypes
persisted in the house farm throughout consecutive rearing periods, indicating that those strains
remain during downtime periods. In addition, it was found that there were the same
Campylobacter clones in broilers and different vectors or fomites. Finally, the most prevalent
virulence genes in thermotolerant Campylobacter were flaA, flhA and cadF. There were
association between thermotolerant Campylobacter specie and certain virulence genes.
Furthermore, it was also found multivirulent strains, which harbored between three and eight of
the 11 virulence genes. All these findings are interesting for further evaluations and this evidence

should contribute the scientific basis to implement risk management measures in public health.
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1-1. Historia y caracteristicas generales del género Campylobacter

El primer reporte de la bacteria a la que se conoce hoy como Campylobacter spp. se atribuye a
Theodore Escherich, quien al final del siglo XIX (Escherich, 1886) describi6 en heces de bebés
con diarrea un microorganismo espirilaceo, no cultivable, que denominaban “cholera infantum”.
Este microorganismo se relaciond posteriormente con abortos e infertilidad infecciosa en ganado
ovino y bovino (McFadyean y Stockman, 1913; Smith y Taylor, 1919), por lo que se denominé
Vibrio fetus. En 1957, King observo estas bacterias en diferentes muestras bioldgicas (King, 1957)
y diferenci6 dos grupos en funcién de sus caracteristicas bioquimicas y seroldgicas: el grupo de
Vibrio fetus y otro al que denomind grupo termoéfilo o “Vibrio relacionados”. Sebald y Véron
(1963) separaron formalmente estos “Vibrio relacionados” de la familia Vibrionaceae y
propusieron el nombre del género Campylobacter (Del griego kampulos: curvado y bacter:

bastén).

A partir de los trabajos de Dekeyser y Butzler en la década de los 70 (Dekeyser et al., 1972;
Butzler et al., 1973), comenzd el aislamiento de forma rutinaria de aquellas especies de
Campylobacter que causan infeccion intestinal. Finalmente, en la década de los 80 se estableci6
que, sorprendentemente y pese a haber sido ignorado en la microbiologia clinica por tantas
décadas, Campylobacter jejuni era la principal causa de gastroenteritis bacteriana en el hombre

(Colgan et al., 1980; Blaser y Reller, 1981).

Las bacterias del género Campylobacter son bacilos Gram-negativos, que pueden medir entre 0,5
— 5 um de longitud y 0,2 - 0,8 um de ancho (Vandamme et al., 2005; Facciola et al., 2017). Su
morfologia puede variar entre vibridnica (bacilos curvados), espirilar, en forma de “S” durante el
crecimiento en fase logaritmica y cocoide o esféricos a medida que los cultivos envejecen (Tresse
et al., 2017). Ademds, se ha descripto la aparicién de formas viables-no cultivables (VBNC) que
parecen ser una respuesta de la bacteria a condiciones de estrés como son la concentracién de
oxigeno atmosférico, temperaturas extremas o ausencia de nutrientes (Ikeda y Karlyshev, 2012;
Facciola et al., 2017). Campylobacter son bacterias méviles, con un flagelo en uno o ambos
extremos de la célula de tamafio hasta tres veces el de la bacteria (Cohen et al., 2020). Los flagelos
son responsables de su movimiento caracteristico en forma de sacacorchos o zig- zag (Debruyne
et al., 2008; Facciola et al., 2017; Cohen et al., 2020). Todas las especies pueden desarrollar a
37° C, pero existen especies termotolerantes cuya temperatura éptima de crecimiento es 42 °C
(EFSA, 2014). Entre las especies termotolerantes de Campylobacter se encuentran aquellas que

son patogénicas para el hombre (Fitzgerald, 2015; Facciola et al., 2017).

Respecto al metabolismo, son quimiorganotrofas respiratorias (Vandamme et al., 2015). Estos
microorganismos crecen en ambientes microaerofilicos, necesitan una atmdsfera cuya

composicion sea 3-5 % de O, 2-10 % de CO, y 85 % N, (Fitzgerald, 2015). Presentan un

6
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metabolismo de tipo respiratorio, son incapaces de oxidar o fermentar los carbohidratos y son

oxidasa positivos (Vandamme et al., 2015).

El género Campylobacter pertenece a la familia Campylobacteriaceae dentro de las
e—proteobacterias (Pitkdnen y Hénninen, 2017). A la fecha, el género Campylobacter esta
comprendido por 32 especies y 9 subespecies (Costa e Iraola, 2019), de las cuales, 19 especies
fueron documentadas como agentes causales de infecciones en humanos y/u otros animales. Esto
resalta la relevancia clinica y muestra la diversidad taxonémica del género (Lee et al., 2016).
Entre las especies causales de infecciones, Campylobacter jejuni y Campylobacter coli, especies
termotolerantes del género, son las especies mds frecuentemente asociadas a infecciones humanas

causando diarrea o gastroenteritis (Facciola et al., 2017; Tresse et al., 2017; Costa e Iraola 2019).

Existen diferentes metodologias para la deteccién de Campylobacter spp. (Ugarte-Ruiz et al.,
2012). Una de ellas es la deteccion utilizando métodos de aislamiento convencional en medios de
cultivo selectivos (Gharst et al., 2013). Todos los medios selectivos contienen un medio base,
suplementado con sangre u otros agentes como carbén activado y una variedad de combinacién
de antibidticos a los cuales Campylobacter termotolerantes son intrinsecamente resistentes
(polimixina, vancomicina, cicloheximida, cefoperazona, trimetoprima) (Ugarte-Ruiz et al., 2012;
Williams et al., 2012; Gharst et al., 2013;). Para el aislamiento y crecimiento 6ptimo de
microorganismos del género Campylobacter se necesitan condiciones de microaerofilia a 37-42
°C durante 48 a 72 h (Gharst et al., 2013; Natsos et al. 2019). Si la muestra de origen se sospecha
con una alta carga de esta bacteria (por ejemplo, materia fecal de aves de corral) es posible realizar
una siembra directa en un medio de cultivo selectivo, como agar modificado Desoxicolato-
Cefoperazona-Carbon (mCCDA), agar Skirrow, agar Preston (Rodgers et al., 2012; Ugarte-Ruiz
et al., 2012; Gharst et al, 2013). En cambio, si se sospecha un bajo nimero de células de
Campylobacter spp. (muestras ambientales o de alimentos) se requiere un enriquecimiento previo
en un medio selectivo liquido, como caldo Bolton, caldo Preston o caldo Nutritivo (Ugarte-Ruiz
et al., 2012; Williams et al., 2012; Gharst et al., 2013). Existe un método standard para la
deteccion y el aislamiento, asi como también para el recuento de Campylobacter spp. (ISO, 2006),
que utiliza como medio de enriquecimiento caldo Bolton y agar selectivo mCCDA. Sin embargo,
el aislamiento y la identificacion de Campylobacter spp. puede ser una tarea muy dificultosa
debido a las demandas particulares de crecimiento (requerimientos de nutrientes en los medios de
cultivo, atmdsfera con baja concentracion de oxigeno, la utilizacién de antibidticos, etc.) (Ugarte-
Ruiz et al., 2012). Debido a estas dificultades en el cultivo tradicional es comtin el uso de técnicas
répidas de deteccion de género y especie que utilizan ensayos de PCR convencional o PCR en
tiempo real (Pitkdnen, 2013; Vandamme et al., 2015) en los cuales, los genes farget son: el gen
rRNA 16S (Hellein et al., 2011), el gen rRNA 23S (Engvall et al., 2002) y los genes que codifican
para flagelina, genes flaA y flaB (Moore et al., 2001). Entre otros métodos de deteccidon de

7
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Campylobacter spp. se puede utilizar la observacién directa por microscopia en campo oscuro
para detectar la presencia de células curvadas con movilidad en un preparado fresco, coloracién

de Gram y tincién con fucsina.

Para la identificacion del género y las especies de Campylobacter se utilizan pruebas de tipo
fenotipicas como tolerancia a diferentes temperaturas, prueba de hidrélisis del hipurato e
hidrdlisis del indoxil acetato, sensibilidad a discos de determinados antibidticos y, segin la
especie a identificar, la tolerancia a diferentes concentraciones de sustancias como NaCl, glicina,
etc. (Patton et al., 1991; Ghosh et al., 2014). También existen kits de inmunoensayos (Khan et
al., 2018), o pruebas de tipo genotipicas como reacciones de PCR (Vandamme et al., 2015) e

hibridacién fluorescente in situ (Lehtola et al., 2006).

Existen ademds diferentes herramientas para caracterizar la variabilidad intraespecie de
Campylobacter, realizar estudios epidemioldgicos, asignar caracteristicas individuales a una cepa
para compararlas con las de otras cepas de la misma especie, establecer un origen comun, fuentes
de infeccidn, estudios de cepas en un drea geogréfica, etc. (Taboada et al., 2013). Dentro de éstas,
encontramos los métodos fenotipicos como la serotipificacién (Lauwers y Penner, 2018) y
fagotipificacién (JaneZ y Loc-Carrillo, 2013) y los métodos moleculares como aquellas que se
basan en la digestién con enzimas de restriccién de productos de PCR (PCR-RFLP) (Taboada et
al., 2013), amplificaciéon al azar del ADN polimérfico (RAPD) (Taboada et al., 2013),
ribotipificacién (Cox et al., 2010), electroforesis en geles de agarosa con campo pulsado (PFGE)

(Ribot et al., 2001) o tipificacién de secuencias multilocus (MLST) (Taboada et al., 2013).

De los métodos mencionados anteriormente PFGE es considerado el método de tipificacién de
referencia para Campylobacter spp. (Behringer et al., 2011). En este método se determina un
patrén de bandas de ADN segun el tamafio de los fragmentos generados por la digestién
enzimdtica del ADN gendémico (Goering, 2010; Zamudio et al., 2011; Ruiz-Castillo et al., 2014).
Sin embargo, esta técnica es costosa y laboriosa y puede suponer una limitacién importante para
la implementacién de la técnica en muchos laboratorios. Por otro lado, MLST es uno de los
métodos mds ampliamente utilizado para la tipificaciéon molecular de cepas de Campylobacter
spp. (Maiden y Dingle, 2008). La técnica consiste en la secuenciacién de fragmentos cortos de
siete genes conservados (aspA, ginA, gltA, glyA, pgm, tkt y uncA) que generan un perfil alélico y
determinan un secuenciotipo que permite agrupar los aislamientos en complejos clonales (Dingle
et al., 2001). MLST es altamente reproducible y se ha convertido en la técnica gold standard de
genotipado, permitiendo la comparacién a nivel mundial de forma precisa y sencilla entre

diferentes cepas (Dingle et al., 2001; On et al., 2013).

Sin embargo, PFGE y MLST tienen un limitado poder discriminatorio proporcionando

unicamente informacién de tipificacion. Existe otra herramienta denominada Whole Genome

8
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Sequencing (WGS) que puede brindar un mayor caudal de informacién sobre Campylobacter spp.
en cuanto a subtipos, la presencia de genes de virulencia y marcadores de resistencia a los
antimicrobianos utilizando un solo método, ademds de proporcionar un mayor poder
discriminatorio para identificar grupos de cepas relacionadas, lo cual es importante en los

laboratorios de salud publica (Llarena et al., 2017; Whitehouse et al., 2018).

En el tdltimo tiempo se incrementd el conocimiento de ciertos aspectos bioldgicos de este
patégeno y particularmente, los mecanismos de virulencia que contribuyen en la patogénesis de
la campylobacteriosis humana (Dasti et al., 2010). Sin embargo, las bases moleculares de tales

mecanismos no estdn completamente descriptos (Bolton et al., 2015).

Estudios previos han demostrado que Campylobacter spp. posee una movilidad mediada por
flagelos y estas estructuras han sido ampliamente reconocidas como importantes para la
patogénesis de esta bacteria. La movilidad mediada por el flagelo, combinado con la forma de la
bacteria y el movimiento “saca corchos” permite penetrar la barrera de la mucosa (Dasti et al.,
2010; Bolton, 2015). El flagelo es una organela crucial en la patogénesis de Campylobacter spp.
(da Fonseca Batistdo et al., 2016), no solo estd involucrado en la movilidad sino que también
asume un rol en la quimiotaxis, adherencia e invasion de las células huésped (Dasti et al., 2010;
Bolton, 2015). El flagelo de Campylobacter spp. estd compuesto por flagelina A y flagelina B
codificada en dos genes homdlogos flaA y flaB (da Fonseca Batistdo et al., 2016). También se
detect que varias proteinas accesorias (como aquellas codificadas por los genes flhA y flhB) estan
involucradas en el ensamblado y expresion del flagelo y la exportaciéon de la proteina Cia

(antigeno de invasion de Campylobacter) esencial para la invasién (Koolman et al., 2015).

Otra caracteristica importante en la patogénesis es la unién y entrada a las células del huésped.
Una vez que alcanza la zona target del huésped en el tracto gastrointestinal, Campylobacter spp.
expresa varias proteinas de superficie (codificadas por algunos genes como cadF, racR, virB11)
que le permiten adherirse al epitelio con alta afinidad y desencadenan la entrada de la bacteria a
las células del hospedador (Dasti et al., 2010; Koolman et al., 2015). La invasién de las células
epiteliales puede guiar al dafio de la mucosa y la inflamacién. Las proteinas Cia, antigenos de
invasién de Campylobacter, codificadas por el gen ciaB estdn involucradas en la invasién
bacteriana, donde son introducidas al citoplasma del huésped a través del sistema flagelar. Sin
embargo, el rol de las proteinas Cia en conjunto con otros factores de invasion tal como iam
(marcador asociado a la invasién) en los mecanismos de invasién es desconocido (Koolman et

al., 2015).

Un factor de virulencia importante de Campylobacter spp. es la capacidad de produccién de
citotoxinas de distension citoletal (Lapierre, 2013). La mds reportada es la toxina CDT codificada

por un operdn de tres genes (cdtABC) (da Fonseca Batistdo et al., 2016). La citotoxicidad de CDT
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es causada por el bloqueo en la fase G2 del ciclo celular, causa la distension celular e induce a la
apoptosis de la célula del huésped (Lapierre, 2013; da Fonseca Batistdo et al., 2016). El gen cdtB
codifica el componente responsable de la actividad DNAsa y toxicidad de CDT, mientras que los
genes cdtA y cdtC codifican proteinas responsables de la unién e internalizacién del componente

activo en la célula huésped (Lapierre, 2013).

Por tltimo, existe un gen asociado al sindrome de Guillain-Barré, wilaN, cuyo producto es uno de
los responsables de la estructura de lipopolisacaridos de membrana de Campylobacter,
involucrado en la expresion de “mimics” de gangliésidos humanos que guian al desarrollo del
sindrome de Guillain-Barré posterior a una infeccién por Campylobacter spp. (Casabonne et al.,

2016).

En relacién a la resistencia antimicrobiana de Campylobacter, este microorganismo es resistente
a penicilinas, cefalosporinas (1° y 2° generacién), trimetoprima, sulfametoxazol, rifampicina y
vancomicina (Iovine, 2013). Si bien las fluoroquinolonas pueden ser efectivas para el tratamiento
de la infeccién por Campylobacter spp. en humanos, la resistencia de estos microorganismos a
este tipo de antimicrobianos ha aumentado, limitando la efectividad de estos agentes para esta
indicacién (Silva et al., 2011). En los dltimos afios se ha dado la aparicién de casos de
campylobacteriosis humana causados por cepas de Campylobacter spp. resistentes a diferentes
antimicrobianos y esto coincidié con el inicio de la administracién de antibidticos a animales
destinados a la produccién primaria de alimentos. A nivel mundial, el aumento en la proporcién
de cepas de Campylobacter spp. resistentes a los agentes antimicrobianos se ha dado de manera
acelerada lo que pone en evidencia la necesidad de un sistema de control en el uso de antibiéticos
en la produccién primaria de alimentos y un sistema de vigilancia para este microorganismo

(Signorini ef al., 2018).

1-2.  Campylobacteriosis humana

La enfermedad més comun causada en el hombre por C. jejuni y C. coli es una gastroenteritis
(Kaakoush et al., 2015). Se presenta con diarrea y dolor abdominal, frecuentemente acompafiado
por vémitos y fiebre y la infeccidn puede resultar en una deshidratacién significativa (Kaakoush
et al., 2015; Facciola, et al., 2017). La campylobacteriosis es muy similar a otras enfermedades
gastrointestinales, usualmente es leve y autolimitada, con sintomas que duran entre 24 y 48 horas
en la mayoria de los pacientes (Osaili y Alaboudi, 2016). También, se han descripto, pero de
manera infrecuente un nimero de complicaciones postdiarréicas (infecciones y secuelas
extraintestinales) (Epps et al., 2013). Estas pueden ser: infeccidn en las vias urinarias, meningitis,
endocarditis, peritonitis, aborto, artritis reactiva y Sindrome de Guillain-Barré (GBS) (Epps et al.,
2013; Keithlin et al., 2014; O’Brien, 2017). Existen estudios que demuestran que el desarrollo del

GBS es precedido por una infeccidon por Campylobacter spp. entre el 20 y el 50 % de los casos
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en Europa, América del Norte y del Sur, Japén y Australia; y se sospecha que el porcentaje es

mayor en los paises en desarrollo (Epps ef al., 2013).

Para los seres humanos, la dosis infecciosa de Campylobacter spp. se estima que es entre 800-
1000 UFC/ml. EI proceso de desarrollo de la enfermedad comienza con la ingesta de alimentos
contaminados con Campylobacter spp. (Kaakoush et al., 2015). Durante el pasaje a través del
ambiente dcido del estdbmago una gran proporciéon de Campylobacter spp. puede ser eliminada,
mientras que las bacterias que sobreviven son capaces de adherirse a las células del epitelio
intestinal dando como resultado un estado de colonizacién asintomdtica o el desarrollo de la
enfermedad (Janssen et al., 2008; Lapierre, 2013). La enfermedad que este microorganismo causa
es una enteritis inflamatoria que afecta inicialmente el intestino delgado y posteriormente el colon

y el recto (Dasti et al., 2010; Kaakoush et al., 2015).

El tratamiento para campylobacteriosis requiere solo de cuidados de apoyo en la mayoria de los
casos, que consiste en el mantenimiento de la hidratacién y el equilibrio electrolitico y no requiere
el uso de antibiéticos debido a que es una enfermedad autolimitada (Wieczorek y Osek, 2013).
Sin embargo, existen circunstancias clinicas especificas en las cuales es necesaria la utilizacién
de antimicrobianos, dentro de los cuales los macrdlidos y fluoroquinolonas, particularmente
eritromicina y ciprofloxacina son los de eleccién (Wieczorek y Osek, 2013; Gaudreau et al.,
2015). La eritromicina (macrdlido) es el antibidtico de primera eleccién para las diarreas
producidas por Campylobacter termotolerantes, por su facil administracién, bajo costo, baja
toxicidad, reducido espectro de actividad y su efectividad clinica (Zhang et al., 2016a). La
segunda droga de eleccién es ciprofloxacina (fluoroquinolona), cuyo amplio espectro permite que
sea una droga ttil para el tratamiento de las diarreas por Campylobacter termotolerantes y de
otros enteropatdgenos (Agunos et al., 2013). Algunas otras drogas alternativas son tetraciclinas y

aminoglucdsidos como gentamicina (Mackiw et al., 2012; Wieczorek y Osek, 2013).

1-3. Epidemiologia

1.3.a- Aspectos generales

En los ultimos afios, Campylobacter spp., principalmente las especies termotolerantes,
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli, fue considerado el patégeno zoondtico transmitido
por alimentos responsable del mayor nimero de enfermos a nivel mundial (WHO, 2013). En
paises desarrollados, los casos reportados de campylobacteriosis a menudo superan los de
salmonellosis (WHO, 2013). Esto lo demuestran los diferentes reportes de distintos organismos
internacionales. Segtin la Autoridad Europea de Seguridad alimentaria, en la Unién Europea, los
casos reportados de campylobacteriosis humana han ido en aumento desde el afio 2005 (EFSA,

2013). Durante el transcurso del afio 2008 a 2009 se pasé de 43,9 casos cada 100.000 habitantes
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a 45,6 casos cada 100.000 habitantes (EFSA, 2011). Para el afio 2011 se observo en la UE un
incremento estadisticamente significativo (EFSA y ECDC, 2013), registrando en el ultimo reporte
en el afio 2017 una totalidad de 64,8 casos cada 100.000 habitantes (EFSA y ECDC, 2018). Esto
demuestra la tendencia creciente del nimero de casos de esta enfermedad y hace notorio un
problema que afectaria anualmente a un gran nimero de habitantes en esos paises (EFSA y
ECDC, 2018). También indica la gravedad del problema comparado con la salmonellosis humana,
segunda zoonosis mds comtin en humanos en la UE, que present6 para el afio 2017 una totalidad
de 19,1 casos cada 100.000 habitantes (EFSA y ECDC, 2018). Es importante destacar que, a pesar
de los datos, existe una gran incertidumbre sobre la verdadera incidencia de la campylobacteriosis
humana (EFSA, 2011). Esta incertidumbre estd relacionada con que existen factores de
subregistro de datos; la fraccién de casos informados estd dada por la proporcién de pacientes que
visitan a un médico a causa de la enfermedad, la proporcién de pacientes atendidos por un médico
a los que se les tom6 una muestra de heces, la proporcion de patdgenos correctamente
identificados en muestras de heces enviadas a laboratorios y la proporcién de resultados positivos
que se notifican al sistema de vigilancia (Stafford et al., 2008; Gibbons et al., 2014). En un reporte
del afio 2013 se determind que en el afio 2009 en la UE uno de cada 47 casos de

campylobacteriosis era notificado (Havelaar et al., 2013).

Por otro lado, en paises como EE.UU., el dltimo reporte de la red de vigilancia activa de
enfermedades de origen alimentario perteneciente al centro de control y prevencién de
enfermedades (CDC) también identifica a Campylobacter spp. como una de las causas mas
comunes de enfermedades de transmisién alimentaria (CDC, 2017). En el reporte del afio 2017
se indica que la incidencia en el afio 2016 de campylobacteriosis humana en EE.UU. tiene un
valor de 12,82 casos cada 100.000 personas (CDC, 2017) y que para el afio 2019 la tasa de
incidencia subi6 a 19,5 casos cada 100.000 personas (Tack, et al., 2019), lo que implica un
aumento del 13 % en la tasa de incidencia desde el afio 2016 al 2019. Esto, nuevamente
comparado con la salmonellosis, representa una tasa mayor ya que para la salmonellosis la tasa
de incidencia es de 17,1 casos cada 100.000 personas con un incremento del 5 % entre el afo

2016 a 2019 (Tack, et al., 2019).

En Australia, en el reporte de 2012 de la red OzFoodNet, se inform6 una tasa de incidencia de
campylobacteriosis de 112,3 casos cada 100.000 personas (OzFoodNet network, 2012). Para el
afio 2015 el reporte de campylobacteriosis en Australia aumenté a 136,9 casos cada 100.000

personas (NNDSS, 2019).

En América del Sur, la incidencia de la campylobacteriosis también es estudiada debido al gran
impacto que tiene, siendo Campylobacter spp. el patégeno zoonético mds frecuentemente aislado

(Fernandez, 2011). Fueron reportadas altas prevalencias de Campylobacter spp. en Ecuador,
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Argentina, Paraguay y Perd (Rodriguez et al., 2015). A diferencia del tratamiento de otros
microorganismos patégenos transmitidos por alimentos, como por ejemplo Salmonella spp.,
Campylobacter spp. no estd incluido en el vocabulario comin, a pesar de que se ha encontrado
presente y es una de las bacterias responsable del mayor nimero de enfermedades de transmision
alimentaria. En Argentina, segiin datos del Sistema Nacional de Vigilancia de la Salud del
Ministerio de Salud de la Nacion, las diarreas agudas ocurren en una tasa de 3.000 casos cada
100.000 personas y Campylobacter spp. es el cuarto agente etioldgico en orden de importancia
segun casos reportados (Boletin de Vigilancia, Ministerio de Salud Argentina, 2014). Dentro de
las diarreas agudas informadas, Campylobacter spp. es el agente causal del 11 % de las
infecciones en nifios menores a 5 afios, ubicandose en segundo lugar luego de Salmonella spp. Es
importante remarcar que el niimero de casos con diagndstico etioldgico es muy bajo y no todos
los laboratorios de andlisis tienen las capacidades necesarias para aislar Campylobacter, lo que
puede subestimar la prevalencia de la enfermedad y lo que significa que los datos sobre casos o
brotes no reflejan la situacién real. A pesar de esto, existen estudios realizados sobre este
microorganismo en Argentina pero todavia la informacién epidemioldgica es escasa (Fuentes,
2010; Zbrun et al., 2013; Huerta et al., 2013; Valentini ef al., 2015; Rodriguez et al., 2015; Rossi,
2017).

Las enfermedades transmitidas por los alimentos incurren en costos asociados con la enfermedad,
e imponen una carga econdémica para la industria alimentaria y los sectores de salud publica
(Buzby y Roberts, 2009). En los estudios de costo de enfermedad, generalmente se hace una
distincién entre costos directos como asistencia sanitaria y recursos provistos para la atencién
médica e indirectos relacionados a pérdidas de productividad debido al ausentismo o pérdida de
trabajo de pacientes y sus cuidadores (Mangen et al., 2015). En paises desarrollados existen
estimaciones y en dichos estudios los costos indirectos parecen ser los que mas contribuyen al
costo de la enfermedad (Lake et al., 2010; Mangen et al., 2015). Sin embargo, para
Campylobacter spp. no se estima el impacto econdémico global; la comparacién entre estudios es
dificil ya que no existe un método universalmente aceptado para estimar las pérdidas de
productividad en caso de enfermedad y la estimacidn de los costos reales de la campylobacteriosis
resulta complicada ya que estos cédlculos deben basarse en los datos de incidencia real de la
enfermedad (Devleesschauwer et al., 2017). Ademds, en el impacto de las enfermedades
transmitidas por los alimentos, hay otros costos econdémicos que incluyen las actividades de
vigilancia epidemiolégica y otras actividades regulatorias para monitorear, prevenir y controlar
las enfermedades transmitidas por los alimentos que tienen también un costo para la sociedad

(Martins et al., 2017).

Aunque los datos epidemioldgicos globales alin estdn incompletos se revela un papel cada vez

mads importante de Campylobacter spp. en la salud publica (Kaakoush et al., 2015). Por otro lado,
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la falta de datos puede deberse a los requerimientos necesarios para la deteccién de este
microorganismo, asi como también a diferencias en la sensibilidad de las metodologias de
deteccion, las diferencias en el estandar y rigurosidad de los protocolos de biocontrol, sesgo de
vigilancia, y disponibilidad de reservorios naturales para especies del género Campylobacter

(Wagenaar, et al., 2013).
1.3.b- Campylobacter spp. en granja de pollos parrilleros

Las aves de corral, principalmente el pollo parrillero, son reservorios naturales de Campylobacter
spp. (Mardones y Lépez, 2017). Estudios epidemioldgicos realizados indican que existe una
relacion lineal entre la presencia de Campylobacter spp. en pollos y la incidencia de
campylobacteriosis en humanos (Williams et al., 2015; Skarp et al., 2016). La epidemiologia de
la campylobacteriosis en el hombre no es totalmente conocida y existen diferentes fuentes de
infeccion para el hombre (Kaakoush et al., 2015; Skarp et al., 2016). Sin embargo, el consumo o
manipulacién de carne de pollo sigue siendo el principal factor para contraer la infeccién (Skarp
et al., 2016). La alta prevalencia de Campylobacter spp. en pollos de crianza se refleja en un alto

nivel de contaminacién de los productos (Jore et al., 2010; Skarp et al., 2016).

Las prevalencias de Campylobacter spp. en granjas de pollos parrilleros son muy variables en los
diferentes paises (Jore et al., 2010; Sommer et al., 2016; Vinueza-Burgos et al., 2017). Esto podria
deberse a factores geogréficos, sobre todo el clima (Jore et al., 2010; Sommer et al., 2016). La
influencia del clima se puede observar en la estacionalidad de los datos, con picos en verano (Jore
et al., 2010; Bahrndorff er al., 2013). Las altas temperaturas podrian tener efectos sobre posibles
fuentes de infeccién en la granja (aumento de insectos y roedores, aumento del consumo de agua,
etc.) posibilitando la entrada y diseminacién del microorganismo en la granja (Lawes et al., 2012;
Chowdhury et al., 2013). En muchas ocasiones, la comparaciéon de datos de prevalencia entre
paises e incluso dentro de un mismo pais es muy dificil (Jore et al., 2010; Sommer et al., 2016).
La variaciéon de datos puede deberse a que el método de muestreo, transporte de la muestra,
método de deteccion o informe de resultados no estan estandarizados (Sommer et al., 2016). Otro
factor que podria tener influencia en la prevalencia de Campylobacter spp. en granjas es la edad
de las aves al momento del muestreo (Colles et al., 2011; Torralbo et al., 2014). Cuando el pollo
adquiere la bacteria, permanece colonizado hasta su sacrificio, aproximadamente hasta los 45-55
dias de vida (Hermans et al., 2010). Esto le permite al pollo dispersar la bacteria con sus
deposiciones contaminando el ambiente de la granja (Sahin et al., 2015). Este proceso se ve
favorecido por la densidad de poblacién en los galpones de crianza, cuanto mayor sea el nimero
de aves, mayores son las tasas de colonizacién por Campylobacter spp. (Skarp et al., 2016;

Sibanda et al., 2018).
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En las condiciones normales de produccién, los pollos son colonizados por Campyloacter a una
edad de dos a cuatro semanas de vida debido a la presencia de anticuerpos maternos que confieren
proteccion contra la colonizacion (Pielsticker ef al.,, 2012). Una vez que el microorganismo es
introducido en el lote, la diseminacién entre individuos es muy rapida (Hermans et al., 2012). Los
pollos son copréfagos, lo que facilita la diseminacién fecal oral (Wassenaar, 2011; Newell ef al.,
2011). Sin embargo, la rapidez de colonizacion sugiere que también se disemina a través de otras
fuentes (Skarp et al., 2016). Cuando un lote de pollos se vuelve positivo para Campylobacter, la
prevalencia hacia el final de la produccién suele ser alta y puede alcanzar la totalidad de pollos
colonizados (Pielsticker et al., 2012). La infeccion persiste en el lote de pollos hasta el momento

en el que se produce la faena (Sahin et al., 2015).

Actualmente, es un debate si la transmision vertical juega un papel importante en la diseminacion
de Campylobacter spp. entre los pollos (Silva et al., 2011). La nocién actual es que la transmisién
vertical de Campylobacter spp. no ocurre u ocurre muy raramente debido a dos razones. Primero,
los pollos de engorde jovenes generalmente estan libres de Campylobacter spp. antes de las 2 o0 3
semanas de edad (Skarp et al., 2016) a pesar de que nacen de huevos provenientes de gallinas
reproductoras infectadas por Campylobacter spp. (Sahin et al., 2003; Callicott et al., 2006; Sahin
et al., 2015); y segundo, los estudios que rechazan la idea de la transmision vertical se basan en
que no se afslan los mismos genotipos en las cepas aisladas en las gallinas reproductoras y en los
descendientes (Cox et al., 2012). Se ha demostrado que la presencia de Campylobacter spp. en la
superficie de los huevos de pollos estd relacionado con la presencia de materia fecal de la gallina
reproductora (Parisi et al., 2015). Sin embargo, la penetracion de la cdscara ocurre en muy bajo
indice y las membranas sirven como una barrera efectiva (Fonseca et al., 2006). Se debe tener en
cuenta que en la industria avicola, tras la puesta de huevos fecundados y de forma previa a la
incubacidn, se realizan procesos de higienizacidn, por lo que la contaminacién en las incubadoras

una vez se ha constituido la cdscara pareceria poco probable (Messens et al., 2011).

Por otro lado, la transmisién horizontal de Campylobacter spp. en el ambiente de la granja y desde
el ambiente hacia los pollos es considerada la forma mds importante de diseminacién de este
microorganismo (Newell et al., 2011). Esta diseminaciéon de Campylobacter spp. se da a través
de vectores (animales como artropodos, mamiferos y aves que potencialmente pueden transmitir
el patégeno) y/o fomites (objetos o sustancias inanimadas) (Hermans et al., 2011b; Meerburg y
Schoelitsz, 2018). El riesgo de colonizacién y diseminacion de Campylobacter spp. puede ser
aumentado por la alta densidad de pollos en el galpén de crianza, la presencia de insectos, aves
silvestres, roedores y otros animales en la granja y por el personal que alli trabaja (Hermans et
al., 2011b). El origen de la contaminacién puede ser dificil de determinar debido a la ubicuidad
de Campylobacter spp. en el ambiente de la granja (Colles et al., 2008; Ridley et al., 2011; Sahin

et al., 2015). Ademads, existe una elevada diversidad genética entre los aislamientos obtenidos de
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las diferentes fuentes de infeccién (Bronowski et al., 2014). Entre las posibles fuentes de infeccién
de Campylobacter spp. se encuentran las aves silvestres, que pueden tener un papel importante
en la epidemiologia de Campylobacter spp. debido a los hdbitos alimenticios y cercanias al galpén
de crianza (Keller er al., 2011). Ademds, se cree que su agrupamiento y comportamiento
influencia la prevalencia de Campylobacter spp. (Hald et al., 2015). Esto hace que las aves
silvestres sean consideradas un reservorio de este patégeno en las granjas (Ellis-Iversen et al.,
2012). Sin embargo, se desconoce cémo es el ciclo de transmision entre pollos y aves silvestres
y si las aves actian como fuente de infeccién o solo son un receptor del patégeno (Newell et al.,
2011). En relacién a esto, hay indicios de la relacion existente entre cepas aisladas de los pollos

de crianza y de aves silvestres (Newell et al., 2011; Sheppard y Maiden 2015).

Otra posible fuente de infeccién podrian ser los roedores presentes en la granja (Agunos et al.,
2014). El rol que cumplen los roedores como vectores para este patdgeno es controversial (Robyn
et al., 2015). Algunos estudios han descripto que la presencia de roedores en una granja puede
incrementar el riesgo de colonizacién del lote de pollos (McDowell et al., 2008; Ellis-Iversen et
al., 2012). En este sentido, los roedores pueden desempefiar un papel importante en la
colonizacién de Campylobacter spp. en los pollos de engorde actuando como vectores
contaminando el alimento, la cama o las superficies del galpén sobre todo cuando la densidad de
los roedores es alta y el control de plagas no es adecuado (Meerburg, 2010; Robyn et al., 2015).
Sin embargo, se debe tener en cuenta que en la mayoria de las granjas se suelen aplicar programas
de control de roedores, disminuyendo la densidad de los mismos y minimizando el riesgo de

transmision de Campylobacter spp. (Meerburg, 2010).

Los escarabajos de la cama, Alphitobius diaperinus, en estadios de larva y adultos, son también
considerados una fuente de contaminacion (Chinivasagam et al., 2010). Este insecto se encuentra
en un nimero muy elevado en la cama de crianza en los galpones de pollos (Dinev, 2013). Su
biotipo y comportamiento lo seflalan como vector y acumulador de poblaciones de
microorganismos colonizadores de pollos (Agabou y Alloui, 2010). Se cree que estos insectos
juegan un papel importante en la transferencia de Campylobacter spp. ya que existe evidencia de
relacion entre cepas de Campylobacter spp. obtenidas a partir de estos insectos y pollos de crianza
durante el mismo ciclo productivo, asi como también en ciclos productivos consecutivos de
crianza (Rauber et al., 2019). La poblacion del escarabajo crece exponencialmente en el inicio de
la crianza debido a la disponibilidad de alimento y las condiciones de temperatura y humedad
favorables; luego el pollo consume el escarabajo favoreciendo de este modo el control del insecto
por parte del ave y al finalizar la crianza de las aves, los insectos migran hacia lugares méas oscuros
como rincones, cortinas y techos (Cecco et al., 2005). Los escarabajos emergen después de la

limpieza y desinfeccion del galpén y pueden infectar al préximo lote de pollos (Hazeleger et al.,
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2008). La ingesta de estos insectos seria una de las formas en que se produciria el contagio de

Campylobacter spp. en las aves (Dominguez, 2012).

Por otro lado, la asociacién entre Campylobacter spp. y las moscas presentes en la granja (Musca
domestica) no es sorpresiva, debido a que estos insectos son vectores naturales de numerosos
patégenos (Bahrndorff et al., 2013). Se ha sugerido que las moscas tienen un papel en la
epidemiologia de Campylobacter spp. ya que participan como vectores en la transmision de este
patégeno a las aves de corral (Royden et al., 2016). Las moscas domésticas, son atraidas y se
alimentan de heces de los animales de crianza u otros animales, que potencialmente contienen
Campylobacter spp. y podrian depositar esta materia fecal en la siguiente ubicacion, que podria
ser un galpén de crianza de aves (Newell et al., 2011). Se demostré que Campylobacter spp.
podian recuperarse de superficies externas y del sistema digestivo de las moscas domésticas
expuestas a materia fecal contaminada, lo que indicaria que puede actuar como vector biolégico
y mecdnico (Newell et al., 2011; Royden et al., 2016). Todo esto, sumado al ingreso de un gran
nimero de estos insectos en los galpones de crianza hace que la mosca sea considerada un factor

de riesgo importante, sobre todo en los meses de verano (Hald et al., 2004).

La presencia de animales domésticos, como perros y gatos en la granja de crianza de pollos
parrilleros, fue documentado como un factor de riesgo especifico de infeccion de Campylobacter
spp. en pollos (Ellis-Iversen et al., 2012; Andrzejewska et al., 2013). Se ha documentado
previamente el rol de las mascotas como reservorio de especies de Campylobacter principalmente
C. upsaliensis y C. jejuni (Carbonero et al., 2012; Holmberg et al., 2015). Sin embargo, muchas
cuestiones de la epidemiologia de la infeccion por Campylobacter spp. en mascotas permanecen
sin resolver (Andrzejewska et al., 2013). Las tasas de aislamiento de Campylobacter spp. de
perros y gatos varia dependiendo de varios factores como la edad del animal, la especie y la

estacion del afio en la que se realiza la determinacién (Andrzejewska et al., 2013).

El suministro de agua en las granjas avicolas no deberia constituir un riesgo de colonizacion si
esa agua proviene de la red publica de abastecimiento, es decir, un agua tratada y potable (Jonsson
et al., 2012). Sin embargo, la mayoria de las granjas no cuenta con un suministro de agua publico
por lo que utilizan suministros de agua subterrdnea no tratada la cual puede constituir un vehiculo
de contaminacién (Sasaki et al., 2011). En el interior de los galpones de las granjas, el agua de
bebida puede actuar como un vehiculo eficaz de propagacién de Campylobacter spp. (Newell et
al., 2011; Jonsson et al., 2012). Los bebederos se contaminan con este microorganismo luego de
que las aves del lote fueron colonizadas. Esto sugiere que los bebederos pueden actuar como
fémites manteniendo la bacteria y como fuentes de diseminaciéon incrementando el riesgo

mediante el contacto con multiples aves (Ellis-Iversen et al., 2012; Agunos et al., 2014).
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Los pollos también pueden ser colonizados por Campylobacter spp. a través de la cama del galpén
de crianza (Henry et al., 2011). Los pollos ingieren una gran cantidad de la cama de crianza y la
microbiota cecal de los pollos difiere segtin el material utilizado en la cama (Sibanda et al., 2018).
Entre los materiales mas utilizados para la cama se puede mencionar el aserrin y la cascara de
arroz (Toghyani et al., 2010). La cama de crianza nueva y fresca se considera de poco riesgo
debido al bajo contenido de humedad, lo que dificulta la viabilidad de Campylobacter spp.
(Newell et al., 2011). En muchos casos la cama solo es utilizada en un ciclo de crianza, pero
existen practicas de manejo que reutilizan la cama de crianza (Bolan et al., 2010). Esto indica que
la cama de crianza reutilizada puede actuar como una fuente de contaminacién y propagacion de
Campylobacter spp. para los pollos (Sahin et al., 2015). Es importante conocer que la presencia
de Campylobacter spp. en la cama de crianza puede verse influenciada por ciertos factores como

el periodo de vaciamiento del galp6n y el recambio de la misma (Newell y Fearnley, 2003).

El alimento balanceado puede también ser una fuente de transmisién de Campylobacter spp.
(Meunier et al., 2016). El alimento que se utiliza para los pollos es de tipo granulado, con muy
baja humedad, por lo que no tiene las condiciones para el crecimiento de Campylobacter spp.
(Silva et al., 2011). Sin embargo, una vez colonizadas las aves con Campylobacter spp., el
alimento puede contaminarse por deposicion de las mismas aves y puede actuar como propagador

de la infeccion dentro del lote de aves (Silva et al., 2011; Cox et al., 2012).

El manejo y las actividades desarrolladas por el personal en las granjas de manera rutinaria, como
la alimentacién, limpieza y control sanitario, son muy variables entre las diferentes granjas,
compaiiias y paises, y son factores muy importantes en la contaminacién y diseminacién de
Campylobacter spp. (Newell et al., 2011). Numerosos son los factores que pueden enumerarse
en torno a esto, como las medidas de bioseguridad en la granja, higiene de la ropa y botas de los
trabajadores, la cantidad de veces que el trabajador ingresa en el galp6én y el nimero de
trabajadores que ingresan, el trabajo con otros animales de crianza, el equipamiento utilizado, etc.
(Hansson et al., 2010; Ansari-Lari et al., 2011; Agunos et al., 2014). Se ha demostrado que la
implementacion de barreras de bioseguridad y el mejoramiento de la higiene de los trabajadores

reduce la colonizacién de Campylobacter spp. en los pollos (Newell ef al., 2011).

En diferentes estudios y con diferentes métodos de genotipificacidn, se mostr6 que existe una alta
variabilidad de genotipos de Campylobacter spp. coexistiendo en las granjas avicolas (Griekspoor
et al., 20105 Vidal et al., 2016; Colles et al., 2019; Garcia-Sénchez et al., 2020). Las poblaciones
de Campylobacter spp. que infectan lotes de pollos de engorde pueden ser complejas, contener
multiples genotipos y los lotes pueden ser colonizados por una sucesién de genotipos diferentes

alo largo del tiempo (Vidal et al., 2016). Se propuso que, inicialmente, los pollos estdn expuestos
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a un nimero bajo de genotipos de Campylobacter, este nimero aumenta con la edad de las aves

y este aumento en la diversidad seria acumulativa (Prachantasena et al., 2016).

En la diversidad de genotipos pueden coexistir cepas de genotipos totalmente diferentes entre si
con cepas derivadas de una misma cepa parental, cuya apariciéon podria darse por un
reordenamiento genético (Sheppard y Maiden, 2015). Es por esto que se sugiere una relacion entre
la diversidad genética de Campylobacter spp. y su capacidad de colonizacién, es decir, la
diversidad genética en las subpoblaciones de Campylobacter spp. mejora la capacidad de
colonizar el animal huésped (Wilson ez al., 2010). La deteccion de variabilidad en los genotipos
sugiere una mayor proporcion de subpoblaciones altamente adaptables al huésped y muestra la
presencia de subpoblaciones de Campylobacter spp. altamente especificas del huésped (Agunos

etal.,, 2014).

Se conoce poco sobre la direccién del intercambio o el potencial como reservorio de
Campylobacter spp. de las fuentes identificadas (Ridley et al., 2011; Agunos et al., 2014; Yang
et al., 2019). En muchos casos no son mutuamente excluyentes, es decir, estos reservorios pueden
contribuir tanto a la difusién como al mantenimiento de Campylobacter spp. en la granja de pollos
(Sibanda et al., 2018; Agunos et al., 2014). Sin embargo, las variaciones de las técnicas de

genotipado limitan la capacidad de establecer la direccién de propagaciéon (Newell et al., 2011).

Para el caso de los pollos parrilleros, el sitio predominante de colonizacién de Campylobacter
spp- es el ciego, lugar donde este microorganismo se multiplica (Hermans, et al., 2011a;
Humphrey et al., 2014; Connerton et al., 2018), mientras que en humanos, la infeccioén ocurre
predominantemente en el intestino delgado (Young et al., 2007; Man, 2011). Se cree que los
mecanismos de invasién en los pollos y en humanos son similares, pero no idénticos y la
capacidad de colonizacién y virulencia en humanos de Campylobacter spp. aumenta luego del
pasaje de la bacteria in vivo por los pollos (Van Deun et al., 2007, Hermans, et al., 2011a).
Independientemente, la colonizacién requiere movilidad mediada por el gen flaA, adhesién e
invasién que involucra genes como cadF, racR, virBll, iam, ciaB y produccion de toxinas
(cluster cdt) como ya se ha descripto previamente (Young et al., 2007; Thakur et al., 2010; Melo
et al., 2013). Ademds, Campylobacter spp. posee una amplia diversidad genética y una alta
frecuencia de recombinacion intragendémica que puede alterar el fenotipo y el genotipo de la
bacteria aumentando su capacidad de supervivencia y virulencia en un amplio rango de

condiciones adversas tanto dentro como fuera del huésped (Hermans, et al., 2011a).

Se describieron tres tipos de fenotipos de colonizacién: el primer fenotipo lo conforman aquellas
cepas que no logran colonizar pollos de 14 dias; el segundo fenotipo, las cepas denominadas

transitorias que logran colonizar el intestino, pero se eliminan facilmente; y el tercer fenotipo
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incluye cepas que muestran una colonizacidn eficiente y sostenida (Korolik ef al., 1998; Hinel et

al., 2009; Hermans et al., 2011a).
1.3.c- Campylobacter spp. en el proceso de faena de pollos

El proceso de faena de los pollos parrilleros tiene como objetivo producir carne segura para el
consumo humano. Esto implica una serie de pasos encaminados a transformar un pollo vivo en
una carcasa lista para su coccién y consumo. Esta carcasa puede venderse entera o puede ser
segmentada en presas o fileteada segun la preferencia del consumidor (EFSA, 2011; Barbut,

2014).

El faenamiento de los pollos en frigorificos a gran escala es un proceso rapido y altamente
automatizado (Tsola et al., 2008; Althaus et al., 2017). A lo largo del proceso, a pesar de los
avances tecnoldgicos, es posible la contaminacién de las carcasas y la propagacion de ciertas
bacterias como Campylobacter spp. (EFSA, 2011; Ma et al. 2014; Althaus et al., 2017; Rouger
et al., 2017). Para evaluar el desempeio del proceso de faena, se requiere un andlisis que incluya
la identificacién de operaciones que favorecen o tienden a disminuir la contaminacién
microbiolégica de las carcasas en cada una de las etapas de este procesamiento (EFSA, 2011;
Althaus et al., 2017; Milios et al.,, 2017). El procesamiento de los pollos comienza con la
operacion de recoleccion de aves. En esta etapa, las aves, una vez cumplido el ciclo de crecimiento
5-8 semanas, son capturadas en el galpén de crianza y cargadas en el medio de transporte. Estas
aves deben tener un ayuno previo de 8 a 12 horas. Este ayuno consiste en la suspension de la
alimentacién para evitar la acumulacién de alimento en intestinos y el desperdicio de alimento no
asimilado (FAO, 2007; Ali et al., 2008; Rui et al., 2011). La administracién de agua de bebida se
mantiene, ya que ésta impide la deshidratacion y pérdida de peso que afectan el rendimiento por
carcasa (Vanderhasselt et al., 2013). Los pollos llegan desde la granja de produccién hasta la
planta de faena, alli se descargan en el momento que van a ser sacrificados y las jaulas vacias

luego son lavadas y desinfectadas (FAO, 2007; Pandey y Bawa, 2010).

Posteriormente, los pollos ingresan en la linea de matanza que consta de tres pasos: colgado,
matanza y desangrado. Este proceso comienza con el aturdimiento del ave (generalmente
mediante un shock eléctrico) y luego continda con un corte en la vena yugular que produce el
desangrado y la muerte del ave (FAO, 2007; Aghwan et al., 2016; EFSA, 2019). Desde alli, las
aves son transportadas para ingresar al tanque de escaldado. El escaldado se realiza utilizando
agua caliente (50 — 52 °C) para relajar los foliculos de las plumas y facilitar su eliminacién. Luego
de esto se remueven las plumas en el proceso de desplumado. La calidad del desplumado esta
relacionada con la efectividad del escaldado. Finalmente, también se realiza un flameado con un
soplete de baja intensidad para eliminar cualquier resto de plumas que no haya sido eliminado

(Yashoda et al., 2001; Keener et al., 2004; FAO, 2007; Pandey y Bawa, 2010).
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El proceso continda luego con la etapa de eviscerado, en la cual se realiza la extraccién de las
visceras de la cavidad gastrointestinal del ave, ademas de las patas y el cuello. El eviscerado se
realiza en tres etapas, primero se abre la cavidad intestinal, se extraen las visceras de la cavidad
gastrointestinal, se lava la cavidad vacia, las visceras y menudencias, luego se segmentan y
clasifican (Jekayinfa, 2007; Pandey y Bawa, 2010; Rodionova y Paliy, 2017; Canet et al., 2018).
Una vez completado el procedimiento de evisceracion, la carcasa debe ser lavada para eliminar
restos de sangre, plumas y desechos del eviscerado, por lo general se utiliza agua clorinada.
También las carcasas deben enfriarse a 4 — 5 °C tan pronto como sea posible. Los métodos mas
comunes incluyen enfriamiento por inmersién en agua con un contraflujo de agua fria,
enfriamiento por aire y enfriamiento por pulverizacién spray chilling (que incluye aire y agua)
(Bashor et al., 2004, James et al., 2006; FAO, 2007; Pergola et al., 2010; Rodionova y Paliy,
2017).

Cuando las carcasas fueron enfriadas, estdn listas para ser empaquetadas enteras, por porciones o
como carne deshuesada. Para esto, cada carcasa individual es clasificada por peso y calidad, de
modo que pueda asignarse al proceso correcto segin lo dicte el mercado. Las carcasas son
embolsadas en bolsas de polietileno que son selladas y perforadas para evitar la acumulacién de
liquidos (exudados). El empaquetado tiene como funcidén la proteccidon del producto y ademads
debe contener la informacidn necesaria de dicho producto (FAQO, 2007; Tsola et al., 2008; Pandey
y Bawa, 2010). Los productos empaquetados son almacenados en cuartos frios a temperaturas de
refrigeracion si van a ser almacenados por un tiempo corto (dias) o en freezers industriales a
temperaturas de congelacion si van a ser almacenados por un periodo prolongado de tiempo
(semanas, meses) (FAO, 2007; Sampers et al., 2010; Pandey y Bawa, 2010; Mawlood y Khidhir,
2018). La temperatura de refrigeracion oscila de 2 — 4 °C y la de congelacién depende del tiempo

que se desee almacenar el producto (FAO, 2007; Pandey y Bawa, 2010).

En las condiciones en las que se desarrolla el proceso de faena de pollos parrilleros (cambios
rdpidos de temperatura, osmolaridad, presencia de oxigeno atmosférico) Campylobacter
termotolerantes, con una temperatura éptima de crecimiento de 37 a 42 °C y requerimientos de
bajos niveles de oxigeno, es poco probable que se multiplique en carcasas de pollos o equipos de
procesamiento (Newell et al., 2001; Garénaux et al., 2008; USDA, 2008). Sin embargo, este
microorganismo se encuentra en altas proporciones en carne de pollo lista para consumir (Hue et
al., 2010; EFSA, 2011), por lo que las carcasas de los pollos se contaminan con Campylobacter
termotolerantes durante el procesamiento en la planta de faena, atin cuando existen métodos de

bioseguridad, higiene y desinfeccién y (Kudirkiené et al., 2011; Lawes et al., 2012).

Los posibles factores de riesgo relacionados con la contaminaciéon de las carcasas con

Campylobacter spp. en el frigorifico se pueden ir detectando en las diferentes etapas del proceso
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de faena. La contaminacion de la superficie de la carcasa de los pollos con Campylobacter spp.
puede darse por contacto directo con materia fecal de los pollos o por contaminacion cruzada al
pasar por la linea de proceso por contacto con equipamiento y superficies contaminadas (Malher

et al., 2011; Seliwiorstow et al., 2016).

En la recepcién de animales vivos la contaminacién puede provenir de las plumas y la piel de los
pollos, en el ciego y en el contenido intestinal de aves vivas (Hanninen, 2010; Boysen et al.,
2016). En el escaldado el riesgo reside en la contaminacion del agua del tanque de escaldado y
por lo tanto la contaminacion de las superficies internas y externas de las carcasas presentes en
ese proceso y en procesos subsecuentes (Hanninen, 2010). Si bien el agua que se utiliza en el
escaldado se encuentra a temperaturas elevadas, el tiempo de exposicién de las carcasas es muy

corto como para eliminar la contaminacién microbioldgica (Gruntar et al., 2015).

En la etapa de evisceracion, la manipulacién de las carcasas puede generar la contaminacién
cruzada primero al abrir la cavidad y luego al extraer las visceras. Esto se da por la ruptura
intestinal durante el eviscerado, contaminando las carcasas, las superficies de trabajo, el
equipamiento y las manos de los operadores que se encuentren realizando dicha actividad con el
contenido intestinal, donde existe una alta carga de Campylobacter spp. (EFSA, 2011; Hue et al.,
2011; Gruntar et al., 2015; Perez-Arnedo y Gonzélez-Fandos, 2019). Sumado a esto, cuando las
aves pasan mucho tiempo sin alimentarse, el revestimiento intestinal se pierde y los intestinos
pueden romperse mds facilmente durante la extraccién (Hanninen, 2010; Seliwiorstow et al.,

2016).

En el proceso de enfriamiento de las carcasas por inmersion en chiller, 1a contaminacién del agua
del chiller puede llevar a una contaminacién cruzada debido al volumen de carcasas que entran
en contacto unas con otra y la duracién extendida de este proceso (Keener, et al., 2004; EFSA,
2011; Possas et al., 2017; Toyofuku et al., 2017). El enfriamiento de la carcasa es una oportunidad
para reducir y eliminar patégenos como Campylobacter spp. utilizando ciertos antibacterianos
como hipoclorito de sodio o dcido peroxiacético en concentraciones variables. Sin embargo, la
carga de materia orgénica en el agua del chiller condiciona la actividad bactericida (Smith et al.,

2015).

El problema mds dificil de controlar en el procesamiento de aves de corral es el de la
contaminacion cruzada a partir de aerosoles, agua de proceso y contacto de carcasas entre si 0 con
equipos o manos de operadores (Hanninen, 2010; Perez-Arnedo y Gonzélez-Fandos, 2019).
Ademads, la técnica y la velocidad del procesamiento de las aves dificulta la prevencién de la
contaminacion cruzada entre las aves de un mismo lote y entre aves de lotes diferentes (Peyrat et

al., 2008).
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La prevalencia de Campylobacter spp. en la planta de faena de pollos tiene diferentes factores
que pueden influenciarla, entre ellos podemos mencionar: el estado de las aves al momento de la
llegada a la planta de faena, la edad del ave al momento de la faena, el nimero de granjas o lotes
que se faenan en un proceso y las condiciones del procesamiento (Lawes et al., 2012). Se ha
reportado que la prevalencia de Campylobacter spp. es variable a lo largo del proceso en la planta
de faena de los pollos. Esta prevalencia tiende a incrementarse en la etapa de desplumado debido
al escape de materia fecal a través de la cloaca por efecto del proceso de desplumado y en el
proceso de eviscerado por el estrecho contacto de las carcasas con el contenido intestinal de los
pollos. Por otro lado, la prevalencia de Campylobacter spp. tiende a disminuir luego del proceso
de escaldado y en el proceso de enfriado en el chiller debido al efecto de la temperatura en ambas
etapas. (Guerin et al., 2010; Perez-Arnedo y Gonzédlez-Fandos, 2019). La elevada prevalencia de
Campylobacter spp. a lo largo del proceso de faena del pollo demuestra que dicho procesamiento
no significa/implica un control de Campylobacter spp. (Guerin et al., 2010). En algunos estudios
fue reportado que la mayoria de los aislamientos obtenidos a partir de diferentes muestras en
planta de faena pertenecian a la especie a C. jejuni (Hue et al., 2011; Garcia-Sanchez et al., 2017),
mientras que en otros la especie predominante fue C. coli (Ma et al., 2014; Torralbo et al., 2015;

Guirin et al., 2020).

Por otro lado, mediante estudios de relacién clonal, se ha demostrado que en la planta de faena
existe una alta diversidad de genotipos de Campylobacter termotolerantes. Esto es debido a la
elevada cantidad de genotipos tnicos encontrados de acuerdo a la especie de la cepa, el origen de
la muestra y la fecha de aislamiento (Wieczorek et al., 2013; Wieczorek et al., 2015; Rafei et al.,
2019). Sin embargo, se hallaron cepas con genotipos idénticos, provenientes de diferentes fuentes
de aislamiento, lo que sugiere la contaminacién cruzada en el proceso de faena y la circulacién
de las cepas desde la materia fecal a las carcasas o al ambiente (Wieczorek et al., 2015; Han et
al., 2016; Ramires et al., 2020). Por otro lado, se detecté también relacién clonal entre cepas de
Campylobacter termotolerantes aisladas de carcasas en la etapa final de diferentes ciclos de
procesamiento que en principio fueron negativas para este microorganismo (Kudirkiené et al.,
2011; Garcia-Sanchez et al., 2017; Pergola et al., 2017). Se conoce ademds que la diversidad
genética es mayor en C. jejuni que en C. coli. Se sugirié que esta alta diversidad es una posible
consecuencia de la alta frecuencia de variacién genética de C. jejuni (Noormohamed y Fakhr,

2014; Sheppard y Maiden, 2015; Pergola et al., 2017).

Campylobacter spp. no puede crecer y sobrevivir bien en el ambiente por largos periodos y es
sensible a los desinfectantes mas comdinmente utilizados en la industria de la carne de pollos
(Kudirkiené et al., 2011). De todas maneras, Campylobacter spp. puede ser aislado de varias
fuentes ambientales en la planta de faena asi como también de los animales vivos (Colles et al.,

2010). Esto indica que muchas cepas de Campylobacter spp. parecen sobrevivir al procesamiento
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de los pollos asi como también a la limpieza y desinfeccion de la planta de faena entre los lotes
procesados (Garcia-Sdnchez et al., 2017; Umaraw et al., 2017). Algunas cepas de Campylobacter
spp. son capaces de sobrevivir overnight y existe evidencia que demuestra la persistencia de hasta
21 dias de ciertas cepas de Campylobacter termotolerantes (Rejab, et al., 2012; Garcia-Sanchez
etal., 2017). Esta capacidad de supervivencia no es limitada solo a un genotipo de Campylobacter
spp. y esta relacionada a variantes genéticas en la cepa (Colles et al., 2010). El mecanismo de
supervivencia de Campylobacter spp. es menos conocido que el de otros agentes patégenos y
muchos de los mecanismos de defensa al estrés presentes en otros patdgenos no estdn presentes
(Murphy et al., 2006; Kudirkiené et al., 2011). Sin embargo, la habilidad de formar biofilm sobre
diferentes superficies y la habilidad de entrar en un estado viable pero no cultivable son
mecanismos que podrian proteger a Campylobacter spp. y permitir su supervivencia en
condiciones desfavorables en el procesamiento de los pollos (Klan¢nik et al., 2008; Klan¢nik et
al., 2014). Consecuentemente, el ambiente con condiciones desfavorables, como ocurre en la
planta de faena, puede seleccionar variantes con una alta capacidad de adaptacién a esas

condiciones (Kudirkiené et al., 2011).
1.3.d- Fuentes de infeccién para el hombre

En el hombre, la campylobacteriosis tiene diferentes fuentes y rutas potenciales de infeccidn, no
comprendidas atin en su totalidad (Wagenaar et al., 2013). La infeccién principalmente dada por
C. jejuni o C. coli se adquiere a través de la cadena alimentaria (Golz et al., 2014). Entre las
fuentes mds importantes de infeccién para el hombre podemos destacar la carne de pollo
(Wagenaar et al., 2013). También se apuntan a otras fuentes que pueden ayudar a comprender la
complejidad de la epidemiologia de la enfermedad como la carne de cerdo, la leche sin pasteurizar
u otros alimentos (verduras) por contaminacién con materia fecal o por contaminacién cruzada
con alimentos contaminados (Vencia et al., 2014). Los animales domésticos como perros y gatos
pueden ser portadores asintomdticos de Campylobacter spp. y algunos insectos son vectores
mecdnicos y biolégicos (mediante sus deyecciones) (Silva et al., 2011). El agua de consumo
puede actuar como vehiculo de las campylobacteriosis debido a la contaminacién de las aguas

con materia fecal, por animales de abasto o por aves silvestres (Silva et al., 2011).
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2-1. HIPOTESIS

El estudio de la epidemiologia de Campylobacter termotolerantes presentes en cadenas
agroalimentarias permitird identificar y aplicar medidas de manejo del riesgo sustentadas
cientificamente, las que evitaran la diseminacién de los mismos y reducirdn el impacto en la salud

publica.

2-2. OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento de la epidemiologia de Campylobacter termotolerantes en las granjas
de pollos parrilleros y en plantas de faena como base cientifica para el disefio de medidas de

manejo del riesgo que permitan reducir el impacto en la salud publica.

2-3.  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la prevalencia de Campylobacter termotolerantes en granjas de pollos de engorde.

Evaluar la presencia de Campylobacter termotolerantes en diferentes etapas del proceso de faena

de los pollos de engorde.

Evaluar la prevalencia de Campylobacter termotolerantes en diferentes reservorios en la granja

durante ciclos de crianza consecutivos.

Estudiar y comparar los perfiles genéticos de los aislamientos de Campylobacter termotolerantes
entre los diferentes ciclos productivos y galpones dentro de una misma granja, asi como entre
diferentes granjas y con los Campylobacter termotolerantes aislados desde los establecimientos

faenadores.

Determinar la presencia de genes asociados a virulencia en los aislamientos de Campylobacter

termotolerantes obtenidos en las granjas y establecimientos faenadores.
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3-1. Prevalencia de Campylobacter termotolerantes en granja y planta de faena
de pollos parrilleros

3.1.1- Toma de muestras y aislamiento de Campylobacter termotolerantes a partir de
muestras obtenidas de pollos y vectores/fomites de granjas (PRIMER MUESTREO EN
GRANJA)

Se realizé un muestreo entre los meses de mayo y diciembre del afio 2015. Para esto se trabajé en
tres granjas comerciales de pollos parrilleros (G1, G2 y G3) localizadas en la zona de influencia
de la FCV-UNL pero ubicadas entre si a una distancia no menor a los 5 km. Cada granja fue
muestreada durante 3 ciclos de produccién consecutivos (M1, M2 y M3). Solo en el caso de G1
se realizé un muestreo adicional (M4) debido a que en el primer muestreo (M1) hubo aislamientos
que se perdieron en las diferentes etapas del procesamiento. Se evaluaron diferentes ciclos de
produccién en la misma granja con el objeto de determinar la permanencia de los mismos clones
en dicho establecimiento. La seleccién de las granjas fue del tipo aleatorio simple. En cada granja
se selecciond un galpén donde se realizaba la crianza de los pollos. La seleccién del mismo fue
del tipo aleatorio simple. En cada una de las granjas se tomaron muestras de pollos de engorde,
de fomites (agua de bebida, cama del galpén de crianza, alimento balanceado y botas de los
trabajadores) y de vectores (aves silvestres, animales domésticos, moscas, Alphitobius diaperinus
en estadio larva y adulto, y roedores) La toma y el procesamiento de la muestra se realiz6 de la

siguiente manera:

Pollos: El dia de visita a la granja se seleccioné un galpén al azar (que fue el mismo en los
sucesivos muestreos) y se realizé hisopado de la cloaca de 30 pollos que cursaban la quinta
semana de vida (Bolton y Coates, 1983). Cada hisopo se colocé en un tubo con 4 ml de Caldo
Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) suplementado con 5% de sangre equina hemolizada,
cicloheximida (50 mg/l), cefoperazona (20 mg/l), trimetoprima (20 mg/l) y vancomicina (20
mg/1). Los tubos se transportaron al laboratorio, en donde se incubaron a 42° C durante 24 h en
condiciones de microaerofilia (H>:CO,:0», 85:10:5) generada por desplazamiento de gases en
jarras de anaerobiosis (AnaeroJar™, Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). Transcurridas las 24 h,
se centrifugaron (Thermo Scientific Sorvall® RC 6™ Plus Superspeed Centrifuge, Estados
Unidos) los tubos de caldo Bolton a 4500 g durante 10 min (Blaser et al., 1986; Khanna ef al.,
2006). Posteriormente, se descartd el sobrenadante y se conservé el pellet. Por otro lado, se
colocaron filtros de 0,45 um (Sartorius AG, Goettingen, Germany) estériles sobre placas de agar
modificado desoxicolato-cefoperazona-carbén activado (mCCDA) sin suplemento de antibidticos
(Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) (Goossens et al., 1986; Jokinen et al., 2012). Sobre cada filtro
se coloco el pellet obtenido de la centrifugacién y se incubd a 37°C durante 10 min (Jokinen et

al., 2012; He et al., 2015). Transcurridos los 10 min se quit6 el filtro con una pinza previamente
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esterilizada y se descartd. Las placas se incubaron posteriormente durante 48 h a 42°C en

condiciones de microaerofilia.

Agua de bebida: se colect6 agua del tanque madre de abastecimiento y de 10 picos de bebida del
galp6n donde se alojaban los pollos (Pitkdnen, 2013). Se colectaron asépticamente 50 ml de agua
del tanque madre en un tubo falcon de 50 ml estéril. También se formé un pool de agua de 10
picos de bebida del galpén donde se alojaban las aves en un tubo falcon de 50 ml estéril. En el
Laboratorio se transfirieron 5 ml de cada tubo colectado a otro tubo falcon de 50 ml estéril y se
agregaron 40 ml de caldo Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) (preparado para un volumen
final de 45 ml) con suplementos. Luego, los tubos se incubaron a 42°C durante 24 h en
condiciones de microaerofilia (H»:CO,:0O, 85:10:5). Las muestras se procesaron de igual manera

que las muestras obtenidas de pollos.

Cama: se tomé una muestra de la cama de origen y se form6 un pool de muestras de la superficie
del piso del galpén donde se encontraban las aves, el cual fue dividido en 10 fracciones y se
tomaron muestras de cada sector (Bull ef al., 2006). Las muestras se recogieron en bolsas de nylon
transparente y se transportaron al laboratorio. En el laboratorio se pesaron 5 g de cada muestra y
se colocaron en un tubo falcon de 50 ml estéril. Por tltimo, se enrasé con caldo Bolton (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) con suplementos a 45 ml y se incubaron a 42°C durante 24 h en
condiciones de microaerofilia (H»:CO,:0O, 85:10:5). Las muestras se procesaron de igual manera

que las muestras obtenidas de pollos.

Alimento balanceado: se tom6 una muestra desde el silo que provee a los galpones y de los
comederos presentes en el interior del galpén de crianza (Bull et al., 2006). Para el caso de los
comederos, se recolectd un pool de alimento balanceado de 10 comederos dentro del galpdn,
dividiendo el galpén en 10 fracciones tomando muestras de alimento balanceado de los comederos
de cada sector. Se tomaron las muestras en bolsa de nylon transparente y se transportaron al
laboratorio. En el laboratorio se pesaron 5 g de cada muestra y se colocaron en un tubo falcon de
50 ml estéril. Por ultimo, se enrasé con caldo Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) con
suplementos a 45 ml y se incubaron a 42°C durante 24 h en condiciones de microaerofilia
(H2:C0O»:0, 85:10:5). Las muestras se procesaron de igual manera que las muestras obtenidas de

pollos.

Trabajadores: Se tomaron muestras de las botas de los empleados de la granja (Herman et al.,
2003). Se colocaron 150 ml de agua de peptona (Britania, Buenos Aires, Argentina) en bolsas de
residuo y dentro de cada bolsa se realiz6 el lavado de las botas de cada operario de la granja. Se
trasvasé el contenido de cada bolsa a frascos de 250 ml estériles debidamente rotulados y se
transportaron al laboratorio. En el laboratorio se centrifugd el agua de lavado de cada frasco a

4500 g durante 10 min (Thermo Scientific Sorvall® RC 6™ Plus Superspeed Centrifuge, Estados
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Unidos). Se descartd6 el sobrenadante y se conservo el pellet. Por dltimo, se agregd caldo Bolton
(Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) con suplementos en cada tubo hasta 45 ml y se incubaron a
42°C durante 24 h en condiciones de microaerofilia (H»:CO,:0, 85:10:5). Las muestras se

procesaron de igual manera que las muestras obtenidas de pollos.

Aves silvestres: Se tomaron muestras de materia fecal de aves silvestres de la zona del galpén en
la granja (Sippy et al., 2012; Pao et al., 2014). Las aves fueron capturadas con redes de niebla y
posterior al muestreo fueron liberadas. La muestra se tomé desde la cloaca del animal mediante
un hisopo estéril. Cada hisopo se colocé en un tubo con 4 ml de Caldo Bolton (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) con suplementos y se transportaron al laboratorio, en donde se
incubaron a 42°C durante 24 h en condiciones de microaerofilia (H»:CO,:0, 85:10:5). El

procesamiento de la muestra continud de la misma manera que para las muestras de pollos.

Animales domésticos: Se tomaron muestras de hisopados rectales de animales domésticos
(perros y gatos) presentes en cada granja (Andrzejewska et al., 2013). La muestra se tom6 desde
el recto del animal mediante un hisopo estéril. Cada hisopo se colocé en un tubo con 4 ml de
Caldo Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) con suplementos y se transportaron al
laboratorio, en donde se incubaron a 42°C durante 24 h en condiciones de microaerofilia
(H2:C0O,:0, 85:10:5). Las muestras se procesaron de igual manera que las muestras obtenidas de

pollos.

Moscas: Se tomaron muestras de moscas presentes en el galpon de la granja. Se recogieron dos
muestras de 5 g cada una en tubos falcon de 50 ml estériles (Stern et al., 2001). En el laboratorio
el contenido de uno de los tubos falcon fue tratado con cloro 30% para realizar la desinfeccién
externa de las moscas. Luego de la desinfeccidn se enjuagd con abundante agua destilada estéril.
Se colocaron las muestras en bolsas para muestreo (Whirl-pak®) y se agregaron 45 ml de caldo
Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) con suplementos. Cada bolsa se homogeneizé por 2
min a velocidad normal (Stomacher 80 Biomaster, SEWARD). Posteriormente se trasvaso el
contenido de las bolsas a tubos falcon de 50 ml estériles y se incubaron a 42°C durante 24 h en
condiciones de microaerofilia (H»:CO,:0O, 85:10:5). Las muestras se procesaron de igual manera

que las muestras obtenidas de pollos.

Alphitobius diaperinus adultos (AD Adultos): Se tomaron muestras de escarabajos presentes en
la cama del galpdn de la granja, el cual fue dividido en 10 fracciones. Se recolectaron las muestras
de cada sector (debajo de los comederos) en bolsas de nylon transparentes y se formé un pool
(Hazeleger et al., 2008). En el laboratorio se separaron los escarabajos adultos y se recolectaron
dos muestras de 5 g de cascarudos en 2 tubos falcon de 50 ml estériles. El contenido de uno de
los tubos falcon fue tratado con cloro 30% para realizar la desinfeccidon. Luego de la desinfeccion

se enjuagd con abundante agua destilada estéril. Se colocaron las muestras en bolsas de
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stoamacher, se agregaron 45 ml de caldo Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) con
suplementos y se homogeneizaron por 2 min a velocidad normal (Stomacher 80 Biomaster,
SEWARD). Posteriormente se trasvaso el contenido de las bolsas a tubos falcon de 50 ml estériles
y se incubaron a 42°C durante 24 h en condiciones de microaerofilia (H»:CO,:0, 85:10:5). Las

muestras se procesaron de igual manera que las muestras obtenidas de pollos.

Alphitobius diaperinus larvas (AD larvas): Se tomaron muestras de larvas presentes en la cama
del galpén de la granja, el cual fue dividido en 10 fracciones. Se recolectaron las muestras de cada
sector (debajo de los comederos) en bolsas de nylon transparentes y se formé un pool (Hazeleger
et al., 2008). En el laboratorio se separaron las larvas y se recolectaron dos muestras de 5 g de
larvas en 2 tubos falcon de 50 ml estériles. El contenido de uno de los tubos falcon fue tratado
con cloro 30% para realizar la desinfeccion. Luego de la desinfeccién se enjuagd con abundante
agua destilada estéril. Se colocaron las muestras en bolsas de stoamacher, se agregaron 45 ml de
caldo Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) con suplementos y se homogeneizaron por 2
min a velocidad normal (Stomacher 80 Biomaster, SEWARD). Posteriormente se trasvaso el
contenido de las bolsas a tubos falcon de 50 ml estériles y se incubaron a 42°C durante 24 h en
condiciones de microaerofilia (H»:CO,:0O, 85:10:5). Las muestras se procesaron de igual manera

que las muestras obtenidas de pollos.

Roedores: Se tomaron muestras de contenido intestinal de roedores que circulaban por el galp6n
en la granja. Los ratones fueron capturados con trampas de aluminio plegables para roedores tipo
Shermann, colocadas el dia previo al muestreo (Sippy et al., 2012). Se realiz6 la necropsia de
cada rat6én capturado y se obtuvo el tracto intestinal de cada uno. Los 6rganos se colocaron en
recipientes estériles y fueron trasladados refrigerados al laboratorio. Por otro lado, se colocaron
filtros de 0,45 pm estériles (Sartorius AG, Goettingen, Germany) sobre placas de agar modificado
desoxicolato-cefoperazona-carbén activado (mCCDA) (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) sin
suplemento de antibidticos. Sobre cada filtro se colocd el contenido intestinal obtenido y se incubd
a 37°C durante 10 min. Transcurridos los 10 min se retir6 el filtro con una pinza previamente
esterilizada y se descart6. Se incubaron las placas durante 48 h a 42°C en condiciones de

microaerofilia.

Todas las placas de mCCDA (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) obtenidas a partir de todas las
muestras, luego de la incubacién de 48 h a 42°C se observaron para detectar la presencia de
colonias morfolégicamente sospechosas de Campylobacter. Las colonias sospechosas para
Campylobacter termotolerantes presentan una coloracion griscea, de aspecto cremoso, himedo
y con tendencia a extenderse con un brillo plateado por toda la placa (Salim et al., 2014). A partir
de estas colonias se realizaron preparados frescos para observar al microscopio de contraste de

fases la morfologia curvada y la movilidad tipica de Campylobacter. Ademads, se realizd la tincion
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de Gram, y la prueba de la catalasa y oxidasa (On, 1996). Al confirmarse la presencia de
Campylobacter termotolerantes se repicaron a otra placa de mCCDA (Oxoid, Basingstoke, Reino
Unido) sin suplemento de antibidticos para obtener cantidad suficiente de cultivo y luego

conservarlas a -80°C en medio crioprotector (Terzolo et al., 1987).

3.1.2- Toma de muestras y aislamiento de Campylobacter termotolerantes a partir de
muestras obtenidas de ciegos, carcasas de pollos y fomites en planta de faena de pollos

parrilleros

El muestreo se realiz6 entre los meses de mayo y diciembre del afio 2015. Para esto se trabaj6 con
un establecimiento dedicado a la faena de pollos parrilleros localizado en la zona de influencia de
la FCV-UNL. Los lotes de animales muestreados durante el proceso de faena fueron los mismos
que se utilizaron durante la etapa de muestreos en granjas, por lo que se realizaron tres muestreos
consecutivos (M1, M2 y M3) siguiendo la faena correspondiente a los pollos de cada lote

muestreado en granja (LF1, LF2 y LF3).
La toma de muestras durante el proceso de faena se realizé en tres zonas especificas de la planta.

Zona 1: Zona de eviscerado de los pollos. La toma y el procesamiento de las muestras se

realizaron de la siguiente manera:

- Ciegos de pollos (Ci): se tomaron al azar los ciegos de 10 pollos, los cuales fueron
trasladados en recipientes estériles bajo condiciones de refrigeracién hasta el laboratorio
(Hansson et al., 2010). En el laboratorio se colocaron filtros estériles con didmetro de poro de
0,45 um (Sartorius AG, Goettingen, Germany) sobre placas de agar mCCDA (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) sin suplemento de antibiéticos. Sobre cada filtro se colocé parte del
contenido de los ciegos (extraido con cuchara, pinza y tijera estériles) y se incubaron a 37°C
durante 10 min. Transcurridos los 10 min se quitaron cuidadosamente los filtros con el contenido
cecal utilizando una pinza estéril y se descartaron. Se colocaron las placas a incubar durante 48 h
a 42° C en condiciones de microaerofilia (H»:CO,:0, 85:10:5) generada por desplazamiento de

gases en jarras de anaerobiosis (AnaeroJar™, Oxoid, Basingstoke, Reino Unido).

- Superficie de la zona de eviscerado (SupEv): Se tomaron muestras de dos dreas de
trabajo de la zona (de 100 cm?) mediante hisopos estériles (Cools et al., 2005; Reiter et al., 2005;
Franchin et al., 2007; Peyrat et al., 2008). Cada hisopo se colocé en un tubo con 4 ml de Caldo
Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) con suplementos. Los tubos se transportaron al
laboratorio, en donde se incubaron a 42°C durante 24 h en condiciones de microaerofilia
(H2:CO»:0; 85:10:5). Transcurridas las 24 h, se centrifugaron (Thermo Scientific Sorvall® RC
6™ Plus Superspeed Centrifuge, Estados Unidos) los tubos de caldo Bolton a 4500 g durante 10

min (Blaser et al., 1986; Khanna et al., 2006). Posteriormente, se descart6 el sobrenadante y se
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conservo el pellet. Por otro lado, se colocaron filtros estériles con tamafio de poro de 0,45 pm
(Sartorius AG, Goettingen, Germany) sobre placas de agar mCCDA (Oxoid, Basingstoke, Reino
Unido) sin suplemento de antibidticos. Sobre cada filtro se colocd el pellet obtenido de la
centrifugacién y se incub6 a 37°C durante 10 min. Transcurridos los 10 min se quité el filtro con
una pinza estéril y se descartd. Se incubaron las placas durante 48 h a 42°C en condiciones de

microaerofilia (H»:CO,:0; 85:10:5).

- Pinzas de eviscerado (PEv): se muestrearon mediante la utilizacion de un hisopo estéril
tres pinzas utilizadas por los trabajadores para la extraccién de las visceras de los pollos durante
el proceso de faena (Abu-Ruwaida et al., 1994). Cada hisopo se colocé en un tubo con 4 ml de
Caldo Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) con suplementos y se transportaron al
laboratorio, en donde se incubaron a 42°C durante 24 h en condiciones de microaerofilia
(H2:C0O,:0, 85:10:5). El procesamiento de la muestra continué de la misma manera que para las

muestras de superficie de la zona de eviscerado de pollos.

- Lavado de guantes de operarios de eviscerado (OpEv): Se tomaron muestras del
lavado de guantes de tres operarios que realizaban el eviscerado de pollos (Abd-Elaleem et al.,
2014). Las muestras fueron recogidas mediante el lavado de los guantes del operario en bolsas de
residuos que contenian 150 ml de agua de peptona estéril. Una vez realizado el lavado se trasvasé
el contenido de cada bolsa a frascos de 250 ml estériles debidamente rotulados y se transportaron
al laboratorio. En el laboratorio se centrifugé el agua de lavado de cada frasco a 4500 g durante
10 min (Thermo Scientific Sorvall® RC 6™ Plus Superspeed Centrifuge, Estados Unidos). Se
descart6 el sobrenadante y se conservd el pellet. Por tltimo, se agregd caldo Bolton (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) con suplementos en cada tubo hasta 45 ml y se incubaron a 42°C
durante 24 h en condiciones de microaerofilia (H2:CO,:0, 85:10:5). El procesamiento de la
muestra continud de la misma manera que para las muestras de superficie de la zona de eviscerado

de pollos.
Zona 2: Zona de lavado de los pollos. Alli se tomaron y se procesaron muestras de:

- Agua proveniente del chiller (ACh): se colectaron asépticamente 50 ml de agua del
tanque en un tubo falcon de 50 ml estéril (Sasaki et al., 2014) que contenia en su interior una
solucién 0,1% de tiosulfato de sodio (Kemp et al., 2000). En el laboratorio, el contenido del tubo
se centrifugd (Thermo Scientific Sorvall® RC 6™ Plus Superspeed Centrifuge, Estados Unidos)
a 4500 g durante 10 min. Se descart6 el sobrenadante y se conservo el pellet, al cual se le agregd
caldo Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) con suplementos hasta 45 ml. Luego, los tubos
se incubaron a 42°C durante 24 h en condiciones de microaerofilia (H»:C0O,:0, 85:10:5). El
procesamiento de la muestra continué de la misma manera que para las muestras de superficie de

la zona de eviscerado de pollos.
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- Superficie a continuacion del chiller (SupCh): Se tomaron muestras de tres areas de
trabajo de la zona inmediatamente posteriores a la salida de los pollos del chiller (de 100 cm?)
mediante hisopos estériles (Cools et al., 2005; Reiter et al., 2005; Franchin et al., 2007; Peyrat et
al., 2008). Cada hisopo se colocé en un tubo de 4 ml de Caldo Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino
Unido) con suplementos y se transportaron al laboratorio en donde se incubaron a 42°C durante
24 h en condiciones de microaerofilia (H»:CO,:0, 85:10:5). El procesamiento de la muestra
continud de la misma manera que para las muestras de superficie de la zona de eviscerado de

pollos.
Zona 3: Zona de despacho de los pollos. Allf se tomaron muestras de:

- Carcasas de pollos (Ca): Se tomaron muestras de 10 carcasas de pollos envasadas
previo a su ingreso a la cdmara frigorifica (Corry et al., 2002; Bashor et al., 2004; Sasaki et al.,
2014). Las muestras fueron recogidas mediante el lavado de las carcasas en bolsas que contenian
150 ml de agua de peptona. Una vez realizado el lavado se trasvaso el contenido de cada bolsa a
un frasco de 250 ml estéril. En el laboratorio, el contenido del tubo se centrifugé (Thermo
Scientific Sorvall® RC 6™ Plus Superspeed Centrifuge, Estados Unidos) a 4500 g durante 10
min. Se descart6 el sobrenadante y se conservo el pellet, al cual se le agregd caldo Bolton (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) con suplementos hasta 45 ml. Luego, los tubos se incubaron a 42°C
durante 24 h en condiciones de microaerofilia (H»:CO»:0, 85:10:5). El procesamiento de la
muestra continué de la misma manera que para las muestras de superficie de la zona de eviscerado

de pollos.

- Superficie envasado (SupEn): Se tomaron muestras de tres areas de trabajo de la zona
donde se realiza el envasado de las carcasas de los pollos (de 100 cm?) (Cools et al., 2005; Reiter
et al., 2005; Franchin et al., 2007). Las muestras fueron recogidas con hisopos estériles. Cada
hisopo se colocé en un tubo de 4 ml de Caldo Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) con
suplementos y los tubos se transportaron al laboratorio en donde se incubaron a 42°C durante 24
h en condiciones de microaerofilia (H2:CO,:0, 85:10:5). El procesamiento de la muestra continud

de la misma manera que para las muestras de superficie de la zona de eviscerado de pollos.

- Lavado de guantes de operarios de envasado (OpEn): Se tomaron muestras del
lavado de guantes de tres operarios que realizaban el envasado de las carcasas de los pollos (Abd-
Elaleem et al., 2014). La toma y el procesamiento de la muestra se llevé a cabo de la misma

manera que para las muestras de guantes de operarios de eviscerado.

Todas las placas de mCCDA (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) obtenidas a partir de todas las
muestras, luego de la incubacién de 48 h a 42°C se observaron para detectar la presencia de

colonias morfolégicamente sospechosas de Campylobacter. Las colonias sospechosas para
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Campylobacter termotolerantes presentan una coloracion grisdcea, de aspecto cremoso, himedo
y con tendencia a extenderse con un brillo plateado por toda la placa (Salim et al., 2014). A partir
de estas colonias se realizaron preparados frescos para observar al microscopio de contraste de
fases la morfologia curvada y la movilidad tipica de Campylobacter. Ademads, se realizd la tincion
de Gram, y la prueba de la catalasa y oxidasa (On, 1996). Al confirmarse la presencia de
Campylobacter termotolerantes se repicaron a otra placa de mCCDA (Oxoid, Basingstoke, Reino
Unido) sin suplemento de antibidticos para obtener cantidad suficiente de cultivo y luego

conservarlas a -80°C en medio crioprotector (Terzolo et al., 1987).

3.1.3- Toma de muestras y aislamiento de Campylobacter termotolerantes a partir de
muestras obtenidas de pollos y vectores/fomites de granjas entre periodos consecutivos
de crianza de pollos (SEGUNDO MUESTREO EN GRANJA)

Con el objetivo de evaluar la presencia de Campylobacter termotolerantes en diferentes
reservorios y la permanencia en la granja de este patdgeno durante varios ciclos de crianza
consecutivos, se realizd un muestreo entre los meses de abril y diciembre del afio 2018. Para esto
se trabajé en una granja comercial de pollos parrilleros (granja G2 muestreo 2015) localizada en
la zona de influencia de la FCV-UNL. Dicha granja fue muestreada en dos etapas durante 4 ciclos
de produccién consecutivos (C1, C2, C3 y C4). En cada ciclo de crianza, en la primera etapa se
visitd la granja una semana previa al ingreso de los pollos (periodo de vaciamiento) y en la
segunda etapa se visité la granja durante la semana previa al sacrificio de los pollos (dltima
semana de crianza de pollos). En ambas etapas se tomaron muestras de fémites (agua de bebida,
cama del galpdn de crianza, alimento balanceado y botas de los trabajadores) y de vectores (aves
silvestres, animales domésticos, moscas, Alphitobius diaperinus en estadio larva y adulto, y
roedores). Ademds, en la segunda etapa de cada muestreo se incluyeron muestras de pollos de
engorde. La toma y el procesamiento de la muestra de fomites y vectores en ambas etapas se
realizaron de la siguiente manera:

Agua de bebida: se colectd agua del tanque madre de abastecimiento (H,O Or) y de 10 picos de
bebida del galpén donde se alojaban los pollos (H,O beb) (Pitkdnen, 2013). Se colectaron
asépticamente 50 ml de agua del tanque madre en un tubo falcon de 50 ml estéril. También se
colectaron por separado agua de 10 picos de bebida del galpén donde se alojaban las aves en tubos
falcon de 50 ml estériles. Las muestras se procesaron tal como se detalla en el punto 3.1.1 de

materiales y métodos, agua de bebida.

Cama: se tomaron cinco muestras de la cama de origen (COr) y 10 muestras de la superficie del
piso del galpén donde se encontraban las aves (CCr), el cual fue dividido en 10 fracciones y se

tomaron muestras de cada sector (Bull et al., 2006). Las muestras se recogieron en bolsas de nylon
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transparente y se transportaron al laboratorio. Las muestras se procesaron tal como se detalla en

el punto 3.1.1 de materiales y métodos, cama.

Alimento balanceado: se tom¢é una muestra desde el silo que provee de alimento a los galpones
(ABOr) y de 10 comederos presentes en el interior del galpén de crianza (AB) (Bull et al., 2006).
Para el caso de los comederos se dividio el galpén en 10 fracciones tomando muestras de alimento
balanceado de los comederos de cada sector. Se tomaron las muestras en bolsa de nylon
transparente y se transportaron al laboratorio. Las muestras se procesaron tal como se detalla en

el punto 3.1.1 de materiales y métodos, alimento balanceado.

Trabajadores: La toma y el procesamiento de las muestras se realizaron tal como se detalla en

el punto 3.1.1 de materiales y métodos, trabajadores.

Aves silvestres: La toma y el procesamiento de las muestras se realizaron tal como se detalla en

el punto 3.1.1 de materiales y métodos, aves silvestres.

Animales domésticos: La toma y el procesamiento de las muestras se realizaron tal como se

detalla en el punto 3.1.1 de materiales y métodos, animales domésticos.

Moscas: Se tomaron muestras de moscas presentes en el galpén de la granja. Se recogieron 20
muestras de moscas y se colocaron por separado en tubos de 4 ml (Stern et al., 2001). En el
laboratorio la mitad de las muestras fueron tratadas con cloro 30% para realizar la desinfeccién
externa de las moscas. Luego de la desinfeccion se enjuagd con abundante agua destilada estéril.
Todas las muestras fueron disgregadas con pinza estéril. Posteriormente, se agregaron en cada
tubo 4 ml de Caldo Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) con suplementos y se incubaron a
42°C durante 24 h en condiciones de microaerofilia (H2:CO,:0, 85:10:5). Las muestras se

procesaron tal como se detalla en el punto 3.1.1 de materiales y métodos, moscas.

Alphitobius diaperinus adultos (AD Adultos): Se tomaron muestras de escarabajos presentes en
la cama del galpdn de la granja, el cual fue dividido en 10 fracciones. Se recolectaron las muestras
de cada sector (debajo de los comederos) en bolsas de nylon transparentes (Hazeleger et al.,
2008). En el laboratorio se separaron dos escarabajos adultos de cada muestra y se colocaron por
separado en tubos de 4 ml. El contenido de la mitad de los tubos fue tratado con cloro 30% para
realizar la desinfeccion. Luego de la desinfeccidn se enjuagd con abundante agua destilada estéril.
Todas las muestras fueron disgregadas con pinza estéril. Posteriormente, se agregaron 4 ml de
caldo Bolton (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) con suplementos a cada tubo y se incubaron a
42°C durante 24 h en condiciones de microaerofilia (H»:CO,:0, 85:10:5). Las muestras se
procesaron tal como se detalla en el punto 3.1.1 de materiales y métodos, Alphitobius diaperinus

adultos.
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Alphitobius diaperinus larvas (AD larvas): Se tomaron muestras de larvas presentes en la cama
del galpo6n de la granja, el cual fue dividido en 10 fracciones. Se recolectaron las muestras de cada
sector (debajo de los comederos) en bolsas de nylon transparentes (Hazeleger et al., 2008). En el
laboratorio se separaron dos larvas de cada muestra y se colocaron por separado en tubos de 4 ml.
El contenido de la mitad de los tubos fue tratado con cloro 30% para realizar la desinfeccidn.
Luego de la desinfeccién se enjuagdé con abundante agua destilada estéril. Todas las muestras
fueron disgregadas con pinza estéril. Posteriormente, se agregaron 4 ml de caldo Bolton (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) con suplementos a cada tubo y se incubaron a 42°C durante 24 h en
condiciones de microaerofilia (H2:CO2:0, 85:10:5). Las muestras se procesaron tal como se

detalla en el punto 3.1.1 de materiales y métodos, Alphitobius diaperinus larvas.

En la segunda etapa de cada muestreo ademds se incluyeron las muestras de Pollos. La toma y el
procesamiento de las muestras se realizaron tal como se detalla en el punto 3.1.1 de materiales y

métodos, pollos.

3.1.4- Confirmaciéon molecular de género y especie de los aislamientos de Campylobacter

termotolerantes obtenidos en granja y planta de faena de pollos parrilleros.

En principio se reactivaron los aislamientos presuntivos de Campylobacter termotolerantes
conservados a -80°C en agar mCCDA sin suplemento de antibiéticos (Oxoid, Basingstoke, Reino
Unido). La incubacion se realizé a 42°C durante 48 h en microaerofilia (H:CO,:0; 85:10:5)
generada por desplazamiento de gases en jarras de anaerobiosis (AnaeroJar™, Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido). Se verificé la pureza del cultivo y se observé movilidad y morfologia
tipica de Campylobacter termotolerantes mediante microscopia de contraste de fases. A partir de
cada aislamiento presuntivo se prepard una suspension de cultivo fresco y se hizo extraccién de
ADN genémico mediante la utilizacién de un kit comercial (Wizard Promega®) siguiendo las
especificaciones del fabricante. El ADN extraido de cada aislamiento presuntivo fue utilizado

como molde para la identificacién molecular del aislamiento.

En primer lugar, se realiz6 una PCR especifica de género Campylobacter siguiendo el protocolo
propuesto por Linton et al. (1996). Las condiciones de la PCR fueron las siguientes para una
reaccion de 25 pl: 25 ng de ADN genomico; 0,2 mM de cada desoxinucledtido; 0,4 uM de cada
primer; 50 mM KCI; 20 mM Tris-HCI (pH 8,3); 2,5 mM MgCl,; y 0,625 U de Taq PEGASUS
DNA polimerasa (PB-L®). Las secuencias de los primers empleados se detallan en la Tabla 1.
Cada PCR se realiz6 en un termociclador (HealForce®) y comprendié un paso de
desnaturalizacién inicial de ADN a 94°C durante 4 minutos, seguido de 25 ciclos de 3 etapas: 1)
desnaturalizacién a 94°C durante 1 minuto; 2) annealing a 55°C durante 1 minuto y 3) extensioén
a 72°C durante 1 minuto. Por tltimo, las reacciones se sometieron a una extension prolongada a

72°C durante 10 minutos. El andlisis de los productos amplificados se realiz6 mediante
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electroforesis a 80V durante 45 minutos en gel de agarosa al 1,5% tefiido con Gel Red®
(Biotium®) 1 pl/10 ml, utilizando como buffer de corrida TBE 1X (Tris/Borato/EDTA). Como
patrén de comparacion se utilizé un marcador de peso molecular de 100pb (Ladder 100pb, PB-

L®). Para la lectura se utilizé un transiluminador UV (Labnet®, Canadd).

Posteriormente, para la identificacién de especie (C. coli y C. jejuni) se realizé una PCR multiple
siguiendo el protocolo descripto por Vandamme et al. (1997) utilizando los primers detallados
también en la tabla 1. Todas las amplificaciones se prepararon para un volumen final de 25 pl de
reaccion. Para ello se utiliz6 una solucién que contuvo 25 ng de ADN gendmico, 20 mM de Tris-
HCI (pH 8,3), 50 mM de KCI, 3 mM de MgCl, y cada desoxirribonucleétidotrifosfato (ANTP) en
una concentracién de 0,2 mM. Cada mezcla de reaccién también contuvo 1U de Tag PEGASUS

DNA polimerasa (PB-L®) y 20 pmol de cada uno de los primers (Jun3, Jun4, Coll y Col2)

La PCR fue realizada en un termociclador (HealForce®) utilizando un protocolo touch-down que
consistié de una desnaturalizacién inicial por 5 min a 94°C, 2 ciclos de desnaturalizacién a 94°C
por 1 min, annealing por 1 min a 64°C y extensién a 72°C por 1 min; 2 ciclos de desnaturalizacién
a 94°C por 1 min, annealing por 1 min a 62°C y extensién a 72°C por 1 min; 2 ciclos de
desnaturalizacién a 94°C por 1 min, annealing por 1 min a 60°C y extensioén a 72°C por 1 min; 2
ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 min, annealing por 1 min a 58°C y extensién a 72°C por
1 min; 2 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 min, annealing por 1 min a 56°C y extensién a
72°C por 1 min y 30 ciclos de desnaturalizacién a 94°C por 1 min, annealing por 1 min a 54°C'y
extension a 72°C por 1 min y un paso final de extensién a 72°C durante 10 min. El andlisis de los
productos amplificados se realizé mediante electroforesis a 80V durante 45 minutos en gel de
agarosa al 1,5% tefiido con Gel Red® (Biotium®), 1 ul/10 ml, utilizando como buffer de corrida
TBE 1X (Tris/Borato/EDTA). Como patréon de comparacion se utilizé un marcador de peso
molecular de 100pb (Ladder 100pb, PB-L®). Para la lectura se utiliz6 un transiluminador UV
(Labnet®, Canada).

Los aislamientos que resultaron negativos a la PCR multiple, fueron sometidos a dos nuevas PCR
para determinar si pertenecian a la especie C. upsaliensis o C. lari siguiendo el protocolo de
Linton et al. (1996) utilizando los primers también detallados en la tabla 1. Para un volumen final
de reaccion de 25 pl se prepar6 una solucién de 25ng de ADN gendmico, 20mM Tris-HCI (pH
8.3); SOmM KCI; 2.5mM MgCl,; 0,2 mM de cada desoxinucleétido; 0,4 uM de cada primer y
0.625 U de Taq PEGASUS DNA polimerasa (PB-L®). Cada PCR se realizé en un termociclador
(HealForce®) y comprendié un paso de desnaturalizacién inicial de ADN a 94°C durante 4
minutos, seguido de 25 ciclos de 3 etapas: 1) desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto; 2)
annealing a 60°C (C. upsaliensis) o 64°C (C. lari) durante 1 minuto y 3) extension a 72°C durante

1 minuto. Por dltimo, las reacciones se sometieron a una extension prolongada a 72°C durante 10
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minutos. El andlisis de los productos amplificados se realiz6 mediante electroforesis a 80V
durante 45 minutos en gel de agarosa al 1,5% tefiido con Gel Red® (Biotium®) 1 pl/10 ml,
utilizando como buffer de corrida TBE 1X (Tris/Borato/EDTA). Como patrén de comparacién se
utilizé un marcador de peso molecular de 100pb (Ladder 100pb, PB-L®). Para la lectura se utilizd

un transiluminador UV (Labnet®, Canada).

Tabla 1. Secuencia de primers y longitud de productos para PCR utilizados en las PCR

especificas de género y especie de Campylobacter.

Denominacion del primer Secuencia del primer Tamatio del Referencia
fragmento generado
Campylobacter C412 GGATGACACTTTTCGGAGC 816 pb Linton et al.,
C1288 CATTGTAGCACGTGTGTC 1996
C. jejuni Jun-3 CATCTTCCCTAGTCAAGCCT 773 pb
o Jun-4 AAGATATGGCTCTAGCAAGAC Vandamme
C. coli Col-1 AGGCAAGGGAGCCTTTAATC 364 pb etal., 1997
Col-2 TATCCCTATCTACAAATTCGC
C lari CL594F CAAGTCTCTTGTGAAATCCAAC 561 pb Linton et al.,
CLIISSR. ATTTAGAGTGCTCACCCGAAG 1996
C. upsaliensis CHCUI46F, GGGACAACACTTAGAAATGAG 878 pb Linton et al.,
CUI1024R .CACTTCCGTATCTCTACAGA 1996

3-2.  Diversidad genotipica de aislamientos de Campylobacter termotolerantes obtenidos
en granja y planta de faena de pollos parrilleros
Los aislamientos de Campylobacter spp. fueron analizados por electroforesis en gel de campo
pulsado siguiendo el protocolo descripto en la red PulseNet (Ribot et al., 2001;
https://www.cdc.gov/pulsenet/protocols/campy_protocol.pdf). En primer lugar, se reactivaron los
aislamientos presuntivos de Campylobacter termotolerantes conservados a -80°C en agar
mCCDA sin suplemento de antibiéticos (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). La incubacién se
realiz6 a 42°C durante 48 h en microaerofilia (H»:CO;:0, 85:10:5) generada por desplazamiento
de gases en jarras de anaerobiosis (AnaeroJar™, Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). Se verific
la pureza del cultivo y se observo movilidad y morfologia tipica de Campylobacter spp. mediante

microscopia de contraste de fases.

A partir de la placa de mCCDA con crecimiento de Campylobacter termotolerantes se tomaron
varias colonias mediante un hisopo estéril previamente humedecido en solucién salina (0.85%
NaCl; Biopack, Buenos Aires, Argentina). Posteriormente se colocé el hisopo en un tubo con 2
ml de una solucién 0.85% NaCl (Biopack, Buenos Aires, Argentina) para generar una suspension
del microorganismo. Esta suspension se ajusté a una densidad éptica de 0,680 (rango entre 0,570
a 0,820) medida en espectrofotémetro en una longitud de onda de 610 nm. Una vez preparada la
suspension, se procedio al armado del plug de agarosa. Para esto, en primer lugar, se transfirieron
400 pl de la suspensién celular a un tubo eppendorf de 1,5 ml y se agregaron 20 ul de proteinasa
K (20 mg/ml; Promega, Madison, USA). Luego en el mismo tubo se adicionaron 400 pl de
agarosa 1% fundida (Pulsed Field Certified Agarose, Bio-Rad Laboratories, Hercules, Estados
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Unidos), se mezclé cuidadosamente e inmediatamente se dispensé la mezcla en un molde de plug
de PFGE previamente rotulado. Los moldes se colocaron en refrigeracion (4°C) durante 5 minutos
para lograr la solidificacion de la agarosa. Una vez solidificados, se colocaron los plugs en tubos
de 50 ml que contenian 5 ml de la solucidn de lisis celular formada por un buffer de lisis 50 mM
Tris, 50 mM EDTA pH 8.0 (Bio-Rad Laboratories, Hercules, Estados Unidos), sal lauril sarcosina
sodica 1% (Sigma-Aldrich, San Luis, Estados Unidos) y proteinasa K (20 mg/ml; Promega,
Madison, USA). Los tubos se incubaron en un bafio termostatico a 54-55°C en constante agitacion
durante 15-30 min. Luego de la incubacion se descart6 el buffer de lisis y se enjuagaron los plugs
con agua ultrapura estéril a 54-55°C. Luego se realizaron tres lavados de los plugs con 10-15 ml
de buffer TE (10 mM Tris:1 mM EDTA, pH 8.0) a 54-55°C. Los plugs se conservaron a 4°C en
buffer TE en un tubo eppendorf de 1,5 ml.

Para la digestiéon del ADN en los plugs de agarosa se utiliz6 la enzima de restriccién Smal
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, Estados Unidos). Se cortaron fragmentos de plugs de
aproximadamente 2-2,5 mm de ancho y se transfirieron a tubos eppendorfde 1,5 ml que contenian
la master mix de restriccién compuesta por buffer de restriccién (10X diluido 1/10) y enzima de

restriccion Smal (40U). Los tubos se incubaron a 25°C (temperatura ambiente) por 4 h.

Para la electroforesis, los plugs digeridos se posicionaron en la parte inferior del peine en el molde
para la preparacion del gel y se agreg6 agarosa 1% (Pulsed Field Certified Agarose, Bio-Rad
Laboratories, Hercules, Estados Unidos) fundida a 55-60°C y se dej6 solidificar. Se colocé el gel
en la cuba de electroforesis y se agregaron aproximadamente 2L de buffer TBE 05X
(Tris/Borato/EDTA). La electroforesis se llevé a cabo en un equipo para electroforesis en campo
pulsado CHEF-DR III (Bio-Rad®). Las condiciones electroforéticas fueron 6 V/cm (cambio de
orientacion inicial 6,76 s, cambio de orientacion final 35,38 s) durante 18 h a 14°C. Después de
la electroforesis, los geles fueron tefiidos 30 min en bromuro de etidio (10 mg/ml). La imagen fue

capturada con un sistema de fotodocumentacion.

Los perfiles electroforéticos obtenidos mediante PFGE se analizaron con el software
BioNumerics Software V6.6. El método de alineacién utilizado fue el agrupamiento promedio no
ponderado (UPGMA), basado en un coeficiente de similitud “DICE”, con un 2% de optimizacién
y una tolerancia en la posicién de bandas de 4%. El dendrograma fue analizado de acuerdo al
criterio de tipificacion de cepas bacterianas (Tenover et al., 1995) y se generaron perfiles de
restriccién considerando porcentaje de similitud 95% (Krause ef al., 1996; Ronner et al., 2005;
Zhang et al., 2010; Wieczorek et al., 2015; Di Giannatale et al., 2019; Rafei et al., 2019). Ademas,
ciertos aislamientos se agruparon con un porcentaje cercano a 95% (94,7%) por lo cual también

fueron considerados el mismo perfil.
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Para este protocolo se utilizé una cepa de Salmonella enterica subsp. enterica serovar Braenderup
strain H9812 (ATCC BAA-664) como estandar de referencia de tamafio molecular (Ribot ef al.,
2001) de acuerdo al protocolo estandarizado (https://www.cdc.gov/pulsenet/pdf/ecoli-shigella-
salmonella-pfge-protocol-508c.pdf). Los plugs de Salmonella H9812 se realizaron a partir de
colonias aisladas crecidas en agar tripticasa de soya durante 24 horas. A partir de este cultivo se
prepar6 una suspension de las células en buffer (EDTA 100 mM, Tris 100 mM, pH 8.0), se midié
la DO a 600 nm, ajustando la concentracién de las suspensiones celulares a DO 1,0+0,2.
Posteriormente, 400 pl de esta suspension bacteriana fueron mezclados con 400 pl de agarosa 1%
fundida y se agregaron 20 pl de proteinasa K (20mg/ml). Inmediatamente, se dispenso la mezcla
en moldes para plugs (Bio-Rad laboratorios). La lisis celular in situ fue realizada colocando los
plugs solidificados en tubos que contenian 5 ml de buffer de lisis (Tris50 mM :EDTA 50 mM, pH
8, Sarcosyl 1%) y 25 ul de proteinasa K (20 mg/ml) ¢ incubados en un bafio de agua a 55-60°C
por 2 h. Seguidamente los plugs fueron lavados con agua estéril ultrapura a 55-60°C y cuatro
veces con TE (Tris10 mM-EDTA 1mM, pH 8) a 55-60°C, durante 15 minutos en bafio de agua.
Finalmente, Los plugs se conservaron a 4°C en buffer TE en un tubo eppendorf de 1,5 ml. La
digestion de los plugs de Salmonella braenderup H9812 se realizé utilizando buffer de restriccion
(10X, diluido 1/10) y enzima de restriccién Xbal (40U; Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Estados Unidos) durante un tiempo de incubacién de 2 h a 37 °C. Los marcadores se sembraron

en el gel de electroforesis en las lineas 1,5 y 10.

3-3. Factores de virulencia de aislamientos de Campylobacter termotolerantes
obtenidos en granja y planta de faena de pollos parrilleros

Aunque han sido reportados numerosos genes que estan relacionados a la virulencia de
Campylobacter spp. (Bolton, 2015); en este estudio, se examind la presencia de 11 genes
patogénicos responsables para la expresion de movilidad (flaA, flhA), adherencia (cadF, virB11,
racR), invasién (ciaB, iam), produccién de citotoxinas (cdtA, cdtB y cdtC) y desarrollo del

sindrome de Guillain-Barré (wlaN) de Campylobacter.

Se realizaron reacciones de PCR especificas para cada uno de los genes de virulencia antes
mencionado utilizando como molde el ADN extraido de cada aislamiento detallado en el apartado
1.3 de materiales y métodos. Los primers utilizados para la deteccién de estos genes fueron
descriptos por Konkel et al. (1999; cadF), Hickey et al. (2000; cdtA), Korsak et al. (2004; iam),
Miiller et al. (2006; flhA, wlaN), y Bacon et al. (2000; virB11). Cinco sets mas de primers fueron
disefiados por Datta et al. (2003; flaA, cdtB, cdtC, ciaB, racR). La secuencia de los primers, la
temperatura de annealing y la longitud de los productos de las reacciones de PCR estan listados

en la Tabla 2.
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Tabla 2. Secuencia de primers, temperatura de annealing y longitud de productos de PCR

de factores de virulencia de Campylobacter termotolerantes.

Gen Primer Secuencia Producto Referencia T annealing
cadF cadF-F TTGAAGGTAATTTAGATAT 400 pb Konkel et 45°C
cadF-R CTAATACCTAAAGTTGAAAC al., 1999
cdiA cdtA-F CCTTGTGATGCAAGCAATC 370 pb Hickey et 550C
cdtA-R ACACTCCATTTGCTTTCTG al., 2000
cdtB cdtB-F CAGAAAGCAAATGGAGTGTT 620 pb Datta et al., 5500
cdtB-R AGCTAAAAGCGGTGGAGTAT 2003
cdtC cdtC-F CGATGAGTTAAAACAAAAAGATA 182 pb Datta et al., 550C
cdtC-R TTGGCATTATAGAAAATACAGTT 2003
ciaB ciaB-F TTTTTATCAGTCCTTA Datta et al.,
- 986 pb 42°C
ciaB-R TTTCGGTATCATTAGC 2003
flaA flaA-F AATAAAAATGCTGATAAAACAGGTG 855 pb Datta et al., 53°C
flaA-R TACCGAACCAATGTCTGCTCTGATT 2003
flhA flhA-F GGAAGCGGCACTTGGTTTGC 735 pb Miiller et al., 540C
flhA-R GCTGTGAGTGAGATTATAGCAGC 2006
lam iam-F GCGCAAAATATTATCACCC 518 pb Korsak et 550C
iam-R TTCACGACTACTATGCGG al., 2004
wlaN wlaN-F TGCTGGGTATACAAAGGTTGTG 330 pb Miiller et al., 56°C
wlaN-R AATTTTGGATATGGGTGGGG 2006
virBl11 virB11-F GAACAGGAAGTGGAAAAACTAGC 708 pb Bacon et al., 550C
virB11-R TTCCGCATTGGGCTATATG 2000
racR racR-F GATGATCCTGACTTTG 584 pb Datta et al., 45°C
racR-R TCTCCTATTTTTACCC 2003

Todas las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 pl, cuya solucién estaba formada
por 25 ng de ADN gendémico, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,3), 50 mM de KCI, 3 mM de MgCl, y
cada desoxirribonucleétidotrifosfato (ANTP) en una concentracién de 0,2 mM. Cada mezcla de
reaccién también contuvo 1U de Taq PEGASUS DNA polimerasa (PB-L®) y 20 pmol de cada
uno de los primers. Cada PCR fue realizada en un termociclador (HealForce®) y comprendié un
paso de desnaturalizacién inicial de ADN a 94°C durante 4 minutos, seguido de 30 ciclos de 3
etapas: 1) desnaturalizacion a 94°C durante 1 minuto; 2) annealing a la temperatura especifica de
cada par de primer durante 1 minuto y 3) extensién a 72°C durante 1 minuto. Por dltimo, las
reacciones se sometieron a una extension prolongada a 72°C durante 10 minutos. El anélisis de
los productos amplificados se realiz6 mediante electroforesis a 80V durante 45 minutos en gel de
agarosa al 2 % tefiido con Gel Red® (Biotium®) 1 pl/10 ml, utilizando como buffer de corrida
TBE 1X (Tris/Borato/EDTA). Como patrén de comparacién se utilizé6 un marcador de peso
molecular de 100pb (Ladder 100pb, PB-L®). Para la lectura se utilizé un transiluminador UV
(Labnet®, Canada).

Para el andlisis de los resultados cada gen fue considerado individualmente, a excepcién del
operén cdtABC, que en el andlisis se considera como uno e incluye los genes cdtA, cdtB y cdtC

ya que para la expresion de una proteina funcional se requiere del producto de los tres genes.
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4-1. Campylobacter termotolerantes en pollos y vectores/fomites de granja
(Primer muestreo en granja)

4.1.1- Prevalencia de Campylobacter termotolerantes en pollos y vectores/fomites de

granjas

Del andlisis de la totalidad de las muestras obtenidas de pollos, vectores y fomites en granja
(n=779), se pudo determinar que 396 fueron positivas en la detecciéon de Campylobacter
termotolerantes (prevalencia real) (Figura 1). Sin embargo, sélo se pudieron obtener 191
aislamientos presuntivos para Campylobacter termotolerantes y 162 aislamientos presuntivos
pudieron ser confirmados a nivel de género como Campylobacter termotolerantes. Los restantes
29 aislamientos presuntivos no tuvieron la capacidad de sobrevivir a los diferentes repiques en

placa o no amplificaron en la reaccion de PCR de género.
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Figura 1. Prevalencia real, prevalencia de aislamientos presuntivos y de aislamientos confirmados

de Campylobacter termotolerantes en granja de pollos.

De los 162 aislamientos confirmados a nivel de género, la mayor proporcién correspondié a C.
Jjejuni. No se obtuvieron aislamientos de C. lari como asi tampoco de C. upsaliensis. Sin embrago,

22 aislamientos no pudieron ser identificados a nivel de especie (Figura 2).

44



Rossler, E. 2022

B C jejuni ®C. coli 0 Campylobacter spp.

Figura 2. Prevalencia de C. jejuni, C. coli y Campylobacter spp. total en granja de pollos.

El mismo andlisis se realizé para cada una de las granjas (Figura 3). Para el caso de la granja 1,
de la totalidad de muestras tomadas (n=322), se detectaron 152 muestras positivas de
Campylobacter termotolerantes (prevalencia real). S6lo 63 fueron aislamientos presuntivos de
Campylobacter termotolerantes y 52 fueron confirmados a nivel de género como Campylobacter
termotolerantes. Los restantes 11 aislamientos fueron incapaces de sobrevivir el cultivo en placa

o no amplificaron en la reacciéon de PCR de género.
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Figura 3. Prevalencia real, prevalencia de aislamientos presuntivos y de aislamientos confirmados

de Campylobacter termotolerantes en cada granja de pollos.
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Para la granja 2 (Figura 3), de 239 muestras, 158 fueron positivas en la deteccién de
Campylobacter termotolerantes (prevalencia real). Se obtuvieron 68 aislamientos presuntivos de
Campylobacter termotolerantes y 57 aislamientos fueron confirmados a nivel de género como
Campylobacter termotolerantes. Los restantes 11 aislamientos fueron incapaces de sobrevivir el

cultivo en placa o no amplificaron en la reaccién de PCR de género.

Por tltimo, para la granja 3 (Figura 3), de 218 muestras tomadas, se detectaron 86 muestras
positivas de Campylobacter termotolerantes. Se obtuvieron 60 aislamientos presuntivos de
Campylobacter termotolerantes y 53 aislamientos fueron confirmados a nivel de género. Los 7
aislamientos restantes fueron aislamientos incapaces de sobrevivir en los sucesivos repiques en

placa o que no amplificaron en la reaccion de PCR de género.

Continuando con el andlisis a nivel de especie de los aislamientos de Campylobacter
termotolerantes obtenidos en cada granja (Figura 4), tanto para la granja 1 como para la granja 3
se obtuvieron mayores proporciones de C. jejuni (28/52 y 36/53 respectivamente). Sin embargo,
en la granja 2 se obtuvo una mayor proporcion de C. coli (30/57). En las tres granjas se obtuvieron
aislamientos que no pudieron ser identificados a nivel de especie (6/52 en granja 1, 11/57 en
granja 2 'y 5/53 en granja 3). En ninguna de las tres granjas se obtuvieron aislamientos de C. lari

como asi tampoco de C. upsaliensis.
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Figura 4. Prevalencia de C. jejuni, C. coli y Campylobacter spp. en cada granja de pollos.

Si se analizan los resultados desde el punto de vista de los diferentes muestreos (Figura 5A), se
pudo observar que la prevalencia de Campylobacter termotolerantes fue aumentando en los
sucesivos muestreos. Las proporciones obtenidas fueron 25/263 para el muestreo 1 (M1), 44/230

para el muestreo 2 (M2) y 75/223 para el muestreo 3 (M3). Considerando también los datos
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obtenidos en el cuarto muestreo (M4) solo en granja 1, la proporcion de Campylobacter
termotolerante fue de 18/63. Si ademads se incluye el andlisis de la presencia de Campylobacter
spp., C. jejuni 'y C. coli (Figura 5B) se pudo determinar que en el muestreo 1 y 3 se obtuvo una
mayor proporcion de C. jejuni (15/25 y 58/77, respectivamente), mientras que en el muestreo 2,
la mayor proporcion fue para C. coli (30/44). Para el caso de M4 en G1 se obtuvo una mayor

proporcién de C. coli (17/18).
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Figura 5. Prevalencia de Campylobacter termotolerantes total en granja por muestreo (A) y

prevalencia de C. jejuni, C. coli y Campylobacter spp. total en granja por muestreo (B)

Por otro lado, del andlisis de los diferentes muestreos en cada una de las granjas (Figura 6) se
pudo determinar que los datos de prevalencia de Campylobacter termotolerantes fueron diferentes
a lo largo de los muestreos (Figura 6A, B y C). Sin embargo, se pudo notar que en cada uno de
los muestreos siempre hay una especie de Campylobacter termotolerantes que predomina sobre

el resto y en una prevalencia elevada (Figura 6D, E y F).
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Figura 6. Prevalencia de Campylobacter termotolerantes y prevalencia de C. jejuni, C. coli y Campylobacter spp. por muestreo en granja 1 (A y D), granja2 (ByE) y

granja3 (CyF).
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Desde el punto de vista del origen de la muestra (Figura 7), se pudo determinar que la proporcién
mas alta de muestras positivas a Campylobacter termotolerantes total en granja fueron obtenidas
a partir de los hisopados cloacales de pollos (106/318) y de aves silvestres (44/180). También se
obtuvieron aislamientos a partir de AD adultos (4/20), trabajadores de la granja (4/23), AD larvas
(2/20), cama del galpén de crianza (1/20) y de moscas (1/20). Sin embargo, no se pudieron obtener
aislamientos de Campylobacter termotolerantes a partir de las muestras obtenidas de animales
domésticos (0/44), roedores (0/94), alimento balanceado (0/20) y de agua de bebida (0/20). Es
importante aclarar también que todos los aislamientos obtenidos de AD adultos fueron a partir de
aquellas muestras que fueron sometidas a desinfeccion antes del cultivo y para el caso de AD
larvas los aislamientos obtenidos son todas de muestras que no pasaron por el proceso de
desinfeccion. Para el caso de las muestras obtenidas a partir de moscas se obtuvieron aislamientos

en la misma proporcién de muestras con y sin desinfeccion.
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Figura 7. Prevalencia Campylobacter termotolerantes totales en granja de pollos segiin origen de

muestra

Por otro lado, segin los datos de prevalencia de C. jejuni, C. coli y Campylobacter spp. aislados
a partir de las diferentes muestras en la granja (Figura 8), tanto en las muestras obtenidas a partir
de pollos como de AD adultos se obtuvo una prevalencia similar tanto de C. jejuni como de C.

coli (53/106 - 51/106 y 2/4 - 2/4, respectivamente). En el caso de las muestras obtenidas a partir
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de moscas se obtuvo un solo aislamiento de C. coli y, en el caso de las muestras obtenidas de AD
larvas, solo se obtuvieron dos aislamientos de C. jejuni. Para el caso de las muestras de aves
silvestres y de trabajadores de la granja la especie mds prevalente fue C. jejuni (20/44 y 3/4,
respectivamente), pero también presentaron cepas de Campylobacter spp. (18/44 y 1/4
respectivamente). S6lo se obtuvo un aislamiento y solo pudo ser identificado a nivel de género a

partir de las muestras de la cama del galpén.
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Figura 8. Prevalencia C. jejuni, C. coli y Campylobacter spp. totales en granja de pollos segin origen

de muestra.

Del anlisis de los resultados, teniendo en cuenta cada una de las granjas, encontramos que, para
las tres granjas (Figura 9), la mayor cantidad de aislamientos de Campylobacter termotolerantes
se obtuvieron a partir de las muestras tomadas de pollos (G1:41/133 , G2:33/90 y G3:32/95). En
granja 1 (Figura 9A) en orden de prevalencia a las muestras de pollos le siguieron AD adultos y
larvas (1/8), aves silvestres (8/73) y trabajadores de la granja (1/11). En la granja 2 se obtuvieron
aislamientos de mayor variedad de vectores y fémites, en orden de prevalencia a las muestras de
pollos le siguieron aves silvestres (18/52) y AD adultos (2/6) (Figura 9B). Para la granja 3 (Figura
9C), le siguieron las muestras de aves silvestres (18/55) y trabajadores de la granja (2/6) y por

dltimo AD adultos (1/6).
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De los aislamientos confirmados a nivel de especie, en la granja 1 (Figura 10A) y en la granja 3
(Figura 10C) se observé la mayor prevalencia de la especie C. jejuni en la mayoria de las fuentes
de aislamiento. También se observo que en la granja 2 (Figura 10B) se identifico C. jejuni, C. coli
y Campylobacter spp. en cada una de las muestras analizadas, a diferencia de las otras dos granjas
en las cuales muchos de los vectores y fomites presentaron una sola especie. También se pudo
determinar que, para el caso de aves silvestres, en las tres granjas se obtuvieron aislamientos que
solo se identificaron a nivel de género e incluso en granja 1 (Figura 10A) y en la granja 2 (Figura
10B) fueron mds prevalentes que C. jejuni y C. coli. En la granja 1 y 3 (Figura 10A y C) la
prevalencia de C. jejuni en pollos fue mayor que la de C. coli, mientras que en la granja 2 se dio
de la manera contraria. Para el caso de AD adultos se pudo observar que en la granja 1 solo se
obtuvieron aislamientos de C. jejuni mientras que en la granja 3 solo fueron de C. coli y en la

granja 2 se obtuvieron aislamientos de ambas especies.
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4.1.2- Diversidad genotipica de Campylobacter termotolerantes en pollos y

vectores/fomites de granjas

Analizando los resultados de PFGE obtenidos y tal como se pueden observar en el anexo
correspondiente (Anexo I-Al y Anexo I-B1), se detect6 una alta diversidad genotipica entre los
aislamientos de Campylobacter termotolerantes obtenidos en granja. Sin embargo, se pudieron
determinar algunas relaciones clonales que pueden resultar de interés. Como se detallard a
continuacién, se observo relacion clonal entre aislamientos que fueron obtenidos en muestreos
sucesivos dentro de una misma granja, asi como también aislamientos obtenidos en granjas
diferentes. También se hizo evidente que, para ambas especies de Campylobacter termotolerantes,
se hallaron los mismos clones en muestras de pollos y en potenciales fuentes de contaminacién

como aves silvestres, AD adultos y trabajadores de la granja.

Analizando los resultados de manera general por especie de Campylobacter termotolerantes, se
observo que de los 80 aislamientos de C. jejuni obtenidos a partir de las muestras de granja (anexo
IA-1), 50 aislamientos dieron origen a 16 perfiles de restriccién (A-P) con > 95% de similitud, de
los cuales dos perfiles (A y B) fueron los perfiles predominantes (Tabla 3). Por otro lado, 21
aislamientos presentaron patrones tnicos de restriccion y 9 aislamientos no mostraron patrones
de restriccién por PFGE. Asimismo, los perfiles obtenidos estuvieron formados por aislamientos
de C. jejuni provenientes de diferentes fuentes de origen (Tabla 3, perfiles A, B, D, F, G, [, J, M,
0), asi como también de diferentes muestreos (Tabla 3, perfiles A, J, L) y de diferentes granjas

(Tabla 3, perfiles A, F,J, My P).

Tabla 3. Perfiles de PFGE de Campylobacter jejuni aislados en granja

Perfil Aislamiento (n) Muestras/total % Origen del aislamiento
A 9 13 Pollos (M1-G2, M2-G2, M1-G3), AD adultos
(M1-G2), AD larvas (M1-G2)
B 8 11 Pollos y AD adultos (M3-G1)
C 4 6 Pollos (M3-G1)
D 3 4 Pollos (M3-G3) y aves silvestres (M3-G3,)
E 3 4 Pollos (M3-G1)
F 3 4 Pollos (M3-G1) y aves silvestres (M3-G3)
G 2 3 Pollos y trabajadores (M3-G3)
H 2 3 Aves silvestres (M3-G3)
I 2 3 Aves silvestres y trabajadores (M3-G3)
J 2 3 Pollos (M1-G2) y aves silvestres (M3-G3)
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K 2 3 Pollos (M2-G3)

L 2 3 Pollos (M1-G3, M3-G3)

M 2 3 Pollos (M3-G3) y Aves silvestres (M3-G2)
N 2 3 Pollos (M3-G1)

(0 2 3 Pollos y Aves silvestres (M3-G3)

P 2 3 Aves silvestres (M3-G2, M3-G3)

La letra M indica el orden de muestreo y G hace referencia a la granja muestreada

Se pudo determinar también, que en la granja 1 (Tabla 4 y anexo 1-A2), de los 28 aislamientos
obtenidos de C. jejuni, 17 de ellos se agruparon en tres perfiles de restriccion con > 95% de
similitud (Tabla 4, perfiles G1-A, G1-B y G1-C). Sélo seis aislamientos presentaron patrones
Unicos de restriccion y cinco aislamientos no mostraron patrones de restriccion por PEGE. Para
el caso de la granja 2 (Tabla 4, anexo I-A3), de los 16 aislamientos obtenidos de C. jejuni, solo
un aislamiento no mostré patrén de restriccion por PEGE y solo se generd un perfil de restriccion
con > 95% de similitud (Tabla 4, perfil G2-A), el resto de los aislamientos presentaron patrones
Unicos de restriccion por PFGE. Para la granja 3 (Tabla 4, anexo 1-A4), de los 36 aislamientos de
C. jejuni, 15 presentaron patrones tnicos de restriccion y tres de ellos no presentaron patrones de
restriccion por PFGE. Los restantes 18 aislamientos se agruparon en ocho perfiles de restriccién

con > 95% de similitud (Tabla 4, perfiles G3-A a G3-H).

Tabla 4. Perfiles de PFGE de Campylobacter jejuni aislados en cada granja

Perfil  Aislamiento (n) MueSt;jS/tOtal Origen del aislamiento
G1-A 8 35 Pollos (M3) y AD adultos (M3)
Granja 1 G1-B 6 26 Pollos (M3)
G1-C 3 13 Pollos (M3)
Granja 2 G2-A 7 47 Pollos (MllzrVMa?(l}\//[ zi&)D adultos y
G3-A 3 9 Pollos (M1 y M3)
G3-B 3 9 Pollos y aves silvestres (M3)
G3-C 2 6 Pollos (M1 y M3)
Granja 3 G3-D 2 6 Pollos (M2)
G3-E 2 6 Pollos y trabajadores (M3)
G3-F 2 6 Aves silvestres y trabajadores (M3)
G3-G 2 6 Aves silvestres (M3)
G3-H 2 6 Aves silvestres (M3)
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La letra M indica el orden de muestreo

Del andlisis de los aislamientos de C. jejuni obtenidos a partir de muestras provenientes de pollos
(Tabla 4 y Anexo I-A5), se pudo determinar en las tres granjas la existencia de relacion clonal
entre aislamientos obtenidos a partir de muestras de pollos del mismo o de diferentes muestreos
en una misma granja (Tabla 4, Perfiles G1-A,B;C; G2-A y G3-A,B.C,D,E) asi como también se
pudo observar la relacion clonal existente entre cepas obtenidas a lo largo del mismo muestreo y
en diferentes granjas (Anexo I[-AS5). Por otro lado, asi como se detectd la relacién clonal entre
aislamientos de C. jejuni obtenidos a partir de muestras de pollos y de diferentes vectores: AD
adultos y larvas (Tabla 4, Perfiles G1-A y G2-A), aves silvestres (Tabla 4, Perfil G3-B) y fomites:
trabajadores de la granja (Tabla 4, Perfil G3-E), también se pudo determinar la relacién clonal
entre cepas aisladas de vectores y fomites entre si (Tabla 4, Perfil G3-F, anexo [A-6). Asi, se hallé
relacion clonal entre cepas de C. jejuni aisladas de muestras de aves silvestres y trabajadores de
la granja y entre cepas aisladas de AD adultos y larvas (todos pertenecientes al mismo muestreo

y misma granja entre si.

Por otro lado, para C. coli (Anexo I-B1), 40 aislamientos se agruparon en 11 perfiles de restriccién
con > 95% de similitud, de los cuales tres perfiles (A, B y C) fueron los predominantes (Tabla 5).
Otras 10 cepas presentaron patrones Unicos de restriccion y 11 cepas no mostraron patrones de
restriccion por PEGE. Se determiné también que para C. coli los perfiles de restriccion estuvieron
formados por aislamientos provenientes de diferentes fuentes de origen (Tabla 5, perfiles A, Gy
H), asi como también de diferentes muestreos (Tabla 5, perfiles A e I) y de diferentes granjas

(Tabla 5, perfil G).

Tabla 5. Perfiles de PFGE de Campylobacter coli aislados en granja

Perfil Aislamiento (n)  Muestras/total % Origen del aislamiento
A 8 16 Pollos (M2-G?2), aves silvestres (M3-G2)
B 8 16 Pollos (M2-G3)
C 6 12 Pollos (M2-G2)
D 4 8 Pollos (M4-G1)
E 3 6 Pollos (M4-G1)
F 2 4 Pollos (M4-G1)
G 2 4 Pollos (M3-G3) y aves silvestres (M3-G2)
H 2 4 Pollos y AD adultos (M3-G2)
I 2 4 Pollos (M2-G2) Pollos (M3-G2)
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2 4 Pollos (M2-G2)

K 2 4 Pollos (M1-G4)

La letra M indica el orden de muestreo y G hace referencia a la granja muestreada

Se pudo determinar que, en la granja 1 (Tabla 6, Anexo I-B2), de los 18 aislamientos de C. coli
analizados, 11 de ellos se agruparon en cuatro perfiles de restriccion con > 95% de similitud
(Tabla 6, perfiles G1-A, B, Cy D), los cuales todos comparten tinicamente aislamientos obtenidos
de pollos y del mismo muestreo (M4). Dos aislamientos presentaron patrones tUnicos de

restriccion y cinco aislamientos no mostraron patrones de restriccion para PFGE.

Tabla 6. Perfiles de PFGE de Campylobacter coli aislados en cada granja

Perfil Aislamiento (n) Muestras/total % Origen del aislamiento
G1-A 4 31 Pollos (M4)
G1-B 3 15 Pollos (M4)
Granja 1
G1C 2 15 Pollos (M4)
G1-D 2 15 Pollos (M4)
G2-A 8 32 Pollos (M2) y aves silvestres (M3)
G2-B 6 24 Pollos (M2)
G2-C 2 8 Pollos (M2)
Granja 2
G2-D 2 8 Pollos (M2 y M3)
G2-E 2 8 Pollos y AD adultos (M3)
G2-F 2 8 Aves silvestres y moscas (M3)
Granja3 G3-A 8 63 Pollos (M2)

La letra M indica el orden de muestreo

Para el caso de la granja 2 (Tabla 6, Anexo I-B3), de 30 aislamientos de C. coli, 25 pudieron ser
analizados mediante esta técnica, de los cuales 22 aislamientos se agruparon en seis perfiles de
restriccion con > 95% de similitud (Tabla 6, perfiles G2-A-F), y tres aislamientos presentaron
patrones Unicos de restriccion. Sélo cinco aislamientos no mostraron patrones de restriccion de
PFGE. Del anilisis de los perfiles de restriccion obtenidos en granja 2 se determind que existe
relacion clonal entre cepas obtenidas a partir de muestras de pollos a lo largo de un mismo
muestreo (Tabla 6, Perfiles G2-A, B, C y E, Anexo [-B5) asi como también cepas obtenidas a

partir de muestras de pollos de diferentes muestreos (Tabla 6, Perfil G2-D, Anexo IB-5). Por otro
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lado, en la misma granja se hall6 la relacidn clonal entre aislamientos de C. coli obtenidos de
pollos y vectores: aves silvestres (Tabla 6, Perfil G2-A), AD adultos (Tabla 6, Perfil G2-E), asi
como también se detectd relacion clonal entre cepas aisladas de vectores (Tabla 6, Perfil G2-F,

Anexo I-B6).

Por dltimo, para la granja 3 (Tabla 6, Anexo I-B4), de los 12 aislamientos de C. coli, 11 de ellos
pudieron ser analizados mediante esta técnica y un aislamiento no present6 patrén de restriccion
de PFGE. De los 11 aislamientos analizados, ocho de ellos y todos correspondientes a muestras
provenientes de pollos del mismo muestreo (M2) se agruparon en un tnico perfil de restriccién
con > 95% de similitud (Tabla 6, Perfil G3-A). Solo tres aislamientos presentaron patrones unicos

de restriccion PFGE.
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4.1.3- Factores de virulencia de Campylobacter termotolerantes en pollos y

vectores/fomites de granjas

A partir de los resultados de la prevalencia de los genes de virulencia en los aislamientos
obtenidos de la totalidad de muestras en granja (Figura 11), se pudo determinar que dos de los 11
genes evaluados (flaA y flhA), fueron detectados en todas las cepas (162/162) y el tercer gen mas
prevalente fue cadF (147/162). De los 162 aislamientos, 83 presentaron los genes pertenecientes
al operén cdt, 77 el gen iam, 74 el gen racR y 51 ciaB. Por otro lado, los genes menos prevalentes

fueron wiaN (23/162) y virB11 (17/162).
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Figura 11. Prevalencia de genes de virulencia en aislamientos de Campylobacter termotolerantes

obtenidos en granja.

Desde el punto de vista de las especies de los aislamientos totales obtenidos en granja (Figura
12), se pudo observar que tanto para los aislamientos de C. jejuni 'y C. coli asi como también para
aquellos aislamientos solo identificados a nivel de género, los genes mds prevalentes fueron flaA,
JIhA 'y cadF. Para el resto de los genes evaluados se pudo determinar que C. jejuni tuvo una
prevalencia mds elevada que C. coli para casi la totalidad de los genes de virulencia, excepto para
los genes iam y virB11 los cuales tuvieron una mayor prevalencia para C. coli. Ademds, por otro
lado, Campylobacter spp. presentaron la mayor prevalencia para el gen Wian respecto de C. jejuni

y C. coli.
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Figura 12. Prevalencia de genes de virulencia en aislamientos de Campylobacter spp., C. jejuni 'y C.

coli obtenidos en granja.

Analizando los datos de los genes de virulencia para las especies de Campylobacter
termotolerantes (Figura 13), teniendo en cuenta cada una de las granjas muestreadas, podemos
observar que la prevalencia de los genes de virulencia ciaB y racR fue mayor para los aislamientos
de C. jejuni que para C. coli en las tres granjas muestreadas. Por otro lado, la prevalencia del gen
iam fue mayor para C. coli que para C. jejuni en las tres granjas muestreadas. El resto de los datos

de prevalencia fueron variables para cada especie dependiendo de la granja muestreada.
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Figura 13. Prevalencia de genes de virulencia en aislamientos de Campylobacter spp., C. jejuni 'y C.

coli obtenidos en granja 1 (A), granja 2 (B) y granja 3 (C)

61



Rossler, E. 2022

Focalizando el andlisis de la prevalencia de los genes de virulencia en las especies de
Campylobacter termotolerantes segtin el origen de las muestras (Figura 14), se pudo determinar
que, para el caso de los aislamientos obtenidos de pollos (Figura 14 A) y aves silvestres ( Figura
14 B) nuevamente la prevalencia de casi la totalidad de los genes de virulencia fue més alta para
la especie C. jejuni respecto de C coli, excepto para los genes iam y virB11 que fueron més altas

para los aislamientos de C. coli.
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Figura 14. Prevalencia de genes de virulencia en aislamientos de Campylobacter spp., C. jejuni 'y C.

coli obtenidos de muestras de pollos (A) y aves silvestres (B).

Segtn el origen de muestra también lo que se pudo determinar fue que dos de los aislamientos
con mayor cantidad de genes de virulencia obtenidos en granja fueron pertenecientes a la especie
C. jejuni. Uno de ellos fue obtenido a partir de una muestra de aves silvestres que evidenci6 la

presencia de todos los genes excepto virBI1 y otro fue a partir de una muestra de pollo que
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present6 todos los genes excepto iam. Un aislamiento perteneciente a la especie C. coli presentd

todos los genes excepto wlaN y fue obtenido a partir de una muestra de mosca.

A partir de los resultados obtenidos se observé que un gran nimero de aislamientos de
Campylobacter termotolerantes obtenidos en granja presentaron al menos tres de los 11 genes de
virulencia evaluados. Esto determiné la presencia de cepas que se pueden clasificar como
multivirulentas. Se pudo determinar entonces, la presencia de diferentes perfiles de virulencia
para C. jejuni, C. coli y Campylobacter spp. En la tabla 7 se muestran los perfiles de virulencia

mads representativos.

El perfil de virulencia més representativo en los tres casos (Tabla 7, perfiles Cj-A, Cc-A y Cspp-
A) fue aquel que agrup6 genes relacionados con la movilidad de Campylobacter termotolerantes
(flaA y flhA) con el gen asociado a la adherencia de las células epiteliales (cadF). Ademads, se
pudo observar que C. jejuni, C. coli y Campylobacter spp. compartieron otros dos perfiles, uno
de ellos con cuatro genes de virulencia que agrupé genes relacionados con la movilidad (flaA y
flhA), adherencia a las células epiteliales (cadF) y produccion de citotoxinas (cdtABC) (Tabla 7,
perfiles Cj-D, Cc-D y Cspp-C) y el otro agrup6 genes relacionados con la movilidad (flaA y flhA),
adherencia a las células epiteliales (cadF, racR), invasion (ciaB, iam) y produccién de citotoxinas

(cdtABC) (Tabla 7, perfiles Cj-L, Cc-K y Cspp-G).

También se pudieron identificar perfiles de virulencia compartidos por C. jejuni y C. coli, entre
ellos, los mds representativos fueron los que compartieron genes de movilidad (flaA y flhA) y
adherencia (cadF, racR) (Tabla 7, perfiles Cj-E y Cc-F) y los que compartieron genes de
movilidad (flaA y flhA ), adherencia (cadF, racR) y produccién de citotoxinas (cdfABC) (Tabla 7,
perfiles Cj-H y Cc-H).

Por dltimo, por un lado se hallaron dos perfiles de virulencia compartidos entre C. jejuni y
Campylobacter spp.. El primer perfil agrup6 genes relacionados con la movilidad y la produccién
de citotoxinas, flaA, flhA y cdtABC (Tabla 7, perfiles Cj-B y Cspp-B) y el segundo agrupé genes
relacionados con la movilidad (flaA y flhA), adherencia a las células epiteliales (cadF), invasién
(ciaB, iam) y produccion de citotoxinas (cdtABC) (Tabla 7, perfiles Cj-K y Cspp-F). Por otro, se
pudieron detectar dos perfiles de virulencia compartidos entre C. coli y Campylobacter spp. Uno
de ellos agrup6 genes relacionados con la movilidad (flaA y flhA), adherencia a las células
epiteliales (cadF) e invasion (iam) (Tabla 7, perfiles Cc-C y Cspp-D) y el otro perfil agrupé genes
relacionados con la movilidad (flaA y flhA), adherencia a las células epiteliales (cadF), invasién

(iam) y produccién de citotoxinas (cdtABC) (Tabla 7, perfiles Cc-E y Cspp-E).

Ademais de los perfiles de virulencia compartidos entre Campylobacter spp., C. jejuni'y C. coli se

hallaron perfiles de virulencia unicos para C. jejuni y C. coli. La diferencia en los perfiles de
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virulencia unicos de ambas especies fue en la presencia del gen de invasion ciaB en los perfiles
de C. jejuni y la presencia del gen de invasion iam en los perfiles de C. coli. Sumado a esto,
ninguno de los perfiles de virulencia tnico representativos para C. coli evidencio la presencia del

gen wlaN, lo que si ocurri6 en los perfiles de virulencia de C. jejuni.
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Tabla 7. Perfiles de virulencia para aislamientos de C. jejuni, C. coli y Campylobacter spp. obtenidos en granja

Cantidad de genes de virulencia compartidos Perfil de virulencia Genes de virulencia Prevalencia (%) total
3 Gj-A flaA flhA cadF 74/80 (93%)
3 Cj-B fla A flhA cdtABC 52/80 (65%)
3 Cj-C flaA flhA racR 52/80 (65%)
4 Cj-D flaA flhA cadF cdtABC 49/80 (61%)
4 Cj-E flaA flhA cadF racR 47/80 (59%)
4 Cj-F flaA flhA cadF ciaB 40/80 (50%)
C. jejuni
5 Gi-G flaA flhA cadF ciaB cdtABC 32/80 (40%)
5 Cj-H flaA flhA cadF racR cdtABC 30/80 (38%)
5 Gj-1 flaA flhA cadF racR ciaB 30/80 (38%)
6 Gj-J flaA flhA cadF racR ciaB cdtABC 24/80 (30%)
6 Cj-K flaA flhA cadF ciaB iam cdtABC 12/80 (15%)
7 Cj-L flaA flhA cadF racR ciaB iam cdtABC 9/80 (11%)
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Cj-M flaA fIhA cadF racR ciaB iam cdtABC wlaN 1/80 (1%)
Cj-N flaA flhA cadF racR virBlIciaB cdtABC wlaN 1/10 (1%)
Cc-A flaA flhA cadF 54/60 (90%)
Cc-B flaA flhA iam 49/60 (82%)
Cc-C flaA flhA cadF iam 44/60 (73%)
Cc-D flaA flhA cadF cdtABC 23/60 (38%)
Cc-E flaA flhA iam cdtABC 22/60 (37%)
Cc-F flaA fIhA cadF racR 21/60 (35%)
C. coli
Cc-G flaA fIhA cadF racR iam 22/60 (37%)
Cc-H flaA flhA cadF racR cdtABC 13/60 (22%)
Ce-1 flaA flhA racR iam cdtABC 13/60 (22%)
Cc-J flaA fIhA cadF racR iam cdtABC 13/60 (22%)
Cc-K flaA fIhA cadF racR ciaB iam cdtABC 3/60 (5%)
Cc-L flaA flhA cadF racR virBl11 ciaB iam cdtABC 1/60 2%)
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Campylobacter
spp.

Cspp-A
Cspp-B
Cspp-C
Cspp-D
Cspp-E
Cspp-F

Cspp-G

flaA flhA cadF

flaA flhA cdtABC

flaA flhA cadF cdtABC

flaA flhA cadF iam

flaA fIhA cadF iam cdtABC

flaA fIhA cadF ciaB iam cdtABC

flaA flhA cadF racR ciaB iam cdtABC

19/22 (86%)

6/22 (27%)

6/22 (27%)

5/22 (23%)

3/22 (14%)

2/22 (11%)

1722 (5%)
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