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PCR del inglés Polymerase Chain Reaction; reaccion en cadena de la polimerasa

TBE Tris Borato EDTA

UE Union Europea
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RESUMEN

La campylobacteriosis es una de las principales enfermedades transmitidas por los
alimentos a nivel mundial; Campylobacter jejuni y coli son reconocidas como
importantes agentes causales de esta enfermedad. El objetivo de este estudio fue
contribuir al conocimiento de la epidemiologia de Campylobacter termotolerantes (CT)
en las granjas de pollos parrilleros, generando informacion que sirva como base cientifica
para el disefio de medidas de manejo que permitan reducir el impacto en la salud publica.
Se estudio en primer lugar la prevalencia de CT en granjas de pollos de engorde y en
segundo lugar se evalud la presencia de CT en el cascarudo (Alphitobius diaperinus)
presente en la cama de los galpones de crianza. Las muestras fueron sembradas en medio
selectivo para Campylobacter (mCCDA), en condiciones de microaerofilia. La mayoria
de los aislamientos fueron identificados a nivel de especie por PCR multiplex, siendo C.
jejuni y C. coli los principalmente detectados (83% y 12% respectivamente).

Los resultados de este estudio revelaron una prevalencia del 100% de CT en pollos de
engorde al finalizar la crianza. También se observo una temprana deteccion de CT durante
el ciclo productivo (semana uno). A su vez, se evidencio la presencia de CT en los insectos
de la cama Alphitobius diaperinus sugiriendo la implicancia de los mismos en la
persistencia y diseminacion de CT. Sin embargo, la via de transmision es incierta. Para

finalizar el trabajo se disefiaron medidas de manejo para aplicar en las granjas.

VI



SUMMARY

Campylobacteriosis is one of the leading foodborne diseases worldwide, with
Campylobacter jejuni and Campylobacter coli recognized as major causative agents. This
study aimed to contribute to the understanding of the epidemiology of thermotolerant
Campylobacter (TC) in broiler farms, providing scientific data to support the design of
management measures to reduce its public health problem. First, the prevalence of CT in
broiler farms was assessed. Second, the presence of CT in the lesser mealworm
(Alphitobius diaperinus), found in the litter of the broiler chickens, was evaluated.
Samples were cultured on Campylobacter selective media (mCCDA) under
microaerophilic conditions. Most isolates were identified at the species level using
multiplex PCR, with C. jejuni and C. coli showing the highest prevalence (83 and 12%,
respectively). The results revealed a 100% prevalence of CT in broiler chickens at the end
of the rearing period. Early detection of CT was also observed in the production cycle
(week one). Additionally, CT was detected in 4. diaperinus, suggesting its involvement
in the persistence and dissemination of CT. However, the transmission route remains
unclear. Finally, management measures were designed for implementation in broiler

farms.



I-INTRODUCCION



La inocuidad alimentaria atafie a una cuestion fundamental de la salud publica en todos
los paises. Las ETAs (Enfermedades transmitidas por los alimentos) pueden ser
diferenciadas en infecciones alimentarias e intoxicaciones alimentarias. La primera hace
referencia a aquellas afecciones generadas por el consumo de alimentos que contienen al
Bmicroorganismo patogeno, mientras que la segunda (intoxicaciones alimentarias) hacen
mencion a la ingestion de alimentos que contienen sustancias liberadas por estos
microorganismos patdgenos (toxinas), lo que puede acarrear dafios graves a la salud del
consumidor. La contaminacion de los alimentos puede ocurrir en cualquier etapa del
proceso, desde la produccion primaria hasta el consumo de alimentos; es decir que puede
darse en el recorrido de la granja a la mesa. Han sido descritas mas de 250 enfermedades
distintas que pueden ser transmitidas a través de los alimentos, siendo en su mayoria
infecciones ocasionadas por microorganismos entre los que encontramos virus, parasitos,
hongos y bacterias. En todo el mundo, cerca de 600 millones de personas sufren
enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs), con aproximadamente 420.000
muertes al afio, de las cuales alrededor de 125.000 corresponden a nifios menores de 5
afios (WHO, 2015; Fernandez y co0l.2021). Por su parte en las Américas alrededor de
77.000.000 de personas padecen anualmente ETAs y aproximadamente 9000 fallecen,
siendo las enfermedades diarreicas el 95% de las ETAs reportadas (Tamborini y col.,
2012; Sociedad Argentina de Pediatria 2019; Zbrun y col., 2021; Garcés Pérez y col.,
2023).

Dentro de los peligros microbiologicos mas comunes hallados en los brotes de ETAs
tanto en paises desarrollados como en vias de desarrollo se destaca la campylobacteriosis,
una zoonosis de distribucion mundial, causada por Campylobacter termotolerantes (CT)
los cuales se encuentran en el tracto gastrointestinal de animales domésticos y animales
silvestres, siendo las aves de corral el principal reservorio y vehiculo de transmision de
este microorganismo patogeno (Tamborini y col., 2012; Sociedad Argentina de Pediatria

2019; Zbrun y col., 2021).

Este grupo de bacterias (Campylobacter spp.) corresponden a bacilos Gram-negativos
microaerdfilos que pueden alcanzar entre 0,5 um — 5 pm de longitud y de 0,2 a 0,8 um de
ancho (Vandamme y col., 2005; Facciola y col., 2017). Presentan una morfologia que

puede variar entre vibrionica (bacilos curvados), forma de “S” o espirilar cuando se
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encuentra en su fase logaritmica y cocoide cuando el cultivo se encuentra envejecido
(Alonso, 2002). Estas bacterias presentan un flagelo en uno o ambos extremos de la
célula, el cual es hasta tres veces el tamafo de la bacteria y le facilitan el movimiento
caracteristico en forma de zig-zag o de sacacorchos. En placa, las colonias presuntivas de
Campylobacter presentan una coloracion grisacea, de aspecto cremoso, huimedo y con
tendencia a extenderse con un brillo plateado por toda la placa (Salim y col., 2014). Todas
las especies del género Campylobacter (32 especies y 9 subespecies) se pueden
desarrollar a 37° C. Sin embargo, existen especies termotolerantes como C. jejuni y C.
coli que se desarrollan a una temperatura optima de 42° C. Estas tltimas son especies
patogénicas para el ser humano causando diarrea y gastroenteritis (Vandamme y col.,
2005; Facciola y col., 2017). Estos CT son intrinsecamente resistentes a una variedad de
antibioticos combinados entre los que se encuentran la polimixina, vancomicina,
cicloheximida, cefoperazona y trimetoprima (Florez, 2018, Schreyer y col., 2022), que
dificulta el tratamiento de la infeccion reduciendo el espectro de medicamentos

disponibles y efectivos para su tratamiento.

La campylobacteriosis corresponde a una infeccion producida por bacterias del género
Campylobacter principalmente C. jejuni (aproximadamente un 90% de los casos) y C.
coli (alrededor de un 10% de los casos) (Florez, 2018). Las mismas son responsables de
mas del 95% de las enfermedades inducidas por este género, dando como sintomatologia
afecciones gastrointestinales como nauseas, vomitos, espasmos estomacales y diarrea. Sin
embargo, pueden presentarse otros sintomas de manera adicional como la cefalea, fiebre
y vision doble (Sociedad Argentina de Pediatria 2019). También se han descrito, pero de
manera infrecuente, un nimero de complicaciones postdiarréicas (infecciones y secuelas
extraintestinales) (Epps y col., 2013). Estas pueden ser: infeccion en las vias urinarias,
meningitis, endocarditis, peritonitis, aborto, artritis reactiva y Sindrome de Guillain-Barré

(GBS) (Epps y col., 2013; Keithlin y col., 2014; O’Brien, 2017).

Los principales hospedadores tanto de C. jejuni como C. coli son mamiferos y aves,
incluyendo aves de corral. Es aceptado que los pollos son los hospedadores naturales para
Campylobacter termotolerantes y que la colonizacion de estas aves es la principal fuente
de contaminacion en relacion a la transmision de este patogeno a los seres humanos

(EFSA y ECDC, 2011, Hermans y col., 2012). Se ha descrito a nivel de granja que
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vectores como aves silvestres e insectos (Alphitobius diaperinus y moscas) y fomites,
como las botas de los trabajadores y la cama de crianza del galpon podrian ser los
reservorios de Campylobacter termotolerantes que acttian como fuente de contaminacion

de este microorganismo en pollos (Royden y col., 2016; Rossler, 2023).

Un punto importante a tener en cuenta es el proceso de faena de los pollos parrilleros,
que 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
coccion y consumo. La faena de los pollos en frigorificos a gran escala es un proceso
rapido y altamente automatizado (Tsola y col., 2008; y Althaus col., 2017). A lo largo del
proceso, a pesar de los avances tecnologicos, es posible la contaminacién de las carcasas
y la propagacion de ciertas bacterias como Campylobacter en las diferentes etapas de la

cadena de produccion (Rouger y col., 2017; Rossler, 2023).

En nuestro pais, la produccion y en consumo de carne de pollo ha ido aumentando
durante los ultimos afios. Debido a ello, se requiere realizar cambios en los sistemas
productivos tendientes a una mayor intensificacion e integracion de los eslabones de la
cadena avicola. A su vez es imprescindible reducir la transmision del patégeno desde los
pollos a los humanos mediante la aplicacion de estrategias apropiadas de intervencion. El
desarrollo de estrategias eficientes resulta complejo dado que atn restan dilucidar muchas
incertidumbres sobre la epidemiologia de CT en las granjas de engorde de pollos, por lo
que mejorar la comprension respecto al proceso epidemioldgico de la enfermedad
permitira contribuir en los procesos de mejora en las condiciones de crianza y reduccion

de la diseminacion de la enfermedad.

’

1.1 HIPOTESIS

Las especies de Campylobacter termotolerantes son capaces de ingresar en diferentes

momentos de la crianza de pollos de engorde.

El entendimiento de la epidemiologia de estos microorganismos permitird definir y

evaluar estrategias de intervencion tendientes a reducir la prevalencia y concentracion del



patdgeno en las aves y reducir el peligro de exposicion a través del consumo de carne

aviar.

1.2 OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento de la epidemiologia de Campylobacter termotolerantes en
las granjas de pollos parrilleros, generando informacion que sirva como base cientifica

para el disefio de medidas de manejo que permitan reducir el impacto en la salud publica.

1.3  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar el momento en el cual Campylobacter termotolerantes es detectado en la

materia fecal de los pollos parrilleros alojados en los galpones de las granjas comerciales.

Evaluar la presencia de Campylobacter termotolerantes en el cascarudo Alphitobius

diaperinus presente en la cama de crianza de los pollos de engorde.

Estudiar las medidas de manejo adoptadas por los establecimientos productores de
pollos parrilleros con el objeto de detectar factores asociados a la colonizacion de los

pollos por Campylobacter termotolerantes.

Proponer estrategias de manejo a aplicar en granjas con el objeto de disminuir la

prevalencia de Campylobacter termotolerantes en pollos destinados al consumo humano.



II- REVISION
BIBLIOGRAFICA



Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAs) representan graves amenazas
para la salud de millones de personas. Desde tiempos pasados, se han documentado en
todos los continentes graves brotes de ETAs, que demuestran su importancia tanto a nivel
social como de la salud publica (FAO, 2004; Keene, 2006). Dentro de las ETAs la
campylobacteriosis causada por CT corresponde a una de las principales causas de
infeccion entérica por consumo de alimentos en paises desarrollados y en vias de
desarrollo (Pedersen y col., 2018; Natsos y col., 2019; Adrianza y col., 2023; Heimesaat
y col., 2023) que causa en el ser humano una enteritis inflamatoria que afecta inicialmente
el intestino delgado y posteriormente el colon y el recto, evidencidndose como
sintomatologia, una gastroenteritis o enterocolitis que viene acompafiada por nauseas,
vOmitos, espasmos estomacales y diarrea (Dasti y col., 2010; Kaakoush y col., 2015;

Heimesaat y col., 2023).

El desarrollo de la enfermedad comienza con la ingesta de alimentos contaminados
por Campylobacter (se estima que la dosis infectiva de Campylobacter se encuentra entre
800-1000 UFC/mL) (Kaakoush y col.,, 2015; Miranda y col., 2023). Posteriormente, se
presenta el periodo de incubacion (entre 2 a 5 dias), con limite méximo de 10 dias. En la
mayoria de los casos la enfermedad es autolimitante, aunque en ocasiones puede estar en
riesgo la vida de las personas cuando éstas presentan defensas limitadas como sucede con
los nifios, adultos mayores o los pacientes inmunosuprimidos (VIH/SIDA, trasplante de
organos, trastornos hematolédgicos, cancer, etc.) (Teh y col., 2023). A su vez se ha
demostrado que en individuos con historial previo de la enfermedad gastrointestinal
aparecen secuelas a nivel de enfermedades autoinmunes como la artritis reactiva o el
sindrome Guillain-Barré (GBS) que produce un desorden inmune del sistema nervioso
periférico y que se manifiesta en forma de paralisis ascendente, debilidad progresiva y
carencia de reflejos, a su vez puede derivar en un compromiso de la musculatura
respiratoria y posterior muerte del paciente (Alonso-Pérez y col., 2021; Dominguez

Carrillo y col., 2021; Miranda y col., 2023; Heimesaat y col., 2023).

Las especies de CT han sido consideradas como los patdgenos zoonoticos transmitidos
por alimentos, responsables del mayor nimero de enfermos por diarreas de origen

bacteriano a nivel mundial (Adrianza y col, 2023; Heimesaat y col., 2023). Esta
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enfermedad afecta a cerca de 1,5 millones de personas en Estados Unidos anualmente y
cerca de 130.000 casos reportados por la Union Europea al 2021, siendo en la mayoria
casos confirmados campylobacteriosis causada por C. jejuni (88,4%) seguido de un
10.1% para los casos generados por C. coli (WHO, 2013; European Centre for Disease
Prevention and Control 2022). En lo que respecta a América del Sur, los reportes
epidemiologicos sobre la incidencia de campylobacteriosis son escasos, principalmente a
causa de casos no reportados o que no son diagnosticados. A la fecha se ha registrado una
ocurrencia de diarreas agudas para la Argentina a una tasa de 3.000 casos por cada
100.000 habitantes, siendo Campylobacter el cuarto agente etioldgico en orden de
importancia (Fernandez, 2011; Boletin de Vigilancia Ministerio de Salud Argentina,
2020). Sin embargo, los estudios y datos existentes sobre estos patdgenos en nuestro pais

y mas especificamente en la provincia de Santa Fe, son escasos (Zbrun y col., 2021).

En el ser humano, la campylobacteriosis tiene diferentes fuentes y rutas potenciales de
infeccion, no comprendidas aun en su totalidad y que contintian siendo estudiadas
(Wagenaar y col, 2013). Es frecuentemente aislada a partir de cerdos y aves de corral,
respectivamente. Tanto C. jejuni como C. coli son las especies de CT més importantes a
nivel zoondtico, las cuales son comensales entéricas de las aves de corral (Kaakoush y
col., 2015; Heimesaat y col., 2023), siendo los pollos de engorde el principal reservorio.
La carne procedente de estas aves suele presentar niveles de contaminacion elevados,
(EFSA, 2011; EFSA, 2014; EFSA,2024) con una colonizacién en sus ciegos de
aproximadamente 1 x 10° UFC/g de contenido cecal (Stern y col., 2001; EFSA y ECDC,
2016).

Las principales fuentes de infeccion para el hombre, por tanto, se encuentran en los
alimentos de origen animal que no han sido manipulados correctamente o que no han
tenido un buen proceso de coccion, como por ejemplo leche sin pasteurizar y carne de
pollo cruda o mal cocida (Damjanova y col., 2011; Wagenaar y col., 2013). También se
apunta a otras fuentes que pueden ayudar a comprender la complejidad de la
epidemiologia como son las verduras, por contaminaciéon cruzada con alimentos

contaminados (Vencia y col., 2014).

En lo que atafie a las formas de transmision de los CT entre las aves de corral, se han

mencionado dos formas. La primera se relaciona a la transmision vertical de CT, la cual
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ha sido estudiada ampliamente y en la que se concluye una baja probabilidad de
ocurrencia en condiciones naturales (Zbrun y col., 2013). La segunda ruta propuesta es
mediante transmision horizontal, la cual ha sido demostrada tanto por contaminacion del
agua de bebida, la cama donde se alojan las aves, la indumentaria de trabajo del empleado,

los insectos y la fauna que se encuentra en los alrededores de la granja (Cox y col., 2012;

En lo que respecta a la diseminacion de Campylobacter en las granjas de pollos de
engorde se han descritos vectores como artrépodos, mamiferos y aves implicados en la
transmision, asi como también objetos o sustancias inanimadas (fémites) (Hermans y col.,,
2011; Meerburg y Schoelitsz, 2018). Dentro de los vectores se han mencionado a los
escarabajos de la cama (Alphitobius diaperinus), en su estadio larval y adultos como una
de las principales fuentes de diseminacion de CT ya que se suele encontrar poblaciones
del escarabajo con niimeros elevados en las camas de crianza en el interior de los galpones
de pollos (Chinivasagam y col., 2010; Dinev, 2013). A nivel taxondmico, este escarabajo
pertenece al orden coleoptero y familia Tenebrionidae dentro de la clase Insecta. Este
escarabajo, requiere un ambiente calido y himedo para su desarrollo por lo que las camas
de los galpones en donde habitan los pollos les provee un ambiente favorable para su
crecimiento y reproduccion llegando a ovopositar cerca de 2.000 huevos por hembra
fertilizada (Cecco y col., 2005). Considerando el elevado numero poblacional en los
galpones y las evidencias que demuestran la presencia de las mismas cepas de
Campylobacter presentes tanto en estos insectos como en los pollos de crianza durante el
mismo ciclo productivo, lo sefialan como el principal vector y reservorio de poblaciones
de microorganismos colonizadores de pollos, que adquieren Campylobacter al realizar la
ingesta de estos insectos (Agabou y Alloui 2010; Cox y col., 2010; Rauber Wiirfel y col.,
2019; Rossler, 2023). A pesar que Alphitobius diaperinus ha sido sindicado como uno de
los factores clave en la diseminacion de Campylobacter, las acciones rutinarias ejecutadas
por el personal de las granjas y el uso indiscriminado de antibidticos juegan también un
rol en su transmision dada a la falta de homogeneidad en las practicas de limpieza y

control sanitario entre las diferentes granjas, compafiias y paises (Newell y col., 2011).

Nuestro pais, ha sido reconocido como un pais productor y exportador de proteinas de
origen animal ocupando el puesto niimero ocho como productor y octavo como
exportador a nivel internacional (MAGyP 2022). La producciéon de carne aviar ha

evidenciado un incremento significativo, alcanzando durante el afio 2022 una faena total
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por encima de los 751,7 millones de cabezas. Este aumento en la produccion obligé al
uso de diferentes estrategias para el sostenimiento de la produccion, como lo es el empleo
de tecnologias de alto nivel y practicas intensivas, en las que se ha llegado al uso
incontrolado de antimicrobianos como promotores de crecimiento. El uso indiscriminado
de antimicrobianos, junto con el estrés fisioldgico que sufren las aves y la seleccion
genética de ejemplares para aumentar la tasa de crecimiento, contribuye a la presencia de
residuos en los alimentos. Ademads, crea una presion selectiva que favorece el desarrollo
de microorganismos resistentes a antibidticos, debilitando el sistema inmunolédgico de las
aves de corral y facilitando la colonizacion de su tracto gastrointestinal por cepas de CT.
Esta situacion se traslada a un problema sanitario posterior para las aves de corral y una
falla en la seguridad alimentaria humana (Flérez, 2018; Zbrun y col., 2021; Zhang y col.,
2023). A la fecha, han sido reportadas cepas de Campylobacter que presentan multiple
resistencia a diversos antibidticos debido a la mala manipulacion de los mismos por parte
de los criadores de aves de corral (Heimesaat y col.,, 2023). En este sentido, se han
detectado cepas de CT que afectan a pacientes humanos y que no pueden ser
correctamente tratadas con los antibidticos de rutina como las penicilinas, cefalosporinas
de primera y segunda generacion, trimetoprima, rifampicina, sulfametoxazol y
vancomicina (Schreyer y col., 2022), dejando en evidencia la necesidad de mejorar el
sistema de control en lo que respecta al uso de antibioticos durante la produccion primaria
de alimentos y una mejora en el sistema de vigilancia para este microorganismo (Signorini
y col.,, 2018). A su vez, la falta de implementacion de lineamientos controlados respecto
a las medidas de bioseguridad en las granjas como la higiene de la indumentaria y botas
de los trabajadores, la cantidad de veces que el trabajador ingresa en el galpon, el nimero
de trabajadores que ingresan, el trabajo con otros animales de crianza, el equipamiento
utilizado, la separacion entre las zonas de cria y de sacrificio, la esterilizacion o
desinfeccion de los materiales y utensilios utilizados, entre otros, son practicas que
deberian ser controladas para reducir la colonizacion de las aves por parte de
Campylobacter (Hansson y col., 2010; Ansari- Lari y col., 2011; Newell y col., 2011;
Agunos y col.,, 2014; Florez, 2018, Zbrun y col., 2021; Zhang y col., 2023).

Es por esto que, para la prevenciéon y control de la campylobacteriosis, es

imprescindible un conocimiento mas profundo de los factores epidemioldgicos, la

distribucion del patogeno en el ambiente y los alimentos, asi como el desarrollo de
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herramientas de caracterizaciéon e identificacion de los microorganismos patdégenos

aislados de animales, alimentos o muestras ambientales.
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I1I- MATERIALES Y
METODOS



3-1. Deteccion de la presencia de CT en pollos parrilleros en sistemas de produccion

intensivos.

Esta tesis emplea un disefio observacional transversal de tipo descriptivo.

3.1.1- Recoleccion de muestras en granjas comerciales de pollos parrilleros.

Se evaluaron dos granjas de pollos patrrilleros de la zona de influencia de la FCV-
UNL. Las mismas fueron seleccionadas teniendo en cuenta trabajos previos realizados
por el grupo de investigacion, (Zbrun y col., 2013; Rossler, 2023) en los cuales se pudo
evidenciar medidas de manejo distintas entre ellas. Las mismas fueron evaluadas durante
los meses de primavera, ambas pertenecian a la misma empresa y se manejaban con el
mismo sistema de crianza. Eran atendidas por el mismo médico veterinario y fueron

muestreadas de manera escalonada.

El primer dia de visita a las granjas se seleccion6 un galpon al azar en cada una de ellas,
(fue el mismo en los sucesivos muestreos, cada uno de ellos alojaba a 6000 pollos). Los
pollos alojados en la granja comercial fueron criados siguiendo las practicas habituales
de produccion de cada establecimiento. Se tomaron muestras individuales de materia
fecal mediante hisopado de cloaca a treinta pollos seleccionados aleatoriamente el dia que
ingresaron a las granjas seleccionadas para este estudio, luego cada tres dias hasta que se
detectd una colonizacion de CT en el 100% de las muestras evaluadas. El n se determino
a través de un software al cual se le indica la prevalencia de la bacteria que se esta

buscando, en este caso Campylobacter.

Posteriormente, se continu6 con la toma de muestras, pero con una frecuencia semanal
hasta el dia previo a la faena de los mismos (42 dias aproximadamente). Cada hisopo se
colocd en un tubo previamente rotulado 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/I). Los

tubos se transportaron de manera inmediata al laboratorio.

3.1.2- Procesamiento de las muestras y extraccion de ADN
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Una vez llegados al laboratorio los tubos se incubaron a 42°C durante 24 h en
condiciones de microaerofilia (H2: CO2: Oz, 85:10:5) generada por desplazamiento de
gases en jarras de anaerobiosis (AnaeroJarTM, Oxoid, Basingstoke, Reino Unido).
Transcurridas las 24 h se centrifugaron (Thermo Scientific Sorvall® RC 6TM Plus
Superspeed Centrifuge, Estados Unidos) los tubos de caldo Bolton a 12.000 rpm durante
10 min (Blaser y col.,, 1986; Khanna y col., 2006). Posteriormente, se descarto el
sobrenadante y se conservo el pellet. Por otro lado, se colocaron filtros de acetato de
celulosa de 0,45 pm (Sartorius AG, Goettingen, Germany) estériles sobre placas de agar
modificado desoxicolato-cefoperazona-carbon activado (mCCDA) sin suplemento de
antibioticos (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) (Goossens y col., 1986; Jokinen y col.,
2012). Sobre cada filtro se coloco el pellet obtenido de la centrifugacion y se incubd a
37°C durante 10 min, lo cual ayudo al traspaso pasivo de CT hacia el medio de cultivo,
tal y como lo reportan metodologias previamente descritas (Jokinen y col., 2012; He y
col., 2015). Transcurridos los 10 min se quit6 el filtro con una pinza previamente
esterilizada y se descartd. Las placas se incubaron posteriormente durante 48 h a 42°C en

condiciones de microaerofilia.

Todas las placas de mCCDA (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido), luego de la
incubacion de 48 h a 42°C se observaron para detectar la presencia de colonias
morfoldgicamente presuntivas de Campylobacter. 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. Ademas, se realiz6 la tincion de Gram
y las prueba de la catalasa y oxidasa (On, 1996). Al confirmarse de manera fenotipica la
presencia de Campylobacter 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 para su uso posterior (Terzolo y col.,

1987).

3.1.3- Identificacion de las especies aisladas mediante PCR muiltiple con cebadores

especificos.

En principio se reactivaron los aislamientos presuntivos de Campylobacter
termotolerantes conservados a -80°C en agar mCCDA sin suplemento de antibidticos

(Oxoid, Basingstoke, Reino Unido). La incubacién se realizé a 42°C durante 48 h en
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microaerofilia. Se verifico la pureza del cultivo y se observé movilidad y morfologia
tipica de Campylobacter mediante microscopia de contraste de fases. A partir de cada
aislamiento presuntivo se tomo6 una porcion de cultivo con ansa de ojal y se colocod en
200 pL de agua bidestilada estéril y se hizo extraccion de ADN gendmico mediante la
técnica de ebullicion. (De Medici y col., 2003). El ADN extraido de cada aislamiento

presuntivo fue utilizado como molde para la identificacion molecular del aislamiento.

En primer lugar, se realiz6 una PCR especifica de género Campylobacter siguiendo el
protocolo propuesto por Linton y col. (1996). Las condiciones de la PCR para una
reaccion de 25 pl fueron las siguientes: 25 ng de ADN genomico; 0,2 mM de cada
desoxinucleotido; 0,4 uM de cada primer; 50 mM KCI; 20 mM Tris-HCI (pH 8,3); 2,5
mM MgCl2; y 0,625 U de Taq PEGASUS DNA polimerasa (PB-L®). Las secuencias de
los primers empleados se detallan en la Tabla 1. La PCR se realizé en un termociclador
(HealForce®) y comprendio6 un paso de desnaturalizacion 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 55°C durante 1 minuto y 3) extension a 72°C durante 1 minuto. Por tltimo,
las reacciones se sometieron a una extension prolongada a 72°C durante 10 minutos. El
analisis 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 pl/10 ml,
utilizando como buffer de corrida TBE 1X (Tris/Borato/EDTA). Como patron de
comparacion se utilizé un marcador de peso molecular de 100pb (Ladder 100pb, PBL®).

Para la lectura se utilizo un transiluminador UV (Labnet®, Canada).

Posteriormente, para la identificacion de especie (C. coli y C. jejuni) se realizd una
PCR multiple siguiendo el protocolo descrito por Vandamme y col. (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 utilizé una solucion que contuvo 25
ng de ADN gendmico, 20 mM de TrisHCI (pH 8,3), 50 mM de KCl, 3 mM de MgCl12 y
cada desoxirribonucleétidotrifosfato (ANTP) en una concentracion de 0,2 mM. Cada
mezcla de reaccion 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 consistid de una desnaturalizacion inicial por 5 min a 94°C, 2 ciclos de
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desnaturalizacion a 94°C por 1 min, annealing por 1 min a 64°C y extension a 72°C por
1 min; 2 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, annealing por 1 min a 62°C y
extension a 72°C por 1 min; 2 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, annealing
por 1 min a 60°C y extension a 72°C por 1 min; 2 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por
1 min, annealing por 1 min a 58°C y extensiéon a 72°C por 1 min; 2 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C por 1 min, annealing por 1 min a 56°C y extension a 72°C por
1 min y 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min, annealing por 1 min a 54°Cy
extension a 72°C por 1 min y un paso final de extension a 72°C durante 10 min. 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 patron 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).

Tabla 1. Secuencia de primers utilizados en las PCR especificas de género y especie

de Campylobacter.
Denominac Tamafio del
6n del | Secuencia del primer fragmento Referencia
primer generado
GGATGACACTTTTCGG
C412 AGC Linton vy
Campylobacter CATTGTAGCACGTGTG | 516pb col., 1996
C1288 TC
CATCTTCCCTAGTCAA
C Jun3 GCCT
C. jejuni AAGATATGGCTCTAGC | /PP
Jun4 AAGAC Vandamme
AGGCAAGGGAGCCTTT y col., 1997
) Col-1 AATC
C. coli TATCCCTATCTACAAA |-04Pb
Col-2 TTCGC

3.2- Modelado de la probabilidad de difusion de Campylobacter spp. dentro de un

galpon.
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A partir de los datos generados en este estudio fue posible hacer una estimacion, mediante
un modelo matematico, de la probabilidad de difusién de Campylobacter spp. dentro de
un galpon y, consecuentemente, el nimero de aves portando el patogeno en funcion del
tiempo de presencia en el galpon. Esos dos pardmetros (nimero de aves y tiempo) son
sumamente importantes cuando se desean realizar evaluaciones cuantitativas de riesgo y
estimar la probabilidad de que Campylobacter spp. llegue a los alimentos que consume

una persona y con ello, la probabilidad de enfermar.

En términos generales se acepta que la colonizacién de las aves por Campylobacter spp.
se da por ruta fecal-oral y que el microorganismo permanecera en las aves por el resto de
su vida productiva. Por lo tanto, este modelo s6lo contempla animales en dos estados,

susceptible o infectado (colonizado).

Bajo esta premisa, la probabilidad de que un ave dentro de un galpon esté colonizada con

Campylobacter spp. sigue la siguiente expresion logaritmica:

exp (a'+[>’(tj—te))

PO = T @ hE e

Donde:

a = log (%)

= tasa de transmision del agente
tj= tiempo de exposicion en el galpon

te= tiempo hasta el primer aislamiento en el galpon

Se empled un modelo logistico dado que se lo considera como un modelo apropiado para
describir el crecimiento de agentes bioldgicos en ambientes naturales (Dogan y col.,
2019). La tasa de transmision () fue estimada con la siguiente expresion:
exp~Normal(0432;0031) |3 cyal permite capturar la variabilidad intrinseca en dicho

parametro (Zbrun y col., 2022).
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A su vez, se estimo el nimero de aves colonizadas por Campylobacter spp. en un
momento determinado de la crianza. Para ello se emple6 la siguiente ecuacion reportada

previamente por Dogan y col. (2019).

10 X Ngalpon

N =
wf 10 + (Ngalpon — 10) x e~B(ts—te)

Donde /0 es el nimero inicial de aves infectadas, N galpon es el numero de aves presentes
en el galpdn, f es la tasa de transmision de Campylobacter spp., ts es el tiempo hasta la
faena de las aves y te es el dia en el que se dio la primera colonizacion por Campylobacter

en el galpon.

3-3. Estudio de la presencia de CT en el cascarudo (Alphitobius diaperinus) presente

en las camas de las granjas.

El muestreo de los cascarudos en su forma adulta como larval se realizé siguiendo la
misma dindmica en el tiempo que para el muestreo de los pollos.

Se tomaron muestras de cascarudos de diferentes partes de la cama del galpon de la
granja, tanto en su forma adulta como larvaria. Las mismas fueron cinco (de
aproximadamente 500 g cada una), las cuales se colocaron en bolsas de nylon
transparentes (Hazeleger y col, 2008), para luego ser trasladadas al laboratorio. Una vez

alli fueron procesadas de la siguiente manera:

- Adultos de Alphitobius diaperinus (AD Adultos): Se realizdé la separacion de los
cascarudos del resto del material y luego se seleccionaron quince cascarudos adultos. Los
mismos fueron sometidos a un proceso de desinfeccion externa con hipoclorito de sodio
al 30%. Luego de la desinfeccion se enjuagd con abundante agua destilada estéril.
Posteriormente, los cascarudos fueron colocados de manera individual en quince tubos
estériles donde se los rotulo y trituro con una pinza estéril. Luego se les agrego 4 ml de
caldo Bolton a cada uno. Los tubos individuales se incubaron a 42° C durante 24 h en

condiciones de microaerofilia.

-Larvas de Alphitobius diaperinus (AD larvas): Se realizé la separacion de las larvas del
resto del material y luego se seleccionaron quince larvas. La metodologia que se realizo

a las larvas, es la misma que la descripta en el parrafo anterior.
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Inmediatamente después de la incubacion antes mencionada de los cascarudos y de las
larvas se procediod a centrifugar el cultivo a 12.000 rpm durante 10 minutos. Se descarto
el sobrenadante y el pellet obtenido se depositd sobre filtros de acetato de celulosa de
0,45 pm (Sartorius AG, Goettingen, Germany) estériles, previamente colocados sobre
agar mCCDA. Las placas con los filtros se incubaron 10 min a 37° C, este procedimiento
ayudo al traspaso pasivo de CT hacia el medio de cultivo, y posteriormente se quitaron
dichos filtros y la placa se incub6 a 42° C durante 48 h en condiciones de microaerofilia.
Las colonias presuntivas obtenidas luego de la incubacion fueron cultivadas en agar
mCCDA 48 h a 42° C. Los aislamientos presuntivos obtenidos se confirmaron mediante
microscopia Optica de contraste de fases por determinacién de morfologia tipica y se

conservaron en medio crioprotector a -80°C.

-Pool de adultos y de larvas de Alphitobius diaperinus: de las muestras de cama
recolectadas en la granja (mencionadas previamente) se pesaron por un lado 2 gr de larvas
(25 individuos aproximadamente) y por el otro 2 gr de cascarudos (20 individuos
aproximadamente) (Hazeleger y col, 2008) los cuales fueron sometidos a un proceso de
desinfeccion con hipoclorito de sodio al 30%. Posteriormente, los escarabajos fueron
colocados en un mortero estéril para su ruptura (Hazeleger y col, 2008) y luego fueron
ubicados en tubos falcon donde se les agregd caldo Bolton en una proporcion de 2 g de
escarabajo en 40 ml de caldo. Los pools fueron incubados a 42°C durante 24 h en
condiciones de microaerofilia. Luego de la incubacién se continué con el mismo
procedimiento que se les realizd a las muestras individuales de larvas y adultos,

mencionado en el parrafo anterior.

Subsiguientemente, todos los aislamientos tanto de larvas, cascarudos y los pools fueron
identificados a nivel de género primero y de especie (C. coli y C. jejuni) después,
siguiendo la metodologia detallada en el punto nimero 3 del procesamiento de las

muestras de pollos.
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3-4. Evaluacion de las medidas de manejo adoptadas por los establecimientos
productores de pollos parrilleros y disefio de estrategias de manejo para reducir la

presencia de CT en ambos establecimientos.

Para realizar esta actividad se disefiaron y ejecutaron encuestas en las granjas de crianza
de pollos parrilleros, con el objetivo de identificar medidas de manejo que favorezcan la
colonizacion de Campylobacter en los pollos. La encuesta fue aplicada a los encargados
de cada una de las granjas y al veterinario a cargo de las mismas (ANEXO 1). Luego se
realiz6 un andlisis e interpretacion de la informacion recolectada y se plantearon
diferentes medidas de manejo que permitiran disminuir el peligro de que CT colonice el

sistema gastrointestinal de los pollos parrilleros.
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IV- RESULTADOS



4-1. Deteccion y probabilidad de difusion de Campylobacter termotolerantes en

pollos de las granjas evaluadas.

Del anélisis de las dos granjas se pudo evidenciar una deteccion de CT en todos los
pollos evaluados al final de la crianza. A su vez, se observd que en la G1 no hubo
deteccion hasta el dia 4 de vida de los pollos, alcanzando cerca de un 70% de CT detectado
al dia 7 y luego cerca del 98% al dia 10. EI 100% de deteccion se logré al dia 13 de vida
de los mismos. Por su parte en la G2, se observa deteccion de CT a partir del dia 3 de
vida, alcanzando un 9% al dia 7, valor que fue aumentando a través del tiempo hasta

alcanzar una colonizacion completa por CT (100%) al dia 19 (Figura 1).

120%

100%

80%

60%

40%

DETECCION DE CT

20%

0% s
1 4 7 10 13 16 19 24 29 35
DIAS DE MUESTREOS

e GRANJA 1 GRANJA 2

Figura 1. Deteccion de Campylobacter termotolerantes en pollos de las granjas evaluadas.

El resultado del modelo de evaluacion de probabilidad de difusion para ambas granjas,
indica que el tiempo hasta la primera ave positiva en el galpén (fe) tuvo un tiempo
promedio de 10,14 dias, con una desviacion estandar de 1,45 dias y no fue antes de los 7
dias de ingresadas las aves al galpon. En la Figura 2 se observa el modelo logistico que
predice la probabilidad de infeccion conforme avanza el tiempo de permanencia de las

aves en los galpones de acuerdo a los datos generados por este estudio. En este sentido,
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se identifica que al momento de la faena (42 dias aproximadamente) la totalidad de las

aves que forman parte de un galpdn estan colonizadas de acuerdo al modelo elaborado.
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Dias en el galpon

Figura 2: Probabilidad de difusion de Campylobacter spp. dentro de los galpones de crianza de

pollos.

Teniendo en cuenta los resultados de la deteccion en granja de CT en pollos parrilleros y
el resultado del modelo matematico, podemos inferir que este ultimo se ajusta de manera
adecuada a lo que ocurre con la difusion de los CT en la camada de aves alojadas en los

galpones.

4-2. Prevalencia de Campylobacter termotolerantes en las granjas evaluadas.

Del analisis de la totalidad de las muestras obtenidas de pollos y Alphitobius
diaperinus en un ciclo de crianza en ambas granjas (n=1240), se pudo determinar que 598
fueron positivas (48%= 598/1240) para la presencia de colonias presuntivas de
Campylobacter termotolerantes en agar mCCDA prevalencia inicial (Figura 3). Sin
embargo, s6lo se pudieron repicar y obtener 528 (42,6%= 528/1240) aislamientos
presuntivos para Campylobacter termotolerantes, de los cuales 415 (33%= 415/1240)
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aislamientos pudieron ser confirmados a nivel de género como Campylobacter
termotolerantes e incorporados a la coleccion del laboratorio. Los restantes 113
aislamientos presuntivos no tuvieron la capacidad de sobrevivir a los diferentes repiques

en placa o no amplificaron en la reaccion de PCR de especies evaluadas.
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60%
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50%
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30%
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Prevalencia inicial Aislamientos presuntivos Campylobacter termotolerantes

CT en pollosy AD

Figura 3. Prevalencia inicial, prevalencia de aislamientos presuntivos y de aislamientos

confirmados de Campylobacter termotolerantes de pollos y Alphitobius diaperinus en granja.

En cuanto a las especies de Campylobacter se pudieron identificar en ambas granjas
las especies de C. jejuni 'y C. coli, asi como también aislamientos solo identificados a
nivel de género pero que no amplificaron para ninguna de las dos especies mas

prevalentes (Figura 4).
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Figura 4. Prevalencia de C. jejuni, C. coliy Campylobacter spp. total, en muestras de pollos y de

Alphitobius diaperinus en granja.

4-2.1-Prevalencia de CT en Pollos parrilleros.

El mismo analisis se realiz6 para cada una de las muestras tomadas a partir de materia
fecal de pollos (Figura 5). Para el caso de la G1, de la totalidad de muestras de pollos
evaluadas (n=300), se detectaron 216 muestras positivas para Campylobacter
termotolerantes (Prevalencia inicial). Solo 200 fueron aislamientos presuntivos de
Campylobacter termotolerantes y 183 fueron confirmados a nivel de género como
Campylobacter termotolerantes. Los restantes 17 aislamientos fueron incapaces de

sobrevivir el cultivo en placa o no amplificaron en la reaccion de PCR de género.
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Figura 5. Prevalencia inicial, prevalencia de aislamientos presuntivos y de aislamientos

confirmados de Campylobacter termotolerantes de pollos en cada granja.

Para la granja 2 (Figura 5), de 300 muestras tomadas de pollos, 199 fueron positivas
en la deteccion de Campylobacter termotolerantes (prevalencia inical). Se obtuvieron 182
aislamientos presuntivos de Campylobacter termotolerantes y 165 aislamientos fueron
confirmados a nivel de género como Campylobacter termotolerantes. Los restantes 17
aislamientos fueron incapaces de sobrevivir el cultivo en placa o no amplificaron en la

reaccién de PCR de género.

Continuando con el analisis a nivel de especie de los aislamientos de Campylobacter
termotolerantes obtenidos de pollos en cada granja (Figura 6), se observo que tanto para
la G1 como para la G2 se obtuvieron mayores proporciones de C. jejuni respecto de C.
Coli (168/183 y 120/165, respectivamente). Sin embargo, en la G2 se obtuvo una mayor
proporcion de C. coli (32/165) que en la G1. En las dos granjas se obtuvieron aislamientos
que no pudieron ser identificados a nivel de especie (4/183 en granja 1 y 13/165 en granja

2).
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Figura 6. Prevalencia de C. jejuni, C. coliy Campylobacter spp. en pollos de cada granja.

4-2.2- Prevalencia de CT en Alphitobius diaperinus.

Al analizar los datos de la forma adulta del cascarudo, se pudo determinar que en la
G1 no se observa CT hasta el dia 10, y que empieza a estar presente a partir del dia 13 en
la G1 con aproximadamente un 11% de las muestras analizadas. En la G2 se encontrd
presencia de CT en los cascarudos a partir del dia uno de vida de los pollos; observandose
posteriormente fluctuaciones en la presencia de CT hasta el dia 10, con un posterior
incremento en la presencia de CT en los cascarudos.

Cabe destacar que ambas granjas llegaron a su pico maximo de prevalencia de CT en
cascarudos adultos, el dia veinticuatro y luego bajaron notoriamente su presencia hacia el

final de la crianza (Figura 7).
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Figura 7. Deteccion de Campylobacter termotolerantes en adultos de AD en las camas de las

granjas.

El mismo analisis se realizo con las larvas de AD, y se pudo observar que, en la G1,
no se tuvo presencia de CT sino hasta el cuarto dia de vida de los pollos (Figura 8). A
partir de alli, la presencia de CT aumento hasta alcanzar un 20% para el dia 13, reduciendo
su valor a cerca de un 7% hacia el dia 16, con posterior aumento hasta alcanzar un 40%

el dia 29 de crianza de los pollos.

En la G2 por otro lado, se detecto presencia de CT para el dia uno con cerca de un 13%,
reduciendo a cero para el dia 4. Posteriormente, se evidencia un aumento del 13% para el
dia 7, valor que se mantuvo hasta el dia 13. Hacia el dia 16 dicho valor incrementd
alcanzando cerca de un 47% hasta el dia 19, teniendo como valor maximo de deteccion
un 67% hacia el dia 29 (Figura 8).

A partir del dia 29 de crianza, ambas granjas evidenciaron una disminuciéon de la

presencia de CT en larvas de AD.
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Figura 8. Deteccion de Campylobacter termotolerantes en larvas de AD en las camas de las granjas.

Siguiendo con el estudio de Alphitobius diaperinus se analizaron los pools de AD adultos,
donde se pudo observar que en la G1 la colonizacién empez6 el dia diez de crianza,
alcanzando el 100% en el dia 13 de vida de los pollos. Por otro lado, en la G2 se detecto

CT en el 100 % de las muestras a partir del primer dia del ciclo productivo (Figura 9).
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Figura 9. Deteccion Campylobacter termotolerantes en pool de adultos de AD en las camas de las

granjas
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Luego se analizaron los pools de larvas en donde se pudo distinguir, que en la G1 la
deteccion de CT comenzo a partir de la muestra tomada el dia 7, alcanzando la deteccioén
del 100% de las muestras el dia 10. Para la G2 la deteccion de CT inicial fue en las
muestras del dia 4, llegando al 100% antes del dia 7 de vida de los pollos, manteniendo

asi ambos valores hasta el final de la crianza (Figura 10).
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Figura 10. Deteccion de Campylobacter termotolerantes en pool de larvas de AD en las camas de las

granjas

Posteriormente, se continuo con el estudio a nivel de especie de los aislamientos de
Campylobacter termotolerantes de Alphitobius diaperinus (AD) en la cama de las granjas
(Figura 11), donde se pudo observar que tanto para la G1 como para la G2 se obtuvieron
mayores proporciones de C. jejuni (21/24 y 32/47, respectivamente). C. coli no se
encontr6 en la G1, mientras que en la G2 se obtuvo una proporcion importante de C. coli
(13/47). En ambas granjas se obtuvieron aislamientos que no pudieron ser identificados

a nivel de especie.
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Figura 11. Prevalencia de C. jejuni, C. coli y Campylobacter spp. en AD aislados en la cama de pollo

de cada granja.

4-3. Condiciones y medidas de manejo de los establecimientos criadores de pollo

parrilleros evaluados en este estudio.

Informacion obtenida de las encuestas realizadas a las dos granjas de pollos

parrilleros comerciales. (Anexo 2)

De las encuestas realizadas en las granjas al personal que alli trabajaba y al médico
veterinario encargado de las mismas, se realizo una descripcion comparativa y un analisis
de las formas de manejo. También se examinaron los puntos criticos que son

importantes a la hora de disminuir la prevalencia de Campylobacter.

Comenzando con el analisis de la encuesta de la Granja uno (G1) se observé que el
cerco perimetral no estaba desmalezado y el portdn de ingreso no cumplia con los
estandares necesarios para impedir el ingreso de cualquier animal, persona o vehiculo al

predio. Es decir, se mantenia siempre abierto y no estaba sefializado. La entrada de

-31-



vehiculos al lugar no era restringida y no se contaba con un area de estacionamiento
destinada para tal fin. El predio no estaba desmalezado, en el mismo se observo
acumulacion de basura y chatarra alrededor de los galpones, asi como también circulacién
de animales domésticos, como perros y gatos. Se advirtid en varias ocasiones la entrada
de estos animales al interior de los galpones de crianza. La estructura general del galpon
era buena, compuesta de tejido romboidal; el mismo contaba con comederos manuales,
los cuales no se lavaban y los bebederos eran automaticos. Los mismos no contaban con
una puerta de ingreso, ni lavabotas. El agua que se utilizaba tanto para bebida de las aves,
como para las tareas de limpieza del predio provenia de pozo y era tratada con cloro.
También se pudo observar la presencia de aves silvestres dentro del galpon; como

palomas, gorriones entre otros, asi como también roedores vivos y muertos.

El piso de los galpones (cuatro galpones en la G1) era de tierra y la cama estaba
constituida por cascara de arroz, la cual se reutilizaba durante tres crianzas consecutivas.
La misma se retiraba del galpon y se colocaba sobre el piso, a unos cinco metros del
galpon para quitarle la humedad por medio del secado al sol. Luego de terminada la vida
util su destino final era la fertilizacién de campos, sin ningun tipo de tratamiento previo.
El control de plagas se realizaba cuando se observaba una alta cantidad de roedores y se

hacia mediante el uso de cebos o trigos.

El control de los cascarudos de la cama se realizaba 72 horas antes del ingreso de las
aves al galpon. El mismo se realizaba mediante fumigacion con cipermetrina al 5% en

polvo, a través de una maquina que echaba el producto en forma de humo sobre la cama.

Cuando se presentaba alguna enfermedad en las aves, se realizaba un tratamiento
curativo sobre todo el galpon, generalmente aplicando enrofloxacina en el agua de bebida.

La mortalidad en esta granja era del 6% aproximadamente.

La vestimenta y el calzado del personal, era el mismo que usaban tanto dentro como
fuera de la granja, durante la jornada laboral. Los empleados no recibian capacitacion,
solo tomaban indicaciones por parte del médico veterinario encargado, quien si realizaba

capacitaciones.

Siguiendo con las encuestas se pudo obtener informacion sanitaria de las aves, por
parte del médico veterinario, quien menciond que los pollos recibian una vacuna el primer
dia de vida, en la planta de incubacion. Esta era contra coccidiosis, bronquitis tipo 1 y 2,

Marek y Gumboro. El dia de ingreso de las aves a la granja, se colocaba papel madera
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sobre la cama. Este duraba aproximadamente siete dias y tenia la funcioén de aislamiento
(evitar que los pollitos ingieran material de la misma). Las aves que sucumbian, eran
llevadas a una fosa séptica y cubiertas con cal. La misma estaba dentro del predio, distante

a unos seis metros del galpon donde estaban las aves.

En la granja dos (G2) se pudieron observar diferencias significativas en cuanto a la
estructura de la granja y a las medidas de manejo. En este establecimiento se evaluaron
cuatro galpones. Esta granja estaba ubicada a unos diez kilometros de la ciudad y el predio
contaba con varias hectareas, a diferencia de la G1 que se encontraba a un kilometro de
la ciudad y el lugar disponia de un area mucho mas reducida. Al ingresar a la granja habia
carteles indicativos y cada galpon estaba numerado. El pasto alrededor de los galpones se
mantenia siempre corto, no habia presencia de animales domésticos. En el ingreso al
galpon habia un drea de recepcion en donde se hacia el cambio del calzado habitual a
botas de goma y cubre calzado, el mismo no contaba con lavabotas. La estructura del
mismo era muy buena, compuesta de tejido romboidal cubierta de tela mosquitera. La
puerta de ingreso se mantenia siempre cerrada. El momento de vacunacién y el tipo de
vacuna que recibian las aves era igual que en la G1. Dias antes del ingreso de las aves se
realizaba una fumigacion en todos los galpones al igual que en la granja uno. Un dato
importante a destacar en esta granja y en este ciclo de crianza en particular fue que el
papel madera de la cama, se coloco 48 horas posteriores al ingreso de las aves al galpon.
El personal usaba ropa de trabajo para realizar las tareas dentro de la granja, la cual era
sustituida por otra al salir de la misma. Cabe mencionar que la cama que se analiz6 en
este estudio en ambas granjas era reciclada (primer reciclaje). El proceso que recibieron
ambas camas, fue el secado al sol para quitar la humedad y fumigacién con cipermetrina

al 5%, 72 horas antes del ingreso de las aves.

4-4. Diseiio de medidas de manejo a aplicar en las granjas evaluadas con el objeto
de disminuir la prevalencia de CT en pollos destinados al consumo humano.

En esta seccion, se sugieren lineamientos que de ser aplicados contribuyen a disminuir la
prevalencia de CT en las granjas. Si bien se detallan de manera general para ambos
establecimientos, en algunos casos particulares se mencionan estrategias diferentes de

acuerdo a lo detectado en cada uno de los establecimientos.
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LINEAMIENTOS GENERALES

La localizacién de la granja es un aspecto muy importante a tener en cuenta, es por
eso que los establecimientos deberan estar ubicados alejados de centros urbanos y otros
sistemas de produccion animal. Para ambas granjas se recomienda que la entrada y
salida del predio tenga mecanismos de limpieza y desinfeccion para evitar circulacion de
microorganismos. En primer lugar, es necesario llevar un registro de las personas y
vehiculos que ingresan a la granja, asi como también, el empleo de pediluvios para los
automoviles y cambios de calzado para las personas que ingresan. Convendra tener una
zona de estacionamiento alejada de los galpones donde se encuentran las aves en
produccion. Se debera tener presente que toda persona o vehiculo que ingrese a la granja
puede traer consigo agentes productores de enfermedades en su ropa y/o calzado lo que

puede provocar la consiguiente enfermedad de las aves.

En la granja uno el cerco perimetral deberd permanecer limpio, en condiciones
estructurales adecuadas y libre de malezas, materiales y chatarra en desuso. En el ingreso
del galpon debera haber una puerta, la cual permanecera cerrada y debera disponer de un
lavabotas para ser utilizado por las personas que ingresan al galpén. Al tejido del galpon
es recomendable colocarle una malla, que impida el ingreso de aves y en lo posible de
moscas. Otro punto significativo es que todas las areas deberan estar debidamente
senalizadas, para facilitar la ejecucion de los procesos y evitar errores en las operaciones.
También es muy importante que haya protocolos visibles en las areas donde se realicen

tareas complejas.

Otro sitio importante a tener en cuenta en ambas granjas, ya que aqui se producian
varios inconvenientes, son los depositos, los cuales tendran que estar sectorizados e
independientes para el almacenamiento de los suministros, como son los productos de
limpieza y desinfeccion, las herramientas de trabajo y un area de farmacia, para situar los
medicamentos e insumos necesarios para la sanidad.

Un area no menos importante es el almacenamiento del alimento balanceado, que debe
mantenerse limpio y con un estricto control de plagas. Es sabido que los roedores
constituyen una significativa fuente de infeccidon para las explotaciones aviares, ya que
ocasionan importantes pérdidas econdmicas, debido al consumo del alimento, a la

destruccion de materiales y a la transmision de enfermedades. Es por ello que en la granja
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uno, una buena estrategia seria implementar un buen control de roedores, el mismo debe

contemplar la eleccion del rodenticida adecuado, asi como su colocacion estratégica.

Las herramientas y equipos utilizados en ambas granjas deben ser higienizados y
desinfectados frecuentemente. Ademas, se les debe realizar un mantenimiento que
garantice su buen funcionamiento.

Cuando culmina el ciclo productivo en la granja uno; se debera realizar un vaciamiento
de las instalaciones, para lavar y desinfectar en profundidad los comederos, los rincones,
tirantes, el tejido y el techo, etc. También los bebederos deben ser drenados al final de
cada crianza, lavados y desinfectados con productos aprobados para tal fin, antes del
ingreso de las nuevas aves. Otro punto muy importante para esta granja, es no permitir el
ingreso a los galpones de animales domésticos y mantenerlos alejados del predio. Ambas
granjas deben cumplir un protocolo de manejo de los residuos generados por las aves,
destindndolos por ejemplo al compostaje. En la granja uno se recomienda realizar una
rapida y correcta disposicion de los cadaveres de las aves, mediante la utilizacion de fosas

realizadas con materiales que eviten la contaminacion de las napas.

LINEAMIENTOS PARA EL PERSONAL DEL ESTABLECIMIENTO

Un item muy importante, que merece un apartado especial es el personal que trabaja
en las instalaciones, ya que son un componente fundamental dentro de la bioseguridad de
la granja. Se propone que los trabajadores de la granja uno, al ingresar a la misma se
duchen y utilicen ropa de trabajo proporcionada por el establecimiento, el tiempo que
permanezcan realizando sus tareas. Una vez culminado el turno deberan cambiarse y dejar
la ropa en el establecimiento. La misma deberd estar en condiciones y limpia al retomar
el proximo turno; también es importante que los trabajadores limpien y desinfecten sus
instrumentos de trabajo, en todos los procesos que realicen. Se recomienda que las
personas que trabajan en la granja y estdn mas relacionadas al contacto directo con las
aves, vivan alli para evitar la entrada de microorganismos desde el exterior.

Es recomendable disponer en ambas granjas de un drea acondicionada para el personal
que alli trabaja, la cual sea accesible para que puedan realizar una buena higiene personal
y evitar que cometan practicas como comer, beber o fumar en areas cercanas al galpon.
Los trabajadores no deberdn permanecer en esta, cuando asuman una enfermedad

infectocontagiosa, los mismos deberan informarlo y asistir al médico.
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Para la granja uno, seria interesante contar con personal encargado de llevar a cabo
la limpieza de toda la granja. Esto incluye desmalezado, barrido de las zonas, lavado y

desinfeccion de diferentes areas, etc.

El personal de ambas granjas debera estar capacitado y entrenado en el uso
correcto de desinfectantes, para asi asegurar la eliminacion de los microorganismos. Es
importante llevar un registro de todos los procesos realizados en la granja que incluyan:
cambio y mantenimiento de equipos, entrada y salida de camiones y personas, uso de
desinfectantes, mortalidad y morbilidad, tratamientos veterinarios, etc. Es de suma
importancia realizar regularmente capacitaciones a todos los trabajadores de ambas
granjas en temas de bioseguridad; y en el manejo de todas las actividades que se
desarrollan en la granja desde el ingreso de las aves hasta su retiro. Ya que este ejercicio
constante garantizara las buenas practicas, y evitara problemas en la diseminacion de

Campylobacter como ocurrio en la granja dos.

CONDICIONES DE LOS GALPONES

Otro lugar muy importante, como se mencioné anteriormente, al que se le debe prestar
especial atencion en la granja son los galpones, ya que su infraestructura debe contar con
proteccion del ambiente externo, impidiendo la entrada de roedores, aves silvestres e
insectos, los cuales pueden ser vectores de microorganismos y fuentes de contaminacion
de las aves en produccién. Deben estar ubicados en zonas altas, no anegadizas y alejadas
de otras granjas de crianza. Los galpones dentro de la granja deben ser de facil acceso, ya
que deben ingresar los camiones con pollos al momento de iniciar la crianza, como asi
también deben salir las aves en camion al momento de enviarlas a faena. Es muy
importante que el acceso al galpon de personas sea restringido y que el mismo cuente con
un pediluvio. El material con que estara construido el galpon (pisos, estructuras) debera
permitir el facil lavado y desinfeccion. Es necesario que exista una distancia minima entre
los mismos, para que disminuya la movilizacion de microorganismos a través del aire,

vectores y el mismo personal.
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RECOMENDACIONES GENERALES

En este apartado se realizan recomendaciones para tres puntos fundamentales a
incorporar para disminuir la prevalencia de Campylobacter termotolerantes en las

granjas:

1- Los pollos parrilleros en su ciclo de crianza

Un punto importante a cumplir en las granjas productoras de parrilleros, para evitar el
ingreso y diseminacion de microorganismos a los galpones, es que las aves de produccion
deben poseer la misma edad de ingreso, debiendo instalarse dentro del establecimiento el
sistema “todo dentro-todo fuera”, el cual consiste en que las aves deben ingresar todas
juntas (Unica edad) y retirarse las mismas en conjunto del establecimiento, una vez
alcanzada su terminacion. A su vez se debe evitar el ingreso de aves silvestres a los

galpones, controlando la integridad de la malla anti pajaros.

La vacunacion puede considerarse un punto de partida 16gico en la lucha por prevenir

la colonizacién inicial con base en los resultados que se obtuvieron en ambas granjas.

El empleo de varios tipos de suplementos alimenticios para reducir la poblacion
intestinal y la tasa de eliminacion de Campylobacter spp. en los pollos es un tema de
creciente interés en el sector avicola. A continuacion, se mencionan varias iniciativas a
tener en cuenta como posibles opciones, en ambas granjas, de suplementos para aves:
probioticos, prebidticos, acidos organicos, bacteriocinas, bacteridfagos, extractos

vegetales y marinos.

2- La cama del galpon.

Hay estrategias que logran mantener la cama del galpon en el mejor estado posible
durante el ciclo productivo. Estas estrategias se relacionan con el manejo, la aireacion, la
sanitizacion y la examinacion constante de su condicion. Lo optimo seria cambiarla en
cada crianza. Podemos implementar en ambas granjas medidas tendientes a controlar
estos parametros; como por ejemplo el retiro constante o volteo en zonas hiimedas y
compactas del galpdn, asi como también utilizar la ventilacion del galpon a favor, para

reducir la humedad de la cama. Los analisis fisico quimicos mas utilizados en la cama
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son la temperatura, la humedad, el pH y la aw. La temperatura de la cama tendria que ser
similar a la del ambiente del galpén, cuanto mayor es la diferencia, mas perjudicial es
para el bienestar de las aves y favorece la proliferacion de microorganismos patogenos,
mientras que la humedad 6ptima de la cama deberia estar entre 20% y 35%. Por su parte
la aw es un parametro de evaluacion de la humedad, define el agua disponible para las
bacterias. Es por eso que lo ideal es que la aw se encuentre por debajo de 0,85, ya que por
encima de este nivel facilita la multiplicacion de las bacterias. Otro parametro a tener en
cuenta es el pH, ya que a medida que pasa el tiempo y los sucesivos ciclos de crianza el
pH se sithia entre 8 y 9, favoreciendo la multiplicacion de bacterias patdogenas de
importancia para la avicultura, principalmente Campylobacter. La evaluacion del pH de
la cama y la eficiente manipulacion son una herramienta importante para reducir la

multiplicacion de microorganismos patégenos.

Cuando la cama es retirada en su totalidad, deberan realizarse procedimientos
completos de higiene y desinfeccion para recibir el nuevo lote. Para esto, se hard un retiro
de toda la cascara de arroz y se dejara airear el piso de tierra. Luego se realizard un lavado
en profundidad de todas las superficies, como son los postes, techo y tejido del galpon y
finalmente, se utilizaran sustancias desinfectantes o flameado para garantizar la sanidad
de los pollos. Cuando la cama va a ser reutilizada, las opciones de tratamientos pueden

ser: quimico o biologico.

3- Los insectos presentes en la cama

Para el control y manejo de los insectos se llevan a cabo medidas tanto quimicas como
biologicas para disminuir la presencia de manera directa de los escarabajos e indirecta de
CT. En la actualidad los medicamentos mas utilizados para combatir a Alphitobius

diaperinus pertenecen al grupo de los piretroides y organofosforados.

En conclusion, todo plan de bioseguridad debe ser facil y practico de aplicar en la granja,
de tal manera que pueda adaptarse a los avances de la produccion. En este contexto el
mayor riesgo que puede tener la produccion avicola es no contar con un plan de
bioseguridad. Es indispensable saber que al efectuar medidas de bioseguridad en la granja
se busca garantizar la sanidad de las aves, la calidad del producto final y algo muy
importante; la salud de los consumidores, de alli que la bioseguridad sea una parte

primordial de cualquier explotacion avicola.
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V- DISCUSION



En la 0ltima década la carne de pollo es el producto que present6 el mayor aumento de
demanda en el mercado mundial de carnes (MAGyP,2020). Durante el afio 2022 la
produccion mundial de carne de pollo alcanz6 102 millones de toneladas. Mientras que,
en el mismo afo en nuestro pais, la faena nacional de aves en establecimientos con
habilitacion de SENASA alcanz6 751,7 millones, 1,4 % por encima del afo 2021 y un
consumo per capita de carne de pollo de 45.73 kg/hab/atio (MAGyP, 2022).

Es reconocido que los pollos son los hospedadores naturales de Campylobacter
termotolerantes y que la colonizacion de estas aves es el principal factor para la
transmision de este patdgeno a los seres humanos (EFSA y ECDC, 2011, Hermans y col.,

2012; Rossler, 2023).

No obstante, la inocuidad de la carne ofrecida a los consumidores no ha sido
completamente lograda (Signorini y col., 2015). Es por esto que es importante
comprender los mecanismos por los cuales Campylobacter termotolerantes ingresa en la
granja y se difunde a lo largo de toda la cadena de produccion de carne aviar y persiste

en sucesivos ciclos productivos.

5-1. Deteccion y probabilidad de difusion de Campylobacter termotolerantes en

pollos parrilleros de granja.

En el presente estudio se evalud en primera instancia la presencia de Campylobacter
termotolerantes en pollos parrilleros desde su ingreso a la granja el dia uno de vida hasta
su terminacion. Un resultado llamativo fue la deteccion de Campylobacter
termotolerantes en pollos antes del dia siete de vida. Si bien hay una diferencia respecto
del tiempo de la primera colonizacién entre ambas granjas, es de destacar que ambas
colonizaciones, se produjeron de manera temprana en el ciclo de crianza, comparado con
otros estudios, donde los hallazgos han sido reportados después del dia siete (Pokamunski
y col., 1986; Gregory y col., 1997; Urdaneta Vargas., 2016). Una de las posibles causas
que explica este resultado, podria estar relacionado directamente a falta de medidas de

bioseguridad en las granjas (Hansson y col; 2018).

Ademas, se pudo observar que el 100% de los animales evaluados fueron positivos al dia
trece de crianza en la G1 y seis dias mas tarde en la G2. Lo anterior permite ratificar que

aproximadamente en la mitad de la crianza ambas granjas estaban colonizadas por
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completo (Jacobs-Reitsma y col., 1995; Urdaneta Vargas., 2016) manteniendo el 100%
de la colonizacion hasta el final de la crianza; datos que concuerdan con la informaciéon
que indica que una vez que CT ingresa en un lote de pollos, se dispersa rapidamente y
coloniza el lote completo (Newell y col., 2011; Thakur y col., 2013; Sibanda y col., 2018;
Rossler, 2023) debido al ciclo fecal-oral de propagacion del microorganismo. Es sabido
que cuando el pollo es colonizado por la bacteria, la misma permanece en el intestino de
las aves hasta su sacrificio, aproximadamente hasta los 42- 45 dias de vida (Hermans y
col., 2010). Esto le permite al pollo dispersar la bacteria con sus deposiciones
contaminando el ambiente de la granja (Sahin y col.2015). Este proceso se ve favorecido
por la densidad de poblacién en los galpones de crianza, cuanto mayor sea el niumero de
aves, mayores son las tasas de colonizacion por Campylobacter (Skarp y col., 2016;

Sibanda y col., 2018).

Un dato importante que fue recolectado en la G2 a partir de la observacion en los
muestreos y de la encuesta realizada, y que podria estar en parte relacionado con los
resultados obtenidos, fue que el papel que se pone habitualmente en la cama antes de la
llegado de los pollos a la granja, fue colocado 48 horas posteriores al ingreso de las aves
al galpon. El mismo, suele estar colocado sobre la cama antes del ingreso de los pollos a
la granja y cumple la funcidon de aislamiento evitando el consumo de la misma, y
acostumbra al pollito a comer de los comederos el alimento balanceado en las primeras

horas, logrando ganancias de peso extra en la primera semana de edad (Quirdz, 2011).

Los resultados obtenidos hasta aqui, destacan la gran importancia que tienen las
medidas de bioseguridad dentro del ciclo de produccidn primaria de los pollos de engorde;
como son los procesos de limpieza, desinfeccion, cambio o tratamiento adecuado de la
cama durante el vacio sanitario, control de vectores y la competencia del personal que

trabaja en la granja, para garantizar un inicio de crianza libre de Campylobacter.

5-2. Prevalencia de Campylobacter termotolerantes en pollos y en Alphitobius

diaperinus de granjas.

En este estudio se pudo detectar Campylobacter termotolerantes en un numero
importante de las muestras analizadas de hisopado cloacal en pollos y AD en su estado
larval, adulto y pools. Esta deteccion se realizé mediante morfologia tipica de la colonia

en mCCDA vy la observacion de una pequefia porcion de la misma al microscopio. Sin
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embargo, luego de repicar dichas colonias con el objeto de aislar este microorganismo,
en algunas ocasiones no fue posible obtener el desarrollo del mismo. Es por esto que en
muchos casos los valores obtenidos de prevalencia reflejaron un nimero menor a los
resultados de la deteccion inicial (prevalencia inicial). Esto deja en evidencia la
subestimacion de la prevalencia de Campylobacter termotolerantes; lo que lleva a obtener
valores de prevalencia por debajo de los iniciales y podria estar relacionado a la
dificultosa tarea de cultivo y aislamiento de este patdégeno (Christidis y col., 2016; col.,
2017; Pintar y col., Del Collo y 2017). Un dato significativo que se ha documentado y
que podria estar relacionado a los resultados de este estudio, es que la prevalencia de
Campylobacter termotolerantes en las granjas de pollos, depende de varios factores entre
los que se puede mencionar: estacion del afo, edad y tamafio de los pollos, tamafio del
lote muestreado, dieta y practicas de cria; esto es lo que podria haber generado diferencias
en las prevalencias de las distintas granjas (McDowell y col., 2008; Hermans y col., 2012;

Hog y col., 2016).

Respecto al estudio de las muestras de Campylobacter termotolerantes en pollos en
ambas granjas, pudimos observar que la mayor prevalencia a nivel de especie fue de C.
Jjejuni. En relacion a esto, se conoce que las especies de Campylobacter termotolerantes
relacionadas al sistema digestivo de los pollos son principalmente dos: C. jejuni'y C. coli,
de las cuales C. jejuni es considerada la especie dominante (Keller y Shriver, 2014;
Sibanda y col., 2018). En relacién a este resultado, sabemos que la principal especie de
Campylobacter termotolerante encontrada en el ambiente de las granjas estudiadas fue C.
Jejuni, resultado coincidente con varios estudios anteriores. (Zbrun y col, 2013; Allain y
col., 2014; Giombelli y Gloria, 2014; Vidal y col., 2016; Gharbi y col., 2018). Siguiendo
con el andlisis de cada una de las granjas se observd una mayor prevalencia de C. jejuni
en la granja G1 respecto de la G2. En G2, la prevalencia de C. coli fue mayor respecto de
la G1. Estas diferencias en los valores de prevalencias de C. jejuni y C. coli en las
diferentes granjas pueden estar relacionadas a la metodologia de aislamiento. Durante la
etapa de enriquecimiento selectivo, la utilizacion de antimicrobianos para disminuir la
flora acompanante podria ejercer presion selectiva y, en consecuencia, la recuperacion de
alguna de las especies de Campylobacter termotolerantes sobre la otra en determinadas
condiciones, por ejemplo, de un bajo nimero de células o células dafiadas (Ugarte-Ruiz

y col., 2012; Williams y col., 2012; Vidal y col., 2013; Alaboudi y col., 2020).
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A su vez, esto podria también estar evidenciando una alternancia en la especie
dominante en diferentes periodos de tiempo debido a alguna ventaja competitiva de una
especie sobre la otra en determinado momento (Colles y col., 2015). Una ventaja
competitiva podria relacionarse al uso eficiente de nutrientes, sensibilidad a la predacion
de bacteridéfagos o bacteriocinas u otros metabolitos antagonistas que pueden llevar al
declive en numero de alguna de las especies sobre la otra (EI-Shibiny y col., 2007;

Rossler, 2023).

Con respecto a los aislamientos de Campylobacter termotolerantes obtenidos a partir
de AD en estadio de larva y adulto, se puede mencionar que estos insectos son
considerados vectores de Campylobacter termotolerantes y actuan como fuentes
potenciales de contaminacion diseminando este microorganismo en el ambiente del
galpon de crianza (Hansson y col., 2010; Vandeplas y col., 2010; Royden y col., 2016;
Sibanda y col., 2018). Esto concuerda con el andlisis realizado por Newell y col. (2011)
quienes sugirieron que estos insectos son portadores de Campylobacter termotolerantes e
indican que, aunque la temperatura corporal de los insectos no es favorable para el
desarrollo de este microorganismo, pueden ser vectores mecanicos y trasladarlo a

diferentes areas del galpon.

No obstante, en este trabajo los aislamientos de Campylobacter termotolerantes en AD
fueron obtenidos del interior de los mismos, ya que todas las muestras (larvas, adultos y
pools de AD) fueron sometidas a un proceso de desinfeccion. Por lo que no solo estarian
actuando como vectores mecanicos sino también como vectores biolodgicos, tal como lo

reportado por Choo y col. (2011).

En cuanto a la colonizacién de AD en adultos y larvas en la G2, se pudo observar que
ya el dia uno de crianza Campylobacter termotolerantes estuvo presente. Concordando
este hallazgo con el resultado obtenido en el muestreo de pollos en la misma granja. Esto
hace presumir que la presencia de aislamientos positivos en la primera etapa de la crianza
podria deberse a multiples factores, como pueden ser las medidas deficientes en los
procesos de limpieza y desinfeccion, un tratamiento inadecuado de la cama, entre otros.
Es importante tener en cuenta que, en los escarabajos de la cama, la presencia de
Campylobacter termotolerantes seria un importante factor involucrado en la colonizacion

ya que el ciclo de vida de estos insectos puede ser de 2 meses hasta 1 afo, por lo que
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persistirian en varios ciclos productivos de pollos consecutivos favoreciendo asi la

permanencia y difusion de Campylobacter (Rossler y col., 2018).

Del estudio de los pools de AD de larvas y de adultos se pudo observar que en ambas
granjas se alcanzo la positividad completa, antes de la mitad de la crianza y se mantuvo
al maximo porcentaje hasta el final del estudio. No sucedié lo mismo con las muestras
individuales de AD de larvas y adultos, las cuales presentaron altibajos con mesetas a lo
largo de toda la crianza en ambas granjas. Presentando los picos de colonizacion mas altos
casi al final del ensayo, los cuales disminuyeron hacia el final de la crianza. Esto
concordaria con trabajos anteriores que mencionan que la poblacion del AD 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 escarabajos se van hacia lugares del galpéon mas oscuros como rincones,
grietas y techos (Cecco y col., 2005). Se cree que estos insectos juegan un papel
importante en la transferencia de Campylobacter ya que existe evidencia de relacion entre
cepas de Campylobacter 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 Wiirfel y col., 2019).

Del anélisis, de la prevalencia de C. jejuni en Alphitobius diaperinus (AD) en la cama
de ambas granjas, podemos mencionar que, se encontrd presencia en ambas. Siendo mas
prevalente C. jejuni en la G1. Por consiguiente, esto hace presumir que los insectos
podrian actuar como vectores tanto de C. jejuni como de C. coli dependiendo de la especie
de Campylobacter termotolerantes que sea predominante en el galpon de crianza (Rauber
Wiirfel y col., 2019, Rossler, 2023). Coincidiendo este resultado con los datos obtenidos

en los muestreos de pollos, donde también predomind C. jejuni (Rossler, 2023).

En cuanto a la prevalencia de C. coli en AD, podemos sefialar que solo se encontraron
muestras positivas en la G2, mientras que en la G1 no se encontr6 presencia de esta
especie en los insectos. Esto podria estar relacionado a la metodologia de aislamiento o a
alguna ventaja competitiva de una especie sobre la otra en determinado momento (Colles
y col., 2015). También se hallaron aislamientos de Campylobacter termotolerantes que

no pudieron ser identificados a nivel de especie (Semaan y col., 2014; Torralbo y col.,

2014).
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5-3. Condiciones y medidas de manejo en las granjas.

La bioseguridad en las granjas avicolas conlleva un conjunto de habilidades y
maniobras fundamentales, que de ser llevadas a cabo de manera adecuada garantizan
evitar el ingreso y transmision de agentes patdgenos en las explotaciones, minimizando
asi el impacto negativo que pueden tener en la produccion avicola. Medidas de
bioseguridad efectivas para el control de Campylobacter en granja, no s6lo conseguirian
reducir la alta prevalencia de lotes positivos a la edad de sacrificio, sino que

indirectamente mejorarian el estatus sanitario general de la granja (Cantero Portillo, 2017)

Es importante destacar que el manejo y las actividades desarrolladas por el personal en
las granjas de manera rutinaria, como la alimentacion, limpieza y control sanitario, son
muy variables entre las diferentes granjas, compaiiias y paises, y son factores muy
importantes en la contaminacion y diseminacion de Campylobacter (Newell y col., 2011).
Es aqui donde se destaca la necesidad de capacitar al personal en cuestiones de manejo y

bioseguridad.

Como se menciond con anterioridad, se encontrd en este estudio una mayor prevalencia
de Campylobacter termotolerantes en la G1 respecto de la G2, esto podria deberse a que
existian entre las granjas diferencias respecto a las condiciones de higiene y estado
edilicio de los galpones de crianza (Robyn y col., 2015; Umaraw y col., 2017). Sin
embargo, los resultados positivos a la presencia de CT, encontrados en la primera semana
de crianza en la G2, a pesar de contar con mejores condiciones estructurales que la G1,
en cuanto a la pronta colonizacion del lote de pollos e insectos, podria estar directamente
relacionados al manejo del galpén por parte del personal de la granja, quienes
manifestaron tener algunos problemas de organizacion en las tareas que debian llevar a
cabo. Otro punto importante que se detectd en este estudio y se ha mencionado en estudios
previos, es que los trabajadores pueden transportar este microorganismo en su vestimenta

o en sus botas (Cardinale y col., 2004).

Por otro lado, Campylobacter suele estar ausente en la cama de crianza nueva o el
alimento balanceado (Bull y col., 2006; Thakur y col., 2013). Sin embargo, es de destacar
que, en este estudio, las encuestas aportaron datos que podrian estas relacionados con la
presencia de CT en donde se mencion6 que la cama del galpon era de primer reciclaje y
que los comederos nunca fueron lavados. La implicancia sanitaria de la reutilizacion de

la cama es una preocupacion para la avicultura mundial, pues las camas contaminadas
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pueden actuar como reservorio de patdgenos aviares y zoonoticos, relacionados con la
seguridad alimentaria (cuando las aves contaminadas entran en la planta de
procesamiento), asi como con la seguridad ambiental (Silva, 2013). Lo mencionado
anteriormente nos podria llevar a reflexionar sobre la reutilizacion de la cama de crianza
y la contaminacién de los comederos con heces de los pollos, estos pueden ser factores
que contribuyan a la aparicion de este microrganismo en las muestras evaluadas (Kassem

y col., 2010; Silva y col., 2011; Rauber Wiirfel y col., 2019).

Por otro lado, se pudo comprobar en este estudio la presencia del escarabajo
Alphitobius diaperinus en la cama de los galpones evaluados, el cual presenta una
distribucion mundial gracias a su capacidad adaptativa, su reproduccion continua y su
comportamiento, haciendo de esta plaga un reto en cada granja avicola (Martinez Lopez,
2023). Datos relevantes obtenidos de este ensayo indican sobre su presencia desde el dia
inicial del ciclo productivo, sumado a la presencia en ellos de CT, destacandose la
prevalencia de C. jejuni respecto de C. coli. Siendo este uno de nuestros objetivos de
estudio, es fundamental lograr buenos resultados en el control de Alphitobius diaperinus
implementando un manejo integral de bioseguridad en las granjas avicolas. En relacion a
esto se ha descripto un tratamiento biolodgico, que puede realizarse en la cama por
fermentacion (amontonamiento anaerdbico) o por inhibiciéon competitiva (Bacillus
subtilis) y por otro lado un tratamiento quimico, que puede llevarse a cabo por medio de
la aplicacion de cal o productos acidificantes (Irisarri, 2013)

La mayoria de las estrategias para controlar este insecto se basan en la aplicacion de
insecticidas quimicos de corto efecto residual. Sin embargo, su uso y su eficacia son
limitados por la continua presencia de aves en las granjas y por la posible resistencia de
algunos de los insecticidas del mercado actual. Varias formulaciones de insecticidas a
base de carbamatos y fosforados estan registradas para su uso contra el Alphitobius
diaperinus. Actualmente varios piretroides también estan registrados y han sido utilizados
como tratamientos para su control. La combinacion de un insecticida adulticida
(piretroide) y un insecticida larvicida (regulador de crecimiento) mostraron un excelente
control de los escarabajos adultos y larvas (Geden y Hogsette, 1994; Salin y col., 2003).
En cuanto a las medidas de prevencion, que se podrian instaurar sobre los pollos
parrilleros, se destacan intervenciones como el uso de aditivos en el balanceado y agua,
los cuales tendrian un potencial para el control efectivo de este patdgeno y su

diseminacion dentro de la cadena alimentaria (Lu y col., 2021).
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Por otro lado, el uso de diversos tipos de suplementos alimenticios para reducir la
poblacion intestinal y la tasa de excrecion de Campylobacter spp. en aves de corral es un
area de creciente interés en la industria avicola. Existe la necesidad de intervenciones
efectivas que puedan aplicarse en la industria avicola para reducir la colonizacion de las
aves de corral con C. jejuni y, posteriormente, reducir la exposicion del consumidor a este
patogeno (Line y col., 2008). Dichos suplementos incluyen probidticos y prebidticos,
acidos organicos, bacteriocinas y bacteriofagos, que pueden afadirse al alimento y al

agua.

En la actualidad, el uso de probidticos en animales de produccion esta destinado a
mejorar la conversion alimenticia, a promover el crecimiento y a inhibir el desarrollo de
bacterias patdégenas (Frizzo y col., 2011). La manipulaciéon de la microbiota intestinal a
través de la administracion de probiodticos puede estimular el sistema inmunitario de
diversas maneras, generando una mayor actividad de macréfagos y una mayor capacidad
para fagocitar particulas de microorganismos, incrementando la produccion de
inmunoglobulinas G y M e interferén y, y aumentando los anticuerpos locales en las
superficies mucosas (IgA) (Blajman y col., 2015). En relacion a lo antes mencionado, el
empleo de probioticos en la produccion de pollos parrilleros podria ser una estrategia para
mejorar las condiciones sanitarias y de produccién de ambas granjas, asegurando de esta
manera la inocuidad alimentaria. Las vias de administracion mas utilizadas en pollos
parrilleros son la inclusion en el agua de bebida, la pulverizacion, la incorporacién en los
comederos o el agregado a las raciones y, finalmente, la aplicacion en dosis individuales.
Ciertos estudios indican que la adicion de los probidticos en el agua de bebida ocasiona
una mejora en la productividad (Blajman y col., 2015). Teniendo en cuenta la informacién
brindada por este trabajo, el momento ideal de administracién para ambas granjas seria al
inicio de la crianza, debido a los resultados que se pudieron obtener en este estudio.
Trabajos publicados indican que la aplicacion de probiodticos en pollos los primeros dias
de vida, reducen significativamente la frecuencia de eliminacién de Campylobacter
(Morishitay col.,1997). Las tendencias actuales en los sistemas intensivos de produccion
postulan a los probiodticos, como una eficaz alternativa contra Campylobacter; para
reducir la presencia del mismo en los galpones (Blajman y col., 2015; Diaz-Loépez y col.,

2017).

La adicion de prebioticos en la alimentacion de las aves es otra opcion que podria ser

viable ya que, generalmente origina una disminucion detectable en las poblaciones de
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Campylobacter spp. en el tracto gastrointestinal (Froebel y col., 2019). Si bien la
vacunacion contra CT podria considerarse como un punto de partida l6gico en la lucha
por prevenir la colonizacion inicial con base en los resultados que se obtuvieron en ambas

granjas, alin no se cuenta en el mercado con un producto comercial.

Por otro lado, se ha demostrado que la implementacion de barreras de bioseguridad
y el mejoramiento de la higiene de los trabajadores reduce la colonizacion de
Campylobacter en los pollos (Newell y col., 2011). Asimismo, se ha verificado que la
cantidad de trabajadores que componen el staff de trabajo y la cantidad de veces que cada
trabajador ingresa en el galpon de crianza, son variables que deben tenerse en cuenta
(Ramabu y col., 2004; Saleha, 2004) dentro de las medidas de manejo del galpon, para
evitar o reducir la contaminacion por Campylobacter. De aqui la importancia que tendria

capacitar al personal, ya que ellos son los que estan en el dia a dia de la granja.

Un resultado no menos relevante fue el hallazgo de la presencia de aves silvestres
dentro del galpdn, en la G1 se observo su presencia en varios muestreos; pudiendo ser
esta una posible fuente de infeccion de Campylobacter. Es sabido que el entorno de la
granja proporciona habitats atractivos de alimentacién y reproduccidon para algunas
especies de aves que se ha informado que son portadoras de Campylobacter spp. (Hald y
col., 2015). Sin embargo, se desconoce como es el ciclo de transmision entre pollos y
aves silvestres y si las aves actiian como fuente de infeccion o solo son un receptor del
patogeno (Newell y col., 2011). En correlacion a esto, hay indicios de la relacion existente
entre cepas aisladas de los pollos de crianza y de aves silvestres (Newell y col., 2011;
Sheppard y Maiden 2015; Rossler, 2023).

Concluyendo en que todas las medidas de control y prevencion que se podrian llevar
adelante en las granjas, es decir en la produccion primaria, son de vital importancia, ya
que como sabemos Campylobacter puede salir de la granja, llegar al frigorifico, de alli a

la gondola y por tltimo a la mesa de los consumidores.
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VI- CONCLUSIONES



Los resultados de este estudio determinaron el momento en el cual Campylobacter
termotolerantes, es detectado en los pollos parrilleros alojados en los galpones de las
granjas comerciales. Se pudo evidenciar que la colonizacidon dentro de un galpon de pollos
es rapida, pudiéndose determinar en este estudio que antes de la mitad del ciclo
productivo, el lote completo se encontraba colonizado.

También se encontrd una prevalencia mayor de Campylobacter jejuni respecto de coli.
Sin embargo, la via de esta bacteria no es clara.

A su vez, se evidenci6 la presencia de CT en los insectos de la cama Alphitobius
diaperinus sugiriendo la implicancia como posible vector, en la persistencia y
diseminacion de CT.

A través de los datos recolectados en las encuestas, realizadas a los trabajadores y al
veterinario, y a la observacion del ambiente de las granjas, se logré la identificacion de
varios de los factores asociados con la presencia y difusion del patégeno en las granjas.
Los datos generados en este trabajo favorecen al conocimiento de la epidemiologia de
Campylobacter en granjas de pollos de engorde y ponen en notoriedad la importancia de
implementar medidas de bioseguridad precisas en granjas, que eviten o reduzcan el riesgo
de colonizacién de los pollos.

Se propone disefar nuevos estudios, con el objetivo de detectar las fuentes de
contaminacion de Campylobacter termotolerantes entre los ciclos de crianza de los

establecimientos de pollos parrilleros.
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VIII- ANEXOS



Anexo 1

Encuestas Granja de Pollos Parrilleros.

Provincia de Santa Fe- Argentina

Para poder entender el funcionamiento y poder crear medidas de manejo tendientes a
disminuir la presencia de Campylobacter en las granjas disefiamos encuestas dirigidas a

los granjeros y médico veterinario encargados de las granjas.

Dirigida al personal que trabaja en la granja.

1)- ;Cuantos galpones tiene la granja?

2)- ({Qué cantidad de aves ingresan por crianza?

3)- (A los cuantos dias ingresan los pollitos a la granja?
-Dial
-Dia2
-Dia 4

4)- (En qué estado se encuentra la cerca perimetral de la granja?
- Muy bueno
- Bueno
-Malo
5)- Estado de los galpones de crianza en general.
- Muy bueno
- Bueno
-Malo
6)- (El acceso al galpdn esta en buenas condiciones?
-Si
-No
7)- (De qué material es el piso de los galpones?
- Tierra

- Cemento
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- Ambos

8)- (Al ingreso de los galpones hay lavabotas?

-Si
-No

9)- (Cual es el estado de la puerta de ingreso al galpén?

-Muy bueno
-Bueno
-Regular
10)- ;Queé tipo de puerta tiene?

11)- (Cuaél es el estado del techo?

-Muy bueno
-Bueno

-Regular

12)- ;Se cuenta con un plan de vacunacion en la granja?
-Si
-No
13)- ;Los empleados reciben capacitacion?
-Si
-No
14)- ;Se realiza control de plagas y roedores en la granja?
-Si
-No
-Otros:
15)- (Con qué materiales esta hecha la cama?
-Viruta de madera
-Céscara de arroz

-Paja de trigo picada

16)- (La cama se cambia?
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-Si

17)- {Cada cuénto tiempo?
- 15 dias
- 1 mes
-No se cambia
-Otra:
18)- (Hacen algin tratamiento contra los cascarudos?
-Si
-No

19)- {Cuéndo y con qué?

20)- ;Los bebederos son de tipo?

21)- ;Cada cudnto se lavan los bebederos?
-Cada 3 dias
-Una vez por semana
-Cada 2 semanas
-Recambio de crianza

-No se lavan

22)- (Los comederos son de tipo?
-Manuales
-Automaticos

-Ambos

23)- ;Cada cuanto se lavan los comederos?
-Cada 3 dias
-Una vez por semana
-Cada 2 semanas
-Recambio de crianza

-No se lavan
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24)- Mortalidad
-5%
-10%
-Otro:
25)- ;Qué se hace con los pollos que mueren?
26)- ;A las cuantas semanas de edad sale el lote al frigorifico?
-Semana 5
-Semana 6

-Semana 7

27)- (Qué funcion cumple el papel que se coloca en la cama al principio de la

crianza?

28)- (Cuanto tiempo permanece el papel en la cama?
-3 dias
-5 dias
-7 dias

28)- (Qué tipo de agua utilizan para que beban las aves?
-De red

-De pozo

29)- (El agua recibe algun tipo de tratamiento? ;Con qué?

- Si, con Cloro.
30)- ;En la granja hay mascotas? ;Qué especies y cuantos?
31)- ;Se observan aves (pajaros) dentro de los galpones de crianza?

-Si
-No
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Dirigida al personal veterinario.

1)- (Se realiza control de plagas y roedores en la granja? ;Con qué?
-Si
-No
-Otros:

2)- {Cémo controlan a los cascarudos? ;Qué productos usan?
3)- {Qué plan sanitario reciben las aves dentro de la granja?
4)- ;Qué plan sanitario reciben las aves antes del ingreso a la granja?
5)- (Tasa de Mortalidad?
6)- (Los encargados de la granja realizan capacitaciones?
-Si
-No
7)- (El veterinario recibe capacitacion? ;Cada cudnto tiempo?
-Si
-No
8)- (Qué hacen con la cama una vez terminada la crianza?
9)- ¢ El alimento balanceado lleva incorporado algiin promotor de crecimiento?
-Si
-No

10)- ¢En cuantas etapas se divide la alimentacion?

11)- ;Realizan tratamientos metafilacticos o profilacticos en las granjas?

(Generalmente sobre que enfermedades? ;Qué tipo de tratamiento?

12)- (Se lavan los bebederos y comederos?
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13)- ;Cuantos kilos de alimento balanceado consume un pollo en el periodo que

esta en la granja de engorde?

14)- ({Con cuantos kilos se va el pollo a frigorifico?

Anexo 2

Tabla comparativa entre las dos granjas.

Dirigida al personal que trabaja en la granja. Granjal Granja 2

1)- ¢Cudntos galpones tiene la granja? 3 4

2)- ¢Qué cantidad de aves ingresan por crianza? 6000 6000

3)- éA los cuantos dias ingresan los pollitos a la granja?

-Dia1 X X
-Dia2
-Dia4
4)- éEn qué estado se encuentra la cerca perimetral de
la granja?
- Muy bueno X

- Bueno X
-Malo
5)- Estado de los galpones de crianza en general.

- Muy bueno X

- Bueno X
-Malo

6)- ¢El acceso al galpdn esta en buenas condiciones?

-Si X

-No X

7)- De que material son los pisos de los galpones

- Tierra X X

- Cemento

- Ambos

8)- ¢Alingreso de los galpones hay lavabotas?
-Si
-No X X

9)- ¢Qué tipo de puerta tiene?
-Madera
-Chapa X

-No tiene X

10)- éCual es el estado de la puerta de ingreso al
galpon?
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-Muy bueno

-Bueno

-Regular

11)- ¢Cudl es el estado del techo?

-Muy bueno

-Bueno

-Regular

12)- ¢Se cuenta con un plan de vacunacion en la granja?

-Si

-No

13)- éLos empleados reciben capacitaciéon?

-Si

-No

14)- ¢Se realiza control de plagas y roedores en la
granja’?

-Si

-No

-Otros:

cuando se ven

15)- éCon qué materiales esta hecha la cama?

-Viruta de madera

-Cascara de arroz

-Paja de trigo picada

16)- ¢La cama se cambia?

-Si

-No

17)- éCada cuanto tiempo?

- 15 dias

-1 mes

-No se cambia

-Otra:

Cada 3 crianzas

Cada
crianzas

18)- é¢Hacen algun tratamiento contra los cascarudos?

-Si

-No

19)- ¢Cudndo y con qué?

no responde

humo

20)- ¢ Los bebederos son de tipo?

chupete

chupete

21)- ¢Cada cuanto se lavan los bebederos?

-Cada 3 dias

-Una vez por semana

-Cada 2 semanas

-Recambio de crianza

-No se lavan

22)- ¢ Los comederos son de tipo?
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-Manuales

-Automaticos

-Ambos

23)- ¢Cada cuanto se lavan los comederos?

-Cada 3 dias

-Una vez por semana

-Cada 2 semanas

-Recambio de crianza

-No se lavan

24)- Mortalidad

-5%

-10%

-Otro:

25)- ¢Qué se hace con los pollos que mueren?

Fosa

Fosa

26)- ¢éA las cuantas semanas de edad sale el lote al
frigorifico?

-Semana 5

-Semana 6

-Semana 7

27)- ¢Qué funcién cumple el papel que se coloca en la
cama al principio de la crianza?

28)- ¢ Cuanto tiempo permanece el papel en la cama?

-3 dias

-5 dias

-7 dias

28)- éQué tipo de agua utilizan para que beban las
aves?

-De red

-De pozo

29)- ¢El agua recibe algun tipo de tratamiento?

-Si

-No

- é¢Con qué?

Cloro

Cloro

30)- ¢En la granja hay mascotas?

Si

no

- ¢Qué especies y cuantos?

Perros-3

Loro-1

Gatos-4

31)- éSe observan aves (pajaros) dentro de los
galpones de crianza?

-Si

-No

Dirigida al veterinario.

Granja 1l

Granja 2
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1)- éSe realiza control de plagas y roedores en la

granja?
-Si X X
-No
-Otros:
- éCon qué? Cebos o trigos Cebos o trigos

2)- é¢Controlan a los cascarudos de la cama?

-Si

-No

- ¢Qué productos usan?

Cipermetrina en
polvo

Cipermetrina
en polvo

3)- ¢Qué plan sanitario reciben las aves dentro de la
granja?

4)- iQué plan sanitario reciben las aves antes del
ingreso a la granja?

Lo reciben dia 1 de vida en la planta

de incubacidén

5)- éTasa de Mortalidad? 5% 5%
6)- ¢élos encargados de la granja realizan
capacitaciones?
-Si
-No X X
7)- éEl veterinario recibe capacitacion? X X
-Si
-No
- ¢Cada cuanto tiempo? Siempre Siempre

8)- ¢Qué hacen con la cama una vez terminada la

Fertilizacion  de

Fertilizacion

crianza? campos de campos
9)- ¢El alimento balanceado lleva incorporado algun
promotor de crecimiento?
-Si X X
-No
10)- ¢En cudntas etapas se divide la alimentacién?
Preinicio Preinicio
Inicio Inicio

Terminacion

Terminacion

Retiro Retiro
11)- ¢Realizan tratamientos metafilacticos o
profilacticos en las granjas?
-Metafilacticos X X
- Profilacticos
é¢Generalmente sobre que enfermedades?
E. Coli E. Coli
- ¢Cémo realizan el tratamiento?
curativo sobre

todo el galpén

- Generalmente que ATB usan

enrofloxacina
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12)- éSe lavan los bebederos y comederos?

-Si X X

-No

- ¢Como? con agua a | agua a presion
presion

- ¢Utilizan algun producto? Amonio Amonio

cuaternario

cuaternario

-Si X X
-No
- ¢Cudl?
13)- éCuantos kilos de alimento balanceado consume | 5,5 a 6 kilos 5,5 a 6 kilos
un pollo en el periodo que estd en la granja de
engorde?
14)- ¢ Con cuantos kilos se va el pollo a frigorifico? 3kg aprox 3kg aprox
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