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RESUMEN

El presente estudio se realizd con el objetivo de determinar la presencia de Campylobacter spp
en carcasas de pollos frescos, provenientes de los mercados El Arenal y 10 de Agosto de la
ciudad de Cuenca, teniendo en consideracién una prevalencia menor del 10%. El disefio de la
investigacién fue descriptivo de corte transversal, realizado durante el mes de septiembre de
2015 e incluyé un total de 75 muestras. Estas muestras fueron procesadas segun el método
colorimétrico Simplate® Campylobacter, el cual determina cuantitativamente Campylobacter
jejuni y Campylobacter coli a través del método del nimero mas probable (NMP). Del 100% de
muestras analizadas el 44% resultd positivo para Campylobacter mientras que en el 56% no
hubo cambio colorimétrico. Los resultados obtenidos exponen la necesidad de realizar trabajos
de investigacion que identifiguen la magnitud del problema en la ciudad de Cuenca a fin de
orientar la implementacién de medidas preventivas oportunas y necesarias para evitar brotes o
epidemias, asi como para obtener una prevalencia real de este microorganismo en nuestro

medio.

PALABRAS CLAVE

Campylobacter spp, pollos, Simplate Campylobacter, Ecuador
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ABSTRACT
mhmdymdmdumm&emofCu@ylowwwphMcﬁckm
carcasses from EI Arenal and 10 de Agosto food markets in the city of Cuenca, considering
mmlmdnnlmmmadgnwﬁedmdmingnxmmhof
Septcmba2015wasdscﬁpﬁvemsecﬁomLaﬂindMedamﬂlof75mpl&M
mmmmmw&ngmhﬁm?lde&wmwmm
which determines quantitatively Campylobacter jejuni and Campylobacter coli through the
most probable number (MPN) method. Of the 100% samples tested, 44% were positive for
Gnmﬂohaﬂenhowcm‘lhatmnpmlmﬁmhicdnngeinﬁ%mmdmsbmwdﬂx
need for research to identify the magnitude of the problem in the city of Cuenca in order
implement timely, preventive and sppropriate measures to avoid outbreaks or epidemics, as
well as to get the true prevalence of this microorganism in our environment.

KEYWORDS: Campylobacter Spp. Chicken, SimPlate Campylobacter. Ecuador
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Maria Fernanda Rosales Medina

Enero, 2016

Estudio de la presencia de Campylobacter spp en carcasas de pollos frescos, provenientes de

los mercados “El Arenal” y “10 de Agosto” de la ciudad de Cuenca-Ecuador

INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) Campylobacter es una de las bacterias que
con mayor frecuencia produce gastroenteritis tanto en paises desarrollados como en vias de
desarrollo y, conjuntamente con Salmonella, es considerada una de las bacterias mas
implicadas en casos de toxiinfecciones alimentarias alrededor del mundo. (Organizacion
Mundial de la Salud, 2011)

Se cree que el origen primario de las infecciones por Campylobacter en el ser humano radica en
la manipulacién y/o el consumo de carne contaminada, especialmente carne de aves de corral,
pues las cavidades internas de los pollos pueden permanecer positivas para Campylobacter
aln después de que han sido limpiados, empacados y congelados. (WORLD ORGANISATION
FOR ANIMAL HEALTH, 2008). Vale destacar que este microorganismo no se multiplica en los

alimentos como ocurre con otros agentes como Salmonella. (Forbes, Sahm, & Weissfeld, 2009)

Campylobacter spp es un bacilo Gram negativo delgado, mide 0,2 — 0,9 um de ancho por 0,5 —
5 pum de longitud (Instituto Nacional de Salud de Colombia, 2013). La mayoria de las especies
son microaerdfilas y termotolerantes, es decir, crecen bien en ambientes pobres en oxigeno y
diéxido de carbono y a una temperatura promedio entre 40-42 °C. (Instituto de Salud Publica de
Chile, 2014)

Su morfologia varia entre vibriénica, en forma de S o alas de gaviota (cuando estan en pares) a
cocoide. (Romero Cabello, 2007) Asi, en fase logaritmica de crecimiento las células tienen
forma espiral o curvada, pero a medida que los cultivos envejecen adquieren formas esféricas.
(Sanchez, et al, 2011)

La morfologia de las colonias puede oscilar desde planas, convexas, translicidas o grandes

difusas, brillantes con bordes definidos. El color de las colonias puede variar de gris a
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amarillentas o rosaceas y no presentan hemolisis en medios con sangre. (Giovaniello, et al,
2006)

Al ser Campylobacter una bacteria termotrofa y termosensible se destruye por procesos
adecuados de coccion y pasterizaciéon. En condiciones normales su multiplicacion es lenta, con
un tiempo de generacion de una hora. Sobreviven mejor en refrigeracién, que a temperatura
ambiente (20°C), mientras que el congelamiento no la inactiva instantaneamente. (Instituto
Nacional de Salud de Colombia, 2013)

La dosis infectante es baja, bastan 1.000 microorganismos para causar la enfermedad, lo cual
evidencia su capacidad de producir epidemias. Sin embargo, en ensayos, la ingestion de tan
sélo 500 células de Campylobacter ha llevado a la enfermedad en voluntarios. Las diferencias
en la dosis infecciosa podrian atribuirse a varios factores, entre ellos el tipo de alimento

contaminado consumido y el estado de salud de la persona expuesta. (Walderhaug, 2012)

La gastroenteritis aguda causada por Campylobacter se caracteriza por una rapida elevacién de
la temperatura, acompafiada de malestar general, dolor muscular, cefalea, nausea, vémito y
tenesmo (Romero Cabello, 2007). La enfermedad es autolimitada y alcanza su mayor expresion
entre el segundo y cuarto dia, cesando después del séptimo dia. (Instituto Nacional de

Enfermedades Infecciosas Ministerio de Salud de Argentina, 2001)

La muerte por campylobacteriosis es muy rara y se limita a pacientes muy jovenes, ancianos, o
con el sistema inmunol6gico deprimido. Las complicaciones tales como bacteriemia, hepatitis,
pancreatitis, y el aborto involuntario han sido reportados con diverso grado de frecuencia.
Complicaciones posteriores a la infeccion incluyen artritis reactiva y trastornos neurolégicos

como el sindrome de Guillain-Barré. (Organizacion Mundial de la Salud, 2011)

En la actualidad el estudio de Campylobacter en ciertos paises se basa en la identificacién y el
control de las principales fuentes de infeccion: carnes de abasto, aves, leche y agua. Las aves
constituyen el reservorio principal de Campylobacter jejuni (Centers for Disease Control and
Prevention, 2014); es posible localizarlas en heces y en carcasas de aves y también es factible
la contaminacion en los huevos. (Instituto Nacional de Enfermedades Infecciosas Ministerio de
Salud de Argentina, 2001)

Las canales de aves se contaminan en el matadero durante el desplumado, evisceracion y
demés manipulaciones. Los pollos se infectan sin mostrar signos de enfermedad, y lo hacen
propagandose de un ave a otra a través de una fuente comun de agua o por contacto con heces

infectadas. (Pascual Anderson, 2005)
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Se ha identificado como un importante factor de riesgo de contaminacion cruzada por
Campylobacter la manipulacién de aves crudas y el consumo de productos obtenidos de las
mismas. (Hartnett, et al, 2009) Una forma muy comun de contagio consiste en cortar la carne de
pollo en una tabla de picar, y luego usar esa tabla sin lavar y emplearla para preparar verduras
u otros alimentos crudos o ligeramente cocidos. (Centers for Disease Control and Prevention,
2014)

El consumo de pollo en los hogares ecuatorianos ha crecido cinco veces mas en los Ultimos 23
afios. Mientras en 1990 cada persona consumia 7 kg al afio, en el 2013 este indicador ya se
ubicé en 35 kg, segun la Corporacion Nacional de Avicultores del Ecuador (Conave). (Diario El
Universo, 2014)

De acuerdo a datos obtenidos en el ultimo censo avicola realizado en el afio 2006 en Ecuador
existe un total de 1.223 granjas avicolas registradas, en las cuales existen 18'850.808 pollos.
En la provincia del Azuay existen 70 granjas con 192.235 pollos (broilers). (SINAGAP-MAGAP,
2014)

Segun estadisticas del Instituto Nacional de Estadistica y Censos (INEC) el gasto mensual de
los hogares por la carne de aves frescas, refrigerada o congelada es de 11,3 millones de
ddlares. Las tiendas de barrios, bodegas vy distribuidoras son las principales abastecedoras. (El
Productor, 2013)

Existen granjas avicolas en todas las provincias del pais en las cuales la produccion es
permanente a lo largo del afio. El ciclo productivo de un pollo de engorde es de alrededor de 42

dias con peso promedio de 2,2 kilos. (Revista el Agro, 2012)

A pesar de la importancia del incremento de Campylobacter a nivel mundial, en América Latina
muchos paises no cuentan con sistemas de diagnéstico estandarizados para ésta enfermedad.
Al no disponer de notificaciones de casos de campylobacteriosis esto se convierte en un
problema serio pues no se detectan focos ni se elaboran estadisticas, y si éstas Ultimas existen
generalmente corresponden solo a casos confirmados de laboratorio. (Cevallos Almeida, XIX
Congreso Latinoamericano de Microbiologia VI Congreso Nacional de Microbiologia;
MEMORIAS, 2008)

Por tanto, en esta investigaciéon se pretende contribuir con datos estadisticos para la ciudad de
Cuenca acerca de la presencia de Campylobacter spp en carcasas de pollos frescos,
provenientes de los mercados El Arenal y 10 de Agosto, teniendo en consideracion que la
prevalencia serd menor del 10%, obteniendo resultados a nivel de reservorios y no Unicamente

mediante control de laboratorio clinico.

-3-
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Ademas se busca correlacionar los datos obtenidos en éstos mercados con el empleo de un
meétodo colorimétrico rapido para establecer la prevalencia real de Campylobacter en nuestra
ciudad y determinar los factores epidemiolégicos asociados a la presencia de este
microorganismo: procedencia de las aves, medidas higiénico-sanitarias empleadas,

manipulacion de los vendedores, que podrian asociarse a mayor prevalencia.

-4-
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CAPITULO 1

MATERIALES Y METODOS

1.1 Localizacién

La presente investigacién se la realiz6 en dos mercados de gran afluencia de la ciudad de
Cuenca: “El Arenal” y “10 de Agosto”, ubicados el primero al Oeste de la ciudad de Cuenca, en
la Av. de las Américas entre las calles Eduardo Arias, Roberto Crespo y Carlos Arizaga Vega,
perteneciente a la parroquia el Batan; y el segundo ubicado en la calle Larga entre las calles

Miguel Ullauri y General Torres, perteneciente a la parroquia Gil Ramirez Davalos.

Las muestras recolectadas fueron procesadas en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad
de Ciencia y Tecnologia de la Universidad del Azuay, localizado en las calles Hernan Malo y

Avenida 24 de Mayo, perteneciente a la parroquia Huayna-capac.

1.2 Recursos

1.2.1 Recursos humanos

Estudiante egresada de la Maestria en Gestion de Calidad y Seguridad Alimentaria de la
Universidad del Azuay, para recolectar las muestras y procesarlas, con la tutoria de la Ing.

Maria Fernanda Rosales.

1.2.2 Recursos institucionales

Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencia y Tecnologia de la Universidad del
Azuay.

1.2.3 Recursos materiales

Los recursos de Laboratorio empleados para la toma de muestras y procesamiento de las

mismas se detallan en el Anexo 1.

1.3 Universo y Muestra

El Universo estuvo constituido por setenta y cinco muestras de pollos frescos (carcasas)
adquiridas en distintos locales de los mercados “El Arenal” y “10 de Agosto”, durante el mes de

septiembre de 2015.

-5-
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1.4 Recoleccién de la muestra

Se procesaron las muestras de carcasas de pollos adquiridas en los mercados “El Arenal” y “10
de Agosto”, desde el 07 de septiembre al 14 de septiembre de 2015, realizandose las siguientes

actividades:

Toma de muestra: Se recolectaron las muestras de carcasas de pollos en fundas estériles para

Su posterior procesamiento.

Transporte de las muestras: Una vez adquiridas las muestras se las colocé en un cooler con

refrigerantes para preservarlas, tomando en cuenta que a esta temperatura la bacteria en
estudio se conserva mejor que a temperatura ambiente, y se las trasport6 lo més pronto posible
al laboratorio.

1.5 Procesamiento de la Muestra

a) Una vez las muestras llegaron al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencia y
Tecnologia de la Universidad del Azuay se afiadié a cada muestra 300 mL de agua de
peptona al 0,1% para realizar el enjuague de la carcasa.

b) De este enjuague se tom6 40 mL de muestra en un recipiente estéril y se procedio segin el
flujograma establecido. (Anexo 2)

c) Por una parte se realizé la siembra en agar sangre al 5% con suplemento de Skirrow
mediante la técnica de agotamiento, aislamiento o de estria cruzada, y se incubd en cajas
bi-petri a 42 °C por 48 horas en una atmdésfera microaerofilica.

d) Pasadas las 48 horas se observo la placa de agar sangre al 5% con suplemento de Skirrow
en busqueda de colonias sospechosas. Con dichas colonias se procedio a realizar la tincion
de Gram para verificar la morfologia de las colonias y se confirmé ademas con la técnica
Simplate® Campylobacter.

1.6 Andlisis de Campylobacter por la técnica Simplate®

Fundamento de la prueba Simplate® Campylobacter

Simplate® es un método basado en reacciones de Oxido-reduccidon y/o de enzimas para
detectar, cuantificar y analizar Campylobacter jejuni y Campylobacter coli en la mitad del tiempo
que demora la metodologia tradicional, interpretando solamente un cambio de colores y/o
fluorescencia que proporciona los resultados en nimero mas probable (NMP), fundamentado en

el nimero de pocillos positivos de un tablero especialmente disefiado.

-6-



Moreno Yanes

La multiplicacién de los microorganismos altera el potencial redox del medio, lo que resulta en
un cambio de color a partir de una reduccion bioquimica en la cual la resazurina se transforma

en resorufina (rojo) o en dihydroresorufina (incoloro). (Smith & Townsend, 1999)

Procedimiento:

Paralelamente a la siembra en agar sangre al 5% con suplemento de Skirrow se realizé el

andlisis mediante la técnica Simplate® como se detalla a continuacion:

a) Para reconstituir el medio en polvo se adicion6 9 mL de agua destilada estéril y se

homogenizé hasta disolucion completa.

b) Se afiadi6 1 mL de muestra, 40 puL de aditivo Skirrow y 40 pL de aditivo hemina a cada

recipiente homogenizando después de cada adicién.

d) Se retird la tapa del dispositivo SimPlate® para verter la mezcla muestra/medio en el centro

de la placa y se tap6 inmediatamente.

e) Se distribuyd cuidadosamente la mezcla muestra/medio en todos los pocillos y se retird el

exceso de medio en la cavidad esponja.

f) Se incub6 cada dispositivo SimPlate® sin invertirlo durante 48 h a 42°C en ambiente

microaerofilico.

g) Pasadas las 48 h se realiz6 la lectura de los dispositivos positivos como se detalla en el

Anexo 3.

En el anexo 4 se muestran algunas imagenes de los resultados obtenidos con el método

Simplate.

1.7 Manejo Estadistico de los Datos

Los datos obtenidos se organizaron en tablas disefiadas para el ingreso de la informacion
proveniente de cada muestra y de los resultados de laboratorio, y se procesaron aplicandose
para la prevalencia de Campylobacter spp un Test de Hip6tesis para Proporciones y para las
demas variables una estadistica descriptiva para realizar la discusion y obtener las conclusiones

correspondientes.

-7-
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CAPITULO 2

RESULTADOS

Durante el mes de septiembre de 2015, se analizaron un total de 75 muestras de enjuague de
carcasas de pollos frescos tomadas al azar, procedentes de los mercados El Arenal y 10 de
Agosto, con el objetivo de conocer la presencia de Campylobacter spp. (Anexo 5)

De éstas se obtuvo un total de 33 muestras positivas para Campylobacter spp lo que representa

un 44,0% del universo total de la muestra y 42 muestras negativas lo que representa el 56,0%.

2.1 Datos Obtenidos

Las tablas de datos fueron disefiadas para determinar la presencia de Campylobacter spp. en
carcasas de pollos frescos (Tabla 1), presencia de Campylobacter segin el lugar de
procedencia de las muestras (Tabla 2), presencia de Campylobacter segun medio de cultivo
agar sangre suplementado con Skirrow (Tabla 3) y comparacién del método Simplate®

Campylobacter con cultivo tradicional (agar sangre con suplemento de Skirrow) (Tabla 4).

2.2 Resultados Obtenidos

Presencia de Campylobcter spp en carcasas de pollos frescos

La presencia de Campylobacter spp por la técnica Simplate® en el presente estudio fue del
44%, mientras que el 56% no presentaron cambio colorimétrico.

Cabe destacar que dentro de este grupo de muestras positivas existen 4 muestras equivalente
a 5,33% que no presentaron cambio colorimétrico en los pocillos, pero hubo cambio de color en
la esponja, por cuanto se considera segun la tabla de conversiéon Simplate® que contienen 1
UFC/mL

Tabla N° 1: Presencia de Campylobacter spp en carcasas de pollos frescos

Presencia de Campylobacter spp CASOS %
Presencia 33 44,0%
Ausencia 42 56,0%
TOTAL 75 100,0%

-8-



Figura N° 1: Presencia de Campylobacter spp en carcasas de pollos frescos
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Presencia de Campylobcter spp segun el lugar de procedencia de las muestras

En cada local donde se adquirieron las muestras se consulté a los vendedores el lugar del cual

procedian los pollos para realizar la estadistica respectiva.

Segln esta informacién se observa en la Tabla N° 2 todas las muestras provienen de
parroquias 0 cantones pertenecientes a la provincia del Azuay. De ellos, el 64% de las
muestras proceden de la parroquia Bafios, correspondiente a 48 pollos, el 18,67% pertenecen

al canton Santa Isabel, correspondiente a 14 pollos y el 17,33% provienen de la parroquia Jima

del cantén Sigsig, correspondiente a 13 pollos.

Tabla N° 2: Presencia de Campylobacter spp segun el lugar de procedencia de las muestras

Lugar de procedencia de las muestras CASOS %
Bafios 48 64,00
Santa Isabel 14 18,67
Jima-Sigsig 13 17,33
TOTAL 75 100,0%
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Figura N° 2: Presencia de Campylobacter spp segun el lugar de procedencia de las muestras
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Presencia de Campylobacter segun medio de cultivo agar sangre suplementado con

Skirrow

Tabla N° 3: Presencia de Campylobacter spp segin medio de cultivo agar sangre suplementado

con Skirrow
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Presencia de Campylobacter spp en Cultivo Agar sangre + Skirrow CASOS %
Cultivo positivo 23 30,67%
Cultivo negativo 52 69,33%
TOTAL 75 100,0%
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Figura N° 3: Presencia de Campylobacter spp seguin medio de agar sangre con suplemento

Skirrow

Presencia de Campylobacter segin medio de
cultivo agar sangre suplementado con Skirrow

Porcentaje %

= CULTIVO POSITIVO
= CULTIVO NEGATIVO

Comparacion Método Simplate® Campylobacter con cultivo tradicional (Agar sangre +

Skirrow)

Tabla N° 4: Comparacion Método Simplate® Campylobacter con cultivo tradicional

Método Muestras positivas %
Método tradicional 23 41,07
Simplate® Campylobacter 33 58,93
TOTAL 75 100,00%

Figura N° 4;: Comparacion Método Simplate® Campylobacter con cultivo tradicional

Comparacion Método Simplate®
Campylobacter con cultivo tradicional

Simplate®;33
e ————————

Cultivo

tradicionatl; 23
S ———

Muestras positivas
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CAPITULO 3

DISCUSION

Se cree que el origen primario de las infecciones por Campylobacter en el ser humano radica en
la manipulacion y/o el consumo de carne contaminada, especialmente carne de aves de corral,
pues las cavidades internas de los pollos pueden permanecer positivas para Campylobacter,
aun después de que han sido limpiados, empacados y congelados. (WORLD ORGANISATION
FOR ANIMAL HEALTH, 2008)

A pesar de que la dosis infectante de Campylobacter es baja, bastan 1.000 microorganismos
para causar la enfermedad, lo cual evidencia su capacidad de producir epidemias. Sin embargo,
en ensayos, la ingestion de tan sélo 500 células ha Il evado a la enfermedad en voluntarios.
(Centers for Disease Control and Prevention, 2014) Es muy importante destacar que entre
febrero de 2014 y marzo de 2015 la FSA (Food Standards Agency) realiz6 un estudio de
vigilancia de los niveles de Campylobacter en pollos crudos en el Reino Unido en diferentes
puntos de venta, en el cual se encontr6 que el 73% de los pollos eran positivos para la
presencia de Campylobacter, y el 19% de los pollos presentdé una concentracion superior a las
1.000 UFC/g. (Food Standards Agency, 2015)

Es asi que en el presente estudio y en ausencia de estudios cientificos en los que se ponga de
manifiesto un limite maximo permitido de Campylobacter en aves de corral, se determind
Unicamente la presencia de dicha bacteria en carcasas de pollos frescos utilizando un método

colorimétrico rapido y de facil interpretacién especifico para Campylobacter.

Ademés se corroboré la presencia de este microorganismo a través de agar sangre con

suplemento de Skirrow para verificar la morfologia de las colonias.

En un estudio realizado por Manopas en el afio 2011 se comparé el método SimPlate®
Campylobacter con el método ISO-NMP segln lo estipulado en la norma ISO 10272:1995
evidenciandose que Simplate® mostré una sensibilidad del 100% cuando se utilizé con
muestras contaminadas artificialmente. En contraste, ésta disminuyé a 37,5% cuando se
ensayaron muestras refrigeradas contaminadas de forma natural de la carne de aves de corral.
Para este estudio se emplearon carcasas de pollos frescos, por cuanto se presumiria que la

sensibilidad se mantendria con niveles elevados. (Manopas , 2011)

Otros puntos destacables de la investigacion realizada por Manopas son que no se detectaron

muestras falsas positivas con el método SimPlate® y que un periodo de incubacion prolongado
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podria mejorar la sensibilidad del mismo, detalles que se tomaron en consideracion para la

realizacion de este proyecto.

En paises en vias de desarrollo se estima una incidencia de Campylobacter para la poblacion
general entre el 5 y el 20%. Esta incidencia es similar a la reportada en paises desarrollados.
Es asi que se tomo este dato para plantear una hipétesis con una prevalencia menor al 10%.
Sin embargo tras los resultados obtenidos se observa que este valor es considerablemente

superior al reportado por Hartnett et al. (Hartnett, et al, 2009)

La presencia de Campylobacter spp por la técnica Simplate® en el presente estudio fue del
44%, dato ubicado dentro del rango reportado en la Unién Europea (UE), en el que se indica
que la carne fresca de aves de corral es el vehiculo alimenticio contaminado con mayor
frecuencia con Campylobacter. (ELIKA , 2006) Los datos de prevalencia en canales de aves
(pollos de engorde, pavos y patos) durante el sacrificio en el matadero, manipulacién y venta,
revelan una prevalencia en el matadero del 1,8%—-83%, del 26%—53% durante su manipulacion
y preparacion y del 2,2%-62,2% durante su comercializacion y venta. (Food and Agriculture
Organzation of the United Nations; World Health Organization, 2009)

Si se compara el resultado obtenido en el presente estudio con datos de prevalencia de Espafia
para Campylobacter spp en canales de aves se observa que la prevalencia en dicho pais
disminuye a medida que las canales de aves pasan del matadero (46%), a la manipulaciéon y
preparacion (38%) hasta terminar en 25% durante la comercializacion. Y si nos centramos en
este Ultimo valor que es equivalente al empleado en este estudio es casi la mitad del reportado.
(ELIKA , 2006)

Si se coteja los resultados alcanzados en este estudio (46%) se observa un porcentaje similar al
reportado en otras poblaciones de América, como el obtenido en ciudades de Argentina
(Buenos Aires, Cordoba y Entre Rios) entre los afios 2009-2010 por Velilla, et al, con una
prevalencia del 47,5% (Velilla , et al, 2011) y al realizado en Guatemala en el afio 2006 por
Calderdn con una prevalencia del 40%, aunque estos estudios se efectuaron con los contenidos
de ciegos y los macerados de 6rganos en lotes de pollo de engorde, el primero y en carne y

visceras de pollo, el segundo (Calderdn, 2006).

En otros paises del mundo también se han encontrado resultados similares, como el obtenido
en ltalia en el afio 2008 por Di Giannatale et al, con una prevalencia del 46,3% en carcasas de
pollos (Di Giannatale, et al, 2010) o al reportado en Iran en el afio 2008 por Rahimi y Tajbakhsh,

con una prevalencia del 56,1% (Rahimi & Tajbakhsh, 2008).
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Se han realizado estudios en muestras de aves de corral en mercados de otras ciudades,
obteniéndose resultados variables, como es el conseguido por Giacoboni et al. en el afio 1999,
en un estudio realizado en menudos y carcasas de pollos provenientes de diferentes comercios
de la ciudad de La Plata (Argentina), en el cual se obtuvo una prevalencia del 35,8%
(Giacoboni, et al, 1999), al obtenido por Lucas et al en el afio 2013 en un estudio realizado en
canales y ciegos de pollos de engorde en tres centros de acopio de la ciudad de Lima (Peru), en
el cual se obtuvo una prevalencia del 16,7% (Lucas, et al, 2013) y al reportado por Vazquez en
el afio 2015 en pollo a la venta en el mercado de la Comarca Lagunera, con una prevalencia del

74% en pollo fresco (Vazquez Sandoval, 2015).

La prevalencia podria variar en diferentes paises dependiendo del tipo de estudio, del método
de deteccion empleado y del tipo de muestra de aves de corral tamizada. Asi en otros articulos
publicados encontramos resultados diferentes, como los obtenidos en Senegal (2001-2002) por
Cardinale et al, con el 81,6% (Cardinale, et al, 2002), en Colombia (2006) por Castafieda, con el
9,7% (Castafieda, 2006) vy, en Croacia (2009) por Grani¢ et al con el 66,6% (Grani¢, et al,
2009).

Son escasas las investigaciones realizadas por la técnica Simplate® Campylobacter en aves de
corral, sin embargo existe un estudio efectuado en Rio Grande Do Sul (Brasil) en el afio 2014
en canales, cortes y menudos de pollos en el cual se obtuvo una prevalencia general del 34% y
para carcasas especificamente del 43,24% (Mulinari, et al, 2014). En otro estudio similar llevado
a cabo en Minas Gerais (Brasil) en el afio 2007 en canales y cortes de pollo se obtuvo una

prevalencia del 53,3% en canales (De Liguori Oliveira & Batitucci Passos de Oliveira, 2007)
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CAPITULO 4

CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en la presente investigacion: “Estudio de la presencia de
Campylobacter spp en carcasas de pollos frescos, provenientes de los mercados “El Arenal” y
“10 de Agosto”, es posible plantear las siguientes conclusiones con respecto a las 75 muestras

analizadas:

Se obtuvo un total de 33 muestras positivas para Campylobacter spp, a partir del método
Simplate®, lo que representa un 44,0% del universo de la muestra y 42 muestras negativas que
representa el 56,0%. Considerando este resultado se rechaza la hip6tesis planteada al inicio de
la investigacién en la cual se propuso una prevalencia inferior al 10% para Campylobacter.

De las 35 muestras adquiridas en el mercado El Arenal 19 resultaron positivas para
Campylobacter lo que equivale al 25,33%, mientras que de las 40 muestras adquiridas en el
mercado 10 de Agosto, en 14 hubo cambio colorimétrico por el método Simplate®, que
corresponde al 18,67%. De éstos resultados se concluye que existe mayor contaminacion en el
primer mercado, y algunas razones podrian deberse a que, por un lado no manejan el alimento
con buenas practicas de higiene y por otro a que no mantienen el producto refrigerado, como si
ocurre en el segundo mercado. Estos motivos podrian ser un desencadenante para que exista

un mayor porcentaje de pollos contaminados.

A su vez, segun el lugar de procedencia de las muestras, la mayor proporcion de casos provino
de la parroquia Bafios con 19 muestras positivas (25,33%), seguido de la parroquia Jima

(Sigsig) con 9 muestras positivas (12%) y Santa Isabel con 5 muestras positivas (6,67%).

Simplate® Campylobacter es un método colorimétrico facil, rapido y menos costoso que el
método tradicional puesto que no necesita un enriquecimiento previo seguido de cultivo en
medios selectivos y pruebas bioquimicas de confirmacion, ya que esta disefiado para identificar
cepas de Campylobacter jejuni y Campylobacter coli segin la técnica del nUmero mas probable
(NMP) con un rango de 1 a 738 UFC/mL. Ademas al ser especifico se evita la probleméatica de
las condiciones de crecimiento, la aparicion simultanea de diversa flora acompafiante que
dificulta la identificacion y los recuentos bacterianos generalmente bajos en el material a ser
examinado que en ocasiones dan resultados negativos, como ocurrié en este caso que al
sembrar en agar sangre con suplemento de Skirrow dio un recuento menor de Campylobacter
(30,67%) con respecto al método Simplate® (44%).
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Al no contar con una norma nacional ni internacional en la cual se establezca un limite maximo
permitido de Campylobacter spp en pollos se tomé como referencia la recomendacion de la
Comisién de las Comunidades Europeas 2004/24/CE (D.O.C.E. 19/12/03) para el programa de
control oficial de productos alimenticios en el que establece como limite para Campylobacter
termofilo: “Carne fresca de aves de corral (gallinas ponedoras, pollos y pavos de engorde):
Ausencia en 25 g”. Esta informacion es trascendental para poner en alerta a las autoridades
sanitarias para que se efectlen inspecciones y controles en mercados de la ciudad con el fin de

evaluar la seguridad bacteriol6gica de la carne de aves de corral.

Por otro lado y teniendo conocimiento que en paises desarrollados Campylobacter causa un
mayor caso de intoxicaciones alimentarias que Salmonella es muy importante tener en
consideracion tanto en el hogar como en la industria alimentaria o de preparacion de alimentos
gue Campylobacter puede extenderse de dos formas esencialmente: por contaminacion
cruzada y a través del pollo mal preparado. En el primer caso lavar el pollo podria hacer que se
extienda la bacteria en manos, superficies, ropa y equipamiento de cocina al salpicar el agua o
a través de utensilios contaminados podria a su vez contaminar otros alimentos. En el segundo
caso, si la temperatura de coccién no alcanza los niveles adecuados para inactivar la bacteria,

de igual manera podria desencadenar en una intoxicacion alimentaria.
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MARCA MODELO
Estufa bacteriologica WTB BINDER TYP B15 N° 89060
Tuttnauer autoclave-steam sterilizer TUTTNAUER 2540 MLV
Cabina de flujo laminar ESCO AVC-4D2
Destilador de agua FANEM 724
Balanza analitica OHAUS SCOUT PRO SP 400
Microscopio binocular OLYMPUS CH.2
Refrigeradora INDURAMA Cromado doble puerta
Céamara Ultravioleta Caja UV visible -
REACTIVO MARCA PROVEEDOR
Simplate® Campylobacter Biocontrol® QUIMIEM
Agar base sangre Himedia® DILAMED
Suplemento Selectivo para Campylobacter (SKIRROW) | Oxoid® DILAMED
Bolsas para microaerofilia Campygen® 2,5 L Oxoid® DILAMED
Agua de peptona Hardy® DILAMED
Set de reactivos para tincién de Gram PROMECLIN® | PROMECLIN

Sangre estéril desfibrinada

Agua destilada estéril

Aditivo Hemina

Aceite de inmersion
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MATERIALES VARIOS

MARCA

Jarras de Gaspak

Frascos de 250 y 500 Ml

SCHOTT DURAN

Probeta de 500 mL SUPERIOR
Erlenmeyers de 500 mL BOECO

Cajas hi-petri descartables 90 mm x 15 mm PROQUIMICA
Pipetas automaticas de 10 yL — 100 uL y 100 — 1.000 pL LABMATE SOFT
Placas portaobjetos 25,4 x 76,2 mm VOIR

Laminillas cubreobjetos 22 x 22 mm

Pipetas seroldgica de 10 mL

Lampara de alcohol

Recipientes estériles

Asa bacteriologica

Material de limpieza

-22 -
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ANEXO 2

Protocolo para laidentificacion de Campylobacter spp

Figura N° 5: Protocolo para la identificacién de Campylobacter spp

300 mL agua peptona al

Muestra (carcasa de pollo)
0,1%

v

40 mL muestra de enjuague

I
" !

Simplate Campylobacter | | Medio Skirrow
Reconstituir |
Medio en polvo +9 mL agua — Mesclar Agar base sangre + suplemento Skirrow +
destilada + 1 mL muestra sangre 5%; 48 h a 42°C; microaercfilia
| ARadir |
40 pL suplemento Skirrow + 40 plL aditivo Hemina | |
Homogenizar GbSENEf:it-fln OF:uServafcifjn
macroscopica microscopica
Mezcla medio/muestra y distribuir en
dispositivo uniformemente
ncubar Colonias grises, Bacilos Gram negativos
Microaerofiliaa42°Cx 438 h planas, 0,2-0,5 pm ancho x
Conteo grandes difusas, 0,5-5 pum longitud
'| | no hemaoliticas Forma de "S"
Visual: Luz L.V (366 nm):
pozos rajos fluorescencia azul
Calculos

Tabla de Conversian
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Simplate® Campylobacter
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Simplate® Campylobacter se utiliza para la deteccién y cuantificacion de Campylobacter coli y

Campylobacter jejuni en enjuagues de aves de corral y carne. La siembra se realiza en el centro

de un reservorio en el que se dispensa 1 mL de la muestra de alimento y 9 mL del medio liquido

rehidratado. La mezcla medio/muestra se dispensa en el dispositivo SimPlate® y se incuba

durante 48 h. El medio cambia de color en presencia de Campylobacter. El recuento se

determina contando los pozos con el color cambiado y en referencia a la Tabla de conversion
SimPlate®. (MARTIN DE SANTOS, 2010)

Figural

£

|

Figura 2

Figura 3

o
M=%

Figura 4

Verter la mezcla
muestra/medio en el

centro de la placa.

Tapar la placa, agitar
suavemente para
distribuir la muestra en

todos los pocillos.

Tocar suavemente la
placa sobre una
superficie dura para
eliminar burbujas de

aire.

Sostener la cubierta,
inclinar la placa hacia
usted para permitir que

el liquido drene.

Tabla N° 5: Procedimiento Simplate® Campylobacter. Biocontrol 2010

Lectura e interpretacion de los resultados

(a) Después de la incubacién, observar liquido de color rojo en los pocillos. Contar todos los

pocillos rojos (la intensidad del color puede variar).
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Algunos pocillos pueden estar rodeados por un anillo de color rojo o contener particulas de color
rojo en el fondo del mismo. Esto es aceptable. Todos los pocillos rojos son presuntos positivos

para Campylobacter.

(b) Contar el niumero de pocillos de color rojo que presentan fluorescencia azul mediante la
observacién con luz UV (366 nm de longitud de onda) de aproximadamente 5 cm (2 pulgadas)
por encima del dispositivo SimPlate®. Ocasionalmente, puede haber pocillos que no son de
color rojo, pero emiten fluorescencia. No cuente éstos ya que no son presuntivos para

Campylobacter.

(c) Para determinar la poblacién, realice los siguientes calculos:

(1) Cuente el numero de pocillos de color rojo en la placa.

(2) Reste el nuamero de pocillos rojos fluorescentes de la etapa (b) (pozos fluorescentes
confirman los resultados negativos) para determinar resultados positivos confirmados para

Campylobacter.

(3) Utilice la Tabla de Conversion SimPlate® para determinar el numero total de
microorganismos por placa. (Estados Unidos Patente n° 5,700,655;
5,985,594:6,287,797;6,509,168, 2010)

-25-



Figura N° 6: Tabla de Conversion SimPlate®

SimPlate

Moreno Yanes

Normal Counting Range
(NCR) Conversion Table

No. of positive wells = population per plate*

VONDOWVAWN -
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2

4

6

8

10
12
14
16
18
22
24
26
28
30
32
36
38
40
42
46
48
50
54
56
58
62
64
68

29
30
31

32
33
34
35
36
37
38
39
40
41

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51

52
53
54
55
56

* The population reflects the number of

70
74
76
80
84
86
90
94
96
100
104
108
112
116
120
124
128
132
136
142
146
150
156

160
166
172
178
184

isms per
microorgansms per gram (ml) food product, see Reading an:

for use.

57
58

81

82
83
84

190
196
202
208
216
224
232
240
248
256
266
276
288
298
312

324

338
354
372
392
414 if there are no
440 pokive wells,

470 o hlEon s 1

: 508 i therw are no
walls

§56  Bnd the sponge
624 ¢

738

>738

J}hu. To determine the number of
Interpretation section in directions
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ANEXO 4

Resultados obtenidos con el método Simplate®

Figura N° 8: Muestra positiva con luz U.V.

Figura N° 7: Muestra positiva

Figura N° 9: Muestra negativa Figura N° 10: Muestra negativa con luz U.V.

Otros:

Figura N° 11: Muestra positiva en agar
sangre con suplemento de Skirrow

Figura N° 12: Tincion de Gram
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Datos generales
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Tabla N° 6: Datos Generales

Cod. Lugar Fecha Simplate®
o Procedencia ) Cultivo
adquisicion muestras recoleccion Skirrow | Pocillos Pocillos Resultado
muestra muestras muestras rojos (+) U.V. (4) (N.M.P)/mL

1 El Arenal Jima-Sigsig 07-Sep-15 O] 0 0 <1
2 El Arenal Jima-Sigsig | 07-Sep-15 (+) 84 4 508
3 El Arenal Jima-Sigsig | 07-Sep-15 (+) 83 10 338
4 El Arenal Jima-Sigsig | (7-Sep-15 (+) 83 2 556
5 El Arenal Jima-Sigsig | (07-Sep-15 (+) 84 15 288
6 El Arenal Jima-Sigsig | (7-Sep-15 ) 0 0 <1
7 El Arenal Jima-Sigsig | 07-Sep-15 ¢ 15 4 24
8 El Arenal Bafios 07-Sep-15 ) 0 0 <1
9 El Arenal Bafios 07-Sep-15 ) 1 1 <1
10 El Arenal Bafios 07-Sep-15 (+) 80 6 354
11 El Arenal Bafios 07-Sep-15 (+) 84 13 312
12 El Arenal Bafios 07-Sep-15 ) 0 0 <1
13 El Arenal Jima-Sigsig | (7-Sep-15 (+) 72 9 232
14 El Arenal Barios 07-Sep-15 Q) 0 0 <1
15 El Arenal Bafos 07-Sep-15 ) 0 0 <1
16 10 de Agosto Bafios 09-Sep-15 “) 0 0 <1
17 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 Q) 0 0 <1
18 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 Q) 8 1 14
19 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 Q) 0 0 <1
20 10 de Agosto | Santalsabel | pg-sep-15 Q) 0 0 <1
21 10 de Agosto | Santalsabel | pg-sep-15 Q) 0 0 <1
22 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 ©) 0 0 1
23 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 ©) 0 0 <1
24 10 de Agosto | Santalsabel | pg-Sep-15 ) 0 0 <1
25 10 de Agosto | Santalsabel | og-sep-15 +) 13 0 28
26 10 de Agosto | Santalsabel | og-sep-15 ) 0 0 <1
27 10 de Agosto | Santa Isabel | gg.sep-15 ¢ 3 4
28 10 de Agosto | Santalsabel | og-sep-15 Q) 0 0
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Cod. Lugar Fecha Simplate®
. Procedencia _ Cultivo
adquisicion recoleccion . Pocillos Pocillos Resultado
muestra muestras muestras muestras Skirrow rojos (+) U.V. (+) (N.M.P)/mL

29 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 +) 44 0 124
30 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 +) 61 5 184
31 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 Q) 0 <1
32 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 Q) 0 <1
33 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 ) 0 <1
34 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 ©) 0 0 <1
35 10 de Agosto | Santalsabel | pg-sep-15 +) 10 0 22
36 10 de Agosto | Santa lsabel | pg-sep-15 ) 2 1 2

37 10 de Agosto Bafios 09-Sep-15 (+) 84 5 470
38 10 de Agosto Bafios 09-Sep-15 ) 0 0 1

39 10 de Agosto Bafios 09-Sep-15 ) 16 1 32
40 10 de Agosto Bafios 09-Sep-15 ) 0 0 <1
41 10 de Agosto Bafios 09-Sep-15 ) 0 <1
42 10 de Agosto Bafios 09-Sep-15 (+) 54 2 160
43 10 de Agosto Bafios 09-Sep-15 ) 0 0 <1
44 10 de Agosto | Santa Isabel | 09-sep-15 ) 1 <1
45 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 Q) 0 0 <1
46 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 Q) 1 0 2

47 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 +) 30 8 10
48 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 Q) 0 0 <1
49 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 +) 58 1 190
50 10 de Agosto | Santalsabel | pg-sep-15 +) 84 15 288
51 10 de Agosto | Santalsabel | pg-sep-15 Q) 0 0 <1
52 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 +) 77 3 354
53 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 Q) 0 0 <1
54 10 de Agosto Barios 09-Sep-15 Q) 2 0 4

55 10 de Agosto Bafios 09-Sep-15 ) 0 0 <1
56 El Arenal Bafios 14-Sep-15 (+) 48 22 62
57 El Arenal Bafios 14-Sep-15 ) 0 0 <1
58 El Arenal Bafios 14-Sep-15 ) 11 24
59 El Arenal Bafios 14-Sep-15 ) 5 3 4

60 El Arenal Bafios 14-Sep-15 +) 54 16 100
61 El Arenal Bafios “) 0 0 1

14-Sep-15
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Cod. Lugar ) Fecha ] Simplate®
adquisicion Procedencia recoleccion Cu.ltlvo Pocillos Pocillos Resultado
muestra muestras muestras muestras Skirrow rojos (+) U.V. (+) (N.M.P)/mL
62 El Arenal Santa Isabel | 14-sep-15 Q) 78 4 354
63 El Arenal Santa Isabel | 14-sep-15 ©) 0 0 <1
64 El Arenal Barios 14-Sep-15 ©) 1 1 <1
65 El Arenal Barios 14-Sep-15 +) 21 0 48
66 El Arenal Jima-Sigsig | 14-Sep-15 ©) 0 0 <1
67 El Arenal Jima-Sigsig | 14-Sep-15 +) 30 0 74
68 El Arenal Barios 14-Sep-15 ©) 1 1 <1
69 El Arenal Bafios 14-Sep-15 ) 0 0 <1
70 El Arenal Bafios 14-Sep-15 (+) 50 5 128
71 El Arenal Bafios 14-Sep-15 ) 17 12 10
72 El Arenal Bafios 14-Sep-15 (+) 83 9 354
73 El Arenal Jima-Sigsig 14-Sep-15 “) 4 3 2
74 El Arenal Jima-Sigsig | 14-Sep-15 ) 0 <1
75 El Arenal Jima-Sigsig 14-Sep-15 “) 21 4 38






