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RESUMEN

La investigacion tuvo como objetivo estimar la frecuencia de Campilobacterias
termotolerantes en carcasas y menudos de pollo, que se expenden en los mercados de la
ciudad Juliaca entre setiembre del 2016 a enero del 2017. Donde se recolectaron 54
muestras de carcasas de pollo y 81 de menudos de pollo (higado y molleja), de los cuales
23 carcasas proceden de avicolas artesanales y 31 de avicolas industriales, en menudos
30 proceden de avicolas artesanales y 51 de avicolas industriales. Las muestras se
procesaron en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de
la Universidad Nacional del Altiplano de Puno, cultivandose en agar sangre de Skirrow
modificado, en microaerofilia a 42°C por 48 horas, se identificaron las especies de
Campylobacter termotolerantes mediante pruebas bioquimicas: catalasa, oxidasa,
reduccion de nitratos, hidrdlisis del hipurato, susceptibilidad al acido nalidixico y
cefalotina, para el analisis de datos se utilizo estadistica descriptiva y la prueba de ji
cuadrado (X?) de asociacion (0=0,05). Los resultados obtenidos en carcasas de pollo
fueron: C. jejuni (20,37%; 11/54), C. coli (5,56%; 3/54) y C. lari (1,85%; 1/54), donde la
distribucion por mercados para C. jejuni predominé en Santa Barbara (7,41%) y Tapac
Amaru Il (7,41%), para C. coli fue mayor en Santa Bérbara (3,7%) y C. lari en TUpac
Amaru 11 (1,85%). Los resultados en menudos de pollo fueron: C. jejuni (4,94%; 4/81),
C. coli (4,94%; 4/81) y C. lari (1,23%; 1/81), donde la distribucion por mercados para C.
jejuni predomino en Plaza las Mercedes (2,47%), C. coli fue mayor en Santa Béarbara
(2,47%) y C. lari en Tupac Amaru Il (1,23%). La frecuencia de C. jejuni en carcasas de
pollo procedente de avicolas artesanales fue 16,67% (9/23) y de avicolas industriales fue
3,7% (2/31), existiendo diferencia (p=0,003) y la frecuencia de C. coli en carcasas de
pollo procedente de avicolas artesanales fue de 3,7% (2/23) y de avicolas industriales fue
1,85% (1/31), no existiendo diferencia (p=0,386), de acuerdo a los mercados mostrd
diferencia en carcasas de procedencia artesanal respecto al industrial (p=0,046) en Manco
Capac (3,7%) ambos de procedencia artesanales, también fue mas frecuente en Santa
Bérbara (1,85%) pero de procedencia industrial. La frecuencia de C. jejuni en menudos
de pollo procedentes de avicolas artesanales fue 4,94% (4/30) y de avicolas industriales
fue 0,0% (0/51), existiendo diferencia (p=0,007) y la frecuencia de C. coli en menudos
procedentes de avicolas artesanales fue 4,94% (4/30) y de avicolas industriales fue 0,0%
(1/25), existiendo diferencia (p=0,007), de acuerdo a los mercados mostré diferencia en
menudos de procedencia artesanal respecto al industrial (p=0,009) en Plaza las Mercedes
(2,47%).

PALABRAS CLAVE: Campylobacter, carcasa, menudos, mercado, pollos de
procedencia artesanal, pollos de procedencia industrial, termotolerante, zoonosis.
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ABSTRACT

The objective of the research was to estimate the frequency of thermotolerant
Campylobacteria in carcasses and chicken giblets, which are sold in the markets of the
city of Juliaca between September 2016 and January 2017. Where 54 samples of chicken
carcasses and 81 of chicken giblets (liver and gizzard) were collected, of which 23
carcasses come from artisanal poultry and 31 from industrial poultry, in minor 30 come
from artisanal poultry and 51 from industrial poultry. The samples were processed in the
Microbiology laboratory of the Faculty of Biological Sciences of the National University
of the Altiplano of Puno, cultivated on modified Skirrow blood agar, in microaerophilous
at 42°C for 48 hours, the thermotolerant Campylobacter species were identified by
biochemical tests : catalase, oxidase, nitrate reduction, hydrolysis of hippurate,
susceptibility to nalidixic acid and cephalothine, for the analysis of data descriptive
statistics and the chi-square test (X?) of association (o = 0,05) were used. The results
obtained in chicken carcasses were: C. jejuni (20,37%; 11/54), C. coli (5,56%; 3/54) and
C. lari (1,85%; 1/54), where market distribution for C. jejuni predominated in Santa
Barbara (7,41%) and Tapac Amaru Il (7,41%), for C. coli it was higher in Santa Barbara
(3,7%) and C. lari in Tapac Amaru Il (1,85%). The results in chicken giblets were: C.
jejuni (4,94%; 4/81), C. coli (4,94%; 4/81) and C. lari (1,23%; 1/81), where distribution
by markets for C. jejuni predominated in Plaza las Mercedes (2,47%), C. coli was higher
in Santa Béarbara (2,47%) and C. lari in Tupac Amaru Il (1,23%). The frequency of C.
jejuni in chicken carcasses from artisanal poultry was 16,67% (9/23) and of industrial
poultry was 3,7% (2/31), there being a difference (p = 0,003) and the frequency of C. coli
in chicken carcasses from artisanal poultry was 3,7% (2/23) and industrial poultry was
1,85% (1/31), there being no difference (p = 0,386), according to the markets showed
differences in cases of artisanal origin compared to industrial (p = 0,046) in Manco Capac
(3,7%), both of artisan origin, it was also more frequent in Santa Barbara (1,85%) but of
industrial origin. The frequency of C. jejuni in chicken nuggets from artisanal poultry was
4,94% (4/30) and from industrial poultry was 0,0% (0/51), there being a difference (p =
0,007) and the frequency of C. coli in small pieces from artisanal poultry was 4,94%
(4/30) and industrial poultry was 0,0% (1/25), existing difference (p = 0,007), according
to the markets showed difference in giblets of artisanal origin compared to the industrial
one (p = 0,009) in Plaza las Mercedes (2,47%).

KEY WORDS: Campylobacter, carcasses, giblets, market, chickens of traditional
(artisanal) origin, chickens of industrial origin, thermotolerant, zoonosis.
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I. INTRODUCCION

Este trabajo de investigacion se refiere a un grupo de bacterias del género Campylobacter
que en los ultimos afios cobré una gran importancia en el mundo, estos son agentes
patogenos causante del sindrome diarreico agudo o enfermedades diarreicas agudas
(EDAs) en el ser humano, también se denomina a la enfermedad como
campilobacteriosis. Las bacterias del género Campylobacter constituye un importante
problema en la salud publica. Segun el informe de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA), en el 2010 estima que a nivel mundial se registrd entre 400 y 500
millones de casos de enfermedad producidos por las bacterias del género Campylobacter
(AESAN, 2012), cifras que se equiparan y superan a otras bacterias causantes de EDAs.
Las especies implicadas en el sindrome diarreico agudo en el hombre son C. jejuni (89-
96%) y en menor proporcion por C. coli (4-11%) (Acha y Szyfres, 2001), ademas de
generar enfermedades neuroldgicas postinfecciosas como el sindrome de Guillain-Barre

y el sindrome de Miller-Fisher (Hernandez, 2007).

La campilobacteriosis se transmite al el hombre por los alimentos, atribuyéndose la
mayoria de los brotes al consumo de la carne de pollo en un 63% (AESAN, 2012), por
consiguiente esta investigacion tuvo como fin la determinacion de la frecuencia de
campilobacterias termotolerantes, realizandose en muestras de carcasas y menudos de
pollo expendidos en cinco mercados de la ciudad de Juliaca, donde también se tuvo en
cuenta la procedencia de las muestras de acuerdo a las avicolas donde se realiza la

produccion del pollo, diferenciados en industriales y artesanales.

Sabiendo que las campilobacterias termotolerantes son microorganismos exigentes en
cuanto a sus requerimientos para lograr un aislamiento exitoso, en ésta investigacion las
muestras de carcasas y menudos de pollo se cultivaron en medio especifico agar sangre
de Skirrow modificado por las cualidades de reprimir a la flora competitiva y facultar el
aislamiento de Campylobacter, ademas a sabiendas que estas bacterias con microaerofilas
y capnofilas se le condiciono una atmosfera adecuada (anaerdbica) y en una temperatura
afin a su termotolerancia (42°C) (Koneman et al., 2006). Al termino del cultivo se
verificaron las caracteristicas culturales de las colonias, las campilobacterias
termotolerantes mostraron las mismas en tamafo, color, transparencia, aspecto,

dispersion, y el no ser hemoliticas (Farace y Vifias, 2007). Con respecto a la identificacién

14

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO = Nacional del

de las especies hoy en dia el mercado ofrece una gran variedad de pruebas de
identificacion, pero en ésta investigacion se ha aplicado las pruebas bioguimicas, segin
el manual de procedimientos para el aislamiento y caracterizacion de Campylobacter spp.
(Farace y Vifias, 2007), como la prueba de la hidrolisis del hipurato que permitid
diferenciar a C. jejuni de C. coli y de otras campilobacterias termotolerantes, entre otras
pruebas estd la oxidasa de reaccion positiva para todas las campilobacterias
termotolerantes, la catalasa que es negativa o escasa para C. upsaliensis, la prueba de
reduccion de nitratos, la reaccion al &cido nalidixico donde hubo resistencia para C. lari
y la reaccion a la cefalotina.

Los resultados obtenidos en ésta investigacion evidencian que las campilobacterias
termotolerantes estan presentes en las carcasas y menudos de pollo; en carcasas C. jejuni
prima con respecto a las otras especies, concordante a las expectativas de la investigacion,
ademas Mardones y Lopez (2017), la definen como la especie mejor adaptada y la mas
frecuente en causar infeccion en el hombre. Por otro lado en menudos la especie C. coli
resulto a la par que C. jejuni, ésta especie es considerada por muchos autores como la
segunda en importancia clinica y Hernandez (2007), la describe como la campilobacteria

mas resistente a efectos lesivos.

Objetivamente ésta investigacidbn muestran una perspectiva mas amplia de las
campilobacterias termotolerantes en el pollo que se expende en mercados de la ciudad de
Juliaca. En el marco de la salud el proposito de esta investigacion es resaltar la
importancia de Campylobacter como un grupo de bacterias peligrosas en el Per( y que el
Servicio Nacional de Sanidad Agraria (SENASA), considere a éstas bacterias con mas
énfasis en sus requisitos bacteriol0gicos para garantizar la calidad del pollo para consumo
humano. También estd investigacion logre concientizar al productor industrial, al
productor artesanal (campero), al personal en el beneficio y otros involucrados, de que
existe un problemas real y latente en la produccién de carne de pollo y sus menudos, todo

con el fin de prevenir la contaminacion por campilobacterias termotolerantes.
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OBJETIVO GENERAL.

Determinar la frecuencia de Campilobacterias termotolerantes en las carcasas y

menudos de pollo, que se expenden en los mercados de la ciudad Juliaca.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. ldentificar especies termotolerantes de Campylobacter en las carcasas de pollos
que se expenden en los mercados: Santa Bérbara, TUpac Amaru Il, Pedro
Vilcapaza, Manco Capac y Plaza las Mercedes de Juliaca, a través de cultivos in

vitro y pruebas de identificacion bioquimica.

2. ldentificar especies termotolerantes de Campylobacter en los menudos (higado y
molleja) de pollos que se expenden en los mercados: Santa Bérbara, Tupac Amaru
Il, Pedro Vilcapaza, Manco Capac y Plaza las Mercedes de Juliaca, a través de

cultivos in vitro y pruebas de identificacién bioguimica.

3. Estimar la frecuencia de Campylobacter coli y Campylobacter jejuni en carcasas
y menudos de pollo segin procedencia de avicolas artesanales (Ave fresco, El
Corral, Avinor, EI Pollon y otros) y avicolas industriales (Rico pollo, San
Fernando e Imba) que abastecen a los mercados; Santa Béarbara, Tupac Amaru Il,
Pedro Vilcapaza, Manco Capac y Plaza las Mercedes de la ciudad Juliaca.
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I1. REVISION BIBLIOGRAFICA
2.1. ANTECEDENTES.

Las especies termofilicas de Campylobacter son consideradas las méas patdgenas para el
hombre (Trachoo, 2003), agrupadas como enfermedades de transmision alimentarias
(ETAS) con mayor presencia en la carne de pollo (Elika, 2006), es razon por la que con
el fin de determinar su presencia en éste producto se realizan varios estudios, como el de
Antillén et al. (1991), que investigo pollos enteros, sin congelar, eviscerados y sin cabeza,
procedentes de 20 expendios seleccionados al azar en Costa Rica, con un método que
consistié en la utilizacion del enjuague en agua peptonada al 0,1% y cultivo en agar
Skirrow, incubandose a 42°C/48 horas en anaerobiosis, donde se aislé6 Campylobacter en
un 63% (63/100) y las especies identificadas por pruebas bioquimicas fueron C. jejuni
(57%), C. coli (27%) y C. laridis (16%).

La especie C. jejuni es causante de cuadros gastroentericos en el ser humano (Hernandez,
2007), por lo que se han realizado varios estudios. En la ciudad de Cali para evaluar la
eficacia del proceso de sacrificio y empaque de pollo, se utilizé6 una metodologia que
consistié en el uso del caldo Campy-Thio como transporte y enriquecimiento y su
posterior cultivo en medio Campy-BAP a 42°C en microaerofilia, donde se encontré en
canales de pollo a C. jejuni en 13,33% (16/120), por las caracteristica de las visceras se
encontré que C. jejuni en pollo sin contenerlas fue 8,33% (5/60) y con las visceras
introducidas en la cavidad abdominal fue 18,33% (11/60) (Carmona, 1985). Con el mismo
fin se estudio carne de pollo congelado de una planta procesadora, donde se enriquecio
en caldo Exeter modificado, seguidamente las cultivd en medio selectivo mMCCDA y
Skirrow en anaerobiosis y se identificd mediante pruebas bioguimicas, donde la especie

C. jejuni mostré un 12% (36/300) de muestras positivas (Figueroa, 2006).

La importancia de la carne aviar que consume la poblacion es un posible vehiculo de
Campylobacter sp. en siete comercios locales de Buenos Aires, donde las muestras se
procesaron en laboratorio donde se realizé un previo enriquecimiento en caldo Brucella
preincubandolo por 24h a 42°C en anaerobiosis y posterior cultivo en agar Skirrow
incubado a 42°C/48 horas en anaerobiosis, resultando 13 muestras positivas de 14 con C.

jejuni (92,8%) (Lbpez et al., 2003). Otro estudio con el mismo fin en dos expendios
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comerciales (1 y 2) provenientes de una planta procesadora avicola en ciudad de Atenas,
donde las carcasas de pollos se cultivaron por el método convencional y resultaron
positivas para C. jejuni un 3,1% (2/64) en un expendio y en el otro un 1,5% (1/64).
(Lamping y Dols, 2001).

Hoy en dia el pollo que llega a la mesa de los consumidores tiene varios origenes, como
el industrial con una alta produccién de crianza y el de granja que es un negocio mas
familiar (Morato, 2017). Es asi que se realizd un estudio, en una granja de pollos
camperos con el fin de determinar la contaminacion de Campylobacter, se procesaron
muestras de pollos enteros recién faenados, con una metodologia que consistié en colocar
las muestras en caldo de enriquecimiento Brucella preincubando por 24h a 42°C en
microaerofilia, seguidamente se realizd el cultivo en agar Skirrow incubandose a
42°C/48h en anaerobiosis, donde resultaron positivas para Campylobacter
termotolerantes un 6 (60,0%) muestras y las especies identificadas por pruebas
bioguimicas fueron C. jejuni (83,3%) y C. coli (16,6%) (Giacoboni et al., 2002).

También otro estudio, en un rastro artesanal para determinar la presencia de
Campylobacter sp., en carne de pollos de engorde faenados en la ciudad de Guatemala,
utilizaron el método del previo cultivo de enriquecimiento en caldo BHI (Brain Heart
Infusion) adicionada con suplemento antibidtico, incubandolos por 24h a 42°C en
microaerofilia, seguidamente se cultivd en agar Skirrow, incubado a 42°C/48h en
condiciones de anaerobiosis, resultando un 40% (10/25) de muestras para Campylobacter
sp. (Calderén, 2006). En carcasas de pollos frescos provenientes de los mercados “El
Arenal” y “10 de Agosto” de la ciudad de Cuenca, se realizé un estudio de la presencia
de Campylobacter spp., en la que, las muestras fueron procesadas en laboratorio donde
se uso el método de enjuague en agua peptonada al 0,1%, posteriormente se realizé el
cultivo en agar Skirrow incubandose a 42°C/48h en condiciones de anaerobiosis, donde
30.67% (23/75) fueron positivas para Campylobacter spp. (Moreno, 2015). En los
mercados municipales de Mixco, realizé un estudio en distintos puestos de venta de pollo
artesanal, cuyo procedimiento fue el enjuague en agua peptonada y cultivo en agar sangre
mediante filtracion pasiva, posteriormente incubandose a 37°C por 48 horas en
microaerofilia, confirmando la presencia positiva de Campylobacter sp. en un 1,78%
(1/56) (Guerra, 2017).
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Las plantas de procesado avicola con lugares donde se contamina los canales de pollo por
campilobacterias termotolerantes (Klotz et al., 2013). Por lo que un estudio en Costa Rica,
para determinar la prevalencia de Campylobacter spp. en pollo de engorde para consumo
humano en enjuagues de carcasas resulto con un 61,53% (61/99) de muestras positivas y
en carcasas de puntos de venta fue de un 60,42% (58/96) (Zumbado y Romero, 2016).
Con el mismo objetivo, también se analizaron pollos de una planta avicola, en diferentes
etapas del proceso de produccion, donde Campylobacter sp. se aislo en 73,3% (44/60) de
los pollos analizados inmediatamente luego de la evisceracion, sin embargo la bacteria
no se detecto en los 116 pollos restantes analizados en las subsiguientes etapas de proceso
de destace y empaque (Rojas et al., 1996). También en Costa Rica se realizd un estudio
en alimentos de origen animal para consumo humano, especificamente en canales de pollo
que se expende en puntos de venta, donde se aisl6 a Campylobacter spp. en un 73,4%
(39/53) de las muestras que fueron incubadas en medios enriquecidos y selectivos
(Jiménez, 2016).

El informe del comité cientifico de la AESAN (Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricidn) con relacion a las medidas de control para reducir la presencia
de Campylobacter spp. en carne fresca de aves (pollo) recogié datos del EFSA (Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria) de la presencia de Campylobacter spp. en puntos de
venta del comercio minorista en paises de la Unién Europea: En el afio 2009 en Republica
Checa (75,0%), Francia (90,1%), Eslovenia (78,3%) y también en el afio 2010 en Austria
(3,1%), Alemania (28,5%), Bélgica (12,1%), Dinamarca (46,2%), Espafia (25,4%),
Holanda (9,9%), Hungria (43,3%), Lituania (10,0%), Luxemburgo (58,8%) (AESAN,
2012). También, en Bosnia y Herzegovina, donde Alagic et al. (2016), con el fin de
investigar la contaminacién de abdémenes de pollo por Campylobacter spp. en los
mataderos mas modernos de Bosnia y Hezegovina, la metodologia usada en el laboratorio
fue un previo cultivo en caldo de enriquecimiento Preston por 18 horas a 42°C en
microaerofilia, posteriormente se cultivé en placas de agar Karmali y agar Skirrow por
48 horas a 42°C en condiciones de microaerofilia, donde obtuvo un resultado en pechuga
de pollo positivo para Campylobacter spp. de 19,0% (16/84), donde 17,9% corresponde

a la especie C. jejuni y un 1,2% a la especie C. coli.

Con el avance de la tecnologia para el diagnéstico bacteriologico hoy en dia el mercado

ofrece nuevos métodos para la identificacion de especies, con respecto a las especies de
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Campylobacter varios estudios para su identificacion utilizaron la prueba de Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR). En Costa Rica, utilizando esta moderna técnica en
canales de pollo dieron positivas un 64,1% (34/53) para C. jejuni, un 1,8% (1/53) para C.
coli y el 7,5% (4/53) para ambas especies (Jimenez, 2016). También en el mismo pais se
evaluaron puntos de venta para la deteccion y aislamiento de Campylobacter sp. Donde
el PCR multiplex especie-especifico para C. jejuni y C. coli identificd para C. jejuni un
50% (12/24) y a la vez 4,2% (1/24) para C. coli (Zumbado et al., 2014). En el marco del
proyecto presentado en el certamen ‘“Premios Senasa a la Investigacion”, Valentini et al.
(2015), investigo la prevalencia de Campylobacter spp. en canales de pollos mediante la
técnica de PCR multiplex, donde los resultados mostrados para C. jejuni fue un 13%
(9/72), C. coli fue un 9% (7/72), ademas de un 3% (2/72) para ambas especies.

También en nuestro medio es de preferencia el consumo de la menudencia del pollo que
es un producto que también se contamina con Campylobacter. Es asi que en la ciudad de
la plata, se procesaron menudos de pollos en 4 comercios, con un método basado en un
previo enriquecimiento en caldo Brucella preincubando por 24h a 42°C en anaerobiosis y
se cultivd en agar Skirrow incubado a 42°C/48h en anaerobiosis, de las cuales
Campylobacter termotolerantes se aislé en un 35,8% (43/120) en dos de los cuatro
comercios, donde las especies identificadas por pruebas bioquimicas fueron: C. jejuni
(35,0%) y C. coli (0,8%) (Giacoboni et al. (1999). Otros investigadores estudiaron
higados de pollos para determinar la presencia de Campylobacter sp., en un rastro
artesanal de la ciudad de Guatemala donde utilizando el método de previo
enriquecimiento en caldo BHI (Brain Heart Infusion) adicionada con suplemento
antibidtico incubandolos por 24h a 42°C en microaerofilia y cultivadas en agar Skirrow
incubado a 42°C/48h en condiciones de anaerobiosis, donde resultaron positivas 40%
(10/25) de las muestras (Calderén, 2006). Otro estudio en higados, en Bosnia y
Herzegovina, varia con la anterior metodologia en el uso del caldo de enriquecimiento
Preston, donde obtuvo para Campylobacter spp. un 9,5% (8/84), de los cuales 9,5%
corresponden a C. jejuni y la especie C. coli no fue aislado (Alagic et al., 2016).

Utilizando técnicas diferentes para la identificacion de las especies de Campylobacter en
menudos de pollo y visceras, una investigacion realizada en Argentina utilizo la técnica
de PCR multiplex (reaccion en cadena de la polimerasa multiple), donde los resultados

en higados de pollo muestran un 12% para C. jejuni no encontrandose otras especies y en
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ciegos de pollo C. coli presentd un 37% y C. jejuni un 10% (Valentini et al., 2015).
Utilizando una técnica diferente para la identificacion de especies en la ciudad de La
Habana, se realizé un estudio para la determinacion de Campylobacter spp. en gallinas
destinadas al consumo humano, donde se estudiaron intestinos e higados (37 y 36),
inoculandose en medio de enriquecimiento caldo Bolton por dos dias y cultivandose en
Agar Karmali a 41,5°C/2dias en microaerofilia, las especies se identificaron usando el Kit
Api-Campy, resultando para Campylobacter un 65,6%, de las especie identificadas C.
coli fue la predominante con 20,6%, seguido de C. jejuni con 3,1% vy las otras especies
identificadas son C. upsaliensis, C. fetus y C. fecali cada uno con 1,5% de aislamientos
(Jordan, 2014).

Las temperaturas utilizadas para la conservacion de la carne de pollo como la
refrigeracion (2-4°C) solo detienen el crecimiento de las campilobacterias termotolerantes
pero no las eliminan y en de la congelacién (a menos 18°C) estas bacterias se han
recuperado (Elika, 2013; Hernandez, 2007). Es asi que un estudio en México, en la
Comarca Lagunera de Durango, procesaron muestras de carne de pollo, de 19 expendios
del mercado de abastos José Ramon FDZ para determinar la presencia de Campylobacter,
en pollo congelado resulto un 89% (34/38), mientras que en el pollo fresco (pollo
refrigerado) resulto un 74% (28/38), con un total de muestras positivas a Campylobacter
de 81% (62/76) (Rodriguez et al., 2016).

En el plano nacional se realiz6 un estudio para determinar la presencia de Campylobacter
en la ciudad de Lima, en tres centro de acopio de pollo (Cercado de Lima, San Luis y San
Martin de Porras), en ésta investigacion se usé el método de enjuague en agua peptonada
al 0,1%, seguidamente del cultivo en medio para Campylobacter Blood-Free selective
agar base (Mccda, oxoid) con suplemento antibidtico, incubandose a 42°C/48h en
condiciones de microaerofilia, donde los resultados en los canales de pollo fueron: 16,7%
(10/60) positivas a Campylobacter spp., y las especies identificadas por microbiologia
tradicional fueron C. jejuni 6 (60%)y C. coli 4 (40%) (Lucas et al., 2013). El clima célido
aparentemente favorece a las campilobacterias termotolerantes, como la ciudad de Iquitos
(de temperatura promedio anual de 30,7°C y humedad anual de 97,7%, siendo tropical),
en carne de pollo para el consumo humano, difiriendo con el estudio de Lucas et al. en la
metodologia, en el usoé de un medio de enriquecimiento (TEC), donde las muestras se

incubaron a 36°C/6h en microaerofilia y la identificacion de las especies de
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Campylobacter se realiz6 por microbiologia tradicional, donde resulto para
Campylobacter spp. un 21,1% (27/128) y las especies identificadas fueron C. jejuni
(11,7%), C. coli (9,4%) (Lozano, 2016).

Investigaciones en mercados muestran la presencia de campilobacterias termotolerantes.
En los mercados Belén y Modelo en la ciudad de Iquitos, se colectaron 128 muestras de
carne de pollo para el consumo humano, donde C. jejuni en el mercado Belén fue 8.3% y
en el mercado Modelo 16.1%, la especie C. coli se distribuye con un 5.6% para el mercado
Belén y 14.9% para el mercado Modelo (Lozano, 2016). En los mercados del Gran Area
Metropolitana de Costa Rica, se analizaron 24 muestras de carne de pollo tomadas en
punto de venta, la distribucion por mercado de provincia fue 8 de Heredia, 8 de Alajuela
y 8 de San José, donde 4/24 (16,66%) corresponde al mercado de Heredia, 2/24 (8,33%)
al de Alajuelay 6/24 (25,0%) a de San José (Zumbado et al., 2014).
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2.2. MARCO TEORICO.

2.2.1. Campylobacter.

2.2.1.1. Caracteristicas generales.

El género Campylobacter agrupa 24 especies bacterianas, de las cuales las especies
termotolerantes causales de diarrea en el ser humano son: C. jejuni (89-96%) y en menor
proporcién por C. coli (4-11%) (Acha y Szyfres, 2001), C. lari puede causar enteritis en
humanos pero su prevalencia es menor (Lapierre, 2013). Campylobacter es un bacilo
Gram-negativo que no forman esporas (no esporulado) (Koneman et al., 2006; Mandell
et al., 2012), de morfologia delgada, son curvados con forma de “S” o espiralados,
también aparecen en forma de ala de gaviota (Brooks et al., 2011; Trachoo, 2003), su
tamanio oscila entre 0,2-0,9 um de ancho y 0,5-5,0 um de largo (Ausina y Moreno, 2006;
Rojas et al., 2006; OIE, 2008), son moviles gracias a sus flagelos polares, ubicados en
uno o los dos extremos, excepto C. gracilis que no es movil (Mardones y Lopez, 2017;
Herndndez, 2007). Estos microorganismos tienen un metabolismo tipicamente
respiratorio, no fermentan los azlcares y son no oxidativos, y obtienen energia del uso de
amino&cidos e intermediarios del ciclo del acido Tricarboxilico (ATC) (Koneman et al.,
2006; Spicer, 2009).

2.2.1.2. Taxonomia del género Campylobacter.

Situacion taxondmica del género Campylobacter segun el Manual de Bergey's (Adaptado
de Garrity, 2004):

Dominio: Bacteria
Philum: Proteobacteria
Clase: Epsilonproteobacteria
Orden: Campylobacterales
Familia: Campylobacteraceae
Género: Campylobacter

Especies: C. jejuni
C. coli
C. lari
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2.2.2. Campylobacter en los alimentos.

Las campilobacterias contaminan facilmente los alimentos, incluyendo carne y derivados
carnicos, leche y derivados lacteos, pescado y productos de pesca, asi como agua, frutas
y hortalizas, debido a que los microorganismos estan ampliamente distribuidos en la
naturaleza. Siendo su reservorio mas comun el tracto intestinal de los mamiferos y aves,
domeésticos y salvajes (Elika, 2006). En el informe de la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA) en 2012 reporta los principales alimentos implicados en los brotes
atribuidos a Campylobacter spp.: 63% se atribuyen al consumo de carne de pollo, un
18,5% a la ingestion de leche no pasteurizada, un 7,4% a comidas preparadas listas para
consumir, otro 7,4% a carnes procedentes de otras especies animales diferentes del pollo
y un 3,7% al queso (AESAN, 2012).

2.2.3. Campylobacter en la carne de pollo.
2.2.3.1. Produccién y consumo en Peru y el mundo de la carne de pollo.

Segun el departamento de agricultura de los EE.UU. (USDA, por su sigla en inglés),
estima la produccion mundial de carne de pollo en el afio 2010 fue de 73,9 millones de
toneladas, en cuanto al consumo mundial fue méas de 73,3 millones de toneladas
(Friedmann y Weil, 2010). En el Perq, tanto la produccién como el consumo van en
crecimiento, en el afio 2009 la produccion de carne de pollo fue de 884 000 toneladas y
el consumo de pollo per capita fue de 30 kg por habitante al afio (MINAG, 2010), para el
afio 2015 la produccion del sector avicola registrd 1.2 millones de toneladas entre enero
y agosto de este afio, lo que significO un aumento, segun cifras del Ministerio de
Agricultura y Riego (MINAGRI) (Scotiabank, 2016) y el consumo per capita de pollo fue
de 43.05 kilos, alcanzando en Lima los 76.4 kg por habitante al afio (Vera, 2016).

2.2.3.2. Clasificacién en la produccion del pollo de acuerdo a la procedencia.
a. Pollos de avicolas industriales.

En pollo industrial se caracteriza por una crianza intensiva, donde se mantienen una gran
cantidad aves en un lugar limitado, creciendo hacinados en naves y alimentados con

piensos Morato (2017), el hacinamiento genera acumulacion de una gran cantidad de
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heces fecales y éstas en los animales tiende a desarrollar frecuentemente enfermedades
infecciosas, 1o que hace que requieran un tratamiento con antibioticos, ademas que los
productores industriales también los administran de forma preventiva para estimular el
crecimiento de las aves y su sobrevivencia (Morato, 2017; Wikimedia, 2018). Los pollos
industriales estan listos para ser sacrificados a los 45 dias de vida (Morato, 2017),
actividad gue se realiza en grandes plantas de sacrificio (Friedmann y Weil, 2010), donde
la alta produccion han hecho que se utilicen equipos automatizados en las etapas de

escaldadura, desplume y eviscerado (Moore et al., 2005).
b. Pollos de avicolas artesanales.

Los pollos de crianza artesanal, también denominados como pollos de corral, pollos
camperos, pollos de campo, pollos de crianza tradicional, relacionados en parte a los
pollos ecoldgicos. Son criados al aire libre, en régimen de semilibertad, reduciendo el
nivel de estrés del animal y mejorando la calidad de vida (Le6n, 2011). Los pollos de
crianza artesanal se alimentan principalmente de cereales, como el maiz, la cebada,
nutrientes vegetales como la alfa-alfa, con respecto a la dosificacion de antibidticos estas
aves no la necesitan y solo reciben las vacunas que marca la ley (Morato, 2017; COECO,
2013). Razdn por la cual su crecimiento es lento en comparacion industrial y se sacrifican
con una media de 90 dias, haciendo que su carne sea mas madura y de mejor calidad
(Morato, 2017). Los productores de pollo artesanal suelen disponer de matadero propio,
homologado y auditado, otros poseen sala de despiece y una planta de elaboracion de
preparados (Sanchonar, 2014; Ledn, 2011). En los puestos de venta el pollo de origen
artesanal posee un color mas amarillento, también su tamafio es mas grande en

comparacion al industrial (Morato, 2017).
2.2.3.3. Productos del pollo para consumo humano.
a. Carcasas o canales de pollo.

La carcasa del pollo es el cuerpo de esta ave despues de ser insensibilizada, desangrada,
desplumada y eviscerada. La carcasa de pollo puede o no tener los rifiones y los apéndices
del ave (patas, cuello o cabeza). A partir de un corte transversal de la carcasa entera se
pueden obtener dos porciones que son; la media carcasa superior que abarca la pechuga

entera con alas, la media carcasa inferior que comprende la pierna entera y el espinazo.
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La carcasa también posee la piel del ave que es el tejido recubre el cuerpo, ademas de su

propia grasa que corresponde al tejido adiposo de la carcasa (NTP, 2009).
b. Menudos o0 menudencia de pollos.

Los menudos comprenden el conjunto de visceras y apéndices del pollo, entre las visceras
que se consideran estan el higado, corazon y molleja, en el caso de los apéndices se
considera la cabeza, cuello y patas. Con respecto al higado éste debe estar sin la vesicula
biliar, el corazon puede estar con o sin pericardio en referencia a la molleja puede estar
con o sin grasa, pero sin membrana ni contenido. Los apéndices estan comprendidas por
los huesos y los tejidos blandos que las rodean. Los menudos pueden ser colocadas dentro
del ave faenada (NTP, 2009).

2.2.3.4. Contaminacion en la cadena de produccién y expendio del pollo por

Campylobacter.
a. Contaminacion en la crianza del pollo por Campylobacter.

Las aves de granja son colonizadas sobre todo por C. jejuni (65-95%). Los indices de
colonizaciodn de pollos estan relacionados con la edad, la mayor parte de las poblaciones
son negativas hasta los 10 a 14 dias de edad. Una vez que se produce la colonizacién por
Campylobacter en poblaciones avicolas, la transmision horizontal por coprofagia es
extremadamente rapida y puede llegar a colonizar en 72 horas hasta el 100% de las aves
(OIE, 2008; Garcia et al., 2013), la ingestion de 35 ufc puede ser suficiente para la
colonizacidn exitosa de los polluelos (Hermans et al., 2011). Después de la ingestion la
bacteria alcanza el ciego y se multiplica. En el intestino de pollo es probable que encuentre
factores de estrés que comprometan el crecimiento de C. jejuni, pero la bacteria alberga
sistemas regulatorios que le confieren proteccion a un entorno hostil (OIE, 2008). La
termotolerancia les permite sobrevivir soportando la temperatura de las aves (Mardones
y LoOpez, 2017). Una vez colonizados los polluelos permanecen como portadores
asintomaticos hasta que alcanzan la edad de beneficio, la mayoria de estas aves albergan
grandes cantidades de organismo (mayor a 10° ufc por g de heces) (Garcia et al., 2013;
Moore et al., 2005).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
| Attiplano

N1

b. Contaminacion en el beneficio del pollo por Campylobacter.

El beneficio convierte los pollos vivos en canales a lo largo de las siguientes etapas: la
recepcion de los pollos, colgado aturdimiento, sangrado, escaldado, desplumado,
escaldado, corte de patas, corte de cloaca, evisceracion, corte de pescuezo, lavado,
enfriamiento y empaque. En todo este proceso las fuentes de contaminacion por
Campylobacter pueden provenir del entorno, o del intestino del pollo, siendo los puntos
mas criticos el desplumado donde se produce contaminacién cruzada, la evisceracion
donde la contaminacion es a partir de los intestinos y el enfriamiento (inmersion con cloro
libre insuficiente y alta acumulacion organica), donde ocurre contaminacion cruzada
(Klotz et al., 2013).

c. Contaminacion en el expendio del pollo por Campylobacter.

Los canales de pollos que se expenden en los mercados pueden ya estar contaminados por
las distintas fases de la cadena de procesado del pollo. En los puestos de mercado, el
expendio comprende actividades de alta manipulacién sobre los canales de pollo como el
desprese, el retiro de piel y el fileteado generando contaminacién cruzada (Klotz et al.,
2013). Con respecto a la contaminacion cruzada, las conductas de peligro en los puestos
de venta comprende la manipulacion de matrices de distinto origen sin lavado de manos
previo o intercambio de guantes, presencia de moscas, uso de tabla de picar sin lavar
(Zumbado y Romero, 2016). Ademas, la presencia de Campylobacter esta sujeta a
factores de &mbito socioeconémico y culturales que afectan la seguridad del comercio de
la carne de pollo (Lama, 2008).

2.2.3.5. Supervivencia y viabilidad de Campylobacter en carne de pollo.
a. Campylobacter en temperaturas altas.

A pesar de que las campilobacterias mas patégenas son termotolerantes (crecen bien a
temperaturas de 40-43°C), se pueden considerar que son muy sensibles al calor (Elika,
2013). Su valor D o tiempo de reduccion decimal a 63,5°C es de apenas unos pocos
segundos. En alimentos como la leche, el tiempo de reduccién decimal a 55°C es de un
minuto. En carne, a 60°C se obtiene ese mismo valor D de un minuto. A 60°C durante 10

min en carne cocinada se logra una reduccion total, mientras que a 50-53°C se ha
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recuperado celulas viables de Campylobacter. La resistencia al calor depende del pH del
medio en el que se hallan las células sometidas a calentamiento, es maxima en valores
proximos a 7 y disminuye a medida que el pH se aleja de la neutralidad (Hernandez,
2007).

b. Campylobacter en refrigeracion y congelacion.

Campylobacter no posee proteinas para el shock por frio y son incapaces de crecer por
debajo de 30°C (Mardones y Lopez, 2017). Por lo tanto, la refrigeracion (0-10°C) detiene
el crecimiento de la bacteria (Elika, 2013). Aun asi, la supervivencia a temperaturas de
refrigeracion para C. jejuni se ha calculado en varias semanas a 4°C en una superficie
hdimeda como la carne de pollo, pero tiende a morir rapidamente a temperatura ambiente.
C. coli parece ser la especie del género mas resistente a efectos lesivos causados por bajas
temperaturas y condiciones ambientales adversas. Las condiciones de congelacion
influyen negativamente en la tasa de inactivacion de C. jejuni en alimentos carnicos
almacenados a -15°C ¢ -20°C. Sin embargo, la supervivencia a -20°C es posible y
Campylobacter puede ser recuperado del pollo congelado después de tres meses de
almacenamiento. Existe una clara variabilidad genotipica y fenotipica dentro de este
género, lo cual explica que la capacidad de adaptacidn fisioldgica de este patdgeno difiera
entre cepas. Al mismo tiempo, aun no se conocen los mecanismos de éstas diferencias de

tolerancia al frio (Hernandez, 2007).
c. Campylobacter en superficies inertes, de alimentos y presencia de oxigeno.

Campylobacter es sensible a condiciones ambientales evitando su multiplicacion, no
obstante puede sobrevivir en el medio externo evitando su desecacion (AESAN, 2012).
La presencia de oxigeno aumenta el ritmo de muerte de Campylobacter, siendo muy
susceptible en alimentos como la leche, pero esta fase gaseosa tiene escaso efecto sobre
la supervivencia de los organismos en las superficies de las carnes. Es asi que, C. jejuni
también puede crecer en la superficie de alimentos (Hernandez, 2007). Campylobacter
spp. asegura su sobrevivencia resistiendo al estrés en superficies inertes (vidrio, acero
inoxidable y pléstico), agua, tejidos del hospedador y alimentos, por la capacidad de
formar biopeliculas, como formas de persistencia y diseminacion por mas de 24 dias a

temperatura ambiental (Mardones y L6pez, 2017).
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2.2.3.6. Frecuencia de Campylobacter en carne de pollo.

En un contexto general la frecuencia de Campylobacter varia ampliamente en carcasas de
pollo, por ejemplo en Europa, oscilan desde un 4,9% en Estonia a un 100% en
Luxemburgo. La frecuencia de hallazgos de Campylobacter en carcasas de pollo en
expendio, esta ligada a etapas anteriores que van desde la crianza hasta el término del
proceso de produccion. En la crianza los factores pueden ser los diferentes sistemas de
manejo, distinta densidad de animales, distancia entre unas granjas y otras, estado de las
granjas, reglamentaciones zoosanitarias diferentes (Garcia et al., 2013). Asi encontramos,
que para el faenado de los pollos éstos poseen altos reportes de Campylobacter agravando
mas las multiples posibilidades de contaminacion cruzada que se produzcan durante la
masacre y el procesamiento. También, el hecho de procesar un gran nimero de canales
de diferentes fuentes conduce a la difusion de los agentes patdgenos entéricos, incluyendo
a Campylobacter en las primeras etapas de sacrificio (Moore et al., 2005), en las etapas
de escaldadura, desplume, eviscerado y tanques de enfriamiento (AESAN, 2012). Al
término de la produccién, la piel de las carcasas pueden contener un gran numero de
campilobacterias in situ sobre el producto bruto y aumentando la probabilidad de
exposicion al consumidor (Moore et al., 2005). La frecuencia de Campylobacter en
granjas de pollos depende de la estacion del afio y la situacion geogréfica (Garcia et al.,
2013), la colonizacién de los pollos en la crianza es mayor en verano por el incremento
de moscas que pueden actuar como vectores, también las moscas cumplirian la misma
funcién en el expendio, por ejemplo en paises Europeos donde el invierno dura la mayoria
del afio como Finlandia (1,8%), Noruega (5,1%) (AESAN, 2012), presentan frecuencias
bajas para Campylobacter. También otros factores que influiran en gran medida en la
frecuencia de Campylobacter serian las metodologias de muestreo y la utilizacion de
distintos métodos de aislamiento (Garcia et al., 2013). Respecto a las especies, en pollos
C. jejuni es la especie aislada con mayor frecuencia, aunque investigaciones en algunos
paises han obtenido una mayor proporcion de aislamientos de C. coli, pero los mayores
aislamientos de C. coli se dan en cerdos (Elika, 2006) y C. lari su principal reservorio son

las aves marinas en especial las gaviotas (Mardones y Lopez, 2017).
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2.2.4. Aislamiento e identificacion de Campylobacter en carne de pollo.
2.2.4.1. Toma de muestra.

En el caso del pollo de expendio listo para cocinar, las muestras deberan ser recolectadas
al azar, para su posterior traslado al laboratorio, en recipientes que aseguren la cadena de
frio hasta el momento de la prueba. Los analisis deben iniciarse dentro de las 24 horas
siguientes a su recoleccion (NTP, 2001). La muestra representativa a obtener en un pollo

para realizar el cultivo es 25 g (Farace y Vifas, 2007).

2.2.4.2. Cultivo.

a. Método del enjuague.

La técnica o método del enjuague para el aislamiento de Campylobacter sp. en alimentos
(carne de pollo), se realiza en bolsas plasticas donde se les remoja y masajea por 1 a 2
minutos en 100 a 300 ml de agua peptonada al 0,1% (Antillén et al. ,1991; Lucas et al.,
2013). De esta solucion se extrae una alicuota de 0,1 ml y se siembra en un medio
especifico para Campylobacter (Lopez, 2004).

b. Medios de cultivo para Campylobacter.

Los medios de cultivo a usar para el aislamiento de Campylobacter son medios selectivos
como el Campy-Thio, Campy-BAP, medio selectivo Butzler, medio selectivo Preston,
agar sangre Skirrow entre otros. Todos los medios selectivos tienen una muestra
antibidtica que evita el desarrollo de otras bacterias y condiciona el desarrollo de
Campylobacter, los aditivos del agar sangre Skirrow son sangre de caballo lisada (7%),
vancomicina (10 mg/L), polimixina B (2.500 UI/L) y trimetoprim (5 mg/L). En las placas
de agar Skirrow se siembra por método de dispersion, usando la técnica de estrias
(Koneman et al., 2006).

c. Microaerofilia.

El microorganismo crece mejor en concentraciones bajas de oxigeno (microaerofilo) y
elevadas de dioxido de carbono (capnofilas) (Koneman et al., 2006), pero algunas cepas

pueden crecer en aerobiosis y anaerobiosis, siendo su atmosfera adecuada de crecimiento;
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5% de Oxigeno (O2), 10% de didxido de Carbono (COz), 85% de Nitrogeno (N2) (OIE,
2008; Rojas et al., 2006; Murray et al., 2009). Para lograr una atmosfera microaerofilica
se puede usar sobres generadores de gases especiales para Campylobacter, son productos
del comercio (BBL, Oxoid, Bio-Merieux), o se puede usar el método de la jarra con vela,
la combustion de la vela aporta una atmosfera aproximada de 17-19% de oxigeno y de 2-
4% de dioxido de carbono, se postula que el rendimiento de este método es mayor a 42-
43°C que a 37°C (Farace y Vifias, 2007).

d. Temperatura y pH de crecimiento.

La mayoria de campilobacterias crecen a una temperatura de 37°C (Hernandez, 2007),
pero las especies termofilas como C. jejuni, C. coli, C. lari, C. upsaliensis crecen
Optimamente a 42-43°C (Koneman et al., 2006; OIE, 2008; Murray et al., 2009). Su
desarrollo en temperaturas inferiores a 30°C es minimo e incluso nulo (AESAN, 2012).
Tampoco se desarrollan en temperaturas por encima de 45°C (Klotz et al., 2013). El pH
Optimo para el crecimiento de Campylobacter es de 6,5 a 7,5 (Elika, 2013).

e. Tiempo de incubacion.

El tiempo de incubacion es de 24 - 48 horas (Farace y Vifias, 2007).

f. caracteristicas culturales de las colonias de Campylobacter.

Las caracteristicas culturales o morfologicas de las colonias son: tamafio (pequefias),
color (blanco grisaceo, medianamente transparentes como gotas de agua), aspecto
(mucoide, planas) y extendidas sobre la superficie del medio (efecto de swarming), no
hemoliticas (Farace y Vifas, 2007). La OIE, describe que también presentan el aspecto
liso y brillante en el agar Skirrow y otros agares con sangre. Las caracteristicas de las

colonias de Campylobacter son similares (OIE ,2008).

2.2.4.3. Pruebas de identificacion.

a. Coloracion de Gram modificada.

Las campilobacterias son bacterias Gram negativas, pero este microorganismo no se tifie

bien con la safranina (Farace y Vifias, 2007). Asi que la técnica se realiza alargando el
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tiempo del reactivo safranina por 3 minutos, pues de lo contrario el contraste serd muy
pobre y dificil de visualizar a la bacteria (Torres, 1996). Esta técnica puede modificarse

y prolongar el reactivo por 10 minutos (Koneman et al., 2006).

b. Prueba de catalasa.

Esta prueba permite comprobar la presencia de la enzima catalasa que descompone el
peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno. Para esta prueba se toma una colonia,
colocandose sobre un portaobjetos limpio y se agrega una gota del reactivo peroxido de
hidrogeno al 3%. El desprendimiento abundante de burbujas (O2y H20) revela una prueba
positiva (McFaddin, 2003). C. jejuni, C. coli y C. lari son catalasa positivo, C. upsaliensis
es catalasa negativo o de reaccion escasa (Farace y Vifias, 2007; Koneman et al., 2006).

c. Prueba de oxidasa.

La prueba de la oxidasa esta basada en la produccion bacteriana de la enzima oxidasa. El
método a usar es el de reactivo en tira (reactivo: oxalato de dimetil-p-fenilendiamina al
1%), que consiste en tomar la muestra a analizar, extenderla mediante frotacion sobre la
superficie de una tira seca o tira mojada (con agua destilada) que contenga el reactivo
oxidasa. Después de 10 segundos aparecera un color pdrpura oscuro o rojo indicando un
resultado positivo (McFaddin, 2003). C. jejuni, C. coli, C. lari y C. upsaliensis son
oxidasa positivo (Farace y Vifas, 2007; Koneman et al., 2006).

d. Prueba de reduccion de nitratos.

Para observar si la bacteria es capaz de reducir los nitratos en nitritos o en nitrégeno libre,
esta reaccion se realiza en condiciones anaerdbicas, se utiliza caldo nitratado al 2,5% y
nitrato de potasio al 0,1%. A las 24 horas de incubacion a 37°C los caldos inoculados se
revelan con 3 gotas del reactivo A (acido sulfanilico 0.8 g, acido acético glacial 30 ml y
agua destilada 100 ml) y 3 gotas del reactivo B (dimetil o naftilamina 0,5 g, acido acético
glacial 30 ml y agua destilada 100 ml). La aparicion de color rojo vino o rosado intenso,
indicara una reaccion positiva, si no hay cambio de color es negativa (Farace y Vifias,
2007). C. jejuni, C. coli, C. lari y C. upsaliensis reducen el nitrato a nitrito (Koneman et
al., 2006).
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e. Prueba de hidrdlisis del hipurato.

Esta prueba determina la capacidad enzimética del microorganismo para hidrolizar el
hipurato de sodio (&cido hipurico) a acido benzoico y glicina por accion de la enzima
hipurato hidrolasa (hipuricasa). La actividad enzimatica se determina por deteccion de
cualquier producto final, acido benzoico o glicina. EI método con el reactivo ninhidrina
es para la deteccion de glicina, donde se inocula la muestra en tubos preparados con 0,4
ml de hipurato de sodio (al 1% en agua destilada), incubandose por 2 horas a 37°C. Luego,
se agrega 0,2 ml (5 gotas) de ninhidrina (3,5 g en 100 ml de mezcla 1:1 acetona y butanol)
lentamente por las paredes del tubo, no se debe agitar. VVolver a incubar nuevamente por
10 minutos a 37°C. La observacion se realiza antes del término de 30 minutos porque se
pueden producir falsos positivos, el color purpura-azul oscuro (violeta cristal) indica una
reaccion positiva, ningn cambio de color indica reaccion negativa (MacFaddin, 2003).
C. jejuni tiene la capacidad de hidrolizar el hipurato, mientras que C. coli, C. lari y C.

upsaliensis no lo hacen (Farace y Vifias, 2007; Koneman et al., 2006).
f. Susceptibilidad al &cido nalidixico y a la cefalotina para identificacion.

Esta prueba nos permitira identificar las especies de Campylobacter mediante la
sensibilidad diferencial al &cido nalidixico y a la cefalotina. EI método se realiza como si
se fuera a hacer un antibiograma. Se inocula una muestra en un tubo que contenga 2 ml
de caldo Mueller Hinton. Incubando a 37°C en microaerofilia por 2 horas. De este caldo
con un hisopo estéril se toma una muestra y se Inocula en una placa de medio selectivo
(Mueller Hinton) por método de dispersion, se coloca los discos de &cido nalidixico y de
cefalotina cada uno de 30 mg. Se incuba a 37°C en condiciones de microaerofilia por 24
horas. Finalmente se observa el halo de inhibicion que indica la sensibilidad o resistencia
a los antibidticos. C. jejuni y C. coli son sensibles al acido nalidixico y resistentes a la
cefalotina, C. lari es resistente a ambos antibiéticos y C. upsaliensis es sensible a ambos
antibioticos (Farace y Vifias, 2007).

2.2.5. Prevencion de la contaminacion de Campylobacter en carne de pollo.

Campylobacter es frecuente en el ambiente, por lo que la eliminacién es practicamente
imposible (Ausina y Moreno, 2006). Para prevenir esta enfermedad de origen alimentario

son necesarias las mismas medidas que se dan a otras enfermedades entéricas (Pascual,
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2005). El control de las granjas puede reducir la contaminacién de los pollos y otros
animales. En las explotaciones, durante el sacrificio y la transformacion de los alimentos,
es importante aplicar las buenas practicas de higiene, cumplir con los criterios
microbioldgicos de las materias primas, y los sistemas de autocontrol basados en el
Analisis de Peligros y Puntos de Control Critico (APPCC) (Elika, 2013).

2.2.6. Campylobacter en la salud humana.

Actualmente se considera a C. jejuni como uno de los principales agentes bacterianos que
causan gastroenteritis en el hombre, junto a C. coli implicado con menor frecuencia
(AESAN, 2012).

2.2.6.1. Gastroenteritis por Campylobacter en el hombre.
a. Patogenia de la gastroenteritis por Campylobacter en el hombre.

El ser humano adquiere la infeccion por C. jejuni, C. coli u otras campilobacterias tras
consumir alimentos contaminados, también puede darse la transmisién fecal-oral de una
persona a otra (Murray et al., 2009). En nifios, el contacto directo con animales infectados
es una causa significativa de campilobacteriosis (Trachoo, 2003; Vliet y Ketley, 2001).
La dosis infectiva de Campylobacter es mayor a 10* microorganismos, pero la
enfermedad puede aparecer con la ingesta de 500 microorganismos (Mandell et al., 2012;
Brooks et al., 2011), las situaciones que disminuyan o neutralicen la secrecion de acidos
gastricos favorecen a la enfermedad (Murray et al., 2009; Amabile, 2008). Los
microorganismos colonizan el intestino delgado (Mandell et al., 2012), donde proliferan,
invaden el epitelio e interfieren en la absorcion intestinal (Brooks et al., 2011). La
enfermedad gastrointestinal se caracteriza por la aparicion de una lesién histolégica en la
superficie mucosa del yeyuno, ileon y colon donde la superficie mucosa aparece ulcerada,
edematosa y hemorragica, con abscesos en las criptas de las glandulas epiteliales e
infiltracion de la Iamina propia por neutrdfilos, células mononucleares y eosinofilos
(Hernéandez, 2007; Murray et al., 2009).
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b. Mecanismos de patogenicidad de Campylobacter.

Los factores relacionados con la virulencia de Campylobacter se muestran en la tabla 1.
No obstante, las cepas aisladas de C. jejuni en evacuados de cuadros diarreicos agudos
son; extraordinariamente diversas, fenotipica y genéticamente, lo que condiciona las
caracteristicas de sus factores potenciales de virulencia, dichas diferencias radiquen en la

plasticidad de su genoma (Hernandez, 2007).

Tabla 1. Principales factores de virulencia de Campylobacter sp., y el papel que

desempefian en la patogenia de la gastroenteritis y secuelas postinfecciosas.

Factor de virulencia
Flagelos

Papel gue desempefia en la patogenia
Motilidad, adherencia, colonizacién, secrecion, invasion.
Su sub unidad, la flagelina compuesta por dos unidades (FlaA, FlaB), ha
quedado definida su importancia en la colonizacion (Hernandez, 2007).

Quimiotaxis Esencial para la colonizacion del intestino. En modelos animales C.

jejuni es atraido fuertemente por la mucina (Klotz et al., 2013).

Adhesinas C. jejuni se conserva un antigeno superficial PEB1 (proteina
periplasmica de unién) que parece ser la principal adhesina; es una diana
de la respuesta inmunitaria. La CadF expresada por C. jejuni y C. coli,
tiene la funcidn de mediar la adhesion celular al unirse a la fibronectina
de la matriz celular, e invadirla. La JIpA, una lipoproteina de superficie
expuesta (Klotz et al., 2013).

Toxina de  distencién

citoletal (CDT)

Presente en C. jejuni, C. coli, C. lari, C. fetus y C. upsaliensis (Klotz et
al., 2013). Induce la distencion celular, esta toxina esta compuesta por
tres sub unidades codificadas por los genes cdtA, cdtB, cdtC, que
provoca en las células eucarioticas la detencion en fase G2/M del ciclo
celular, evitando que estas entren en mitosis, i en consecuencia conduce
a la muerte celular (Lapierre, 2013).

Sidero6foros para la
captacion de hierro

El hierro facilita la colonizacién del intestino y es importante para el
metabolismo bacteriano. La especie C. jejuni posee la enteroquelina
codificado por los genes cfrA y ¢j0718, el sistema de captacion de hierro
ferroso (proteina Feo B) (Klotz et al., 2013).

Enzima superdxido Protege a Campylobacter de la muerte intracelular que puede provocar

dismutasa (SOD)

HSPs
Proteins)

(Heat Shock

Lipopolisacarido (LPS)

los sistemas oxidativos (Hernandez, 2007).

Regula la respuesta al estrés (choque) térmico, actlan como
acompafiantes termorreguladores (chaperonas) (Vliet y Ketley, 2001).

El Lipido A de los lipopolisacaridos (LPS) tienen actividad endotoxica
tipica como la de otras enterobacterias (Lapierre, 2013).

La estructura del Antigeno “O” contiene acido sialico que manifiesta
homologia con los gangliosidos neuronales, lo que puede contribuir al
desarrollo de enfermedades neuroldgicas postinfecciosas como, el
sindrome de Guillain-Barre (GBS) y el sindrome de Miller-Fisher
(MFS) (Lapierre, 2013).

Adaptado de Hernandez, 2007; Lapierre, 2013; Vliet y Ketley, 2001; Klotz et al., 2013.
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c. Cuadro clinico de la gastroenteritis por Campylobacter en el hombre.

La gastroenteritis por Campylobacter o campilobacteriosis es una enfermedad aguda, que
por lo general su periodo de incubacion dura de 2 a 5 dias (Acha y Szyfres, 2001;
Cervantes y Cravioto, 2007). Los principales sintomas son diarrea, fiebre, dolor
abdominal, vomitos (en un tercio de los pacientes), la diarrea con frecuencia contiene
mucus y sangre visible u oculta (50 a 90% de los enfermos), muchas veces la fiebre esta
acompariada de malestar, cefalalgias, mialgias y artralgias (Acha y Szyfres, 2001; Murray
et al., 2009; Koneman et al., 2006; Cervantes y Cravioto, 2007; Vliet y Ketley, 2001).
Pero, por lo general el curso de la enfermedad suele ser benigno y cura de modo
espontaneo de una semana a 10 dias (Amabile, 2008). La septicemia se presenta en forma
simultanea o posterior a la enfermedad diarreica, esto ocurre en 1,5 de cada 1000

infecciones intestinales, siendo mas frecuente en los ancianos (Ausina y Moreno, 2006).
d. Tratamiento y prevencion de la enfermedad en el hombre.

La campilobacteriosis es una enfermedad autolimitante y generalmente no requiere
tratamiento medicamentoso, pero si la reposicion hidroelectrolitica (Altekruse et al.,
1999; Murray et al., 2009; Ausina y Moreno, 2006). La terapia con antibi6ticos puede ser
prudente en pacientes que tengan fiebre alta, diarrea con sangre, 0 mas de ocho
deposiciones en 24 horas, pacientes inmunodeprimidos, bacteriemia y en aquellos cuyos
sintomas empeoran o persistan (Altekruse et al., 1999; Ausina y Moreno, 2006). La
eritromicina (macrolido) es el antimicrobiano de eleccion (Ausina y Moreno, 2006) y en
casos de nifios pequefios la amoxicilina/acido clavulonico (Murray et al., 2009). No
obstante, las medidas de prevencion personales incluyen el lavado de manos y la
manipulacion cuidadosa de productos crudos de animales (Ausina y Moreno, 2006) y se
debe desinfectar los utensilios, tablas, superficies en la cocina (Elika, 2013). La
exposicion a Campylobacter entérico se previene con la preparacion correcta de los
alimentos (Murray et al., 2009), en los alimentos adecuadamente cocidos no se
encuentran Campylobacter vivos (Ausina y Moreno, 2006), también evitar la
contaminacion cruzada entre productos crudos y los ya preparados que estén listos para

su consumo (Pascual, 2005).
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2.2.6.2. Secuelas postinfecciosas por Campylobacter en el hombre.

Las secuelas postinfecciosas de la campilobacteriosis son, el sindrome de Guillain-Barre
(GBS) que es una enfermedad desmielinizante aguda que afecta a las neuronas periféricas
y se caracteriza por una pardlisis ascendente, asociado a los lipopolisacaridos (LPS),
especificamente el antigeno “O” contiene acido sialico que manifiesta homologia con los
gangliosidos neuronales, lo que contribuye al desarrollo de enfermedades neurol6gicas
postinfecciosas (Lapierre, 2013). Donde también se incluye el sindrome de Miller-Fisher
(MFS) que se caracteriza por presentar ataxia y oftalmoplejia (Moore et al., 2005), éste
sindrome se ha asociado a unos serotipos HS especificos principalmente O:19 y O:41
(Murray et al., 2009; Hernandez, 2007). Otra complicacion tardia relacionada con el
sistema inmunitario es la artritis reactiva, que se caracteriza por una inflamacién dolorosa

de las articulaciones (Murray et al., 2009).
2.2.6.3. Incidencia de la enfermedad en el hombre.

La enfermedad se presenta de forma esporadica, aunque también hay brotes epidémicos,
por lo general en los paises de clima templado la enfermedad se presenta sobre todo en
los meses calidos (Acha y Szyfres, 2001). En los Ultimos afios las infecciones por
Campylobacter son méas frecuentes que las inducidas por Samonella, Shigella o
Escherichia coli O157:H7 (AESAN, 2012). En EE UU ocurren mas de 2 millones de
infecciones al afio por este microorganismo (tasas de incidencia anual: 54-58/100.000
hab.) (Hernandez, 2007), en la Union Europea en el 2010 la tasa de incidencia anual fue
de 48,4/100.000 hab. (Orihuel et al., 2015). En los paises en vias de desarrollo es dificil
de establecer la incidencia para Campylobacter, debido al estado de portador crénico, asi,
C. jejuni se aisla con frecuencia entre 5-17% de personas sin diarrea y de 8-31% de
personas con éste sindrome (Acha y Szyfres, 2001). En los paises Sudamericanos las
campilobacterias son causa importante de cuadros diarreicos predominantemente en
nifilos menores de 2 afios, ademas muestran la importancia de C. coli que es aislado con
una alta frecuencia, de los casos de diarrea (Fernandez, 2011). Segun el informe de la
EFSA en 2010, estima que se producen anualmente entre 400 y 500 millones de casos a
nivel mundial (AESAN, 2012).
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2.3. MARCO CONCEPTUAL.

Campilobacteriosis. Enfermedad diarreica aguda ocasionada por bacterias del genero

Campylobacter.

Carcasa o canales. Es el cuerpo del animal una vez haya sido sacrificado y se han retirado

las plumas, cabeza, patas y visceras.

Contaminacidén cruzada. Fendmeno de transferencia de bacterias entre objetos o superficies

y el producto objeto de estudio.

Diarrea. Frecuencia y caracter liquido anormal de las deposiciones fecales.

Faenamiento. Comprende las diferentes operaciones realizadas para la obtencién de
carcasas, menudos y sub productos para fines de consumo directo o transformacion, segun

normatividad vigente.

Frecuencia. NUmero de veces que ocurre un proceso periodico o recidivante por unidad de
tiempo, por ejemplo el nimero de vibraciones de una particula por segundo o el nimero de
repeticiones de una onda completa (ciclos) por segundo. Numero de veces que ocurre un
acontecimiento particular o namero de miembros de una poblacion o muestra estadistica que

pertenecen a una clase particular.

Gastroenteritis. Inflamacién aguda del revestimiento del estbmago e intestino, que se

caracteriza por anorexia, nauseas, diarrea, dolor abdominal y debilidad, de causas diversas.

Inocuidad. La garantia de que los alimentos no causaran dafio al consumidor cuando se

preparen y consuman de acuerdo con el uso a que se destinen.

Menudos (Menudencia). Son el conjunto de cabeza y pescuezo, molleja a la que se le ha
quitado la grasa superficial y la membrana interna, corazén con o sin pericardio, patas e

higado al que se le ha quitado la vesicula biliar.
Mercado. Sitio publico para comerciar.

Microaerofilia. Organismo que requiere oxigeno para sobrevivir, pero a concentraciones

menores de las que hay en la atmosfera.
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Microorganismos termotolerantes. Microorganismos que se desarrollan bien a
temperaturas que oscilan entre 42 — 47°C. Este rango de temperatura se encuentra en el limite
superior donde crecen los microorganismos meséfilos y el inferior donde lo hacen los

termofilos.

Pollo. Ave de la especie Gallus domesticus, que no ha llegado al estado adulto y que es

destinado para el consumo humano.
Pollo fresco. Es el pollo que ha sido procesado y mantenido a una temperatura entre 0 y 4°C.

Pollo congelado. Es el pollo que ha sido procesado, sometido a congelacién y mantenido a

una temperatura de -18°C o por debajo de ésta.

Termotolerante. Que resiste el calor; dicese de las bacterias cuya actividad no se detiene por

una temperatura elevada.

Viable. Referido a un organismo capaz de desarrollarse, crecer o de cualquier otra forma

mantener la vida.

Zoonosis. Infeccion que es transmitida de otros animales al hombre, usualmente por vectores.
El término se emplea més especificamente para referirse a una enfermedad que normalmente
existe en poblaciones animales y que, ocasionalmente se transmite al hombre como

hospedero “accidental”.
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I1l. MATERIALES Y METODO
3.1. AREA DE ESTUDIO.

Las muestras de carcasas y menudos (higados y mollejas) se tomaron en los diferentes
puestos de venta en los mercados: Santa Barbara, Tupac Amaru Il, Manco Capac, Pedro
Vilcapaza y Plaza las Mercedes de la ciudad de Juliaca (anexo 2), ubicado en la provincia
de San Roman (imagen 1, anexo 1), departamento de Puno, pais de ubicacion Peru.
Juliaca esta situada a 3.824 msnm en la meseta del Collao, al noroeste del lago Titicaca
(15,47°S 70,15°W). EIl clima de Juliaca es frio, moderadamente lluvioso y con amplitud
térmica moderada: la media anual de temperatura méxima es 17,1°C y la minima es de -
0,9°C (IGP, 1995). Con respecto a la naturaleza del pollo de acuerdo a su procedencia son
de origen industrial (Rico Pollo, San Fernando e Imba por lo general) y artesanal (Ave
Fresco, El Corral, Avinor, Aves y Gallinas Frescas, El Pollon, Zarate, entre otros). El
estudio de las muestras se realiz6 en el laboratorio de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Bioldgicas de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

3.2. TIPO DE ESTUDIO.

Investigacion analitico - descriptivo de corte transversal.
3.3. POBLACION Y MUESTRA.

3.3.1. Universo.

Segun la observacion se realizé el recuento de mercados y puestos de expendio, mediante
una encuesta oral se determiné el nimero de los pollos en expendio. De manera que se
encontraron 5 mercados, 61 puestos de venta y 1.280 pollos (carcasas y menudos) de

expendio por dia.
3.3.2. Tamafo de Muestra.

El tamafio de muestra se determin0 mediante el uso de la formula para variables
cualitativas (Velasco et al., 2002) (formula 1), de acuerdo a esta formula se propuso el
tamafio de muestra en carcasas de pollo que fue 54 y en menudos de pollo 81, ademas el

muestreo realizado fue aleatorio simple o al azar.
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Formula 1. Para variables cualitativas (una proporcion).

p.q.Z2

d2

Donde:

/ =
@ =

proporcion media del antecedente Lucas et al. (2013), para carcasas 0,17
y la proporcion media del antecedente Calderdn (2006), para menudos 0,40
con la caracteristica de interés: Campylobacter spp.

(1 - p) = Proporcion media que no presenta la caracteristica de interés:
Campylobacter spp. (Carcasas = 0,83 y menudos = 0,6).

valor de la distribucion normal con el nivel de confianza del 95% = 1,96.

precisién o error (carcasas = 0,13; menudos = 0,15).

El minimo tamafio de muestra obtenido para carcasas de pollo es 32 y para

menudos es 39.

3.4. METODOLOGIA.

3.4.1. Identificacion de especies termotolerantes de Campylobacter en las carcasas de

pollos que se expenden en los mercados de Juliaca, a través de cultivos in vitro y

pruebas de identificacion bioquimica.

3.4.1.1. Toma de muestra.

- Se recolectaron 54 muestras de carcasa de pollo en los puestos de expendio de los

mercados de la ciudad de Juliaca.

- Las muestras recolectadas se depositaron en bolsas estériles individuales.

- Se transportaron en un lapso de una hora aproximadamente al Laboratorio de

Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del

Altiplano, Puno.

- Las muestras se procesaron inmediatamente.
(NTP, 2001; Farace y Vifias, 2007)
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3.4.1.2. Cultivo in vitro para el aislamiento de Campylobacter sp.
a. Cultivo in vitro en agar sangre de Skirrow.
Fundamento.

El agar sangre de Skirrow es un medio selectivo utilizado para el aislamiento de
Campylobacter, contiene una muestra antibiotica (vancomicina 10 mg/L, polimixina B
2.500 UI/L y trimetoprim 5 mg/L) que evita el desarrollo de otras bacterias y condiciona
el desarrollo de Campylobacter (Koneman et al., 2006). También el método de la jarra
con vela por combustion de una vela, aportd una atmosfera aproximada de 17-19% de
oxigeno y de 2-4% de didxido de carbono, éste método tiene mejor rendimiento a 42-
43°C que a 37°C (Farace y Vifias, 2007). Las especies termdfilas C. jejuni, C. coli, C. lari,
C. upsaliensis crecen dptimamente a 42-43°C (Koneman et al., 2006; OIE, 2008).

Procedimiento:

- En el laboratorio se obtuvo una muestra representativa, donde se cortd, trozo
(individualmente con un bisturi) y pes6 25 g de muestra (en una balanza analitica).

- La muestra representativa se coloco en una bolsa estéril, agregandosele 100 ml de
agua peptonada al 0,1% (anexo 4), inmediatamente fueron remojados y masajeados
por 2-5 minutos (método del enjuague) (Figura 7).

- Con un asa de kolle se tom6 una alicuota y se sembré en placas de agar Skirrow
modificado (anexo 4) por método de dispersion, usando la técnica de estrias.

- Las placas se incubaron a 42°C en una jarra de anaerobiosis (microaerofilia) durante
48 horas (Figura 8).

- Al término se analizaron las caracteristicas culturales de las colonias.
(Lucas et al., 2013; Giacoboni et al., 1999).

b. Caracteristicas culturales de las especies de Campylobacter.

Las colonias de C. jejuni, C. coli y otras campilobacterias tienen las mismas
caracteristicas: Tamafo (pequefias), color (blanco grisaceo, medianamente transparentes
como gotas de agua), aspecto (mucoide, planas) y extendidas sobre la superficie del medio
(efecto de Swarming), no hemoliticas (Figura 9) (Farace y Vifias, 2007). Para confirmar

campilobacterias se realizé la Tincion de Gram modificada.
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c. Coloracion de Gram modificada.
Fundamento.

Las campilobacterias son bacterias Gram negativas, pero este microorganismo no se
tifie bien con la safranina (Farace y Vifias, 2007). Por lo que la técnica se modifico
alargando el tiempo del reactivo safranina de entre 5 minutos hasta prolongar el
reactivo por 10 minutos, de lo contrario el contraste podria ser muy pobre y dificil de

visualizar a la bacteria (Torres, 1996; Koneman et al., 2006).
Procedimiento:

- Setomd una asada de una colonia sugestiva y se extendio en una lamina portaobjetos,
secado a temperatura ambiente.

- Se cubrio con colorante cristal violeta por 1 minuto. Se lavé con agua corriente.

- Se cubrio con solucidn de yodo por 1 minuto. Se lavo con agua corriente.

- Se cubri6 con alcohol acetona por 30 segundos. Se lavo con agua corriente.

- Se cubrio con safranina por 10 minutos. Se lavo con agua corriente.

- Se observé con aceite de inmersion en objetivo de 100X, registrandose resultados.
(Torres, 1996; Koneman et al., 2006).

3.4.1.3. Identificacién de las especies de Campylobacter.

Para identificar las especies termotolerantes de Campylobacter se considerd todas las
muestras sugestivas desarrolladas en agar Skirrow, a los cuales se les realizo las pruebas
de identificacién bioquimica: prueba de catalasa, prueba de oxidasa, prueba de reduccién
de nitratos, prueba de hidrolisis del hipurato y susceptibilidad al acido nalidixico y

cefalotina (tabla 2), como prueba para diferenciar especies.
a. Prueba de catalasa.
Fundamento.

Esta prueba permitié comprobar la presencia de la enzima catalasa que descompone

el perdxido de hidrégeno en agua y oxigeno (McFaddin, 2003).
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Procedimiento:

- Se tomo una asada de una colonia sugestiva y se colocd en un portaobjetos limpio.

- Seagreg06 una gota del reactivo peroxido de hidrogeno al 3% (Lab. Portugal).

- El desprendimiento de abundantes burbujas (O2 y H20) reveld la positividad de la
prueba (figura 15). Se registro resultados.
(McFaddin, 2003).

b. Prueba de oxidasa.
Fundamento.

La prueba de la oxidasa estuvo basada en la produccion bacteriana de la enzima
oxidasa. EI método utilizado es el reactivo en tira (reactivo: oxalato de dimetil-p-
fenilendiamina al 1%) (McFaddin, 2003).

Procedimiento:

- Se tom0 una asada de una colonia sugestiva.

- Se extendio por frotacion sobre la superficie de una tira de papel humedecido con
agua destilada-desionizada que contenia reactivo oxidasa y se esperd 10 segundos.

- Laaparicién de un color parpura oscuro o rojo oscuro indico un resultado positivo, la
ausencia de cambio de color indico negatividad (figura 16). Se registro resultados.
(McFaddin, 2003).

c. Prueba de reduccién de nitratos.
Fundamento.

Para observar si la bacteria es capaz de reducir los nitratos en nitritos o en nitrégeno
libre, esta reaccion se realizo en condiciones anaerdbicas, se utilizo caldo nitratado
al 2,5% y nitrato de potasio al 0,1%. A las 24 horas de incubacion a 37°C los caldos
inoculados se revelaron con 3 gotas del reactivo A (acido sulfanilico 0,8 gramos,
acido acético glacial 30 ml y agua destilada 100 ml) y 3 gotas del reactivo B (dimetil
a naftilamina 0,5 gramos, &cido acético glacial 30 ml y agua destilada 100 ml)
(Farace y Vifas, 2007).
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Procedimiento:

- Se tomo una asada de una colonia sugestiva de un cultivo.

- Seinocul6 en un tubo con 2 ml de caldo nitratado (anexo 4).

- Seincubo a 42°C durante 24 horas.

- Después se agregé al tubo con cuidado 3 gotas de reactivo A (Sulphanilic acid,
HIMEDIA) e inmediatamente se agregd 3 gotas de reactivo B (1-Napthylamine AR,
Central Drug House, CDH). La reaccion fue inmediata.

- El color rojo vino rosado intenso indicd una reaccion positiva y el no hay cambio de
color fue una reaccion negativa (figura 17). Se registré resultados.

(McFaddin, 2003).

d. Prueba de hidrdlisis del hipurato (Procedimiento de Hwang y Ederer).
Fundamento.

Esta prueba determind la capacidad enzimatica del microorganismo para hidrolizar
el hipurato de sodio (acido hipurico) a acido benzoico y glicina por accién de la
enzima hipurato hidrolasa (hipuricasa). EI método usado en ésta investigacion fue
para determinar la presencia de glicina mediante el reactivo ninhidrina (MacFaddin,
2003).

Procedimiento:

- Se tomo una asada de una colonia sugestiva de un cultivo.

- Se inoculé en tubos preparados con 0,4 ml de hipurato de sodio (Hippuric acid,
HIMEDIA) al 1% en agua destilada y se incubd por 2 horas a 37°C.

- Luego se agreg6 0,2 ml (5 gotas) de ninhidrina (3,5 gramos de Ninhydrin AR, CDH)
en 100 ml de mezcla 1:1 acetona y butanol, CDH) de manera lenta por las paredes del
tubo (no agitar) y se incub6 por 10 minutos a 37°C, prolongandolo hasta 30 minutos.

- Lareaccion se observo antes del término de 30 minutos, donde el color purpura-azul
oscuro (violeta cristal) indicd una reaccién positiva, ningin cambio de color indicd
reaccion negativa (figura 18). Se registré resultados.

(McFaddin, 2003).
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e. Susceptibilidad al acido nalidixico y a la cefalotina para diferenciar las especies

de Campylobacter.
Fundamento.

Esta prueba se utilizo para identificar las especies termotolerantes de Campylobacter
mediante la sensibilidad o resistencia a dos antibi6ticos que son el &cido nalidixico y
la cefalotina. EI método que se realizd es el establecido para la realizacion de
antibiograma (Farace y Vifas, 2007).

Procedimiento:

- Setomd una asada de una colonia sugestiva de un cultivo.

- Seinocul6 en un tubo conteniendo 2 ml de caldo Mueller Hinton (anexo 4) y se incub6
a 37°C en microaerofilia por 2 horas.

- Luego, con un hisopo estéril se tomd una muestra del tubo con caldo Mueller Hinton
y se inoculé en una placa de medio selectivo agar Mueller Hinton (anexo 4) por
método de dispersion (método para antibiograma).

- Secoloco el disco de acido nalidixico (Nalidixic acid 30 ug, OXOID) de 30 mg.

- Se coloco el disco de cefalotina (Cefalotina 30 mcg, Valtek S.A.) de 30 mg.

- Seincubd a 37°C en condiciones de microaerofilia por 24 horas.

- Al término, se observo el halo de inhibicién que indica la sensibilidad o resistencia a
los antibidticos (figura 19 y 20).

- Finalmente se registraron los resultados.

(Farace y Viias, 2007).
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Tabla 2. Caracteristicas bioquimicas de las principales especies termotolerantes de

Campylobacter.

C. jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis
jejuni doyle
Hidrolisis del hipurato + + - - -
Oxidasa + + + + +
Produccién de catalasa + + + + - 0 escaso
Reduccidn de nitratos + - + + +
Reaccién Ac. nalidixico S S S R S
Reaccion cefalotina R V R R S
+: positivo -:negativo  S: sensible R: resistente V: variable

Adaptado de Farace y Vifias, 2007.

3.4.1.4. Método estadistico.

a. Analisis de datos.

La prueba de ji-cuadrado de asociacién (formula 3) permiti6 establecer si hay o no alguna
diferencia entre dos 0 mas frecuencias obtenidas en poblaciones con una caracteristica de

interés.

¢. Limites de confianza.

Los limites de confianza o intervalos de confianza (formula 2) nos permitieron discutir

los resultados obtenidos en ésta investigacion con respecto a otras investigaciones.
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Donde:

I :Intervalo de confianza para una proporcion.

g

: Proporcion esperada del antecedente con la caracteristica de interés.
Zw2 : Nivel de confianza 1 — o = 0.95

n : NUmero total de muestras examinadas.

3.4.2. Identificacion de especies termotolerantes de Campylobacter en los menudos
de pollos (higados y mollejas) que se expenden en los mercados de Juliaca, a través

de cultivos in vitro y pruebas de identificacion bioquimica.

La metodologia que se utilizo para éste objetivo es también la planteada para el primer
objetivo, variando el tipo de muestra que es menudos de pollo (higados y mollejas). Se
realiz6 en el periodo de estudio que comprendid entre setiembre del 2016 a enero del
2017, en el laboratorio de Microbiologia de la UNA Puno. Se procesaron 81 muestras de
menudo de pollo (41 de higado y 40 de molleja) que se colectaron en expendios de los
mercados: Santa Barbara, Tupac Amaru Il, Pedro Vilcapaza, Manco Capac y Plaza las

Mercedes de la ciudad de Juliaca.
3.4.2.1. Método estadistico.

El método estadistico que se utilizd para éste objetivo es también la planteada para el
primer objetivo. Se utiliz6 la prueba de ji-cuadrado de asociacion (formula 3) permitio
establecer si hay o no alguna diferencia entre dos o mas frecuencias obtenidas y los limites
de confianza (formula 2) nos permitieron discutir los resultados obtenidos en éste estudio

con otros.
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3.4.3. Estimacion de la frecuencia de Campylobacter coli y Campylobacter jejuni en
carcasas y menudos de pollo segun procedencia de avicolas artesanales y avicolas

industriales que abastecen a los mercados de la ciudad Juliaca.

Para cumplir éste objetivo se realizo con los resultados obtenidos de las 54 muestras de
carcasa de pollo obtenidas en el primer objetivo y 81 muestras de menudo de pollo
obtenidas del segundo objetivo (muestras obtenidas en los mercados Santa Bérbara,
Tupac Amaru Il, Pedro Vilcapaza, Manco Capac y Plaza las Mercedes de la ciudad de
Juliaca), estudio que se realiz6 en un tiempo que comprendio de setiembre del 2016 a
enero del 2017. Donde, 23 muestras de carcasa corresponden a avicolas de procedencia
artesanal y 31 carcasas son de avicolas de procedencia industrial. En menudo de pollo 30
muestras corresponden a avicolas de procedencia artesanal y 51 son de avicolas de
procedencia industrial. Para estimar la frecuencia de las especies C. coli y C. jejuni en
carcasas y menudos de pollo segun procedencia de avicolas artesanales y avicolas
industriales que abastecen a los mercados de la ciudad Juliaca, se realizd6 mediante la
prueba de ji-cuadrado (X2).

3.4.3.1. Método estadistico.

El andlisis de datos se realiz6 mediante la siguiente prueba:
a. Prueba de X2 (ji-cuadrado o Chi-cuadrado) de asociacion.

La prueba de ji-cuadrado de asociacién (formula 3) permitié establecer si hay o no alguna
diferencia entre dos o mas frecuencias obtenidas en poblaciones con la caracteristica de

interés, la formula estadistica fue la siguiente:
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Férmula 3. Férmula para contrastar la diferencia entre frecuencias:

L (Oij - )2

D)
i=1 j=1 ij

1

Donde:

2 ..
X - Ji-cuadrado calculado
Oij : Frecuencias observadas

E; :Frecuencias esperadas

f y c: filas y columnas respectivamente

Esta prueba se realizd para analizar la existencia de significancia del factor (variable) en

estudio, con un nivel de confianza del 95% (a=0.05).

b. Contrastacion de hipétesis:

Sl HO . OI] = ij
oc = 0,05
ZA RC 2
: X
Xt(0,05)

Si Xc2 = Xio,05) : Se acepta la hipotesis Ho; se rechaza la Hy.

.2 .
Si X¢ > Xyo,05) : Se acepta la hipotesis Hi; se rechaza la Ho.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. ldentificacion de las especies termotolerantes de Campylobacter en carcasas de
pollos que se expenden en los mercados de Juliaca, a través de cultivos in vitro y

pruebas de identificacion bioquimica.

Tabla 3. Especies de Campylobacter termotolerante* en carcasas de pollo de la ciudad Juliaca,
octubre 2016 — enero 2017

Diagndstico Positivo Negativo Total
Especie N % N % N %
C. jejuni 11 20,37 43 79,63 54 100,00
C. coli 3 5,56 51 94,44 54 100,00
C. lari 1 1,85 53 98,15 54 100,00
Total 15 27,78 39 72,22 54 100,00

* Campilobacterias cuya actividad no se detiene por una temperatura elevada, siendo la temperatura
Optima para su crecimiento 42°C en cultivos in vitro.

X8 =12.34> xi00s =5-99 Signif. (p=0.002)
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Figura 1. Porcentaje de especies de Campylobacter termotolerantes en carcasas de pollo de la
ciudad Juliaca, octubre 2016 — enero 2017
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En la Tabla 3 y Figura 1, se muestran las especies termotolerantes identificadas en
carcasas de pollo donde C. jejuni presenté un valor porcentual de 20,37%, siendo la
especie mas aislada de las tres evaluadas, en segundo lugar de importancia C. coli con
5,56% Yy con el menor valor porcentual C. lari con 1,85%, resultando un total de 27,78%
muestras positivas que presentaron Campylobacter sp. El anlisis estadistico con prueba
de Ji cuadrado determino la existencia de diferencia estadistica significativa (p=0,002),

interpretandose una mayor frecuencia de C. jejuni en carcasas de pollo.

Tabla 4. Intervalos de confianza (95%) de porcentajes positivos de especies de Campylobacter
termotolerantes en carcasas de pollo de la ciudad de Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

Especies Frecuencia media (%) I. Inferior (%) I. Superior (%)
C. jejuni 20,37 9,30 31,50
C. coli 5,56 0,00 11,9
C. lari 1,85 0,00 5,57
. - intervalo

La tabla 4, muestra el intervalo de confianza para los porcentajes positivos de especies
termotolerantes de Campylobacter en carcasas de pollo, en la que C. jejuni se encuentra
entre 9,30 a 31,50%, C. coli entre 0 a 11,9% y C. lari en el rango de 0 a 5,57%.

En referencia a los aislamientos e identificacion de las especies de campilobacterias
termotolerantes en carcasas de pollo de ésta investigacion, destacamos que la metodologia
utilizada para éste fin se baso en pruebas bioguimicas, donde las especies reportadas
fueron C. jejuni (20,37%), C. coli (5,56%) y C. lari (1,85%). Comparando con una
investigacién de similar metodologia realizado en Perd, en la ciudad de Iquitos por
Lozano (2016), en muestras de carne de pollo reportd las especies C. jejuni y C. coli en
porcentajes de 11,7% y 9,4% respectivamente, evidenciando que ambas especies
muestran un resultado similar respecto a ésta investigacion, ademas cabe agregar que el

estudio en Iquitos no se reporta la especie C. lari, la cual si esta presente en éste estudio.

Un aspecto a considerar en la diferencia de resultados seria las caracteristicas
geoclimatoldgicas de las ciudades, donde el estudio que realizé Lozano (2016), tiene

como escenario la ciudad de Iquitos de clima célido, tropical, con condiciones apropiadas
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para suponer mayores hallazgos de especies de Campylobacter a diferencia de un clima
no propicio como de Juliaca (de altura altiplanica, frio y seco). Pero los resultados
muestran que las caracteristicas geoclimatoldgicas no parecen ser un factor determinante
en la ausencia o presencia minima de campilobacterias termotolerantes en carcasas de

pollo.

Con un diferente método para identificar especies de Campylobacter termotolerante, el
estudio realizado en el gran &rea metropolitana de Costa Rica donde Zumbado et al.,
(2014), utilizé la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR multiplex), para
la determinacion las especies de Campylobacter en carne de pollo a la venta, reportando
para C. jejuni un 50,0% y para C. coli un 4,2%, nétese que la especies C. jejuni es mayor
a lo reportado en éste estudio, a diferencia de C. coli que presenta un resultado muy
similar. Con la misma técnica (PCR multiplex) para identificar especies, Valentini et al.,
(2015), en Mendoza-Argentina, realizd una investigacion en canales de pollo donde
reportd para C. jejuni (13,0%) un valor similar respecto a éste estudio, pero la especie C.
coli (9,0%) con un valor similar, ademas reporté a ambas especies en un 3,0% de

muestras, situacion que no sucedid en ésta investigacion.

También en Costa Rica, Jiménez (2016), identifico las especies C. jejuni (64,1%) y C.
coli (1,8%), utilizando la técnica de PCR multiplex, donde C. jejuni presenta un reporte
mayor respecto a esta investigacion, a diferencia de C. coli que es similar. En el estudio
de Jiménez (2016), también se reportd para ambas especies un 7,5%, situacion que no
sucedio en esta investigacion, ya que estas dos especies se diferenciaron por la prueba de
la hidrolisis del hipurato que indic6 positiva para C. jejuni y negatividad para C. coli

(McFaddin, 2003), evitando resultados mixtos.

Otros investigadores reportan las especies identificadas de campilobacterias
termotolerantes de una manera diferente. Asi tenemos, en Del Pilar-Argentina a
Giacoboni et al. (2002), quien report6 un 60,0% para Campylobacter sp. en carne de pollo
y las especies identificadas fueron C. jejuni (83,3%) y C. coli (16,6%). También en San
José-Costa Rica a Antillon et al. (1991), reportd un 63,0% para Campylobacter sp. en
pollos enteros e identifico las siguientes especies: C. jejuni (57%), C. coli (27%) y C.
laridis (C. lari) con un 16%, donde los reportes evidencian un notorio predominio de C.

jejuni respecto a C. coli, similar a los hallazgos de éste estudio, ademas se reportd la
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especie C. lari que también fue identificada en éste estudio. Los bajos hallazgos de C.
coli respecto a C. jejuni en carne de pollo, se darian porque C. coli tiene inclinacion por
hospederos como los cerdos, razon por la cual se aisla més frecuentemente en carne de
cerdos (Elika, 2006).

Igualmente, con un estilo diferente a éste estudio en la ciudad de Lima-Peru, el reporte de
Lucas et al. (2013), en canales de pollo, muestra a Campylobacter sp. con un 16,7% y
aislé las especies C. jejuni (60,0%) y C. coli (40,0%), evidenciando el esperado
predominio de C. jejuni sobre C. coli, reportado en otros estudios y ésta investigacion.
Comparando los hallazgos de las especies de campilobacterias de éste estudio que fue un
total de 27,78% correspondiente a Campylobacter sp., es un porcentaje mayor al
resentado por Lucas et al. (2013). Estas pueden estar relacionadas a factores, como los
métodos utilizados en investigacion influyen en los aislamientos de Campylobacter como
lo refiere Garcia et al. (2013), la investigacion de Lucas et al. (2013), es de similar
metodologia a éste estudio, variando en las caracteristicas de la muestra, donde éste
investigador las tomo exentas de manipulacién y en ésta investigacion fue en lugares con
actividades de alta manipulacién sobre las carcasas de pollo, actividad que genera
contaminacion cruzada (AESAN, 2012; Klotz et al., 2013).

En referencia a los hallazgos de Campylobacter sp. (27,78%), en carcasas de pollo de ésta
investigacion, existe similitud a lo hallado por Moreno (2015), en la ciudad de Cuenca,
Ecuador (30,67%). Contraponiendo resultados, otros estudios reportan valores elevados
para Campylobacter sp. respecto a éste estudio: en la ciudad de San José-Costa Rica se
report6 un 60,42% (Zumbado y Romero, 2016), en la ciudad capital de Guatemala reportd
un 40% (Calderdn, 2006) y en la Comarca Lagunera de Durango-México se reporto un
81,0% (Rodriguez et al., 2016). Otro estudio evidencia valores bajos para Campylobacter
sp. respecto a éste estudio, reportado en la ciudad de Mixco de Guatemala con un valor
de 1.78% (Guerra, 2017).

Esta variedad de reportes de Campylobacter sp., estaria relacionados a factores en las
metodologias de estudios, en el muestreo, la utilizacion de diferentes métodos de
aislamiento, entre otros como lo refiere Garcia et al. (2013). Como la utilizacion de un
medio de enriquecimiento con suplemento antibidtico facultando al crecimiento de

Campylobacter, disminuyendo la microbiota competitiva y recuperando la vitalidad
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disminuida o lesionada de la bacteria por condiciones ambientales, de almacenamiento y
procesado (Farace y Vifias, 2007), metodologia que explicaria los altos resultados de
Calderon (2006). En diferencia, el método de enjuague en agua peptonada al 0,1%,
técnica que no reprime la microbiota competitiva y tampoco recupera la vitalidad de
Campylobacter, explicaria los bajos resultados presentados por Guerra (2017), aun asi no

implicé que Moreno (2015) y éste estudio se obtuvieran mayores reportes.

Con respecto a los medios de cultivo selectivos para campilobacterias termotolerantes,
son importantes por los nutrientes especificos y suplementos antibidticos que poseen,
facultando la mayor selectividad para generar un aislamiento exitoso (Koneman et al.,
2006). EI medio especifico agar Skirrow utilizado por Antillon et al. (1991), Giacoboni
et al. (2002), Calderon (2006), Moreno (2015), Lozano (2016) y también en éste estudio,
contiene un suplemento antibidtico (vancomicina 10 mg/L, polimixina B 2.500 Ul/L y
trimetoprim 5 mg/L) diferente al medio para Campylobacter mCCDA (cefoperazona 32
mg/L y anfotericina B 10 mg/L) utilizado por Lucas et al. (2013). Es de notar que el agar
Skirrow posee mas antibi6ticos que inhiben la microbiota Gram negativa y Gram positiva,
a diferencia del mMCCDA que sélo posee cefoperazona, con mas influencia en bacterias
Gram negativas, ademéas el mCCDA posee anfotericina B inhibidora de la microbiota
fangica, aun asi en éste estudio no se observo el crecimiento de hongos. Contrariando,
Guerra (2017), utilizé el método de filtracién en agar sangre, tal vez influyendo en
aislamientos muy bajos. Ya que los medios selectivos amplian las probabilidades de éxito

en el aislamiento de campilobacterias (Koneman et al., 2006).

Cabria pensar que en paises desarrollados, la industria de alimentos por la tecnologia y
un mejor control sanitario garantizaria la inocuidad de la carne de pollo, expendidos en
comercios. El informe del comité cientifico de la AESAN (Agencia Espafiola de
Seguridad Alimentaria y Nutricion) recogi6 datos de la presencia de Campylobacter sp.
en carne de pollo a la venta del comercio minorista de paises de la Unién Europea. Donde
se reportaron valores elevados de Campylobacter sp. respecto a éste estudio en Republica
Checa (75,0%), Francia (90,1%), Eslovenia (78,3%), Dinamarca (46,2%), Hungria
(43,3%), Luxemburgo (58,8%), también existiendo bajos reportes con respecto a ésta
investigacion en Austria (3,1%), Belgica (12,1%), Lituania (10,0%), Holanda (9,9%),
pero en Alemania (28,5%) y Espafia (25,4%), se reportaron resultados similares a éste
estudio (AESAN, 2012).
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Por lo tanto, afirmamos que para el aislamiento de campilobacterias termotolerantes son
importantes la utilizacion de diferentes métodos de aislamiento, como lo refiere Garcia et
al. (2013). La utilizacion de un medio de cultivo selectivo genera un aislamiento exitoso
(Koneman et al., 2006). Entre los mayores hallazgos de la especie C. jejuni se debe a que
posee sistemas regulatorios para un entorno hostil en el intestino de los pollos (OIE,
2008), siendo la méas adaptada a éstas aves, en diferencia a C. coli que se encuentra con
mas frecuencia en cerdos (Elika, 2006) y C. lari mas presente en gaviotas y aves marinas
(Mardones y Lopez, 2017).

Tabla 5. Especies de Campylobacter termotolerantes en carcasas de pollo expendidos en cinco
mercados de la ciudad de Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

Especies C. jejuni C. coli C. lari
Diagndstico Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo
Mercados N % N % N % N % N % N %

Plaza las Mercedes 1 185 11 20,37 0 0,00 12 2222 0 0,00 12 22,22
Manco Capac 2 370 2 3,70 0 000 4 741 0 0,00 4 741
Santa Bérbara 4 741 14 2593 2 3,70 16 29,63 0 0,00 18 33,33
Pedro Vilcapaza 0 000 6 1121 1 18 5 926 0 0,00 6 1111

Tdpac Amaru 1l 4 741 10 1852 0 0,00 14 25,93 1 1,85 13 24,07

Total 11 20,37 43 7963 3 556 51 9444 1 1,85 53 98,15

22 =5.39< xf005.0 =949 No Signif. (p=0.250) C. jejuni
2o =4.23< o054 =949 No Signif. (p=0.375) C. coli
28 =2.91< x%0.05.0 =9.49 No Signif. (p=0.573) C. lari

La tabla 5, muestra las especies termotolerantes identificadas en carcasas de pollo
respecto a los mercados evaluados, donde se determind que C. jejuni mostré un mayor
porcentaje de aislamientos en carcasas de pollo expendidas en el mercado Santa Barbara
7,41% y Tapac Amaru Il 7,41%, en el mercado Pedro Vilcapaza no se determind la
presencia de esta especie. C. coli tuvo mayor porcentaje de aislamientos en el mercado

Santa Barbara con 3,70%, C. lari presentdé mayor porcentaje de aislamientos en el
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mercado Tupac Amaru Il con 1,85%. El analisis estadistico con prueba de Ji cuadrado
determino la no existencia de diferencia estadistica (p>0,05) para las tres especies,
interpretandose que los mercados no se asocian con la presencia de las especies de
Camylobacter termotolerante en carcasas de pollo.

Con respecto a los aislamientos de C. jejuni por mercados, en carcasas de pollo,
encontramos otros estudios con reportes diferentes a lo descrito en éste. En la ciudad de
Iquitos Lozano (2016), determind la presencia de C. jejuni en los mercados Modelo
(16,1%) y Belén (8,3%), con un reporte en el mercado Modelo mayor a los mercados
evaluados en éste estudio, en cambio el resultado del mercado Belén muestra similitud a
los mercados Santa Barbara y Tupac Amaru Il de éste estudio, pero mayor a Manco
Capac, Plaza las Mercedes y Pedro Vilcapaza (véase tabla 5). Por otra parte en Costa
Rica, Zumbado et al. (2014), evaluo tres mercados provinciales, de los cuales, en dos se
reportd a C. jejuni con resultados mayores a los hallados en mercados de éste estudio, asi
tenemos un 25,0% en San José y un 16,66% en Heredia. De manera diferente, en el
mercado de Alajuela (8,33%) el reporte es similar a los mercados TUpac Amaru Il y Santa

Barbara de éste estudio.

Con respecto a los aislamientos de C. coli por mercados de carcasas de pollo, encontramos
resultados que muestran mayores hallazgos en el estudio que realizé Lozano (2016), en
la ciudad de lquitos, donde reporté en el mercado Modelo para C. coli un 14,3% y en
Belén un 5,6%. A diferencia de Zumbado et al. (2014), quien report6 en el mercado de
San José (4,2%) un valor similar al mercado Santa Barbara, pero mayor al de Pedro
Vilcapaza de éste estudio.

Los resultados positivos de Campylobacter en carcasas de pollo para consumo humano
evidencian un problema para la salud, éstas carcasas de pollos que se expenden en los
mercados pueden ya estar contaminados en la cadena de produccion del pollo (Moore et
al., 2005) por C. jejuni, C. coli y otras campilobacterias. En los puestos de mercados, las
actividades de alta manipulacion sobre las carcasas de pollo (desprese, el retiro de piel y
el fileteado) generan contaminacion cruzada (Klotz et al., 2013). De tal manera, que en
el estudio realizado en comercios locales del barrio Inta de Buenos Aires-Argentina,
Lopez et al. (2003), reporto para la especie C. jejuni un 92,8%, que respecto a los

mercados de éste estudio es un valor muy superior.
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Cabe recalcar que las campilobacterias a pesar de que es muy susceptible a condiciones
medioambientales en los mercados, pueden sobrevivir por sobre 24 dias en la carne de
pollo, en superficies inertes, vidrio, acero inoxidable, pléstico, también en agua,
resistiendo el estrés por su capacidad de formar biopeliculas, que son una forma de

persistencia y diseminacion a condiciones adversas (Mardones y Lopez, 2016).

Finalmente, afirmamos que las campilobacterias termotolerantes estan presentes en la
carne de pollo que se expende en los mercados, por lo que se acepta la hipotesis nula.
Siendo las especies encontradas en ésta investigacion, las mas patdgenas para el hombre
(Trachoo, 2003), a pesar de ser sensible a condiciones medio ambientales (AESAN,
2012), su presencia en la carne de pollo en los mercados se deberia a que estas bacterias
pueden sobrevivir en superficies carnicas (Hernandez, 2007).

4.2. ldentificacion de las especies termotolerantes de Campylobacter en menudos
(higados y mollejas) de pollos que se expenden en los mercados de Juliaca, a través
de cultivos in vitro y pruebas de identificacion bioquimica.

Tabla 6. Especies de Campylobacter termotolerante* en menudos de pollo (higados y mollejas)

de la ciudad de Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

Diagnostico Positivo Negativo Total
Especie N % N % N %
C. jejuni 4 4,94 77 95,06 81 100,00
C. coli 4 4,94 77 95,06 81 100,00
C. lari 1 1,23 80 98,77 81 100,00
Total 9 11,11 72 88,88 81 100,00

* Crecimiento in vitro a temperatura de 42°C.
Xe =2.07 < 1405 = 5.9 No Signif. (p=0.354)

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
Altiplano

100%
90%
80%

70%

(%]
2 60%
8
S 50% 95,06 98,77
o
S 40%
[a

30%

20%

10%

0% 4,94 4,94 :

C. jejuni C. coli C. lari

% de muestras positivas W % de muestras negativas

Figura 2. Porcentaje de especies de Campylobacter termotolerantes en menudos de pollo
(higados y mollejas) de la ciudad de Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

La tabla 6 y figura 2, se muestran las especies termotolerantes de Campylobacter
identificadas en menudos de pollo (higados y mollejas), donde C. jejuni presentd una
positividad en valor porcentual de 4,94% y C. coli con 4,94% siendo las mas aisladas y
con la menor positividad en valor porcentual de aislamientos C. lari con 1,23%,
resultando un total de 11,11% muestras positivas para Campylobacter sp. El andlisis
estadistico con prueba de Ji cuadrado determind la no existencia de diferencia estadistica
(p=0,354), interpretandose que las tres especies presentan similares frecuencias en
menudos de pollo.

Tabla 7. Intervalos de confianza (95%) de porcentajes positivos de especies de Campylobacter
termotolerantes en menudos de pollo de la ciudad de Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

Especies Frecuencia media (%) I. Inferior (%) I. Superior (%)
C. jejuni 4,94 0,00 10,0
C. coli 4,94 0,00 10,0
C. lari 1,23 0,00 4,0
l. - intervalo

La tabla 7, muestra el intervalo de confianza para las especies termotolerantes de
Campylobacter, donde los porcentajes positivos de C. jejuni que se encuentra entre 0 a
10%, C. coli entre 0 a 10% y C. lari en el rango de 0 a 4%.
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Con respecto a las especies termotolerantes identificadas en menudos de pollo (higados
y mollejas) en ésta investigacion muestra variabilidad con otras investigaciones, el
estudio realizado por Giacoboni et al. (1999), muestra similitud en el método de
identificacion por la utilizacion de pruebas bioquimicas, donde identifico las especies C.
jejuni (35,0%) y C. coli (0,8%), comparandolo con los reportes de éste estudio, muestra
que la especie C. jejuni presenta un reporte mayor y en diferencia de C. coli con un valor
similar. También mediante pruebas bioquimicas en Boshia Herzegovina, Alagic et al.
(2016), identificd la especie C. jejuni (9,5%) con un resultado que se asemeja a lo hallado
en éste estudio, éste investigador no reportd otras especies de campilobacterias

termotolerantes.

En relacion a los aislamientos en menudos de pollo de especies de Campylobacter
respecto a ésta investigacion muestra diferencias con los reportes de Giacoboni et al.
(1999). Esta diferencia de resultados pueden estar sujetas al método, previo al cultivo en
este estudio se utilizd el método de enjuague en agua peptonada al 0,1%, en cambio
Giacoboni et al. (1999), utiliz6 un previo enriquecimiento en caldo Brucella con
suplemento antibidtico que favoreceria mayores hallazgos explicando los altos reportes y
los bajos de éste estudio. Con respecto al cultivo Giacoboni et al. (1999) y en éste estudio

se utiliz6 el agar Skirrow, no generando diferencias de resultados.

Hoy en dia los investigadores se valen de una gran variedad de metodologias para
identificar las especies termotolerantes de Campylobacter, dando maltiples caminos con
un mismo fin. Como el estudio realizado en Argentina por Valentini et al., (2014), en
higados de pollo (menudo de pollo), utilizé el PCR multiplex para identificar la especie
C. jejuni (12,0%), con un reporte mayor al de éste trabajo, pero no encontrd otras especies
de Campylobacter termotolerantes. en los estudio los resultados reportados por PCR
multiplex y pruebas bioquimicas (microbiologia tradicional) evocan conclusiones

similares donde C. jejuni tiene mayor predominio respecto a C. coli y otras especies.

Ademas del PCR multiplex, en el mercado actual existen otros métodos para identificar
las especies termotolerantes de Campylobacter. Es asi que, en el estudio realizado en La
Habana por Jordan (2014), en visceras (higados e intestino) de gallinas de un matadero
utilizé el Kit Apy-Campy reportando cinco especies: C. coli (20,6%), C. jejuni (3,1%),
C. upsaliensis (1,5%), C. fetus (1,5%) y C. fecali (1,5%). Cabe mencionar que en el
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estudio de Jordan (2014), se identifican tres especies que no se determinaron en éesta
investigacion y tampoco mencionada por otros autores. Ademas que C. coli es la
campilobacteria predominante, donde la causa de éste predominio estaria, en que higados
e intestinos estdn reportados en conjunto, donde los intestinos son fuente de
contaminacion en la faena del pollo (Klotz et al., 2013). Respaldando esta afirmacion, el
estudio de Valentini et al. (2015), muestran que en ciegos de pollo los reportes de C. coli
(37,0%) son mayores a los de C. jejuni (10,0%).

Una causa de que haya una alta probabilidad en que lo menudos de pollo lleguen a los
comercios contaminados con Campylobacter sp., es porque éstos productos se
contaminarian tanto en las granjas de crianza (Garcia et al., 2013), Como en la cadena de
produccion, los menudos de pollo se contaminen en la etapa de beneficio, donde la
principal fuente seria el intestino del pollo (Klotz et al., 2013). El intestino el lugar donde
reside y se multiplica la bacteria, lo cual explicaria los valores altos encontrados por
Jordan (2014).

Respecto al método para aislamientos de Campylobacter termotolerante en menudos de
pollo, se utilizaron medios de cultivo selectivos especificos para garantizar el éxito. Los
estudios realizados por Calderon (2006), Alagic et al. (2016), Jordan (2014), utilizaron
medios de enriquecimiento (caldo Brain Heart Infusion, Caldo Preston y caldo Bolton
respectivamente), favoreciendo la recuperacion disminuida o lesionada de la bacteria
(Farace y Vifias, 2007), en ésta investigacion no se utilizé medio de enriquecimiento, sino
agua peptonada al 0,1%. Con respecto a los medios de cultivo selectivos, Calderon
(2006), Alagic et al. (2016), Jordan (2014) y en éste estudio, se cultivo en medio selectivo
Skirrow con suplemento antibidtico de vancomicina 10 mg/L, polimixina B 2.500 UI/L
y trimetoprim 5 mg/L, por lo que no implicaria diferencias en los aislados reportados para

Campylobacter sp.

Por lo tanto, afirmamos que en menudos de pollo (higados y mollejas) son importantes la
utilizacion de un medio de cultivo selectivo genera un aislamiento exitoso (Koneman et
al., 2006). La similitud entre los hallazgos de las especies de campilobacterias
termotolerantes se deberia a contaminacion cruzada por parte del intestino en al beneficio
del pollo (Klotz et al., 2013), ya que hay estudios ya mencionados que muestran mayores

reportes de C. coli que de C. jejuni en ciegos de pollos.

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO Nacional del
| Attiplano

Tabla 8. Especies de Campylobacter termotolerantes en menudos de pollo (higados y mollejas)

expendidos en cinco mercados de la ciudad de Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

Especie C. jejuni C. coli C. lari
Diagnostico Positivo  Negativo  Positivo Negativo Positivo Negativo
Mercado N % N % N % N % N % N %

Plaza las Mercedes 2 2,47 14 1728 0 0,00 16 1975 0 0,00 16 19,75
Manco Capac 1 123 9 1111 1 123 9 11,11 0 0,00 10 12,35
Santa Bérbara 0 000 22 2716 2 247 20 2469 0 000 22 2716
Pedro Vilcapaza 0 000 11 1358 1 123 10 1235 O 0,00 11 13,58

Tapac Amaru Il 1 123 21 2593 0 000 22 27,16 1 1,23 21 25,93

Total 4 494 77 9506 4 494 77 9506 1 123 80 98,77
28 =4.21< 170054 =949 No Signif. (p=0.378) C. jejuni
Ze =3.73< Zio0s.4 = 949 No Signif. (p=0.443) C. coli
22 =2.71< x%) 050 =949 No Signif. (p=0.607) C. lari

La tabla 8, muestra las especies termotolerantes identificadas en menudos de pollo
respecto a los mercados evaluados, donde se determind que C. jejuni mostr6 mayor
porcentaje de aislamientos en menudos de pollo expendidas en el mercado Plaza las
Mercedes 2,47%, C. coli tuvo mayor porcentaje de aislamientos en el mercado Santa
Barbara con 2,47% y C. lari presentd mayor porcentaje de aislamientos en el mercado
Tupac Amaru Il con 1,23%. El andlisis estadistico con prueba de Ji cuadrado determin6
la no existencia de diferencia estadistica (p>0,05) para las tres especies, interpretandose
que los mercados no se asocian con la presencia de las especies de Camylobacter

termotolerante en menudos de pollo.

Se ha observado que los menudos de pollo en expendio se presentan de muchas maneras,
separadas en empaques, sueltas al menudeo, dentro de la carcasas o en conjuncién con el
cuerpo del pollo en expendio, lo que conlleva que en puestos de expendio, haya
actividades de alta manipulacion generando contaminacion cruzada (AESAN, 2012;
Klotz et al.,, 2013). Ademas de la capacidad de las campilobacterias de formar
biopeliculas (biofilm), que les ayuda a sobrevivir y diseminarse en condiciones adversas
(Mardones y Lopez, 2016).
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Asi, el estudio realizado en cuatro comercios de la ciudad de La Plata por Giacoboni et
al. (1999), con el fin de aislar Campylobacter sp. en menudencia de pollo, encontré a C.
jejuni (35,0%) en dos de los cuatro comercios, con un valor superior a todos los mercados
de esta investigacion, en contraste la especie C. coli (0,8%) se encontrd en un expendio

con un valor similar al reportado en todos los mercados de éste estudio.

En consecuencia, se confirma la presencia de las campilobacterias termotolerantes en
menudos de pollo (higados y mollejas) por lo que se acepta la hipotesis nula, ésta
presencia se debe a la contaminacién de los menudos en el faenado del pollo, procesos
como el eviscerado producen contaminacion (Klotz et al., 2013) y también en el expendio
se produce contaminacion cruzada por manipulacion del producto (AESAN, 2012). Por
tales motivos, es un riesgo para la salud publica.

4.3. Estimacion de la frecuencia de Campylobacter coli y Campylobacter jejuni en
carcasas y menudos de pollo segin procedencia de avicolas artesanales y avicolas

industriales que abastecen a los mercados de la ciudad Juliaca.

Tabla 9. Frecuencia de las especies de Campylobacter coli y Campylobacter jejuni en carcasas
de pollo segun procedencia de avicolas artesanales e industriales expendidos en la ciudad de
Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

Especie C. jejuni C. coli Total

Diagndstico Positivo Negativo Positivo Negativo

Procedencia N % N % N % N % N %

Artesanal 9 16,67 14 2593 2 3,70 21 3889 23 4259
Industrial 2 3,70 29 5370 1 185 30 5556 31 5741
Total 11 20,37 43 7963 3 556 51 9444 54 100,00

27:=869> th(o.os,n =3.84 Signif. (p=0.003) C. jejuni
7 =0.75< 10451 = 3.84 No Signif. (p=0.386) C. coli
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Figura 3. Frecuencia en porcentajes de especies de Campylobacter coli y Campylobacter jejuni
en carcasas de pollo segun procedencia de avicolas artesanales e industriales expendidos en la
ciudad de Juliaca octubre 2016 — enero 2017

En latabla 9y figura 3, muestra los resultados obtenidos segun la procedencia de carcasas
de pollo, se tiene que C. jejuni presentd mayor frecuencia en pollos de procedencia
artesanal con 16,67% de muestras positivas, C. coli también presento mayor frecuencia
en pollos de dicha procedencia con 3,70%. El anélisis estadistico mediante la prueba de
Ji cuadrado indica para C. jejuni la existencia de diferencia estadistica significativa
(p=0,003), sefialando que su presencia es mayor en carcasas de pollo de origen artesanal,
para C. coli no existid diferencia estadistica, atribuible a las frecuencias bajas de su

presencia.

En contraste con los resultados de ésta investigacion en pollo de expendio por
procedencia, Zumbado et al. (2014) realizd una investigacion en carcasas de pollos
procedentes de una planta de procesado avicola (industria), donde reporté para C. jejuni
(50,0%) un resultado mayor en carcasas de procedencia artesanal e industrial respecto a
lo hallado en éste estudio. Al parecer los procesos tecnificados en avicolas industriales no
implican en una enorme variabilidad de la frecuencia de C. jejuni en la carne de pollo. No
obstante, se da por hecho que C. jejuni esta presente en carcasas de pollo sin distincion
de la procedencia de las avicolas, es asi que otros estudios en carcasas de pollo
procedentes de plantas de procesado avicola (industrial) evidencian frecuencias similares
a las carcasas procedentes de avicolas artesanales de éste estudio, como Valentini et al.
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(2015) quien mostr6 un 13%, Figueroa (2006) quien reportd un 12,0%, Alagic et al.
(2016) con un 17,9% y Carmona (1985) con un 13,33%.

Con respecto a la especie C. coli, en éste trabajo se reportd una frecuencia de 3,7% y
1,85% en carcasas de pollo procedentes de avicolas artesanales e industriales
respectivamente, mostrando similitud con estudios en carcasas de pollo procedentes de
plantas de procesado avicola (industrial) realizados por otros investigadores, asi se tiene
en Costa Rica a Zumbado et al. (2014) con un 4,2% y en Bosnia Herzegovina a Alagic et
al. (2016) con un 1,2%. No obstante el resultado obtenido por Valentini et al. (2015)
también en carcasas de pollo en plantas de procesado avicola (industrial) (9,0%), mostré
una frecuencia mayor a lo obtenido en carcasas de pollo de procedencia industrial y

artesanal de éste trabajo.

Sean los pollos de procedencia artesanal o industrial, en la crianza Campylobacter
coloniza las poblaciones avicolas extremadamente rapido, tanto asi que estas bacterias
puede llegar a colonizar hasta el 100% de las aves en 72 horas (OIE, 2008). Pero las
caracteristicas de crianza del pollo industrial que es intensiva, alimentados con piensos
especiales y el hacinamiento generan acumulacion de una gran cantidad de heces fecales
Morato (2017), todo conlleva a que los pollos se infecten por campilobacterias
termotolerantes rapidamente por coprofagia, ademas de adquirir otras infecciones por lo
que requieran un tratamiento con antibioticos, con relativa frecuencia lograr la
sobrevivencia del ave (Morato, 2017; Wikimedia, 2018). En diferencia el pollo de crianza
artesanal crecen al aire libre, en semilibertad, reduciendo el nivel de estrés del animal y
mejorando la calidad de vida (Ledn, 2011), evitando que estén propensas a infecciones
bacterianas.

Respecto a la produccion de pollo estd basada en normas que eviten que gérmenes
patogenos lleguen a los consumidores tanto en el industrial y artesanal, donde aparenta
ser mas confiable el industrial y concluir que es menos probable el hallazgo de
Campylobacter sp. como lo evidencia el estudio de Rojas et al. (1996), que en diferentes
etapas de la produccion en una planta avicola de Costa Rica, aislando 73,3% de muestras
positivas a Campylobacter sp. en pollos después del eviscerado, pero al final de las etapas
de produccion la bacteria no se detectd (0,0%). Pero Zumbado y Romero (2016),
realizaron un estudio también en Costa Rica, en una planta de proceso donde reporta un
61,53% de prevalencia para Campylobacter spp. en enjuague de carcasa. Por lo que, al

parecer Campylobacter resiste todo el proceso en la faena del pollo.
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Contrario a las ideas sobre lo confiable y las probabilidades de encontrar Campylobacter
sp. en carcasas de pollo procedentes de avicolas industriales, el estudio realizado por
Rodriguez et al. (2016), en Comarca Lagunera de Durango, en México, invierte ésta
probabilidad, obteniendo una frecuencia de 89% en carne de pollo congelado y 74% en
carne de pollo fresco. Por lo tanto, Rodriguez et al. (2016) muestra resultados diferentes
a los reportes de éste trabajo, tanto para pollos de avicolas artesanales e industriales. La
presencia de Campylobacter en pollo congelado esta dada por su capacidad de resistir y
sobrevivir en temperaturas de refrigeracion y congelacion (Hernandez, 2007), asi como
en éste estudio el pollo industrial colectado es producto del proceso de congelado y el
artesanal del refrigerado.

Por lo tanto, el tipo de crianza que se da al pollo para consumo humano afecta en gran
medida a la presencia de C. jejuni y C. coli. A pesar que las caracteristicas de la crianza
industrial mostrarian una mayor frecuencia de éstas especies de Campylobacter, no lo
hace, seria debido a la tecnificacidn en el proceso de obtencion de las carcasas en grandes
plantas de sacrificio con modernos equipos automatizados (Friedmann y Weil, 2010;
Moore et al., 2005). Y la mayor presencia en pollos de origen artesanal por la utilizacion

de un matadero propio (Sanchonar, 2014).

Tabla 10. Frecuencia de especies de Campylobacter coli y Campylobacter jejuni en carcasas de
pollo segun mercados de expendio y procedencia de avicolas artesanales e industriales de la
ciudad de Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

Especie C. jejuni C. coli
Diagndstico Positivo Negativo Positivo Negativo
Mercado Procedencia N % N % N % N %
Manco Capac artesanal 2 3,70 - - - - 2 3,70
industrial - - 2 3,70 - - 2 3,70
Pedro Vilcapaza artesanal - - 2 3,70 1 1,85 1 1,85
industrial - - 4 7,41 - - 4 7,41
Plaza las Mercedes  artesanal 1 1,85 3 5,56 - - 4 7,41
industrial - - 8 14,81 - - 8 1481
Santa Barbara artesanal 3 5,56 6 11,11 1 1,85 8 14,81
industrial 1 1,85 8 14,81 1 1,85 8 14,81
Tapac Amaru Il artesanal 3 5,56 3 5,56 - - 6 11,11
industrial 1 1,85 7 12,96 - - 8 1481
Total 11 20,37 43 7963 3 5,56 51 9444
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En la tabla 10, muestra los resultados obtenidos segun la procedencia de carcasas de pollo
respecto a los mercados, se tiene que C. jejuni presentd mayor frecuencia en los mercados
Santa barbara con 5,56% y Tupac Amaru Il con 5,56% de muestras positivas, ambos en
carcasas de procedencia artesanal. La otra especie C. coli presentd mayor frecuencia en
los mercados Pedro Vilcapaza con 1,85%, Santa Barbara con 1,85% éstos en carcasas de
pollos de procedencia artesanal y también en el mercado Santa Barbara en carcasas de

procedencia industrial se presenté una mayor frecuencia con 1,85% de muestras positivas.

Tabla 11. Prueba de Ji cuadrado (X?) de la frecuencia de especies de Campylobacter coli 'y
Campylobacter jejuni en carcasas de pollo segiin mercados de expendio y procedencia de
avicolas artesanales e industriales de la ciudad de Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

C. jejuni C. coli
Mercados Ji cuadrado G.L p Ji cuadrado G.L p
Manco Capac 4,00 1 0,046* - - -
Pedro Vilcapaza - - - 2.4 1 0,121
Plaza las Mercedes 2,18 1 0,140 - - -
Santa Barbara 1,28 1 0,257 0 1 1
Tapac Amaru 1l 2,36 1 0,124 - - -

(*) diferencia significativa
G.L. grados de libertad
p probabilidad de significancia

En la tabla 11, muestra el analisis estadistico mediante la prueba de Ji cuadrado, donde
indica para C. jejuni la existencia de diferencia estadistica significativa en el mercado
Manco Capac (p=0,046), para el resto de mercados no se determind una diferencia

estadistica significativa (p>0,05).

En éste estudio, los reportes para C. jejuni fueron bajos para muestras positivas para
campilobacterias termotolerantes en carcasas de pollo procedentes de avicolas
industriales, de acuerdo a los mercados en que se expenden. Contrastando, en una
investigacion en Nicaragua si se encontraron resultados positivos en carcasas de pollo
provenientes de una planta procesadora avicola (industria) por Lamping y Dols (2001),
reportando una frecuencia para C. jejuni de 3,1% y 1,5% en dos expendios comerciales,
también éstos resultados muestran similitud con los reportes de éste estudio en carcasas

de pollo procedentes de avicolas artesanales respecto a los mercados donde se expenden.
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Por otra parte en Costa Rica, Zumbado et al. (2014), evalué en carcasas de pollo en tres
mercados provinciales provenientes de una planta de procesado (industrial), donde se
reportd a C. jejuni con resultados mayores a las carcasas de pollo de procedencia
industrial y también artesanal hallados en éste estudio, asi tenemos un 25,0% en San José,
un 16,66% en Heredia y un 8,33% en Alajuela. Con respecto a los aislamientos de C. coli
en carcasas de pollo expendidos en mercados por procedencia de avicolas, encontramos
un resultado similar a los hallazgos en el estudio de Zumbado et al. (2014), quien reportd

en el mercado de San José un 4,2%.

Ademas de la procedencia de la carne de pollo en expendios de mercados, la presencia de
Campylobacter esté sujeta a otros factores de &mbito socioeconémico y culturales que
afectan la seguridad del comercio de la carne de pollo (Lama, 2008). La contaminacién
cruzada, sucede por conductas de peligro como el lavado de manos, intercambio de

guantes, presencia de moscas, uso de tabla de picar sin lavar (Zumbado y Romero, 2016).

Finalmente, los procedimientos de conservacion no muestran una eficacia en la
mitigacion de C. jejuni y C. coli, en el pollo de procedencia artesanal expendido como
pollo fresco el producto es refrigerado (2-4°C) deteniendo el crecimiento de éstas
bacterias pero no eliminandolas, a la temperatura de congelacién (menos 18°C) éstas
bacterias pueden ser recuperadas (Elika, 2013; Hernandez, 2007), siendo éste el método
utilizado en el pollo de procedencia industrial. Estas caracteristicas hace que C. jejuni y

C. coli pueden llegar a los consumidores y generar problemas en la salud.
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Tabla 12. Frecuencia de especies Campylobacter coli y Campylobacter jejuni en menudos de
pollo (higados y mollejas) segln procedencia de avicolas artesanales e industriales expendidos
en la ciudad de Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

Especie C. jejuni C. coli Total
Diagnostico Positivo Negativo Positivo Negativo

Procedencia N % N % N % N % N %
Artesanal 4 494 26 32,10 4 4,94 26 32,10 30 37,04
Industrial 0 000 51 629 0 000 51 629 51 6296
Total 4 494 77 95,06 4 4,94 77 95,06 81 100,00

22 =7.15> 1% o) =3.84 Signif. (p=0.007) C. jejuni

28 =715> yf4651 =3.84 Signif. (p=0.007) C. coli
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Figura 4. Frecuencia en porcentajes de especies de Campylobacter coli y Campylobacter jejuni
en menudos de pollo segun procedencia de avicolas artesanales e industriales expendidos en la
ciudad de Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

En la tabla 12 y figura 4, muestra los resultados obtenidos segun la procedencia de
menudos de pollo, se tiene que C. jejuni presentd mayor frecuencia en pollos de

procedencia artesanal con 4,94% de muestras positivas, C. coli también presentd mayor
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frecuencia en pollos de dicha procedencia con 4,94%. El anélisis estadistico mediante la
prueba de Ji cuadrado indica para C. jejuni la existencia de diferencia estadistica
significativa (p=0,007), sefialando que su presencia es mayor en menudos de pollo de
origen artesanal, para C. coli también existid diferencia estadistica (p=0,007) con mayor

presencia en menudos de pollos de origen artesanal.

Con respecto a la frecuencia de C. jejuni, en Argentina el estudio realizado Giacoboni et
al. (1999), reporté en menudos de pollo procedente de diferentes granjas (artesanal)
(35%) una frecuencia mayor a lo presentado en éste estudio. De similar manera los
reportes en higados de pollo (menudo) procedentes de plantas avicolas de procesado
(industrial) presentan resultados mayores respecto a éste estudio, Valentini et al. (2015)
también en Argentina reportd una frecuencia de 12,0% para C. jejuni y Alagic et al.
(2016) encontrd en Bosnia Herzegovina una frecuencia de 9,5% para C. jejuni.

Con respecto a la frecuencia de C. coli, el estudio de Giacoboni et al. (1999), report6 una
frecuencia similar en menudos de pollo procedente de diferentes granjas (artesanal) para
C. coli (0,8%) respecto a éste estudio. No obstante, Jordan (2014) refirié un valor mayor
para C. coli (20,6%) en visceras de gallina (higado e intestino) procedente de un matadero
en La Habana (rastro artesanal).

Por lo tanto, los menudos de pollo que estan mas propensos a contaminarse por
campilobacterias termotolerantes son el higado y molleja. Su cercania al ciego (intestino),
las hace candidatos para adquirir éstas bacterias. Ya que, Campylobacter reside y se
multiplica en el ciego de las aves como lo refiere la Organizacion Mundial de Sanidad
Animal (OIE, 2008), por lo que en el proceso de faenado del pollo, el proceso de la
evisceracion genera contaminacion cruzada (Klotz et al., 2013).
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Tabla 13. Frecuencia de especies de Campylobacter coli y Campylobacter jejuni en menudos de
pollo segin mercados de expendio y procedencia de avicolas artesanales e industriales de la
ciudad de Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

Especies C. jejuni C. coli
Diagndstico Positivo Negativo Positivo Negativo
Mercado Procedencia N % N % N % N %
Manco Capac artesanal 1 1,23 3 3,70 1 1,23 3 3,70
industrial - - 6 7,41 - - 6 741
Pedro Vilcapaza  artesanal - - 4 4,94 1 1,23 3 3,70
industrial - - 7 8,64 - - 7 864
Plaza las Mercedes artesanal 2 2,47 2 2,47 - - 4 494
industrial - - 12 14,81 - - 12 14,81
Santa Barbara artesanal - - 10 12,35 2 2,47 8 9,88
industrial - - 12 14,81 - - 12 14,81
Tapac Amaru Il artesanal 1 1,23 7 8,64 - - 8 9,88
industrial - - 14 17,28 - - 14 17,28
Total 4 4,94 77 95,06 4 494 77 95,06

En la tabla 13, muestra los resultados obtenidos segun la procedencia de menudos de pollo
respecto a los mercados, se tiene que C. jejuni presenté mayor frecuencia en el mercado
Plaza las Mercedes en menudos de procedencia artesanal con 2,47% de muestras
positivas, C. coli presento mayor frecuencia en el mercado Santa Barbara con 2,47% de

muestras positivas en menudos de pollos de procedencia artesanal.

Tabla 14. Prueba de Ji cuadrado (X?) de la frecuencia de especies de Campylobacter coli y
Campylobacter jejuni en menudos de pollo segin mercados de expendio y procedencia de
avicolas artesanales e industriales de la ciudad de Juliaca, octubre 2016 — enero 2017

C. jejuni C. coli
Mercados Jicuadrado G.L. p Jicuadrado G.L. p
Manco Capac 1,67 1 0,197 1,67 1 0,197
Pedro Vilcapaza - - - 1,92 1 0,165
Plaza las Mercedes 6,85 1 0,009* - - -
Santa Bérbara - - - 2,64 1 0,104
Tapac Amaru Il 1,83 1 0,176 - - -

(*) diferencia significativa
G.L. grados de libertad
p probabilidad de significancia
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En latabla 14, muestra el andlisis estadistico mediante la prueba de Ji cuadrado, indicando
para C. jejuni la existencia de diferencia estadistica significativa en el mercado Plaza las
Mercedes (p=0,009), para el resto de mercados no se determind la existencia de una

diferencia estadistica significativa (p>0,05).

Esté claro que en los mercados de éste estudio las especies de Campylobacter, son méas
frecuentes en menudos de pollos de avicolas artesanales y respecto a avicolas industriales
donde no se encontré resultados positivos. Como también se mostrd en el estudio
realizado en un rastro artesanal por Calderon (2006), en visceras de pollo (higados) refirid
un resultado de 40,0% para especies de Campylobacter, siendo mayor a un 9,5%
presentado por Alagic et al. (2016), en higados de pollo de los mataderos mas modernos

de Bosnia Herzegovina.

En ésta investigacion se observo que la presentacion de los menudos en expendio es
diferente de acuerdo a la procedencia de la carne de pollo. En los que proceden de avicolas
artesanales, los menudos no han sido separados del cuerpo del pollo y son retirados en el
momento de la venta, a diferencia de los menudos provenientes de avicolas industriales
que se expenden por separado. Es asi que los menudos de pollo procedentes de avicolas
artesanales estdn mas expuesto en el expendio a actividades de alta manipulacion,
generando contaminacion cruzada por campilobacterias (Klotz et al., 2013). Estas
diferencias respaldan los hallazgos de ésta investigacion, en donde no se encontro C.
jejuni y C. coli en menudos de pollo procedentes de avicolas industriales.

Finalmente, las caracteristicas de la venta de los menudos hacen que los de procedencia
artesanal estén mas expuestos a contaminarse en el expendio que los de procedencia
industrial.
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V. CONCLUSIONES

- Encarcasas de pollo que se expenden en los mercados de la ciudad de Juliaca, se
encontraron bacterias termotolerantes del género Campylobacter (27,78%;
15/54), identificandose tres especies termotolerantes: C. jejuni (20,37%; 11/15),
C. coli (5,56; 3/15) y C. lari (1,85%; 1/15), donde C. jejuni presento mas casos de
positividad que C. coliy C. lari (p=0,002).

- En menudos de pollo (higado y molleja) que se expenden en los mercados de la
ciudad de Juliaca, se encontrd bacterias termotolerantes del género
Campylobacter (11,11%; 9/81), identificAndose tres especies termotolerantes: C.
jejuni (4,94%; 4/81), C. coli (4,94; 4/81) y C. lari (1,23%; 1/81), donde las tres

especies muestran similitud de casos (p=0,354).

- La especie C. jejuni, es mas frecuente en carcasas procedentes de avicolas
artesanales (16,67%; 9/23) que en carcasas procedentes de avicolas industriales
(3,70%; 2/31) (p=0,003) y C. coli no presenta diferencias significativas en
carcasas procedentes de avicolas artesanales (3,70%; 2/23) con respecto a
carcasas procedentes de avicolas industriales (1,85%; 1/31) (p=0,386), ademas la
especie C. jejuni es mas frecuente en menudos procedentes de avicolas artesanales
(4,94%; 4/30) que en menudos procedentes de avicolas industriales (p=0,007),
donde la especie no se encontr6 y C. coli es mas frecuente en menudos
procedentes de avicolas artesanales (4,94%; 4/30) con respecto a los procedentes

de avicolas industriales (p=0,007), donde la especie no se encontro.
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VI. RECOMENDACIONES

- Para un mejor aislamiento de Campylobacter spp. utilizar un medio selectivo
especifico, como el Agar Skirrow con sangre de cordero, su preparacion original
es con sangre de caballo, aun asi brinda los resultados esperados. Para mejorar el
aislamiento de Campylobacter spp. adecuar en la incubacion una temperatura de
42°C que faculta a las campilobacterias termotolerantes en crecer éptimamente e

inhibe el crecimiento de otros gérmenes.

- Tambieén la utilizacion del método para generar una atmosfera adecuada de jarra
con vela y optimizar el crecimiento de Campylobacter, a pesar que hay
generadores de gases especificos en el comercio y son mejores para generar la
microaerofilia adecuada para la bacteria, la técnica de jarra con vela en conjuncién

con un medio selectivo muestra un 6ptimo rendimiento.

- Para la identificacion de especies, continuar con las investigaciones con un
nimero mayor de pruebas bioquimicas en microbiologia tradicional y también
otras pruebas de identificacion, como marcadores seroldgicos especificos de

especies de Campylobacter.

- Se recomienda realizar trabajos comparativos de resistencia antibiotica de
Campylobacter spp. provenientes de muestras de pollo de expendio y también de

casos clinicos de Campilobacteriosis.
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Anexo 1. Mapa de la ubicacion de los mercados de abastos en la ciudad de Juliaca.
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Vilcapaza
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Mercado Tlpac
Amaru 1l
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Mercado Plza.
Las Mercedes

Mercado Santa
Bérbara

Figura 5. Ubicacién de los mercados Santa Barbara, Tupac Amaru I, Manco Capac,

Pedro Vilcapaza y Plaza Las Mercedes de la ciudad de Juliaca, 2016.
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Anexo 2. Fotos tomadas a los mercados de la ciudad de Juliaca: Santa Barbara, Tupac

Amaru Il, Pedro Vilcapaza, Manco Capac y Plaza las Mercedes.
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Figura 6. Puestos de expendio del mercado Santa Barbara (Setiembre, 2016).
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Figura 7. Puestos de expendio del mercado Tupac Amaru Il (Setiembre, 2016).
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Figura 8. Puestos de expendio del mercado Pedro Vilcapaza (Setiembre, 2016).
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Figura 9. Puestos de expendio del mercado Manco Capac (Setiembre, 2016).
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Figura 10. Puestos de expendio del mercado Plaza Las Mercedes (setiembre, 2016).
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Anexo 3. Formato para toma y evaluacién de muestras de carcasas y menudos de pollo.

MUESTRA DE POLLO: CARCASA () MENUDO ()
NOde muestra:
Lugar de toma de muestra:
Fecha:
Hora:
Temperatura ambiente: s

RESULTADOS:

Cultivo:

Crecimiento en agar Skirrow: positivo (), Negativo ( )
Evaluacion de caracteristicas culturales:

Forma:
Color:
Borde:
APAriENCIA:

HemoliSiS:

Pruebas para su identificacion:

Prueba Positivo/ sensible Negativo/
resistente
Coloracion de Gram
Catalasa
Oxidasa

HidrOlisis del hipurato
Reducci6n de nitratos
Sensibilidad al &cido nalidixico
Sensibilidad a la cefalotina

Caracteristicas microscopicas de las bacterias Gram negativas:
Forma: ...

Especie identificada: ..............cooiiiiii
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Anexo 4. Medios de cultivo usados para el aislamiento de Campylobacter sp.

a. Agar Skirrow (modificado) o agar sangre de Skirrow modificado.

Campylobacter Supplement — 111 (Skirrow) (HIMEDIA).
01 vial para 500 ml de agua destilada.
Contenido del vial:
- Vancomycin .................. 5mg
- Polymyxin B sulphate ...... 1250 IU
- Trimethoprim ................ 2500 mg

Agar Brucella Bacto (Difco Labs.).
45 gr para 1000 ml de agua destilada.
Contenido del agar Brucella:

- Peptona ...................l 20 gr
- Dextrosa .........coceeiennnn. 1 gr

- Levadura extracto ............ 2gr

- Cloruro sodico ................ S5er

- Bisulfito sodico ............... 0,1 gr
- Agar ..o 15 gr

Sangre de cordero desfibrinada estéril (modificacion).
Se usa entre 5-7% para la cantidad a preparar.
La preparacion original del Agar Skirrow se realiza con sangre de caballo
desfibrinada y estéril.

b. Agua peptonada 0,1%.

Peptone (Buffered Peptone Water. Merck).

- Peptona..............onl I gr
- Aguadestilada ................. 1000 ml
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c. Caldo Mueller-Hinton (Merck).
21 gr para 1000 ml de agua destilada.

Contenido:
- Hidrolizado de caseina ..................... 17,59gr
- Infusién de carne .......ccccceevvvvverinennenn, 29r
- Almidon soluble .........cooevviveiiinnnne 1,5¢r

d. Agar Mueller-Hinton (Merck).
34 gr para 1000 ml de agua destilada.

Contenido:
- Hidrolizado de caseina ..................... 17,5 gr
- Infusion de carne .......ccccooeevveiennnnn 29r
- Almidon soluble ... 15q¢r
- Agar bacteriol0gico ..........cccveerirnenne. 17 gr

e. Caldo nitratado.
Caldo nutritivo (Laboratorios Britania S.A.).

8 gr para 1000 ml de agua destilada.

Contenido:
- Extractodecarne ...................... 3gr
- Pluripeptona ..................coeviie. 59r

Nitrato de potasio.

1 gr para 1000 ml de Caldo nutritivo.
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Anexo 5. Diagrama de flujo para el aislamiento e identificacion de especies de

Campylobacter.

DIAGRAMA DE FLUJO

PROCEDIMIENTO PARA LAS MUESTRAS

25 gr de muestra + 100 ml de agua peptonada al 1%

-y

Homogenizacion mediante frotacion

g

Pasar a medio Agar Skirrow

E incubar a 42°C/24-48 horas, en condiciones de microaerofilia

e

Seleccionar las colonias tipicas (blanco grisaceas, planas, casi traslucidas con borde irregular, y con
tendencia a extenderse a lo larao del borde del estriado

g

CONFIRMACION
Morfologia en la coloracion de Gram modificada

%
NN

Campylobacter spp.

e

IDENTIFICACION

Prueba de la Prueba de la Reduccion de Hidrolisis del Ac. Nalidixico
catalasa oxidasa nitratos hipurato y Cefalotina

\T&oooo

e
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Anexo 6. Figuras tomadas en el procesado de muestras.

Figura 11. Muestras de carcasas de pollo en bolsas de plastico estériles con agua
peptonada 0,1%. Laboratorio de Microbiologia FCCBB UNA-PUNO (octubre 2016 —
enero 2017).

Figura 12. Placas de agar Skirrow en jarra de anaerobiosis, siendo incubadas a 42°C.
Laboratorio de Microbiologia FCCBB UNA-PUNO (octubre 2016 — enero 2017).

Repositorio Institucional UNA-PUNO

No olvide citar esta tesis




Universidad

TESIS UNA - PUNO &1[L5T Nacional del
i Altiplano

Figura 13. Crecimiento de colonias en medio agar Skirrow. Laboratorio de Microbiologia
FCCBB UNA-PUNO (octubre 2016 — enero 2017).

Figura 14. Microscopia de las ldminas coloreadas con tincion de Gram modificada.
Laboratorio de Microbiologia FCCBB UNA-PUNO (octubre 2016 — enero 2017).
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Figura 15. Reaccion positiva a la prueba de
catalasa, obsérvese desprendimiento de
burbujas.  Laboratorio de Microbiologia
FCCBB UNA-PUNO (octubre 2016 — enero

2017).

Figura 17. Reaccion positiva a la prueba de
reduccion de nitratos, obsérvese el color rojo
(izquierda) y la reaccion negativa sin cambio
de color (derecha). Laboratorio de
Microbiologia FCCBB  UNA-PUNO
(octubre 2016 — enero 2017).
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Figura 16. Reaccion positiva a la prueba de
oxidasa. Laboratorio de Microbiologia
FCCBB UNA-PUNO (octubre 2016 — enero
2017).

Figura 18. Reaccion positiva a la prueba de
hidrolisis del hipurato (izquierda) y reaccion
Laboratorio  de
Microbiologia FCCBB  UNA-PUNO
(octubre 2016 — enero 2017).

negativa  (derecha).
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Figura 19. Izquierda y derecha: Prueba de
suceptibilidad antibidtica con discos de
acido nalidixico (sensible) y cefalotina
(resistente) en agar Mueller Hinton,

caracteristico de Campylobacter jejuni y C.

Figura 20. Derecha: Prueba de
suceptibilidad antibidtica con discos de
acido nalidixico (resistente) y cefalotina
(resistente) en agar Mueller Hinton,

caracteristico de Campylobacter lari.

coli. Laboratorio de Microbiologia FCCBB
UNA-PUNO (octubre 2016 — enero 2017).

Laboratorio de Microbiologia FCCBB
UNA-PUNO (octubre 2016 — enero 2017).
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CONSTANCIA N°; N°001.

LA QUE SUSCRIBE: COORDINADORA DEL PROGRAMA DE MICROBIOLOGIA Y LABORATORIO
CLINICO:

Hace constar que el sefior (rita) : ALAN FIGUEROA MAMANI ha realizado su trabajo de investigacién
denominado “ Frecuencia de Campylobacterias termotolerantes en carcasas de menudo de pollo, provenientes
de los mercados de Juliaca” en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias Biolégicas ,segin
solicitud y autorizacién de fecha 15 de Julio del 2016 ,asi consta en el libro de asistencia de tesistas y el informe
del sefior Técnico de laboratorio Leonidas Teves Alejo. Se emite la presente, para fines de trémite documentario

solicitado por la Coordinacion de investigacion de la FCCBB.

C.U 18 de junio del 2018.

I-GONZALES ALCOS
adora del programa de

" ’"me@é@s logia y Laboratorio Clinico.
SUNO 7
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