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RESUMEN

Campylobacter jejuni es identificado como causa de
gastroenteritis en el hombre. El principal reservorio es
el tracto intestinal de aves. El consumo de carne aviar
contaminada o la contaminacion cruzada de otros alimentos
por su manipulacién son las vias de transmisibn mas
frecuentes en la poblacion humana. En los dltimos afios
Campylobacter jejuni ha desarrollado resistencia a varios
antibiéticos, convirtiéndose en un peligro significativo
para la salud publica. El objetivo de este estudio fue
determinar los patrones de resistencia antimicrobiana
en cepas de Campylobacter jejuni aisladas de pollos.
Se recolectaron 150 ciegos de aves durante la faena.
Se determiné la concentracidn minima inhibitoria por el
método de dilucién en agar. Se utiliz6 como criterios de
interpretacién el punto de corte clinico y el punto de corte
epidemiolégico de acuerdo con los datos del Clinical and
Laboratory Standards Institute y del European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing. La prevalencia
de Campylobacter jejuni encontrada fue del 50,6%. Los
resultados obtenidos mostraron sensibilidad reducida a
acido nalidixico, ciprofloxacina, eritromicina, tetraciclina,
gentamicina y ampicilina, antimicrobianos utilizados en
explotaciones intensivas. Se identificaron cepas de C.
jejuni resistentes a dos o mas clases de antimicrobianos.
Los resultados obtenidos sefialan importantes niveles de
disminucién de la sensibilidad de C. jejuni a diferentes
clases de antimicrobianos reconocidos internacionalmente
como de importancia critica. Se confirma la necesidad de
establecer programas de monitoreo y testear la sensibilidad
para detectar la emergencia de resistencia y contribuir a la
formulacién de estrategias para minimizar su ocurrencia.

Palabras clave: Campylobacter jejuni, pollos, resistencia
antimicrobiana

INTRODUCCION

El principal reservorio de Campylobacter jejuni es el tracto
intestinal de aves, por lo que inevitablemente, la carne
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ABSTRACT

Antimicrobial resistance of Campylobacter jejuni
isolated from chicken, Buenos Aires province, Argentina
Campylobacter jejuni is identified as a cause of
gastroenteritis in humans. The main reservoir is the
intestinal tract of birds. The consumption of contaminated
poultry meat or cross-contamination of other foods for their
handling, are the most common routes of transmission in
the human population. Campylobacter jejuni has developed
resistance to several antimicrobial agents over the years
becoming a significant public health hazard. The aim of this
study was to determine patterns of antimicrobial resistance
in Campylobacter jejuni strains isolated from chickens.
Hundred fifty chicken caeca samples were collected at the
slaughterhouse. Minimal inhibitory concentration (MIC) was
determined by agar dilution. Interpretative criteria on the
basis clinical breakpoints and epidemiological cut-off values
were used according to Clinical and Laboratory Standards
Institute and the European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing data. The prevalence of Campylobacter
Jejuni was 50,6%. The results showed reduced susceptibility
for nalidixic acid, ciprofloxacin, erythromycin, tetracycline,
gentamicin and ampicillin, antimicrobials commonly used in
intensive farming. Strains of C. jejuni isolates were classified
as resistant to two or more classes of antimicrobials. The
results indicate significant levels of decreased sensitivity of
C. jejuni to different classes of antimicrobials internationally
recognized as critically important. The results emphasize
the need to monitoring programs and susceptibility testing
to detect the emergence of resistance and contribute to the
formulation of strategies to minimize their occurrence.

Keywords: Campylobacter jejuni, chicken, antimicrobial
resistance

se contaminara durante la faena. Se ha demostrado la
presencia de Campylobacter jejuni en aves para consumo,
encontradndose porcentajes que varian del 80 hasta casi el
100%", existiendo una correlacion positiva entre el nimero



de Campylobacter presente en el ciego de aves y el nimero
de bacterias presentes en las canales y productos cortados?.

La evisceracion parece ser la operacion que mas
contribuye a la diseminacién de este agente patégeno® y la
refrigeracion o el freezado como método de conservacion
de la carne sélo puede disminuir su nimero*.

El consumo de carne aviar cruda o mal cocida u otros
alimentos contaminados (contaminacién cruzada) por su
manipulacién son las vias de transmisién mas frecuentes en
la poblacion humana®®

Campylobacter jejuni es identificado como causa
frecuente de gastroenteritis en el hombre®™. En general,
la infeccion entérica se autolimita, aunque en algunos
casos pueden dejar secuelas extraintestinales™. Los nifios
menores de 5 afios y las personas inmunocomprometidas
conforman grupos vulnerables en los cuales el impacto de
la enfermedad es mayor’. En casos graves, en los que es
necesario instaurar un tratamiento, las quinolonas y los
macrolidos son las drogas de eleccion™.

La presentaciéon de campilobacteriosis puede variar en
funcion del area geografica, del nivel socioeconémico y
de los habitos culturales de la poblacion. En América del
Sur, C. jejuni ha sido aislado en enfermos, en portadores
sanos y en diferentes especies de animales'> En Argentina,
la prevalencia de aislamiento del agente en pacientes con
diarrea fue del 15,2%°. La tasa de incidencia en menores
de 5 afos pertenecientes a una poblacién con necesidades
basicas insatisfechas fue de 0,4/%o nifios-mes®’.

Los agentes antimicrobianos son esenciales para
mantener la salud tanto del hombre como de los animales,
pero su uso ha conducido a la emergencia y diseminacion
de bacterias resistentes a ellos. Hay un aumento de la
prevalencia de esa resistencia a nivel mundial y es aceptado
que el principal factor de riesgo es su utilizacién en animales
y humanos™. En ambas poblaciones pueden ser aplicados
con fines profilacticos o terapéuticos y en animales de
produccion se administran ademas como promotores del
crecimiento'.

La resistencia a los antimicrobianos (AM) preocupa al
ambito de la Salud Publica y es un problema que involucra
a la inocuidad de los alimentos de origen animal, ya que
éstos pueden vehiculizar bacterias resistentes al hombre
representando un peligro para su salud, porque pueden
causar fracasos en el tratamiento y, como consecuencia,
cuadros de mayor gravedad'®.

En las ultimas décadas las especies termotolerantes
de Campylobacter han presentado un incremento de la
resistencia a AM& 1817 |nvestigaciones en diferentes paises
sefialan porcentajes de resistencia que pueden llegar al
60% dependiendo de la especie de Campylobacter y de la
especie animal muestreada'®?. Ademas, Campylobacter
jejuni presenta una considerable plasticidad gendmica,
teniendo oportunidad de continuar evolucionando y obtener
mecanismos de resistencia adicionales?'.

Las pruebas de sensibilidad desempefian un papel
fundamental para orientar la terapia y para la vigilancia
epidemioldgica de la resistencia. Es necesario observar la
sensibilidad de Campylobacter jejuni a través del tiempo,
segun especies y/o regiones geograficas para permitir la
deteccion temprana de patrones de resistencia emergentes
y evaluar el impacto de las estrategias disefiadas para
mitigarla.

El Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI)
de Estados Unidos propone criterios (breakpoints) para
interpretar los resultados de las pruebas de sensibilidad,
categorizando las cepas en sensibles, intermedias y
resistentes, con la finalidad de guiar la terapia®2.

El criterio propuesto por el European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), para
interpretar las pruebas de sensibilidad con propésitos de
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monitoreo, clasifica a las cepas en dos grupos: aquellas
que no poseen mecanismos de resistencia mutacional
detectables fenotipicamente (Wild type) y cepas que poseen
mecanismos de resistencia (Non wild type) estableciendo
un valor de corte epidemiolégico (o ECOFF) que identifica
el limite superior de la poblacion bacteriana sin mecanismos
de resistencia mutacionales o adquiridos?®. Este valor,
también llamado wild-type cutoff value, se usa para describir
la distribucion de la sensibilidad de la poblacién normal
(Wild-type), de una especie bacteriana, considerada como
la poblacién de organismos que no poseen mecanismos de
resistencia detectables fenotipicamente y detectar aquellos
que no pertenecen a ella por que poseen resistencias
adquiridas, pudiéndose reconocer la emergencia de
subpoblaciones resistentes?*.

El objetivo del presente trabajo fue investigar la resistencia
antimicrobiana en cepas de Campylobacter jejuni obtenidas
de aves destinadas a consumo humano, usando la
concentracion minima inhibitoria (CIM) por el método de
dilucién en agar y los criterios de interpretacién propuestos
por CLSI y EUCAST, con la finalidad de que sirvan de
insumo para el monitoreo de la resistencia de este agente.

MATERIALES Y METODOS

De marzo a agosto de 2012, se recolectaron 150
ciegos de aves durante la faena. Las aves muestreadas
pertenecian a lotes de 5 establecimientos de produccion
industrial diferentes, ubicados en el norte de la provincia
de Buenos Aires (lote 1-establecimiento de Bragado, lote
2- establecimiento de Lujan, lote 3- establecimiento de
San Andrés de Giles, lote 4- establecimiento de Cafiuelas,
lote 5- establecimiento de Carmen de Areco). Todos los
animales muestreados eran destinados a consumo interno.
Se tomaron 30 muestras por lote, las que fueron trasladadas
refrigeradas al laboratorio dentro de las 24 horas para su
procesamiento.

Para el aislamiento de Campylobacter spp., las muestras
fueron sembradas en el medio Skirrow modificado
(BectonDickinson & Co., Sparks, EE.UU.), con sangre ovina
desfibrinada al 5%, cefalotina 10mg/I (ICN Biomedicals Inc.,
Ohio, EE.UU.), trimetoprima 5mg/l (Sigma, St. Louis, MO,
EE.UU.), vancomicina 10mg/l (Sigma), polimixina B 2500 Ul/I
(Sigma). Las placas se incubaron en atmésfera microaerdfila
(78% N,, 5% O,, 10% CO,, 7% H,) a 42°C durante 24
horas. La identificacién de las colonias sospechosas se
realizd sobre la base de la coloracién de Gram, reacciones
de catalasa y oxidasa, hidrdlisis de hipurato, hidrélisis de
indoxil acetato, sensibilidad a cefalotina y acido nalidixico y
crecimiento a 26°C, 37°C y a 42°C %,

Mediante el método de dilucién en agar, se determiné en
las cepas bacterianas aisladas la CIM a diferentes AM: acido
nalidixico (NAL) 1-32 pg/mil; ciprofloxacina (CIP) 0.03-32 pg/ml;
eritromicina (ERY) 0.12-32 ug/ml; tetraciclina (TET) 0.12-32 ug/
ml; gentamicina (GEN) 0.12-8 pyg/ml y ampicilina (AMP) 0.25-
32 pg/ml. Se utilizé como cepa control E. coli 25922, S. aureus
25922 y Campylobacter jejuni 33560. La interpretacion de los
resultados se realiz6 segun los puntos de corte propuestos
por CLSI (CLSI 2011)?? y por el valor de corte epidemioldgico
(ECOFF)#, Los resultados de las CIM de las cepas control se
mantuvieron dentro de los valores de referencia.

Con los resultados obtenidos se elaboré una base de
datos y el procesamiento estadistico se realizé mediante el
software InfoStat (2013). Se utilizé la prueba de diferencia
de proporciones para comparar los valores hallados y se
consideré diferencias significativas cuando p=0,05.

RESULTADOS
En las muestras obtenidas se hallé una prevalencia total
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de Campylobacter spp. del 70% (IC 95% 0,626 — 0,773). Del
total de los aislamientos (n=105) el 72,4% fue hipurato (+)
correspondiendo a Campylobacter jejuni'y el 27,6% hipurato
(-) correspondiendo a Campylobacter spp. Las prevalencias
por lote se observan en la Tabla 1. Se encontré diferencias
significativas entre la prevalencia del lote 4 y los demas
lotes para Campylobacter spp. y entre la prevalencia del lote
4 y la prevalencia del lote 1, 2 y 3 para C. jejuni.

La distribucion porcentual de cepas resistentes de
Campylobacter jejuni, segun el punto de corte clinico??y lote
se presentan en la Tabla 2, sin considerar a la AMP pues
no tiene punto de corte clinico establecido. El 39% (n=30)
presentd resistencia a dos o mas clases de antimicrobianos,
correspondiendo 40% al lote 1, 43% al lote 2, 33% al lote 3,
67% al lote 4 y 11% al lote 5.

La distribucién de CIM en cepas de Campylobacter jejuni
y los valores de ECOFF? se presentan en la Tabla 3.

Segun el valor de corte epidemioldgico, un 39% de
las cepas de C. jejuni aisladas en esta investigacién
presentaron valores de CIM que sefialan una disminucién
de sensibilidad a la eritromicina, un 67% a la tetraciclina, un
66% a la ampicilina, un 10% a la gentamicina. El 67% (n=
51) presentd sensibilidad disminuida a 2 o mas clases de
antimicrobianos, correspondiendo 77% al lote 1, 62% al lote
2, 66% al lote 3, 100% al lote 4 y 22% al lote 5, presentando
el lote 5 diferencias significativas (p< 0,05) con respecto a
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los lotes 1y 4.

La combinacién mas frecuente de antimicrobianos que
presentaron resistencia segun el punto de corte clinico y
segun el punto de corte epidemiolégico fue NAL, CIP y ERY.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La prevalencia de Campylobacter termdfilos se ha
mantenido a través del tiempo en aves para consumo. Los
valores tanto de Campylobacter spp. como de C. jejuni
encontrados no difieren de los citados en la bibliografia para
producciones industriales de aves®'>'826-26. En produccién
aviar, las caracteristicas de manejo, la infraestructura,
la higiene, la contaminacion ambiental y las condiciones
durante el proceso de faena son factores que determinan
variaciones entre las diferentes zonas de produccion y de
una granja a otra®'®27-3° pudiendo explicar las diferencias
halladas entre los lotes de diferentes establecimientos.

Los AM son indispensables para el control de infecciones,
pero bajo la presion de seleccién impuesta por su uso, las
bacterias adquieren mecanismos de resistencia pudiendo
ademas transferir genes y diseminar esa propiedad a
poblaciones de bacterias de diferentes ecosistemas2"31,
Por ello la resistencia a los AM se ha convertido en un
importante problema de salud publica durante la ultima
década.

Tabla 1. Prevalencias de Campylobacter sp. y C. jejuni aislados segun lote

N° de lote Aislamientos totales Aislamientos C. jejuni
(+) In (%) (+) In (%)
1 (n=30) 24/30 (80) 22/30 (73,3)
2 (n=30) 25/30 (83) 21/30 (70)
3 (n=30) 27/30 (90) 15/30 (50)
4 (n=30) 10/30 (33) * 9/30 (30) **
5 (n=30) 19/30 (63) 9/30 (30)
Total (n=150) 105/150 (70) 76/150 (50,6)

*Se encontraron diferencias significativas (p< 0,05) entre lote 4 y los demas lotes para Campylobacter spp.
** Se encontraron diferencias significativas (p< 0,05) entre lote 4 y lotes 1, 2 y 3 para Campylobacter jejuni

Tabla 2. N° (%) de cepas resistentes de C. jejuni para los antimicrobianos estudiados segun el punto de corte clinico y lote

Lote
CLSI (R)* 1(n=22) 2(n=21) 3(n=15) 4(n=9) 5(n=9) Total
NAL 264 18 (82%) 7 (33%) 12 (80%) 7 (78%) 4 (44%) 48 (63%)
CIpP 24 19 (86%) 12 (57%) 10 (67%) 9 (100%) 0 50 (66%)
ERY 232 8 (36%) 11 (52%) 6 (40%) 3 (38%) 1 (11%) 29 (38%)
TET 216 3 (14%) 4 (19%) 2 (13%) 1 (11%) 0 10 (13%)
GEN =8 0 0 1(7%) 5 (55%) 0 6 (8%)

NAL: acido nalidixico; CIP: ciprofloxacina; ERY: eritromicina; TET: tetraciclina; GEN
CLSI, 2011 (M100-S21)%.
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Tabla 3. N° (%) de cepas de Campylobacter jejuni segun distribucién de CIM y valores de corte epidemiolégicos (ECOFF)% para
p py Je g y p g p

los antimicrobianos estudiados

CIM (ug/ml)

ECOFF <0,12 0,25 0,50 1 2 4 8 16 232
NAL 16 -- -- - 17 1 1 2 3 52
CIP 0,50 19 0 4 | 1 8 6 13 22 6
ERY 4 18 12 1 7 3 5 | 0 3 27
TET 1 17 0 3 5 | 13 6 22 9 1
GEN 2 36 23 1 7 1 | 2 6 -- --
AMP 8 - 5 9 1 6 4 1 | 19 31

NAL: acido nalidixico; CIP: ciprofloxacina; ERY: eritromicina; TET: tetraciclina; GEN: gentamicina: AMP: ampicilina La linea vertical
sefiala el valor de corte epidemioldgico. La zona gris sefiala el nimero de bacterias con sensibilidad disminuida (non-wild-type).

La administracion de fluoroquinolonas en animales
que albergan Campylobacter puede inducir a fendmenos
de resistencia, hecho que fue sefialado®' reportandose
porcentajes de resistencia similares a los encontrados en
diversas investigaciones'%3'%2. En el presente estudio
se hall6 que un 69% de las cepas habian disminuido
su susceptibilidad (non wild type) a esta clase de
antimicrobianos.

Diversas investigaciones sefalan que los porcentajes
de resistencia a la ERY se mantienen bajos a través del
tiempo en diferentes paises, siendo inferiores a los valores
encontrados en esta investigacion!13:20.26.28.32.33

Se reporta un aumento en los porcentajes de resistencia
a la TET", sin embargo, los hallados en este estudio son
inferiores a los sefialados en otras investigaciones'>2832,

Se ha comunicado que los niveles de resistencia a la GEN
se encuentran entre 0% a 10%1"20-28.33, En esta investigacion
la resistencia fue encontrada particularmente en un lote.
Este hallazgo podria deberse, ademas de a los factores
mencionados, a situaciones sanitarias particulares que
determinaron diferencias en las practicas veterinarias de
uso de antimicrobianos'.

El alto porcentaje de resistencia a dos o mas clases de
AM, sugiriere que pueden estar combinados diferentes
mecanismos de resistencia’.

Existen programas de monitoreo de resistencia de C.
jejuni en aislamientos de origen humano y animal en
diferentes paises', sin embargo, las técnicas utilizadas
no son semejantes o utilizan el punto de corte diferentes
para establecer los porcentajes de resistencia hallados, sin
embargo, son Utiles para sefalar una tendencia®.

En Argentina existe el Programa Nacional de Vigilancia
de la Resistencia a los Antimicrobianos WHONET — Grupo
Campylobacter, que desde hace mas de diez afios registra
la resistencia en cepas aisladas de la poblacion humana que
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