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RESUMEN

Considerando que Campylobacter termotolerante (CT) es un agente zoondtico de gran relevancia en la seguridad alimentaria y, por
ende, en la salud publica, se desarrollé este trabajo con el objetivo de determinar fenotipicamente el perfil de resistencia antimicrobiana
de aislamientos de CT obtenidos durante el proceso de faena. Se trabajé con una coleccidn de aislamientos de CT (n=102), los cuales
fueron obtenidos durante el afio 2015 a partir de muestras tomadas en diferentes etapas del proceso de faena de pollos parrilleros. Se
evalud la concentracion inhibitoria minima de los aislamientos frente a fluorquinolonas (ciprofloxacina y enrofloxacina). Desde el punto
de vista epidemioldgico, el 90% de las cepas de C. jejuniy el 100% de los aislamientos de C. coli presentaron susceptibilidad disminuida
frente a CIP. Desde el punto de vista clinico, el 81% de las cepas de C. jejuniy el 100% de las cepas de C. coli fueron resistentes a dicho
ATM. Para el caso de ENR, el 76% de las cepas de C. jejuni y el 88% de las cepas de C. coli evidenciaron resistencia. Ademas, el 2% de las
cepas de C. jejuniy el 12% de aquellas correspondientes a C. coli presentaron resistencia intermedia a ENR. La identificacion de una
elevada proporcidn de cepas de CT clinicamente resistentes a CIP y ENR compromete la eficacia de la terapia antimicrobiana frente al
tratamiento clinico de la campylobacteriosis. Es necesario fortalecer la vigilancia y el control de CT, promoviendo la integracion entre
las dreas de trabajo de laboratorio, clinica humana y veterinaria.
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IN VITRO EVALUATION OF ANTIMICROBIAL RESISTANCE IN THERMOTOLERANT CAMPYLOBACTER PRESENT IN POULTRY SLAUGHTER
PLANTSE

SUMMARY

Considering that thermotolerant Campylobacter (TC) is a zoonotic agent of great relevance in food safety and, therefore, in public health,
this work was carried out with the objective to determine phenotypically, the antimicrobial resistance profile of TC isolated from
different stages of the broiler slaughter process. We worked with a collection of TC isolates (n = 102), which were obtained during 2015
from samples taken at different stages of the slaughter process of broiler chickens. The minimal inhibitory concentration of the isolates
was evaluated against fluoroquinolones (ciprofloxacin —CIP- and enrofloxacin —ENR-). From the epidemiological point of view, 90% of
the C. jejuni isolates and 100% of the C. coli isolates showed decreased susceptibility to CIP. From a clinical point of view, 81% of the C.
Jjejuni and 100% of the C. coli isolates were resistant to this antimicrobial. In the case of ENR, 76% of the C. jejuni strains and 88% of the
C. coli strains showed resistance. In addition, 2% of the C. jejuni and 12% of C. coli isolates showed intermediate resistance to ENR. The
identification of a high proportion of TC strains clinically resistant to CIP and ENR threatens the efficacy of antimicrobial therapy against
the clinical treatment of campylobacteriosis. It is necessary to strengthen the TC surveillance and control, promoting integration
between the laboratory, human clinic and veterinary areas.
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Campylobacter termotolerantes (CT) es considerado la
principal causa de gastroenteritis bacteriana a nivel
mundial (WHO, 2001; EFSA/ECDC, 2015b), siendo C.
jejuni y C. coli las especies mas relevantes. Las aves de
corral son uno de sus principales reservorios (Humphrey
et al., 2007) y, una vez colonizados, permanecen como
portadores asintomaticos (Nachamkin et al., 1993).

La principal fuente de infeccidn es por consumo de carne
de pollo contaminada (Notario et al., 2011; Fischer et al.,
2013) o, indirectamente, mediante la contaminacién
cruzada que se produce al manipular los alimentos
(carne aviar y vegetales crudos) de manera inadecuada
(Mattick et al., 2003; Signorini et al., 2013).

La campilobacteriosis puede ser asintomatica en adultos
o una enfermedad autolimitante asociada con diarrea
fuerte y dolor abdominal, pero que no requiere terapia
antimicrobiana (Altekruse et al., 1999; Avrain et al.,
2003). No obstante, existen circunstancias clinicas
especificas en las cuales es necesaria la administracion
de antimicrobianos (ATM), siendo las fluoroquinolonas
uno de los grupos de eleccion (Nachamkin et al., 2000;
Engberg, 2006). Sin embargo, la resistencia creciente de
Campylobacter a los principales ATM compromete su
eficacia terapéutica (Avrain et al., 2003; Luber et al.,
2003; Kashoma et al.,, 2016). La emergencia de
resistencia se la ha relacionado con el uso de ATM en
medicina veterinaria y en practicas agricolas,
principalmente como agentes profilacticos y promotores
de crecimiento (Mor-Mur y Yuste, 2010; lovine, 2013).
Asi, los aislamientos entéricos resistentes se propagan
desde los animales a los humanos a través de la cadena
agroalimentaria, suponiendo un riesgo para la salud
publica (Signorini et al., 2013).

El objetivo del presente trabajo fue determinar
fenotipicamente el perfil de resistencia antimicrobiana
de aislamientos de CT obtenidos durante el proceso de
faena de pollos parrilleros.

Origen de los aislamientos

Se trabajé con una coleccién de aislamientos de CT
(n=102) obtenidos durante el afio 2015 a partir de
muestras tomadas en diferentes etapas del proceso de
faena de pollos parrilleros. El establecimiento
muestreado se localizé en la zona de influencia de la
Facultad de Ciencias Veterinarias (Universidad Nacional
del Litoral). Los muestreos y andlisis microbioldgicos
fueron realizados en el Laboratorio de Andlisis de
Alimentos del Departamento de Salud Publica.

La primera zona evaluada del matadero fue el sector de
evisceracion de los pollos, en donde se tomaron
muestras del ciego, de superficies en zona de corte de

cogote, de pinzas de eviscerado y de manos de operarios
que realizaban dicha tarea. La segunda zona estuvo
comprendida por muestras de superficies y zona de
trabajo posteriores al chiller como asi también de manos
de operarios que trabajaban en esta area. La tercera
zona de estudio fue el sector de envasado en donde se
tomaron muestras de la superficie de la cinta
clasificadora y del area de embolsado. La cuarta zona de
estudio fue el sector de almacenamiento del producto
final, en donde se tomaron muestras de carcasas de
pollos listas para ser distribuidas en los diferentes puntos
de venta final.

La confirmacion presuntiva del género de los
microorganismos aislados se realizd mediante métodos
fenotipicos: microscopia de contraste de fases, prueba
de oxidasa y catalasa (Patton et al, 1991).
Posteriormente, se realizd la confirmacion por técnicas
de biologia molecular mediante PCR-multiplex, la cual
ademads de asegurar que los aislamientos pertenecian al
género Campylobacter permitié su identificacidn a nivel
de especie (Vandamme et al., 1997).

Las colonias asi identificadas fueron conservadas a -80°C
en viales utilizando un medio crioprotector (Terzolo et
al., 1987).

Evaluacion de susceptibilidad antimicrobiana de los
aislamientos

Las 102 cepas conservadas a -80°C se reactivaron en agar
sangre Columbia base (Oxoid) suplementado con 5% de
sangre equina hemolizada (Corry et al, 1995),
incubandose en microaerofilia (3-5% de O,, 2-10% de
COz, 85% N;) a 42°C durante 48 h en jarras de
anaerobiosis. Para el control de calidad del crecimiento
de las cepas se utilizé como control positivo una cepa de
Campylobacter jejuni ATCC 33560.

Para  evaluar fenotipicamente la  resistencia
antimicrobiana de aislamientos de CT se utiliz6 el
método de dilucion en agar segun el manual de
procedimientos propuesto por el Instituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas A.N.L.L.S. “Dr. Carlos G
Malbran” (Lucero y Galas, 2011), siguiendo el protocolo
elaborado por Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI), documento M7-A7 (2010).

Para cada agente antimicrobiano, a partir de una
solucién de antimicrobiano de trabajo se realizaron
diluciones seriadas al medio, las cuales se volvieron a
diluir 1/20 al ser incorporadas dentro del medio de
cultivo agar Mueller-Hinton suplementado con 5% de
sangre de carnero desfibrinada, siguiendo las
instrucciones de Lucero y Galas (2011). De esta manera,



cada placa contuvo una concentracion de
antimicrobiano diferente.

A partir del cultivo fresco en placa, se tomaron
aproximadamente 3 o 4 colonias de las diferentes cepas
de CTy se resuspendieron en tubos con 3 ml de soluciéon
fisiolégica (0,9% NaCl). Posteriormente, se ajustd la
suspension bacteriana por comparacion visual hasta
alcanzar la misma turbidez del estandar de 0,5 de la
escala Mc. Farland, lo que equivale aproximadamente a
108 UFC/ml. A continuacidn, se realizd una dilucién 1/10
de los inéculos previamente ajustados, transfiriendo 0,1
ml de los mismos a tubos eppendorf con 0,9 ml de
solucidn fisioldgica (Lucero y Galas, 2011).

El contenido de cada tubo eppendorf fue
homogeneizado, se tomd una alicuota de 0,4 ml y se
colocé en el pocillo correspondiente de la policubeta del
replicador de Steers para proceder a la aplicacién de los
indculos bacterianos, de manera rapida y simultanea,
sobre la superficie del agar. Cada “spot” formado en
dicha superficie contuvo aproximadamente 1-2 x104
bacterias (Lucero y Galas, 2011).

Los ATM estudiados pertenecen al grupo de las
fluoroquinolonas: ciprofloxacina (CIP, 0,062-16 pg/ml) y
enrofloxacina (ENR, 0,031-4 ug/ml). Las placas
inoculadas se incubaron a 42 °C en condiciones de
microaerofilia por 24 h. Transcurrido el tiempo de
incubacion se procedid a la lectura e interpretacion de
las placas, registrando la concentracion inhibitoria
minima (CIM) como el valor de la menor concentracion
de ATM que inhibié completamente el desarrollo
microbiano.

Los aislamientos se clasificaron como sensibles,
intermedias o resistentes frente a CIP y ENR segun los
criterios de interpretacion de la CIM para establecer
puntos de corte clinicos en Campylobacter spp.,
reportados por CLSI. Ademas, los aislamientos de CT se
clasificaron como wild type (WT, poblacion de
microorganismos que no poseen mecanismos de
resistencia detectables fenotipicamente) o non-wild type
(nWT, poblacidn que se aleja de la poblacidn normal WT)
frente a CIP segun los criterios de interpretacién de la
CIM para establecer valores de corte epidemioldgicos
(ECOFF) en C. jejuniy C. coli, reportados por el sitio web
oficial de EUCAST (2020). Para el caso particular de ENR,
no existen tales criterios de interpretacion en las
especies de CT mencionadas.

De las 102 cepas de CT aisladas, 57 provenian del ciego
de pollos, 3 de zona de corte de cogote, 7 de pinzas de
eviscerado, 12 de operarios que realizaban dicha tarea,
5 de superficies post-chiller, 1 de operario en esta area,
1 de cinta clasificadora, 1 de embolsado y 15 de carcasas
de pollos. Del total, 42 pertenecian a la especie C. jejuni
y 60 a C. coli.

Desde el punto de vista epidemioldgico, el 90% de los
aislamientos de C. jejuniy el 100% de los aislamientos de
C. coli presentaron susceptibilidad disminuida frente a

CIP (Figura 1a). Desde el punto de vista clinico, el 81% de
los aislamientos de C. jejuniy el 100% de los aislamientos
de C. coli fueron resistentes a dicho ATM (Figura 1b). A
partir del ECOFF se pudo detectar la existencia de cepas
de C. jejuni (9%) que implica un problema emergente de
salud publica dado que se clasificaron como susceptibles
desde el punto de vista clinico frente a CIP, pero en
proceso de adquirir resistencia.

Para el caso de ENR, el 76% de los aislamientos de C.
jejuniy el 88% de los aislamientos de C. coli evidenciaron
resistencia. Ademas, el 2% de los aislamientos de C.
jejuni y el 12% de aquellos correspondientes a C. coli
presentaron resistencia intermedia a ENR (Figura 1c).

A partir del ECOFF se detecto la presencia de cepas de C.
jejuni que desarrollaban una susceptibilidad disminuida
frente a CIP, pero que todavia tenian una CIM lo
suficientemente baja como para permitir una terapia
exitosa (de Jong et al., 2016). Estos resultados son
congruentes con los informados en otros trabajos que
reportaron elevadas tasas de resistencia a
fluoroquinolonas en CT (Giacomelli et al., 2014,
Kovalenko et al., 2014; Torralbo et al., 2015; Zbrun et al.,
2015; Lépez et al., 2017; EFSA/ECDC, 2018). Para el
monitoreo de la resistencia en Campylobacter spp.,
tanto los criterios epidemioldgicos como los clinicos
deben ser aplicados a fin de poder identificar variaciones
de susceptibilidad en el reservorio de esta bacteria y
estimar posibles fallas de tratamiento clinico en
humanos (Aarestrup et al., 2008; McDermott y Mégraud,
2017).

Varias publicaciones han demostrado una asociacién
entre el aumento en la prevalencia de Campylobacter
spp. resistentes a quinolonas aislados de aves, carne de
aves y humanos infectados, con la introduccién de estos
farmacos en la industria avicola, principalmente ENR
(Smith y Fratamico, 2010; EFSA/ECDC, 2012b; WHO,
2012).

Ya en el afio 1996, un estudio concluyé que el uso
veterinario de ENR ejercia una presion selectiva para la
resistencia a CIP, en aislamientos de Campylobacter en
humanos (Gaunt y Piddock, 1996) y siguen siendo
avalados en la actualidad (Goualié et al., 2012; Frasdo et
al., 2015; WHO, 2017). Adicionalmente, se demostrd que
el metabolito activo de ENR es CIP (Idowu et al., 2010).
Este hecho explicaria la mayor resistencia a CIP obtenida
en este estudio, ya que el uso frecuente de ENR en aves
de corral pudo haber provocado que, durante la
metabolizacidn de este antimicrobiano, se seleccionaran
cepas resistentes a CIP (Frasdo et al., 2015).

A pesar de que se ha demostrado que la eliminacion del
uso de quinolonas en granjas de produccion de pollos
disminuye la tasa de resistencia de Campylobacter frente
a estos ATM (Wieczorek et al., 2013), en Argentina y en
la mayor parte de los paises de América Latina su uso aun
esta permitido (Gonzalez-Hein et al., 2013; Frasdo et al.,
2015; Fernandez y Pérez-Pérez, 2016).



Es importante destacar que CT resistentes a
fluoroquinolonas son capaces de persistir en las granjas
durante varios ciclos productivos en ausencia de presion
selectiva antimicrobiana (Humphrey et al., 2005;
Luangtongkum et al., 2009). Una posible explicacion a
este hecho es que el mecanismo de resistencia que
adquiere la bacteria frente a este grupo de ATM le
proporcionaria cierta ventaja en la colonizacion de aves,
sin ocasionar un cambio en el fitness de Campylobacter
(Luangtongkum et al., 2009). En este sentido, las
mutaciones que confieren resistencia a los ATM a
menudo implican la modificacion de la enzima objetivo
para evitar la union a dichos ATM. Estas mutaciones
frecuentemente hacen que la enzima sea diferente en
comparacion con la version de la cepa original, lo cual
puede afectar ciertas caracteristicas de la bacteria que
pueden manifestarse como una disminucién de la
virulencia, la transmisidn, la tasa de crecimiento, lo que
se conoce como “fitness cost” (Melnyk, et al., 2015). Sin
embargo, a pesar de esto, la cepa mutante puede
sobrevivir en condiciones de tratamiento con ATM.
Incluso, si las mutaciones no generan un fitness cost
tienen mas probabilidades de persistir en ausencia del
uso de los ATM (Melnyk, et al., 2015).

Se encontrd una elevada proporcion de aislamientos de
CT resistentes a las fluoroquinolonas, comprometiendo
su uso en el tratamiento de campilobacteriosis humanas.
La evaluacidn de la resistencia antimicrobiana teniendo
en cuenta los ECOFF aporta informacion valiosa sobre lo
que sucede en los reservorios de estos microorganismos.
Por lo expuesto, es necesario fortalecer la vigilancia y el
control de CT, promoviendo la integracion entre las
dreas de trabajo de laboratorio, clinica humana y
veterinaria.
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a. Perfil de resistencia de CT frente a CIP. b. Perfil de resistencia de CT frentea CIF.  c. Perfil de resistencia de CT frente a ENR.
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Figura 1. Perfil de resistencia en C. jejuniy C. coli frente a CIP desde (a) enfoque epidemiolégico (ECOFF: nWT, WT), (b) enfoque clinico (R,
1, S) frente a CIP y (c) enfoque clinico (R, I, S) frente a ENR.
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