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El presente estudio forma parte de la tesis: Caceres-Bautista K. Determinacion de la concentraciéon minima inhibitoria de azitromicina,
eritromicina, tetraciclina y ciprofloxacina en cepas de Campylobacter coli aislada de carne de pollo en mercados de Lima Metropolitana
[Tesis de titulacion]. Lima: Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional Mayor de San Marcos; 2024.

RESUMEN

Objetivos. Determinar la resistencia y concentracion inhibitoria minima (CIM) de eritromicina, azitromicina, cipro-
floxacina y tetraciclina en cepas de Campylobacter coli aisladas de carcasas de pollos comercializados en Lima, Pert.
Materiales y métodos. Cepas de C. coli (n=106) criopreservadas se reactivaron y se evalu6 la concordancia (Coeficiente
Kappa) de los resultados de resistencia y CIM entre las pruebas de difusién en disco (DD), E-test (ET) y microdilucién
en placa (MDP). Resultados. Se reactivaron 97 cepas de las cuales entre 94 al 100% fueron resistentes a ciprofloxacina,
eritromicina y tetraciclina; mientras que solo el 58% fue a azitromicina en la prueba de DD. Las pruebas de ET y MDP
evidenciaron entre 78 al 100% de cepas resistentes, siendo la azitromicina que presentd el menor porcentaje de resisten-
cia. Mas del 70% de cepas presentaron resistencia a por lo menos tres antibioéticos en las tres pruebas. Ademas, el 50%,
69% y 100% de cepas presentaron una CIM = 32 ug/mL para ciprofloxacina, azitromicina y tetraciclina/eritromicina,
respectivamente. Conclusiones. Las cepas de C. coli provenientes de carcasas de pollos tuvieron un alto porcentaje
de multidrogorresistencia. La concordancia entre las tres pruebas fue casi perfecta, pero las tiras del ET presentaron
concentraciones maximas que son insuficientes para la CIM en estas cepas. Es recomendable realizar la evaluacién de
la resistencia y la CIM mediante la MDP ya que permite utilizar un mayor rango de concentraciones de los antibiéticos.

Palabras clave: Resistencia a Antibi6ticos, Campylobacter coli, carne, pollo, Concentracién Inhibitoria Minima (fuente:
DeCS BIREME).

DETERMINATION OF ANTIBIOTIC RESISTANCE USING THREE

PHENOTYPIC METHODS IN Campylobacter coli STRAINS ISOLATED
FROM COMMERCIAL CHICKEN MEAT IN LIMA, PERU

ABSTRACT

Objectives. To determine the resistance and minimum inhibitory concentration (MIC) of erythromycin, azithromycin,
ciprofloxacin, and tetracycline in Campylobacter coli strains isolated from chicken carcasses sold in Lima, Peru. Mate-
rials and methods. Cryopreserved strains of C. coli (n=106) were reactivated and the concordance (Kappa coefficient)
of the resistance and MIC results between the disk diffusion (DD), E-test (ET), and microdilution plate (MDP) tests
was evaluated. Results. Ninety-seven strains were reactivated, of which 94 to 100% were resistant to ciprofloxacin,
erythromycin, and tetracycline, while only 58% were resistant to azithromycin in the DD test. The ET and MDP tests
showed 78 to 100% of resistant strains, with azithromycin presenting the lowest percentage of resistance. More than
70% of strains were resistant to at least three antibiotics in all three tests. In addition, 50%, 69%, and 100% of strains
had a MIC > 32 pg/mL for ciprofloxacin, azithromycin, and tetracycline/erythromycin, respectively. Conclusions. C.
coli strains from chicken carcasses had a high percentage of multidrug resistance. The concordance between the three
tests was almost perfect, but the ET strips showed maximum concentrations that are insufficient for the MIC in these
strains. It is recommended to perform resistance and MIC testing using the MDP, as it allows for a wider range of an-
tibiotic concentrations to be used.

Keywords: Antibiotic Resistance, Campylobacter coli, chicken, meat, Minimum Inhibitory Concentration (source: MeSH NLM).
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INTRODUCCION

Campylobacter spp. es una bacteria Gram negativa que afec-
ta al hombre ocasionando desordenes gastroentéricos de
corta duracion (Campilobacteriosis); este proceso se pue-
de complicar en nifios, ancianos e inmunocomprometidos,
siendo recomendado el uso de antibidticos como fluoroqui-
nolonas, macrélidos y tetraciclinas. Campylobacter jejuni y
Campylobacter coli son las especies mas frecuentes y se pue-
den encontrar en el intestino de los pollos de carne como
hospederos asintomaticos. En el Pert, la carne de pollo es
el alimento proteico mds consumido (47,33 kg/persona) la
cual proviene de mataderos con notables deficiencias sanita-
rias, siendo esto un factor de riesgo para la presentacion de
esta bacteria @.

Otro factor que hace al Campylobacter spp. una bacteria
de importancia en salud publica es su caracteristica de re-
sistencia antibidtica. El incremento de la resistencia a nivel
mundial estd generando dificultad en el control y vigilancia
de infecciones que en décadas atrds eran facilmente trata-
bles, muchas veces esto se relacionaba a la automedicacién
de las personas @. Desde el punto de vista veterinario el uso
de antimicrobianos durante la crianza de pollos de carne
como promotores de crecimiento o agentes profilacticos no
regulados también es una posible causa de la resistencia ©.
En el Pert existen reportes de cepas de C. coli provenien-
tes de muestras clinicas en humanos con alta resistencia a
ciprofloxacina, acido nalidixico, tetraciclina y eritromicina
asociados principalmente a genes gyrA, aph(3°)-Illa, tetO
y 23S rRNA respectivamente ), también se ha reportado
la presencia de genes cmeA y cmeB los cuales codifican las
bombas de eflujo que confieren una alta resistencia a macroé-
lidos y fluoroquinolonas en cepas de C. coli aisladas de pollos
y de nifios ©.

Determinar la resistencia en bacterias que estén rela-
cionadas a productos de consumo humano primario es de
prioridad en salud publica. En este sentido, la concentracion
inhibitoria minima (CIM) de diferentes antibidticos aplica-
dos en casos humanos y veterinarios es de suma importancia
para plantear estrategias y desarrollar programas de vigilan-
cia epidemiologica. Entre los métodos de sensibilidad anti-
microbiana fenotipicas para determinar la CIM tenemos el
E-test (ET), método similar a difusion en disco (DD), evalta
la concentracion que inhibe el crecimiento bacteriano con la
formacion de un halo alrededor de la gradiente de la tira con
concentraciones decrecientes; y el método de microdiluciéon
en placa (MDP), la cual usa micro volimenes con dilucio-
nes seriadas que determinaran al igual que ET la CIM con
turbidez en el pocillo ©7. El objetivo del presente trabajo es
determinar la concentracién inhibitoria minima (CIM) de
eritromicina, azitromicina, ciprofloxacina y tetraciclina en
cepas de Campylobacter coli aisladas de carne de pollos en
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Motivacion para realizar el estudio. Campylobacter coli,
bacteria que produce gastroenteritis en humanos por con-
sumo de carne de pollo contaminada, ha mostrado un in-
cremento de la resistencia antibidtica a nivel mundial. En
Perti esta informacion es escasa, por lo que se propuso deter-
minar la resistencia y la concentracién inhibitoria minima
(CIM) con tres métodos fenotipicos.

Principales hallazgos. En todos los métodos més del 70% de
cepas presentaron multidrogorresistencia con una CIM =32 pg/
mlL, siendo la microdilucion en placa el método més eficiente.

Implicancias. Las cepas de C. coli provenientes de carcasas de
pollos tuvieron un alto porcentaje de multidrogorresistencia. Es
necesario un continuo monitoreo con un enfoque multisecto-
rial que abarque la salud humana, animal y el medio ambiente.

mercados y supermercados de Lima, Pert utilizando tres
métodos de sensibilidad antimicrobiana fenotipica.

MATERIALES Y METODOS

Obtencion de muestras bioldgicas

El trabajo de investigacion se llevo a cabo en el Laborato-
rio de Farmacologia y Toxicologia Veterinaria de la Facultad
de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos (Lima-Pert) entre los meses de febrero a ju-
nio del 2023. Se utilizaron 106 cepas de Campylobacter coli
criopreservadas en BHI y glicerol (80:20, v/v) a -20 °C, ca-
racterizadas en género y especie por pruebas bioquimicas y
moleculares. Estas cepas fueron colectadas de trabajos pre-
vios entre los aflos 2020 y 2022 las cuales fueron aisladas de
cortes de musculo (pierna con encuentro) y piel (de la zona
peri-cloacal) de carcasas de pollo de mercados (n=54) y su-
permercados (n=52) de los distritos de Independencia, La
Molina, San Borja, San Martin de Porres, Santa Anita, San-
tiago de Surco y Surquillo en Lima Metropolitana. El pre-
sente estudio no involucré humanos ni animales vivos. Las
cepas evaluadas provenian de carcasas de pollos destinados
a consumo humano; por consiguiente, el estudio no requiri6
aprobacién de un comité de ética.

Reactivacion de cepas de Campylobacter coli 'y
controles de calidad

Los viales cerrados, integros y con codificacién fueron descon-
gelados en bafio Maria. Su contenido se colocé en tubos de en-
sayo con 3 mL de caldo de cultivo BHI enriquecido con sangre
desfibrinada de ovino al 5%. Las muestras fueron llevadas a la
incubadora (DHP-9162, BluePard, China) a 42 °C por 36 a 48
horas en condiciones microaerdfilas generada por un sachet de
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Campygen (Thermo Scientific™ OXOID™, Reino Unido), pasa-
do este tiempo se procedio a retirar 100 pL del tubo y se coloco
en placas Petri con agar mCCD (Thermo Scientific™ OXOID™,
Reino Unido) haciéndose una siembra por agotamiento. Se lle-
varon a incubacion a 42 °C por 48 horas. Pasado este periodo
las colonias fueron evaluadas macroscopicamente, siendo com-
patibles con Campylobacter spp. las de color griséceas, planas ";
mientras que bacilos espiralados con movimiento fueron obser-
vados con ayuda de un brillo metdlico y bajo un microscopio
optico (Leica, Reino Unido) a 100x. Para la evaluacion y valida-
cién de los resultados de las pruebas fueron considerados como
controles de calidad las cepas de Campylobacter jejuni ATCC®
33560, Campylobacter coli ATCC® 43478 y Staphylococcus au-
reus ATCC® 29213 en presentacion de hisopo Kwik-StickTM
(Microbiologics, Inc., Estados Unidos), esto siguiendo las re-
comendaciones del Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI) ®. Para su activacion las cepas ATCC de Campylobacter
fueron reactivadas estriando por agotamiento el contenido del
hisopo en agar sangre al 5% a 37 °C por 48 horas en condiciones
de microaerdfilia. Por otro lado, la cepa ATTC de Staphylococcus
aureus fue sembrada en agar de conteo de placas a 35 °C por 48
horas en condiciones de aerobiosis. A partir de estas colonias se
procedid a preparar las soluciones control usadas en los métodos
de sensibilidad antimicrobiana fenotipica.

Método de difusion en disco (DD)

A partir de colonias frescas de las cepas de campo de C. coli
obtenidas del agar mCCD se prepar6 una solucion al 0,5 en la
escala de McFarland (Liofilchem, Italia), para esto se procedi6
a hacer el sembrado por estriamiento en placas de agar Mii-
ller-Hinton (Thermo Scientific™ OXOID™, Reino Unido) enri-
quecida con sangre desfibrinada de oveja al 5%. Seguidamente
se colocaron discos antibidticos (Oxoid™, Reino Unido) de eri-
tromicina 15 pg (ERT), azitromicina 15 ug (AZT), tetraciclina
30 pg (TET) y ciprofloxacino 5 pg (CIP). Las placas fueron in-
cubadas en condiciones microaeréfilas a 42 °C durante 48 ho-
ras. Posteriormente se midi6 los halos de inhibicién con una
regla y la clasificacion de sensible (S), intermedio (I) y resistente
(R) fue realizada segin las indicaciones del CLSI ®. En el caso
de azitromicina y eritromicina fue S > 16 mm, I = 13-15mm y
R <12 mm; para ciprofloxacina fue S > 24 mm, I =21-23 mmy
R <20 mm; y para la tetraciclina fue S > 26 mm, I = 23-25 mm
y R <22 mm. Para realizar el control de calidad se utilizaron las
cepas ATCC de C. jejuni, y C. coli, las cuales fueron sometidas
a los mismos procedimientos descritos anteriormente para las
cepas de campo; mientras que para la cepa ATCC de Staphylo-
coccus aureus la solucién 0,5 en la escala de McFarland se sem-
bré en agar Miiller-Hinton y la incubacién fue a 35 °C por 18
horas en aerobiosis.

Microdilucion en placa (MDP)

Para la determinacién de la CIM por este método se pre-
pararon estandares de antibidticos (Sigma-Aldrich, Estados
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Unidos) de azitromicina (1600 pg/mL), eritromicina, cipro-
floxacina y tetraciclina (2048 ug/mL). Posteriormente, se co-
loc6 90 pL de caldo Miiller-Hinton II (Sigma-Aldrich, Esta-
dos Unidos) enriquecido con sangre desfibrinada de ovino al
5% en los 96 pocillos de una placa de microtitulacién de fon-
do ovalado (Greiner BIO-ONE, Austria), después se coloco
90 uL de la solucidn stock de antibiético en el primer pocillo
y se realizaron diluciones seriadas 50:50 en los siguientes 10
pocillos. Luego se adicion6 a cada pocillo 9 uL de la solu-
cion de 0,5 en la escala de McFarland de las cepas de campo
de C. coli (Figura 1). Las placas fueron cubiertas con papel
film estéril e incubadas a 42 °C durante 48 horas en medio
microaerdfilo. La CIM fue evaluada con la observacion del
crecimiento bacteriano positivo (turbidez) o negativo (clari-
dad) en el caldo de los pocillos ©”. Las cepas fueron clasifi-
cadas en base al valor de la CIM (pg/mL) segun los criterios
de sensible (S), intermedio (I) y resistente (R) del CLSI ®
donde para azitromicina y eritromicina fue R>32 ug/mL,
I=16 pg/mL y S<8 ug/mL; para ciprofloxacina fue R>4 pg/
mL, I=2 ug/mL y S<1 ug/mL; y para la tetraciclina fue R>16
pg/mL, I=8 ug/mL y S<4 pg/mL. Para realizar el control de
calidad se utilizaron las cepas ATCC de C. jejuni, y C. coli.

E-test (ET)

Este método fue realizado mediante tiras de antimicrobianos
(Liofilchem, Italia) de azitromicina (0,016-256 pg/mL), tetraci-
clina (0,016-256 pg/mL), y ciprofloxacina (0,002-32 pg/mL) las
cuales fueron colocadas en placas Petri con agar Miiller-Hinton
enriquecida con sangre desfibrinada de ovino al 5% e inocula-
das con 100 pL de una solucién de Campylobacter coli al 0,5 en
la escala de McFarland. Luego fueron llevados a incubacion en
condiciones de microaerdfilia a 42 °C durante 48 horas. Pasado
este tiempo se evaluaron las zonas de inhibicion de forma para-
bolica o elipsoide y se observo el valor de la tira (pug/mL) donde
se inicia la inhibicién del crecimiento bacteriano en el agar. Esta
prueba utilizé los mismos controles de calidad que el método
MDP y solo pudo ser realizada en 88 cepas de campo de C. coli
las cuales fueron seleccionadas aleatoriamente.

Analisis de datos

Los datos fueron almacenados, organizados y analizados en ta-
blas utilizando Microsoft® Excel® para Microsoft 365 (Version
2013) en Windows. Se aplico estadistica descriptiva haciendo
uso de proporciones. Para ser identificado como multidrogo-
rresistente debia presentar resistencia a tres 0 mas antimicro-
bianos de distintas familias farmacoldgicas ©); es decir, debe
presentar resistencia a la familia de macrélidos, fluoroquino-
lonas y tetraciclinas. Para analizar el grado de concordancia de
los resultados obtenidos entre los métodos se calcul6 el coefi-
ciente de Kappa siendo los valores de concordancia categori-
zados como: ligero (0,00-0,20), regular (0,21-0,40), moderado
(0,41-0,60) sustancial (0,61-0,80) y casi perfecta (0,81-1,00)
utilizando el programa online GraphPad QuickCalcs (Graph-
Pad Software, Dotmatics, San Diego, CA).
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Figura 1. Pocillos de placas de microdilucion en placa (MDP) con diluciones seriadas indicando que en
cada pocillo se encuentra el caldo Miiller Hinton mads sangre, la dilucién de antimicrobiano y el in6culo
de cepas de C. coli aisladas de carcasas de pollo comercializadas en mercados de Lima Metropolitana en

el 2022 y reactivadas en el 2023.
RESULTADOS

Evaluacion de la resistencia antimicrobiana

En total pudieron ser reactivadas 97/106 (91,5%) de cepas de
C. coli., a partir de estas se realiz6 la evaluacién de la resis-
tencia y la concentracion inhibitoria minima. Con respecto a
la evaluacion de sensibilidad antimicrobiana evaluada con la
prueba DD, de las 97 cepas viables se encontr6 una resistencia
entre 94,9% a 100% para ciprofloxacina, eritromicina y tetra-
ciclina; mientras que para azitromicina fue de 58,8% (Tabla 1).
Con respecto al ET, en el total de las cepas evaluadas el 88,6%
(78/88), 100% (88/88) y 78,4% (69/88) fueron resistentes para
las tiras de ciprofloxacina, tetraciclina y azitromicina respecti-
vamente (Figura 2). Los resultados de la prueba de MDP (Fi-
gura 3) mostraron que para ciprofloxacina el 94,9% (92/97) de
cepas evaluadas fueron resistentes, solo 5,2% (5/97) de cepas
fueron consideradas como intermedias y ninguna cepa fue

sensible. Para tetraciclina y eritromicina se encontré un 100%
(97/97) de resistencia, mientras que para azitromicina se ob-
tuvo un 89,7% (87/97) de resistencia.

Determinacion de la concentracion inhibitoria
minima

En cuanto a la CIM evaluada por ET el 58,0% (51/88) de cepas
para ciprofloxacina (>32 ug/mL); 26,1% (23/88) para tetraci-
clina (>256 pg/mL) y 29,6% (26/88) para azitromicina (>256
pg/mL) superaron el valor mas alto de la tira utilizada (Tabla
2). En el caso de la CIM por MDP, para ciprofloxacina las ce-
pas presentaron un rango entre 2 y 512 pg/mL, siendo que el
22,7% (22/97) de las cepas presentaron 32 pg/mL y el valor
mas alto fue 512 pg/mL pero solo para 2,1% (2/97) cepas. Para
tetraciclina y eritromicina se present una CIM de 256 pg/mL
en el 41,2% (40/97) de las cepas y siendo el valor mas alto por
encima de 1024 pg/mL para ambos antimicrobianos; mientras

Tabla 1. Resultados de la prueba de difusion en disco del total de cepas de C. coli (n=97) aisladas de carcasas de pollo comercializadas en mercados y super-
mercados de Lima Metropolitana entre el 2020 al 2022 reactivadas en el 2023 y clasificadas segun criterios del Clinical and Laboratory Standards Institute.

Antimicrobiano

Sensible (%)

Intermedio (%) Resistente (%)

Ciprofloxacina (5 ug)
Eritromicina (15 ug)
Azitromicina (15 pg)
Tetraciclina (30 pg).

3/97 (3,1%)
1/97 (1,0%)
12/97 (12,4%)
0/97 (0%)

2/97 (2,1%)
1/97 (1,0%)
28/97 (28,9%)
0/97 (0%)

92/97 (94,9%)
95/97 (97,9%)
57/97 (58,8%)
97/97 (100%)
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indica concentraciones intermedias y la parte sin color indica concentraciones sensibles segun los criterios del CLSI (8).

Ciprofloxacina (CIP), Tetraciclina (TET) y Azitromicina (AZT). Moda: Valor de CIM expresada en pg/mL. S: sensible, I intermedio y R: resistente

Figura 2. Resultados y clasificacion de sensible (S), intermedio (I) y resistente (R) para las cepas de C. coli (n=88) aisladas de carcasas de pollo comercializadas
en mercados y supermercados de Lima Metropolitana entre el 2020 al 2022 y reactivadas en el 2023 para la prueba de E-test.

que, para azitromicina, 16,5% (16/97) de las cepas presenta-
ron CIM de 50 pg/mL y superior a 800 pug/mL.

Evaluacion de la concordancia entre los métodos
de sensibilidad fenotipicos

Los tres métodos evidenciaron un 100% de cepas resistentes
a tetraciclina. Por otro lado, para ciprofloxacina los méto-
dos de DD y MDP evidenciaron un 94,9% de cepas resis-
tentes a diferencia del ET donde solo se encontraron 84,6%
de resistencia. En el caso de los resultados para eritromicina
el método de DD identificé un 98,0% de cepas resistentes
mientras que en el método de MDP el 100% de las cepas pre-
sentaron resistencia. Sin embargo, la azitromicina tuvo ma-
yor variacion de los resultados entre los métodos presentan-
do porcentajes de resistencia de 58,8%, 78,4% y 98,0% para
DD, ET y MDP respectivamente. El coeficiente de Kappa (i)
indica una concordancia categorizada como sustancial (k =
0,75) entre los resultados de los métodos DD y ET, mientras
que fue casi perfecta (x = 0,84) entre los resultados de los
métodos DD y MDP vy los resultados de los métodos ET y
MDP (Material suplementario).

Evaluacion de la condicion de
multidrogorresistencia

Al hacer la evaluacion del total de cepas el 84,5% (82/97)
presentaron resistencia para 4 antibidticos con el método
de MDP, mientras que un 56,7% (55/97) en el método DD;

ademas el 71,6% (63/88) de las cepas presentaron resistencia
para 3 antibiéticos en el método de ET (Tabla 2).

DISCUSION

Nuestros resultados mostraron que un alto porcentaje de ce-
pas fueron resistente para ciprofloxacina en los tres métodos
evaluados. Segun Kouglenou et al. "9 los valores de resisten-
cia para ciprofloxacina en cepas de C. coli aisladas de carne de
pollo varian entre 87 a 93,8% y esto se relaciona con el uso de
antimicrobianos en dosis subterapéuticas durante la crianza de
los pollos. En contraposicion, Hadi et al. 'V muestran solo un
15% de resistencia para cepas de C. coli aisladas de aves, esto lo
asociaron con la restriccion de fluoroquinolonas en avicultura
de la zona muestreada. Algo similar se observd para eritromi-
cina donde mas del 97% de las cepas fue resistente, a pesar que
no fue realizada la prueba de ET. Esto fue similar a lo reportado
por Kouglenou et al. 1 y Hadi et al. " quienes encontraron
mas de 95% de resistencia en cepas de C. coli aisladas en carne
de pollo, posiblemente por deficiencia de higiene en el manejo
del centro de beneficio que origind la contaminacion y por el
uso de estos macrdlidos en la industria avicola.

La tetraciclina presenté un 100% de resistencia para C.
coli en los tres métodos; niveles entre 71,4% y 97,4% de re-
sistencia han sido reportados para este antibidtico en cepas
provenientes de carcasas de pollo, sugiriendo que esto se
debe al manejo deficiente de la carne y la crianza de traspa-
tio de los pollos 2, En contraposicion, Gimenez et al. ¥
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El color W indica concentraciones resistentes, el color " indica concentraciones intermedias y la parte sin color indica concentraciones sensibles segun los
criterios del CLSI (8). Ciprofloxacina (CIP), Tetraciclina (TET), Eritromicina (ERT) y Azitromicina (AZT). Moda: Valor de CIM expresada en pg/mL. S:
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Figura 3. Resultados y clasificacion de sensible (S), intermedio (I) y resistente (R) para las cepas de C. coli (n=97) aisladas de Carcasas de pollo comercializadas

en mercados y supermercados de Lima Metropolitana entre el 2020 al 2022 y reactivadas en el 2023 para la prueba de microdilucion en placa.
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Tabla 2. Cantidad de cepas de C. coli aisladas de carcasas de pollo comercializadas en mercados y supermercados de Lima Metropolitana entre el 2020 al 2022 y
reactivadas en el 2023 con caracteristica de resistencia a 1 o 4 antibidticos en la prueba de difusion en disco (DD), E-test (ET) y microdilucién en placa (MDP).

DD =97 ET =88 MDP =97
Antimicrobianos
Ne Cepas (%) Ne Cepas (%) Ne Cepas (%)

TET 0 0 4 (4,6) 0 0
TET-ERT 3 (3,1) -- -- 0 0
TET-CIP 2 2,1) 15 17,1) 0 0
TET-AZT 0 0 6 (6,8) 0 0
TET-ERT-CIP 35 (36,1) - - 10 (10,3)
TET-ERT-AZT 2,1) -- -- 5 (5,2)
TET- CIP-AZT 0 0 63 (71,6) 0 0
TET-CIP-AZT-ERT 55 (56,7) -- -- 82 (84,5)

Ciprofloxacina (CIP), tetraciclina (TET), eritromicina (ERT), azitromicina (AZT). (--) indica que no se consider porque para E-test no se evalué ERT.

no encontraron resistencia para eritromicina ni tetraciclina,
pero si un 22% de cepas resistentes a ciprofloxacina, estos
bajos porcentajes pueden ser atribuidos al adecuado manejo
sanitario realizado y por la ubicacién geografica alejada de
los pueblos que facilit6 el cumplimiento de los protocolos
de bioseguridad. Otro dato interesante fue que solo cipro-
floxacina/eritromicina y azitromicina fueron sensibles para
menos del 4% y 12% de las cepas respectivamente. Estos re-
sultados indican que estos grupos de antibiéticos no serian
tan eficaces frente a las cepas de campo de C. coli y que debe-
rian explorase otras alternativas antibioticas.

Gunasekaran et al. ™ encontraron porcentajes de re-
sistencia superiores a 60% para tetraciclina, eritromicina
y azitromicina y 21,5% para ciprofloxacina en muestras de
mucosa cecal de pollos. Lee et al. 1 obtuvieron 91,1% de re-
sistencia para ciprofloxacina, 71,1% para tetraciclina y 4,4%
para eritromicina en cepas aisladas de carcasas de pollo,
mientras que Lim et al. *® reportaron 100% de resistencia
para azitromicina para C. coli aislada en carne de pollo, aso-
ciando esto al uso de fluoroquinolonas y macrolidos como
tratamientos rutinarios y preventivos en produccién aviar.
Pergola et al. 'y Wieczorek et al. *®, evaluaron cepas ais-
ladas de pollos de carne y reportaron niveles de resistencia
entre 70% a 96,1% para ciprofloxacina y de 57,9% a 70% para
tetraciclina; mientras que para eritromicina se reporto entre
0,6 a 30%, estos resultados son cercanos a lo encontrado en
este estudio. Estos autores sugieren que esta condicién de
resistencia es por el aumento de venta y uso de fluoroqui-
nolonas en la produccién avicola para tratamiento de otras
enfermedades como la micoplasmosis y clostridiosis.

A pesar que no fue realizado una evaluacion de los ge-
nes de resistencia es muy probable que estén presentes en
las cepas de C. coli y sean los que confieren resistencia anti-
microbiana. En el caso de las fluoroquinolonas, el mecanis-
mo principal que confiere resistencia es la mutacion del gen
GyrA, especificamente en la treonina del codén 86 por una
isoleucina (Thr86lle) con lo cual la capacidad funcional de la
DNA girasa se mantiene estable . En el caso de los macré-
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lidos, el gen ermB, responsable de la metilacién ribosomal,
ha sido reconocido como un mecanismo emergente de resis-
tencia antimicrobiana a nivel mundial; asimismo, mutacio-
nes especificas a nivel de las proteinas ribosomales L4 y L22
también confieren resistencia a macrélidos ?%. En el caso de
las tetraciclinas los genes de resistencia mas importante es el
tetO el cual confieren proteccién al ribosoma al evitar que el
antibiético se una y actae @V,

Los resultados de CIM para ciprofloxacina coinciden
parcialmente con otros estudios que encontraron valores de
CIM para ciprofloxacina entre 32 y 64 ug/mL para cepas de
C. coli aisladas de hisopados ambientales, heces, carne y agua
en mataderos de pollos @), Contrariamente, también se re-
portan valores de CIM bajos entre 4 y 16 pg/mL en cepas ais-
ladas de cloaca y carcasas de pollos ?%. Los resultados para
tetraciclina y eritromicina fueron superiores a lo encontra-
do en otros estudios que reportaron valores de CIM entre
64 y 128 pg/mL para tetraciclina y eritromicina en cepas de
Campylobacter spp. aisladas de pollos ). Sadeghi et al. ®°
determinaron una CIM de 25 pg/mL para tetraciclina y ci-
profloxacina, valores 5 a 6 diluciones por debajo a lo encon-
trado en el presente trabajo, ellos atribuyen esta baja CIM al
uso de antibiéticos solo de forma preventiva en la crianza de
pollos. En el Pert, Quino et al. ¥ reportaron porcentajes de
resistencia entre 52% a 100% con una CIM para eritromici-
na y tetraciclina >128 pg/mL en cepas de C. coli aisladas de
muestras de humanos y pollos. La CIM para azitromicina
encontrada en este trabajo fue mas alta en comparacién a
lo encontrado por Hull et al. ® quienes reportaron una re-
sistencia de 28% y valores de CIM entre 0,03 y 0,12 pg/mL
en cepas a aisladas de carcasas de pollo en Estados Unidos.

Nuestro estudio evidencié un alto porcentaje de cepas
C. coli aisladas de carne de pollo en Lima Metropolitana con
resistencia antimicrobiana. Esto podria estar relacionado
con el manejo de las aves durante su crianza donde se usan
antibidticos como promotores de crecimiento, se aplican tra-
tamientos con dosificaciones inadecuadas, se usan fairmacos
vencidos, entre otros #?). Esta condicién de bacterias re-
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sistentes es peligrosa para la salud publica, puesto que estas
pueden llegar al humano por manipulacién de carne conta-
minada o por contaminacién cruzada @. Otro riesgo es el
uso de los mismos grupos de antibidticos en animales y en
humanos, la ciprofloxacina es usada para el tratamiento de
campilobacteriosis en personas, mientras que la enrofloxaci-
na es el antibidtico de eleccién en varios programas sanita-
rios en la crianza de pollos, lo mismo estaria sucediendo con
otros grupos de antibidticos que se encuentran disponibles
tanto para su uso en animales como para el hombre @9. Es
claro que los pollos de carne son considerados la fuente pri-
maria de la campilobacteriosis humana y que a pesar que
las corporaciones avicolas poseen sistemas de control que
aseguran la calidad sanitaria de la carne de pollo, la elimina-
cion total de este microorganismo de la cadena alimentaria
es complicada, especialmente por las practicas de manipu-
lacion de carne cruda o la insuficiente coccion a nivel del
consumidor final @3,

En el Pert existen evidencias que indican que el riesgo
de enfermedades gastrointestinales en ninos por Campylo-
bacter spp. se incrementa cuando conviven con aves de
corral (crianza de traspatio) por lo que medidas de con-
tenciéon como corrales y educacion sanitaria son sugeridas
para reducir la exposicion ©V. Esto es un problema de salud
publica, no solo por que involucra la transmision de la bac-
teria, también se transmiten los mecanismos de resistencia
a antibidticos que poseen. Pollet ef al. ®? reportaron un in-
cremento de la resistencia a ciprofloxacina, azitromicina y
eritromicina en cepas de C. jejuni y C. coli aisladas de heces
de pacientes con problemas gastrointestinales en hospitales
de Lima, Cusco e Iquitos entre el 2001 y 2010, estos auto-
res plantean que el incremento de la resistencia puede ser
atribuido a la prescripcién frecuente de estos antibidticos en
enfermedades infecciosas o a la automedicacidn; sin embar-
go, también resaltan que el uso de macroélidos y fluoroquino-
lonas en la industria animal, especialmente en la avicultura,
seria en parte responsable de la resistencia. Por otro lado,
Schiaffino et al. ® reportaron una alta incidencia de cepas
de Campylobacter resistentes a quinolonas y macrolidos en
heces de nifios menores de 2 afios de comunidades periféri-
cas a la ciudad de Iquitos. Ellos sugieren que estas bacterias
podrian llegar a las personas por la crianza y el sacrificio de
aves a nivel doméstico ademds de la falta de regulacion de
uso antibidticos en la produccién de aves.

Si bien, los tres métodos de sensibilidad antimicrobiana
tuvieron una concordancia casi perfecta es importante sefialar
que la DD solo permitio6 evaluar resistencia y no determinar la
CIM, a diferencia de la ET y MDP. Por otro lado, es evidente que
los valores maximos de las concentraciones de los antibi6ticos
en las tiras de ET no son adecuados para la determinacién de
la CIM en estas cepas. Es por este motivo el uso de la MDP,
a pesar de ser un poco mas laborioso, es una alternativa ade-
cuada ya que permite preparar in house concentraciones que
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sean necesarias y de esta forma tener una mayor versatilidad
dependiendo de las exigencias de las cepas a evaluar. Segiin
Paravissi et al. ® la comparacion de métodos de evaluacion es
un desafio ya que existe mucha variacion en procedimientos,
pardmetros e interpretaciéon de resultado. Al-Natour et al. ¥
evaluaron la sensibilidad en cepas de C. jejuni aisladas de heces
de pollos mediante MDP y DD y determinaron que a pesar de
que ambas metodologias expresaban resultados concordantes,
DD es flexible, conveniente y menos laboriosa y que podria ser
utilizada como una prueba rapida inicial. Por otro lado, Azrad
et al. ® determinaron una excelente concordancia entre ET y
MDP en la evaluacion de la resistencia de eritromicina, cipro-
floxacina y tetraciclina en cepas de C. jejuniy C. coli, resaltando
que la MDP tiene la ventaja de que puede ser una metodolo-
gia automatizada que reduciria el sesgo del operador. Lazou y
Chaintoutis ®® encontraron concordancias categorizadas como
sustancial y casi perfecta entre DD y MDP para los resultados
de resistencia de estreptomicina, tetraciclina y 4cido nalidixico
en cepas de C. jejuni'y C. coli aisladas de carne ovina y caprina; a
pesar de esto los autores resaltan que MDP es un método cuan-
titativo, lo que es valioso para los clinicos a la hora de decidir
un adecuado tratamiento, a diferencia de la DD que solo genera
datos cualitativos.

La resistencia a tres o hasta doce antimicrobianos de
distintas familias farmacoldgicas son consideradas cepas
multidrogorresistentes (MDR) segun lo indicado por Ji-
ménez et al. ©. Nuestros resultados muestran que mds del
70% de las cepas fueron resistentes a por lo menos tres an-
tibidticos. Estos porcentajes son altos a diferencia de otros
autores que reportaron entre 12,5% a 43,9% ¢*%. Algunos
paises han implementado medidas correctivas y preventivas
para la multidrogorresistencia como el uso de alimento sin
antibi6ticos para animales de producciéon “?. En contrapo-
sicién, el Pert no cuentan con un programa integrado de
monitoreo de resistencia para Campylobacter, a pesar de
que en Sudamérica existen datos que afirman infecciones
humanas y se conoce la gravedad de la campilobacteriosis
transmitida por alimento como la carne de pollo, atin son
escasas las medidas de prevencion y control. Los programas
de vigilancia ayudaran a identificar el problema, la gravedad
y asi tomar decisiones e implementar medidas ®®. Adicio-
nalmente nuestros resultados también deben ser abordados
desde el enfoque de “Una salud” ya que la presencia de cepas
multidrogorresistentes de C. coli en la carne de pollo consti-
tuyen un riesgo para que este microorganismo se disemine
y afecte no solo a las personas, también a animales de com-
paiia (perros, gatos), animales salvajes (aves), e inclusive a
insectos y el agua que cumplen la funcién de diseminadores;
esto podria acelerar la transmision horizontal de genes de
resistencia de Campylobacter hacia otros grupos bacterianos
como Enterococcus, Staphylococcus y Streptococcus. “V.

Entre las limitaciones del presente estudio tenemos que
para la prueba de ET solo se pudieron evaluar 88 cepas de-
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bido a limitaciones en la cantidad de tiras de antibiéticos;
asimismo, no se pudo evaluar la eritromicina ya que comer-
cialmente estas tiras no estan disponibles. Por otro lado, ET
es limitado debido a que las concentraciones maximas de las
tiras fueron insuficientes para algunas de las cepas evalua-
das; en el caso de la DD solo provee datos cualitativos, pero
puede ser util como método de rutina o screening.

En conclusion, las cepas de C. coli provenientes de car-
casas de pollos presentaron un alto porcentaje de resisten-
cia a por lo menos tres antimicrobianos, mientras que para
mas del 50% de las cepas la CIM fue superior 32 ug/mL para
ciprofloxacina, azitromicina, tetraciclina y eritromicina. A
pesar que los tres métodos tuvieron concordancia en la eva-
luacion de la resistencia antibacteriana, MDP provee datos
cuantitativos y permite modificar las concentraciones utili-
zadas de acuerdo a la sensibilidad de las cepas, caracteristi-
cas que son ventajosas sobre los otros dos métodos. Debido
a que C. coli es una bacteria patégena que puede transmitirse
por alimentos de origen animal, es necesario un continuo
monitoreo con un enfoque multisectorial que abarque la sa-
lud humana, animal y el medio ambiente, no solo de su pre-
sencia, también de la resistencia antimicrobiana, determinar
la CIM vy sobre todo realizar una evaluacion con ayuda de
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