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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue la deteccion de resistencia antimicrobiana fenotipica en
aislados de Campylobacter spp. las cuales fueron aisladas de carne de pollo envasada,
refrigeradas y comercializadas en cuatro distritos de Lima Sur. Para ello se tomaron muestras de
120 cortes frescos de pierna con encuentro empaquetadas, refrigeradas y vendidas en
supermercados de cuatro distritos de Lima Sur. Las muestras de carne fueron sometidas a
enriquecimiento en caldo Preston (42°C/24h en condiciones de microaerofilia) y posterior
sembrado en agar mCCD (42°C/48h en condiciones de microaerofilia). Las colonias
sospechosas fueron evaluadas mediante morfologia macro y microscopica, crecimiento en agar
Sangre (42°C/48h) y pruebas bioquimicas de catalasa, oxidasa e hipurato. Cepas compatibles
con Campylobacter spp. fueron sometidas a evaluacion de la sensibilidad antimicrobiana para
azitromicina, eritromicina, ciprofloxacino y tetraciclina en placas de Mueller-Hinton sangre
(42°C/48h en condiciones de microaerofilia). Del total de muestras procesadas, el 46,6%
(56/120) fueron positivas a Campylobacter spp. El posterior analisis por PCR permitio
confirmar que el 7.2% (04/56) del total de cepas correspondieron a Campylobacter jejuni
mientras que el 92.8% (52/56) a Campylobacter coli. Con respecto a la resistencia
antimicrobiana, se observo que el 78.6% (44/56) fueron resistentes a los tres grupos
antimicrobianos evaluados. Se concluye que las muestras de carne de pollo (corte pierna con
encuentro) envasadas, refrigeradas y vendidas en supermercados de cuatro distritos de Lima Sur
presentaron contaminacion con Campylobacter spp. Asi mismo, se pudo observar una elevada

tasa de resistencia a los antibioticos evaluados.

Palabras claves: Campylobacter, carne de pollo, resistencia antimicrobiana
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ABSTRACT

The aim of this study was the detection of phenotypic antimicrobial resistance in strains of
Campylobacter spp. which were isolated from packaged chicken meat, refrigerated and
marketed in supermarkets in South Lima. For this, samples of 120 fresh leg cuts were taken
with three commercial brands packaged, refrigerated, and sold in supermarkets located in four
South Lima districts. Meat samples were enriched in Preston broth (42°C/24h under
microaerophilic conditions) and subsequently seeded on mCCD agar (42°C/48h under
microaerophilic conditions). Suspicious colonies were evaluated by macro- and microscopic
morphology, growth on blood agar (42°C/48h) and biochemical tests for catalase, oxidase and
hippurate. Strains compatible with Campylobacter spp. were subjected to evaluation of
antimicrobial susceptibility to azithromycin, erythromycin, ciprofloxacin, and tetracycline in
Mueller-Hinton blood plates (42°C/48h under microaerophilic conditions). Of the total samples
processed, 46.6% (56/120) were positive for Campylobacter spp., 72.5% (29/40). The
subsequent PCR analysis confirmed that 7.2% (04/56) of the total strains corresponded to
Campylobacter jejuni while 78.6% (44/56) to Campylobacter coli. Regarding antimicrobial
resistance, it was observed that 94.6% (53/56) were resistant to the three groups of antibiotics
evaluated. It can be concluded that the samples of chicken meat (leg cut with joint) packaged,
refrigerated and sold in supermarkets of four districts of South Lima presented contamination
with Campylobacter spp. Likewise, it was observe a high rate of resistance to the antibiotics

evaluated.

Keywords: Campylobacter, chicken meat, antimicrobial resistance
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Cepas de Campylobacter spp. resistentes a 1, 2, 3 o 4 antibioticos por

cada distrito de Lima Sur
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I. INTRODUCCION

La campilobacteriosis es considerada una de las principales zoonosis causada por
Campylobacter coli o Campylobacter jejuni originando severos cuadros gastroentéricos en
humanos. Esta enfermedad es autolimitante; sin embargo, en algunas ocasiones puede necesitar
que se aplique un tratamiento que incluye diversas clases de antimicrobianos como los
macroélidos y las fluoroquinolonas, los cuales son considerados como primera linea en el
tratamiento. Se ha determinado a nivel mundial que la carne de pollo es uno de los principales
reservorios de Campylobacter spp. La carne de pollo es uno de los alimentos mas consumidos a
nivel mundial debido a su de facil acceso econdmico y a sus propiedades nutricionales. En Peru,
en julio del afio 2022, el consumo percapita de carne de pollo fue de 6.25 kg/Hab, siendo
actualmente la principal fuente proteica del pais. En la industria avicola se ha encontrado que
Campylobacter spp. es una bacteria recurrente por lo que representa un potencial riesgo,
categorizado como un agente de enfermedad transmitida por alimentos. Sin embargo, el riesgo
que representa Campylobacter spp. se incrementa ya que estas cepas son resistentes a
antimicrobianos. Esto se deberia al uso no controlado de antimicrobianos, entre ellos del grupo
de macrolidos y fluoroquinolonas, durante la crianza de pollos de carne, causando una amenaza
a la salud publica. Debido a esto, el presente estudio tiene como objetivo la deteccion de
resistencia antimicrobiana fenotipica a macrélidos, fluoroquinolonas y tetraciclinas en cepas de
Campylobacter spp. aisladas de carne de pollo envasada, refrigerada y comercializada en cuatro

distritos de Lima Sur.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Campylobacter

2.1.1  Antecedentes historicos de Campylobacter spp.

Campylobacter spp. pertenece al filo Proteobacteria, clase Epsilonproteobacteria, orden
Campylobacterales, familia Campylobacteraceae, género Campylobacter. El género
Campylobacter en la actualidad comprende 31 especies con 13 subespecies (Silva et al., 2020).
La historia de Campylobacter spp. se remonta al afio 1886 cuando fue descrito por primera vez
por el pediatra austriaco-germano, profesor de la universidad de Graz y Viena, Theodor
Escherich en heces de nifios que presentaban diarrea (Garcia-Sanchez et al., 2018; Myintzaw
etal, 2021). En 1913, Stockman y McFaydean hallaron un microorganismo con forma curva
que ocasionaba abortos en vacas y ovejas. No es hasta el afno 1919, cuando Taylor y Smith
aislaron el mismo microorganismo de los fluidos fetales de bovinos y lo nombraron Vibrios
fetus (Costa y Iraola, 2019). En 1931, Jones aislo un Vibrio en terneras y vacas con disenteria de
invierno el cual fue denominado como “Vibrio jejuni”. Mas adelante, en 1944, Doyle aislé un
Vibrio en las heces de cerdos que padecian de diarrea y fue denominado como “Vibrio coli”

(El-Naenaeey et al., 2020).



Su relacion con los seres humanos, muy aparte del descubrimiento de Theodor
Escherich en 1886, iniciaria en los afios siguientes, en donde en muestras de sangre proveniente
de mujeres que sufrieron abortos se pudo aislar la bacteria por primera vez. No obstante, no
seria hasta el afio 1938, el primer caso de Campilobacteriosis en humanos donde se present6é un
brote de enteritis a causa del consumo de leche no pasteurizada en una carcel de Estados Unidos
(Garcia-Sanchez et al., 2018). La creacion del género Campylobacter spp. tuvo lugar en el afio
1963 por Verdon y Sebald, en donde lo diferenciaron del género Vibrio basandose en su
metabolismo fermentativo, baja base de C y G de su ADN vy requisitos para las condiciones de

su crecimiento microaerdbico (El-Naenaeey et al., 2020).

Para la década de 1970, el desarrollo e implementacién de medios de cultivo selectivos
generd que mas laboratorios puedan detectar la presencia de Campylobacter spp. en muestras de
heces. Al poco tiempo, el género Campylobacter fue nombrado como patdgeno entérico para la
salud en personas (Bhunia, 2018). No obstante, la gran relevancia de Campylobacter spp. como
una causa importante de enfermedad en seres humanos se descubrié a principios de 1980, poco
después de la creacion de medios de cultivo selectivos para su aislamiento en muestras de heces

(Costa y Iraola, 2019).

2.1.2  Caracteristicas generales de Campylobacter spp.

Campylobacter spp. es considerado un microorganismo gram negativo con aspecto de
varilla curva o espiral, un tamafio entre 0,5 - 5 um de largo y 0,2 - 0,8 um de ancho,
respectivamente. Asi mismo, presenta una motilidad parecida a la de un sacacorchos favorecida
por la presencia de un flagelo en uno o ambos extremos de la bacteria. En presencia de estrés
ambiental, Campylobacter spp. puede presentar formas cocoides o esféricas que son viables,
pero no cultivables. De igual manera, su temperatura optima de crecimiento es de 37° a 42°C en

condiciones de microaerofilia (Chon et al., 2020).



Campylobacter jejuni presenta un genoma relativamente pequefio, de 1,5Mb a 2,05Mb
y con una relacion baja de guanina - citosina alrededor del 32% en comparacion con el genoma
de Escherichia coli el cual es de 4,6 Mb y un contenido de guanina — citosina de 50,54%
(Iglesias, 2018). Presenta un genoma central y un genoma accesorio, el primero consta de entre
866 y 1350 genes mientras que el segundo de entre 2500 y 4000 genes, respectivamente. En lo
que respecta a sus funciones, el genoma central de Campylobacter spp estaria involucrado en el
metabolismo energético, division celular y sintesis de macromoléculas dentro de las cuales estan
las proteinas, ADN y ARN, en tanto que el genoma accesorio estaria compuesto por regiones
hipervariables, plasmidos y genes con variabilidad individuales o emparejados (Garcia-Sanchez

et al, 2018).

2.1.3  Estructura Morfologica

La pared celular de las bacterias Gram negativas como Campylobacter spp, esta
compuesta por una membrana interna (llamada también membrana citoplasmatica), una pared
celular compuesta de peptidoglicano y la membrana externa. Entre las 2 membranas, tanto la
interna como la externa, existe el llamado espacio periplasmico el cual estd compuesto por una
sustancia llamada periplasma (Alav ef al., 2021).

La membrana externa estd formada por una hoja interna y una hoja externa. La primera,
compuesta por una bicapa de fosfolipidos, principalmente de fosfatidiletanolamina,
fosfatidilglicerol y cardiolipina. La hoja externa esta formada principalmente por un glicolipido
unico conocido como lipopolisacarido (LPS) (Miller y Salama, 2018). El LPS, a su vez, esta
compuesto de un lipido A, un oligosacarido central que estd formado por un nucleo interno
conservado y un nucleo externo variable y un polisacarido O (antigeno O). La composicién de
los lipopolisacaridos es altamente variable (Garcia-Vello etal, 2021). La capa de
peptidoglicano es la encargada de brindarle rigidez y firmeza a la pared celular bacteriana y esta

compuesta por hebras de unidades repetidas y alternas de acido N -acetilmuramico (MurNAc) y



N -acetilglucosamina unidos por el enlace b 1-4 y asociados a cortas cadenas peptidicas a través
del N -acetilmuramico (Frirdich et al., 2017).

El flagelo estd conformado por un cuerpo basal en forma de gancho y las diversas
estructuras del filamento extracelular. En lo que respecta al cuerpo basal, presenta una
estructura base la cual se encuentra incrustada en la membrana interna y citoplasma, el gancho
presente en la superficie y la varilla periplasmica con sus estructuras anillares asociadas
(Ammar et al., 2021). Asi mismo, la varilla periplasmica se encuentra anclada a proteinas
motoras las cuales proporcionan energia para el movimiento del flagelo (Garcia-Sanchez et al.,
2018). Este sistema esta compuesto por varias proteinas con diferentes roles. Las proteinas
interruptoras motoras (F1iM, FliG, FliN y FI1iY), proteinas T3SS (FlhA, FlhB, FliO, FliP, FliQ,
FliR, FliF), estructuras motoras (MotA y MotB) y proteinas menores del gancho (FliK, FliM,
FIgE, Flgl y FlgH). Asi mismo, el filamento extracelular este compuesto por la proteina
flagelina, principalmente de las subunidades FlaA y FlaB (Ammar et al., 2021; Bhunia, 2018).

A diferencia de otras bacterias, Campylobacter spp es capaz de realizar una amplia
modificacion postraduccional (PTM) de las proteinas por medio de los sistemas de N -
glicosilacion y O — glicosilacion los cuales son necesarios para una Optima colonizacion en
pollos y la virulencia humana. El sistema de N glicosilacion codificado por el locus plg de 10
genes es responsable de la modificacion de mas de 80 proteinas de membrana (incluida las
proteinas del espacio periplasmico, lipoproteinas, proteinas de la membrana interna y al menos
una proteina expuesta en la superficie) a diferencia del sistema de o glicosilacion el cual solo
modifica sus flagelos por medio de la proteina estructural flagelina (Cain et al., 2019).
Recubriendo la superficie de Campylobacter jejuni se encuentra una capa de moléculas de
azucar conocido como polisacarido capsular (CPS) el cual estd implicado en la colonizacién
intestinal del pollo y diversos aspectos en la patogenia de la enfermedad diarreica en humanos
como adherencia e invasion de células epiteliales intestinales, activacion de receptores tipo toll

(TLR) y estimulacion de citoquinas (Cayrou ef al., 2021; Riegert y Raushel, 2021).



2.14 Campilobacteriosis

La infeccién por Campylobacter spp. se caracteriza por ser autolimitada, causando
sintomas leves a severos como diarrea, fiebre, dolor corporal, vémitos y fatiga. Sin embargo, en
niflos muy pequefios, ancianos, pacientes inmunosuprimidos o con alguna enfermedad de base,
puede presentarse una infeccion sistémica (bacteriemia) y posteriores complicaciones como
sepsis, infecciones del tracto urinario y ciertas neuropatias, en particular, sindrome de Guillain —
Barré (SGB), sindrome de Miller Fisher (SMF), artritis reactiva y el colon irritable (Gharbi
etal, 2021; Gill, 2021). Las complicaciones de tipo neuroldgicas son particularmente graves
como en el caso del SGB en el cual suelen requerirse cuidados intensivos en aproximadamente
el 20% de los casos y su tasa de mortalidad en paises desarrollados varia entre un 3 a 10%
(Collado, 2020).

Durante el afio 2018, los casos de Campilobacteriosis en personas fueron de 264,000 en
la Unién Europea (UE), con una tasa de notificacion de 64,1 casos por cada 100,000 habitantes.
No obstante, a pesar de ser la zoonosis mas reportada, tanto en paises de la UE como en paises
en vias de desarrollo, ain se desconoce la real dimensidon de casos debido a la falta de
notificacion (Kittler ef al.,, 2021; Nastasijevic et al., 2020). En Australia la tasa de infeccion
paso de 110,0 casos por cada 100,000 en el afio 2009 a 143,5 casos por cada 100,000 habitantes
reportados en el afio 2019, en Reino Unido, Campylobacter spp. sigue siendo la causa mas
comun de gastroenteritis bacteriana en humanos con tasas de infeccion de 96,8 casos por
100,000 personas en el 2017 (Wallace et al., 2021).

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) y el Centro Europeo de
Enfermedades de Prevencion y Control (ECDC) en el afo 2019 reportaron que la enfermedad
zoonotica mas prevalente durante el afio 2018 en la UE fue Campilobacteriosis y que ha sido asi
desde el afio 2005, mostrando una predisposicion creciente al aumento de casos afio tras afo.
Asi mismo, se reportd que los cuadros de Campilobacteriosis en todos los casos fueron causados
por especies termotolerantes como: Campylobacter jejuni (83,9%), Campylobacter coli

(10,3%), Campylobacter lari (0,1%) y Campylobacter upsaliensis (0,1%) (Cardoso et al., 2021).



2.1.5 Rutasy fuentes de infeccion

Existe una amplia gama de animales los cuales son considerados reservorios de
Campylobacter spp. como las aves de corral, aves silvestres, perros, gatos, ovejas, cabras y
vacas (Gahamanyi et al., 2020). Sin embargo, las aves de corral, principalmente pollos de
engorde representan el mayor reservorio de esta bacteria y son consideradas la principal fuente
de infeccion a seres humanos (Soto-Beltran et al., 2022). Sin embargo, existen otras rutas de
infeccion de Campylobacter spp. al hombre como son la leche no pasteurizada, derivados
lacteos, agua no tratada, insectos y en menor medida, la transmisioén de persona a persona (Soto-
Beltran et al,, 2022). Campilobacteriosis ademas de ser un importante problema de salud
publica, genera un gran impacto en el aspecto econdmico, debido a la perdida en horas de
trabajo producto de la infeccion por Campylobacter spp, afectando la productividad de las
personas en sus centros laborales. Segin la EFSA, los costos en salud publica y productividad
por Campilobacteriosis en la Union Europea ascienden a 2,4 billones de euros al afio (Hansson

etal, 2018).

2.1.6  Factores de virulencia y patogenia

Campylobacter spp. presenta un mecanismo de supervivencia complejo en el huésped y
aun no completamente esclarecido. Los estudios sobre la patogenia usualmente se realizan en

Campylobacter jejuni (Ammar et al., 2021).

Después de la ingestion de agua o alimento contaminado, Campylobacter spp. atraviesa
la barrera acida de las paredes estomacales y secreciones alcalinas del conducto biliar del tracto
intestinal superior (Ammar ef al, 2021). Para seguidamente, llegar e invadir las células
epiteliales del ileon distal y colon, generando un dafio e inflamacion celular severa (Bhunia,

2018).



La patogenicidad de la cepa aislada y el nivel de inmunidad del hospedero influyen en
las caracteristicas de la infeccion (sintomas, duracion y severidad) generada por Campylobacter
spp. (Ugarte, 2015). La mayoria de los factores de virulencia se encuentran involucrados con la
motilidad, quimiotaxis, adhesioén, colonizacion del epitelio intestinal, capacidad invasiva,
translocacién, produccion de toxinas y otros mecanismos esenciales para la supervivencia de la

bacteria (Sierra-Arguello ef al., 2021; Soto-Beltran et al., 2022).

La motilidad es un proceso necesario para la evasion de ambientes estresantes y esta
formado por un sistema de quimiosensores y flagelos encargados de impulsar el movimiento de
la bacteria dependiendo de las condiciones ambientales. La morfologia en espiral de
Campylobacter spp, ademas de sus flagelos, le permite desplazarse a través de la capa mucigena
que recubre el tracto intestinal, permitiendo alcanzar su sitio ideal de colonizacion. Este sistema
esta compuesto por multiples proteinas, sin embargo, la proteina flagelina (Compuesta por
subunidades FlaA y FlaB) es considerado el principal factor de virulencia (El-Naenaeey et al.,

2020).

La adhesion de Campylobacter spp. al epitelio intestinal es un requisito previo a la
colonizacion y esta mediada principalmente por adhesinas (Cantero, 2017). Este proceso se da
principalmente por la unidn de una proteina presente en la membrana externa llamada cadF a la
fibronectina de 37KDa ubicada en las células del epitelio intestinal (Soto-Beltran et al., 2022).
Sin embargo, existen otras proteinas de adhesion como el autotransportador 8apa, proteina de
unidn periplasmica PEBI1, lipopotreina JIpA, proteina principal de membrana externa MOMP y
la lipoproteina FlpA (Cantero, 2017; Soto-Beltran et al., 2022; Taniguchi ef al., 2021). Asi
mismo, Quino etal. (2022) menciona que los procesos de adherencia, colonizacion y
termotolerancia de Campylobacter spp se encuentran asociados a los genes cadF, racR, flaA y
dnalJ. De igual manera, los genes pldA, ciaB juegan un rol importante en la invasion y

supervivencia dentro del hospedero (Soto-Beltran et al., 2022).



Bhunia (2018) menciona que el flagelo de Campylobacter spp juega un papel crucial en
la invasion mediante el paso de las proteinas no flagelares como flaC y ciaB a través de la
proteina de secrecion tipo 3 (T3SS) al citoplasma de la célula huésped. Asi mismo, entre otros
factores de virulencia secretado por los flagelos se encuentran las proteinas CiaC, Cial, lamA y

HtrA, las cuales son importantes para la invasion y supervivencia intracelular.

Después de la internalizacion, la bacteria ingresa a una estructura anclada a la
membrana plasmatica o vacuola con el objetivo de evadir el sistema inmunoldgico y sobrevivir
hasta hallar las condiciones adecuadas para inducir una respuesta citotoxica (Ammar et al.,

2021).

Campylobacter spp. secreta variedad de toxinas, sin embargo, la principal es la toxina
de distension citoletal (CDT) (Bhunia, 2018), codificada por un operén de 3 genes (cdtABC) y
formado por tres subunidades que presentan un peso molecular similar: CdtA (30 Kda), CdtB
(29 Kda) y CdtC (21 Kda). Las subunidades CdtA y CdtC cumplen la funciéon de unir e
interiorizar la bacteria en la célula huésped, mientras que la subunidad CdtB es la subunidad
citotoxica, encargada de escindir el ADN, detener del ciclo celular y, por tanto, la muerte celular

(El-Naenaeey et al., 2020).

Asimismo, otro importante factor de virulencia para la patogenia y supervivencia de la
bacteria dentro de la célula huésped, es la adquisicion de hierro por parte de Campylobacter spp.
a partir de la transferrina del suero del hospedero y la lactoferrina de la mucosa. Campylobacter
spp. no produce sider6foros por si mismo, sin embargo, utiliza los sider6foros, la enteroquelina

y ferricromos secretados por otras bacterias para la adquisicion de hierro (Bhunia, 2018).

2.1.7  Aspectos clinicos de la infeccion, complicaciones y tratamiento

La sintomatologia clinica producida por Campylobacter jejuni y Campylobacter coli es

similar, siendo practicamente indistinguible (Wallace et al., 2021). Campilobacteriosis suele ser



una enfermedad leve, sin embargo, en pacientes inmunocomprometidos, nifilos muy pequefios o
pacientes de edad avanzada, puede ser mortal (WHO, 2020). Esta enfermedad afecta en mayor
medida a nifios y hombres que nifias y mujeres. Asi mismo, varios paises han reportado una
mayor incidencia en infantes y adultos jovenes (Kuhn et al., 2021). Los primeros sintomas
clinicos pueden aparecer entre los 3 a 5 dias después del ingreso de la bacteria (WHO, 2020).
Sin embargo, esto puede variar entre el primero al décimo dia (Ouko et al., 2021). Los sintomas
incluyen diarrea acuosa, dolor abdominal, dolor de cabeza, dolor muscular y fiebre, que pueden

tener una duracion de 7 dias a mas (Ouko et al., 2021).

La dosis infectiva de Campylobacter spp. suele ser baja produciéndose infecciones con
tan solo 500 — 800 bacterias (Ghazanfar et al., 2022). Usualmente la enfermedad suele ser una
enfermedad leve y autolimitante. Sin embargo, debido a la infeccién aguda, en ciertas ocasiones
se producen complicaciones de inicio temprano como artritis séptica, colecistitits, anemia
hemolitica, pericarditis, miocarditis, glomerulonefritis, perforaciéon intestinal y sindrome del
intestino pos-infeccioso. Asimismo, pueden producirse complicaciones de inicio tardio y de
origen inmunomediado como el SGB, SMF y la artritis reactiva. E1 SGB es una complicacion
comun producto de la infeccion por Campylobacter spp. Es una enfermedad neurologica que se
caracteriza por ocasionar una debilidad progresiva y paralisis flacida en las extremidades, asi

como también un dafio a los misculos respiratorios (Bhunia, 2018).

Campilobacteriosis suele ser una enfermedad autolimitada y no requiere terapia
antimicrobiana, de manera usual se trata con reposicion y mantenimiento de fluidos
intravenosos (Soto-Beltran et al., 2022). El empleo de antibidticos es recomendable en personas
con riesgo de sufrir enfermedad grave (embarazadas, mayores de 65 afos y bebes) y personas
gravemente enfermas (Francois et al., 2021). En casos de infecciones no complicadas que
requieran terapia antimicrobiana, el tratamiento indicado es 10 mg de azitromicina al dia
durante 3 dias o 40 mg/kg de eritromicina al dia, divido en 4 tomas por 5 dias. Sin embargo, la

terapia antimicrobiana se puede prolongar de 7 a 14 dias en pacientes inmunosuprimidos o
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pacientes con infecciones complicadas. En caso de no responder al tratamiento oral en pacientes
complicados, el uso empirico de carbapenémicos es recomendable. Asi mismo, estudios in vitro
han demostrado la sensibilidad de Campylobater coli y Campylobacter jejuni a las tetraciclinas,
cloranfenicol y clindamicina; sin embargo, su empleo en la practica diaria ain estd en estudio.
Con respecto a los f — lactdmicos y trimetoprima son ineficaces frente a Campylobacter spp.
(Same y Tamma, 2018). Por tanto, el tratamiento antimicrobiano se emplea en casos de
invasividad (producto del ingreso de Campylobacter spp. a la mucosa intestinal y posterior dafio
a organos internos) o para eliminar la condicion de portador (eliminacion de la bacteria por
parte de la persona sin manifestar sintomas de la enfermedad) (WHO, 2020). Sin embargo, en la
actualidad Campylobacter spp. evidencia un aumento en la resistencia a los antibidticos
empleados como primera linea de accidon en cuadros de campilobacteriosis complicada (Soto-

Beltran et al., 2022).

2.1.8 Identificacion de Campylobacter spp.

2.1.8.1 Meétodos microbiologicos

Mayormente las especies de Campylobacter spp. son termotolerantes, exigentes
nutricionalmente y suelen crecer en un ambiente de microaerofilia (3-5% CO2, 5-10% O2 y
85% de N2), sin embargo, ciertas excepciones suelen desarrollarse en un ambiente de aerobiosis
o anaerobiosis (El-Naenaeey et al., 2020; Molinari ef al., 2021). Las especies termotolerantes
como Campylobacter coli, Campylobacter jejuni, Campylobcater lari y Campylobacter
upsaliensis suelen desarrollarse a una temperatura optima de 42°C, no obstante, en otras
especies su temperatura optima de desarrollo es de 37°C (El-Naenaeey et al., 2020). Con
respecto a su morfologia, se ha visto que las colonias de Campylobacter spp. pueden ser planas,
irregulares, grises o translucidas dependiendo el medio de cultivo utilizado (Molinari et al.,

2021).
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Los métodos de identificacion de Campylobacter spp. han implicado de manera
tradicional, el uso de medios de cultivo selectivos y pruebas bioquimicas. La mayoria de los
laboratorios en paises en vias de desarrollo no realizan pruebas de manera rutinaria para detectar
infeccion por Campylobacter spp. debido a la dificultad en los métodos de deteccion,
especialmente de los requisitos de crecimiento que necesitan condiciones de incubacion
especificas y costosas (Jribi et al., 2017).

Debido a la gran cantidad de bacterias estresadas presentes en muestras de origen
alimenticio o ambiental, Campylobacter spp. usualmente requiere de un enriquecimiento previo
en un medio liquido (caldo) antes de realizarse la siembra en medios selectivos (El-Naenaeey
et al., 2020). Se han probado diversos caldos de enriquecimiento para Campylobacter spp. como
el caldo Preston, caldo Bolton y caldo de enriquecimiento para Campylobacter spp. con el fin de
evaluar su efectividad (El-Naenaeey et al., 2020). Sin embargo, segun la tltima actualizacion de
la norma ISO 10272-1:2017, a partir del afio 2017, se reemplaza el uso de caldo Bolton por
caldo Preston, con el objetivo de superar los problemas de microflora resistente a B-lactamicos
como cefoperazona presente en caldo Bolton.

Asimismo, existen diversos medios solidos selectivos que ayudan a la recuperacion de
Campylobacter spp. y reducen la flora competitiva. Estan hechos a base de agar los cuales se
encuentran suplementados con carbon activado (Agar CCD) o con sangre de cordero (Agar
Preston, Agar Bolton, Agar Skirrow, entre otros) (Collado, 2020). Sin embargo, el empleo de
agar CCD sigue siendo considerado el principal medio selectivo, por su capacidad de aislar un
mayor numero de cepas de Campylobacter spp. (Urdaneta, 2016).

Campylobacter spp. requiere la presencia de condiciones de microaerobiosis o
microaerofilia, estos pueden ser producidos mediante sachet o packs de microaerofilia como
CampyGen (Oxoid) o Gaspak EZ Campy (BD Difco), los cuales son colocados en jarra de
anaerobiosis. De forma similar, estas condiciones se pueden generar mediante métodos de

evacuacion y reemplazo de gases en las jarras de anaerobiosis (Collado, 2020).
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2.1.8.2 Métodos bioquimicos

Con respecto a las pruebas bioquimicas, Campylobacter spp. presenta baja actividad.
Por tanto, su identificacion fenotipica para diferenciarlo a nivel de especie suele ser limitada
(Collado, 2020; El-Naenaeey et al., 2020). De hecho, Campylobacter jejuni, es la unica especie
con la capacidad de identificarse mediante pruebas bioquimicas por su capacidad de hidrolizar
el hipurato, de esta forma puede diferenciarse de otras especies de Campylobacter spp. (Alarjani

et al., 2021; Collado, 2020).

2.1.8.3 Métodos Moleculares

Debido a las imprecisiones y dificultades en la identificacion fenotipica de
Campylobacter spp. se recurre al empleo de diversas pruebas moleculares para la
complementacion o sustitucion de las pruebas bioquimicas. El hallazgo de secuencias
especificas de especie mediante el empleo del PCR es auxiliar, principalmente cuando se quiere
hallar la diferenciacion entre cepas de Campylobacter jejuni, las cuales fueron negativas a la

prueba de hipurato y Campylobacter coli (El-Naenaeey et al., 2020).

2.2 Importancia en salud publica

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Campylobacter spp. es considerado
el principal patdégeno zoonotico en el todo el mundo transmitido por los alimentos, responsable
de los cuadros de Campilobacteriosis en personas, tanto en paises desarrollados como en vias de
desarrollo (Abd El-Hack et al., 2020; Cardoso ef al., 2021; Sithole ef al., 2021). La mayoria de
las infecciones son causadas por especies termotolerantes como Campylobacter coli y
Campylobacter jejuni (Wangroongsarb et al., 2021). Anualmente, 550 millones de personas
padecen enfermedades diarreicas donde una de cada 10, es debido a la infeccion por

Campylobacter spp (Nastasijevic et al., 2020). En los paises en vias de desarrollo, los casos de
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campylobacteriosis son particularmente frecuentes en menores de 2 afios, siendo en algunos
casos, mortales (WHO, 2020).

La elevada tasa de cuadros diarreicos, su duracion y las posibles complicaciones,
confieren a Campylobacter spp, gran importancia desde el punto de vista socioecondomico
(WHO, 2020). En la Unién Europea, los gastos en pacientes y servicios de salud debido a
infecciones por Campylobacter spp superaron los £50 millones durante los afios 2008 y 2009,
asi mismo el costo de hospitalizacion por SBG asociado a Campylobacter spp fue de £1,26
millones (Hansson ef al., 2018) en Nueva Zelanda, campylobacteriosis es la ETA mas costosa
con un gasto promedio anual de 134 millones de dolares neozelandeses en 2006 — 2007 (Baker

et al., 2020).

23 Campylobacter en la carne de pollo

2.3.1 Produccioén de carne de pollo en el Pert y el mundo

A nivel mundial, durante el afio 2019 la produccion de carne fue 207 millones de
toneladas donde la carne de pollo constituy6 el 57% de esta cantidad. Los mayores productores
de carne de pollo a nivel mundial son EE. UU con un 17%, Brasil (12.3%), China (11.5%),
Rusia (5%) e India (3.5%). Asi mismo, en el mismo periodo se exportaron 16.9 millones de
toneladas donde Brasil fue el mayor exportador con un 24%, seguido de EE. UU (20.5%),

Paises Bajos (8.4%), Polonia (6.2%), China (3.5%), Bélgica (3.1%) y Turquia con un 3.1%.

Con respecto a la importacion, se observo que Japon fue el mayor pais en importar de
carne de pollo con un 7.2%, seguido de México (5.8%), China (5.7%), Hong Kong (4.8%),

Arabia Saudita y Alemania, ambos con un 4.3% (Uzundumlu y Dilli, 2022).

A nivel latinoamericano, el Pera es considerado el cuarto productor de carne de pollo
por detras de Brasil, Argentina y Colombia (MINAGRI, 2020). En Peru, durante el afio 2021 el
consumo per capita de carne de pollo fue 50.96 kg/hab. Para diciembre de 2021, el sector
avicola participo con el 26.4% dentro del Valor Bruto de la Produccién Agropecuaria y, es
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considerada la principal fuente de proteina animal a nivel nacional y regional (MIDAGRI,

2022).

Con respecto a la produccion nacional de pollo, para diciembre del afio 2021, se
observd que las mayores regiones productoras fueron lima (54.9%), La Libertad (17.0%),
Arequipa (10.8%) e Ica con 4.4% debido a una mayor produccion de pollos bebe de la linea de

carne en estas regiones con respecto al afio anterior (MIDAGRI, 2022).

2.3.2 El pollo como reservorio de Campylobacter spp.

El tracto gastrointestinal aviar es considerado el reservorio natural de Campylobacter
spp (Andrzejewska et al., 2019). Campylobacter spp. es parte de la flora intestinal de todos los
animales de sangre caliente (porcino, bovino, ovino), sin embargo, las aves de corral, debido a
su temperatura corporal alta (40 - 42°C), parece ser el nicho ideal para su colonizacion (Johnson
etal, 2017). El tracto digestivo de las aves de corral es considerado un ambiente hostil,
sugiriéndose que Campylobacter spp. presenta la capacidad de adaptarse a diferentes
situaciones de estrés ambiental, no obstante, alin se conoce poco sobre sus mecanismos de
supervivencia (Bolton, 2015). Los niveles de Campylobacter spp. en el tracto intestinal de
pollos de carne pueden superar los 103 UFC/g de contenido fecal donde pueden excretarse por
mucho tiempo, pudiendo ocasionar una contaminacion de la carne al momento del sacrificio

(Bailey et al., 2018).

2.3.3 Rutas de transmision

Campylobacter spp. presenta una ruta de transmision horizontal y vertical. La forma
horizontal se da en las aves mediante la ruta fecal — oral donde seguidamente coloniza el ciego,
intestino delgado e higado (Abd El-Hack ef al., 2020). Este tipo de transmision se produce a

partir de la segunda o tercera semana de edad en los pollos de carne debido a la caida progresiva
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de los anticuerpos maternales que se da después de la primera semana post eclosion hasta el
final de la tercera semana (Abd El-Hack et al., 2020). Tiende a expandirse de manera acelerada
en toda la parvada hasta la sexta o séptima semana, lo cual coincide con la edad de sacrifico
(Pérez, 2014) favorecida, entre otros factores, a la contaminacion del agua de bebida, presencia
de animales externos (Abd El-Hack et al., 2020), comportamiento de la coprofagia habitual en
las aves, la contaminacion de la cama o agua de bebida o mediante la presencia de diversos

vectores como roedores, insectos incluido el personal mismo de la granja (Ugarte, 2015).

Con respecto a la transmision vertical, se ha sugerido este tipo de transmision tomando
en cuenta que se hallo Campylobacter spp. en el tracto reproductivo de gallinas y semen de
gallos progenitores, de igual manera, se ha observado la colonizacién de Campylobacter spp. en
el contenido de huevos y su penetracion a través de la cascara (Yan et al., 2021). Sin embargo,
aun no existe evidencia suficiente de este tipo de transmision, siendo esta afirmacion respaldada
por la ausencia de colonizacion de Campylobacter spp. durante las primeras semanas de vida en
pollos recién nacidos de parvadas reproductoras las cuales estuvieron infectadas con
Campylobacter spp (Sibanda et al., 2018). Si existe transmision vertical en pollos de carne, no

es considerada una fuente de infeccion primaria (Ugarte, 2015).

2.3.4 Estrategias para evitar la contaminacion de carne de pollo

Las estrategias de control en la contaminacion de Campylobacter spp. en los pollos de
carne se han centrado principalmente en prevenir y disminuir la colonizacion de Campylobacter
spp. en el intestino de las aves, de esta manera, indirectamente se estaria reduciendo el recuento
de Campylobacter spp. en la canal de los pollos de engorde y, en consecuencia, la reduccion de
los casos de campilobacteriosis en personas (Abd El-Hack et al., 2020). Existen 2 grandes
enfoques para prevenir y controlar la presencia de Campylobacter spp. en las parvadas de pollos
de engorde las cuales son: Bioseguridad y, prevencion o reduccion de la colonizacion mediante

el empleo de vacunacion, bacteriocinas, bacteridfagos, aditivos para piensos y exclusion
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competitiva (Zhang y Sahin, 2020). Diversos estudios han evidenciado una alta correlacion
entre la disminucion de infeccion de Campylobacter spp en pollos de carne con estrictas
medidas de bioseguridad y adecuadas medidas higiénicas en granja como lavarse las manos
antes de entrar a los galpones, colocar pediluvios para la desinfeccion, ingreso a las parvadas
solo del personal autorizado, designar equipos de proteccion personal para cada galpdn,
capacitacion al personal sobre la importancia en las medidas de higiene, control de plagas como
insectos y roedores, descontaminacion de los suministros de agua potable, etc. (Zhang y Sahin,
2020). Segin (Abd El-Hack et al, 2020) el hallazgo de Campylobacter spp. en pollos de
engorde disminuyo de 65% a menos de 25% en una granja avicola y en otra de 100% a 42%

como resultado del aumento en la implementacion de estrategias de bioseguridad en granjas.

La vacunacién puede considerarse un punto clave en la lucha para evitar la colonizacion
de Campylobacter spp. en los pollos de engorde. A lo largo de los afios se han realizado
diversos estudios empleando diversas estrategias como: El uso de bacterias enteras inactivadas o
atenuadas, vacunas de subunidades mediante el empleo de la flagelina como antigeno,
combinacion de proteinas de la membrana externa (OMP) encapsuladas en nanoparticulas de
acido poli (lactico-co-glicolico), empleo de proteinas que participan en la adhesion de
Campylobacter spp. a la mucosa intestinal como FIpA, CadF y CmeC y vacunas vectorizadas
(Zhang y Sahin, 2020). Este ultimo se basa en la insercion de plasmidos con el ADN de interés
en microorganismos que actuan como vector. Diversos autores han evaluado la reducciéon de
Campylobacter spp. en los ciegos, empleando como vector, cepas atenuadas de Salmonella spp.
con resultados inconsistentes. Sin embargo, otros estudios reportan resultados alentadores donde
observaron una reduccion de hasta 2.48 log!® UFC/g respecto al grupo control (Urdaneta, 2016).

Para el caso de las subunidades de flagelina, pese a que se han evidenciado resultados
esperanzadores, esta no puede emplearse como una alternativa de vacunacion a gran escala por
varias razones: Variacion de la flagelina ante variedad de cepas de Campylobacter spp. ocasiona
falta de proteccion cruzada contra diversas cepas que pueden colonizar a pollos de engorde, asi

mismo, ciertos anticuerpos son capaces de reconocer patrones de glicosidacion con fases
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variables, generando que Campylobacter spp. sea capaz de evadir el sistema inmunolégico al
ser capaz de modificar la naturaleza y cantidad de estos residuos (Abd El-Hack et al., 2020).
Para el caso de la vacuna vectorizada, si bien es cierto de que se ha evidenciado resultados
alentadores, el hecho de ser una vacuna viva atenuada, genera que el fendmeno de la reversion a
la virulencia pueda presentarse al adquirir ciertos genes del entorno, generando que los vectores
de antigenos puedan transformarse en patdgenos para las aves vacunadas como Salmonella spp
(Urdaneta, 2016).

A pesar de los trabajos realizados y algunos resultados prometedores, en la actualidad,
no existen vacunas en el mercado frente a Campylobacter spp. en pollos de engorde. Los
diferentes programas de vacunacion han evidenciado una eficacia limitada debido a la corta vida
util de los pollos de engorde y la necesidad de estimular respuestas inmunitarias en la mucosa
intestinal, asi como a los altos costos en la produccion de vacunas, lo que genera un gran reto

para desarrollar una vacuna efectiva (Abd El-Hack et al., 2020).

2.3.5 El empleo de antibidticos en la industria avicola

En los ultimos 50 afios, el empleo de antibidticos en conjunto con adecuadas medidas
de bioseguridad e higiene, han conllevado a prevenir el impacto negativo de diversas
enfermedades aviares en la industria avicola y, por ende, su desarrollo hasta la actualidad
(Mehdi et al., 2018). Los antibidticos suelen emplearse en toda la parvada como suplemento
alimenticio y tienen como objetivo el tratamiento y prevencion de enfermedades, aumentar la
productividad y promover el crecimiento de las aves de corral (Mohammadzadeh et al., 2021).
En Estados Unidos, se estima que el 80% de la venta total de antibioticos esta destinado a la

produccion animal (Tian et al., 2021).

Su empleo en la industria avicola esta permitido en todos los grandes paises productores
de pollos de carne para la prevencion de enfermedades. Se emplean como tratamiento frente a

enfermedades intestinales como enteritis necrotica, colibacilosis y salmonelosis en las aves de
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corral debido a las grandes pérdidas econoémicas que ocasionan (Roth ef al, 2019). El tipo y
alcance de antibidtico a emplear, varia de un pais a otro segin su economia y nivel de

desarrollo, asi como de la especie y nimero de animales a criar (Roth ez al., 2019).

Los antibioticos se clasifican de acuerdo con su mecanismo de accion, familia quimica
y las especies bacterianas sobre las que actuan. Los antibidticos bactericidas se encargan de
eliminar a la bacteria, en cambio, los bacteriostaticos inhiben su proliferacion y facilitan el

proceso de fagocitacion por parte del sistema inmunologico. (Mehdi et al., 2018).

Segun (Roth ef al., 2019), los antibioticos aprobados en los paises productores de pollo
de carne son las cefalosporinas de tercera generacion, fluoroquinolonas, macroélidos y
polimixinas con la excepcion del empleo de fluoroquinolonas en EE. UU y las cefalosporinas en
la Union Europea. En EE. UU, los antibioticos mas empleados en la crianza de pollos de carne
son tetraciclina, tilosina, bacitracina, virginiamicina, bambermicina y salinomicina, sin
embargo, la tetraciclina representa mas de dos tercios del total de antibidticos usado en las aves
de corral, mientras que en la Unidn Europea solo representa un tercio (Mehdi ef al, 2018).
Entre los antibidticos mas cominmente empleados en la crianza de aves de corral se encuentran
las tetraciclinas, macroélidos y fluoroquinolonas siendo los 2 ultimos, antibidticos de primera
eleccion en casos de Campilobacteriosis lo cual podria estar asociado con el posible aumento de

cepas resistentes (Roth ef al., 2019).

2.4 Resistencia antimicrobiana en Campylobacter spp.

Campilobacteriosis suele ser una enfermedad leve y autolimitante donde de manera
general, el empleo de antibidticos no es rutinario. Sin embargo, en pacientes complicados con
infeccion sistémica o prolongada, la terapia antimicrobiana es necesaria (Ammar ef al., 2021).
En los ultimos afos, la resistencia a los antibioticos por parte de las bacterias de origen
alimenticio se ha convertido en un importante problema de salud publica. Muchas de estas

bacterias, incluido el género Campylobacter pueden ser resistente a uno o mas antimicrobianos,
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limitando su accién terapéutica y, por ende, la necesidad de buscar constantemente nuevas
alternativas para tratar las infecciones (Silva et al., 2018).

La presencia de Campylobacter spp. en el tracto digestivo de diferentes animales
domésticos, conllevo a la exposicion de esta bacteria a diferentes clases de antimicrobianos,
incluido el grupo de las fluoroquinolonas como la ciprofloxacina y enrofloxacina. La
administracion de alimentos y medicamentos de los Estados Unidos (FDA) ha prohibido el
empleo de las fluoroquinolonas en la crianza avicola de dicho pais, debido a que estan asociados
con generar elevadas tasas de resistencia en productos alimenticios y granjas avicolas (Ammar
et al., 2021). Campylobacter spp. presenta una resistencia innata a ciertos farmacos como la
nafcilina, vancomicina, sulfametoxazol, oxacilina y cloxacilina. Sin embargo, la adquisicion de
resistencia a diversos antibidticos puede ser como consecuencia del uso inapropiado de estos en
la salud animal y salud humana (Ammar et al., 2021).

De forma principal, Campylobacter spp. presenta 4 mecanismos de resistencia a los
antibioticos los cuales son: modificacion o inactivacion del antimicrobiano mediante la
produccion enzimatica (produccion de B — lactamasas), disminucion de la permeabilidad de la
pared celular al ingreso del antimicrobiano (mediante cambios en el diametro o numero de
porinas), bombas de eflujo para la expulsion activa de farmacos de la célula y modificacion del
objetivo del antimicrobiano y/o su expresion (mediante mutaciones del gen gyrA o ARN
ribosomico 23S). Campylobacter spp. presenta varios de estos mecanismos de resistencia lo
cual, le confieren un mayor grado de resistencia a los principales antimicrobianos como los

macroélidos, quinolonas, tetraciclinas, B Lactamicos y aminoglucosidos (Silva et al., 2018).

2.4.1 Resistencia a Aminoglucésidos

La resistencia frente a los aminoglucdsidos en diversas especies bacterianas, incluida
Campylobacter spp. presenta diversos mecanismos siendo el mas prevalente e importante la
produccion de enzimas modificadoras de aminoglucésidos (AME) (Zhang et al, 2021)
codificada por genes presentes en plasmidos (Ammar et al, 2021). Estas enzimas estan
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agrupadas en tres familias segin las reacciones que catalizan: aminoglucdsido
nucleotidiltransferasa, = aminoglucésido  fosfotransferasa (APH) y  aminoglucésido

acetiltransferasa (AAC) (Zhang et al., 2021)

2.4.2 Resistencia a Tetraciclinas

Con respecto a las tetraciclinas, la bomba de fluyjo CmeABC codificada por un operon
de tres genes ubicado en el cromosoma, en conjunto con la proteina ribosomal TetO codificado
por el gen tetO presente en los plasmidos transmisibles, confieren la alta resistencia de
Campylobacter spp. frente a esta familia de antibidticos (Sharifi ez al., 2021). Las bombas de
flujo son especialmente preocupantes debido a que carecen de especificidad y, por ende, pueden
expulsar con éxito diversas clases de antibioticos (Yang et al., 2019). Esto puede observarse en
el estudio de (Yao et al., 2016) el cual hallaron una variante de bomba de flujo conocida como

RE-CmeABC brindando a Campylobacter spp. la capacidad de resistencia a multiples farmacos.

2.4.3 Resistencia a Macroélidos

Con respecto a los macrolidos, la bomba de expulsion de antibidticos (CmeABC y RE-
CmeABC), la metilacion ribosdémica causada por un erm B (eritromicina metilasa ribosomal), y
las mutaciones en el gen rplD/rplV (encargados de codificar la proteina de la subunidad
ribosomal 50S L4 y 122) y ARNr 23s, son considerados los 3 principales mecanismos de
resistencia a macrolidos en Campylobacter spp. (Liu et al., 2019). Sin embargo, el mecanismo
de metilacion ribosomal para la subunidad 23S llevado a cabo por un erm B es especialmente
importante, debido a que el gen presenta la capacidad de transferirse horizontalmente entre
cepas de Campylobacter spp. confiriendo asi, un alto grado de resistencia (Anampa ef al., 2020;
Wang et al, 2014). Asi mismo, la mayoria de loci ermB se localizan en islas genomicas
resistentes a multiples fArmacos, otorgando resistencia a una variedad de antibidticos incluidos

aminoglucdsidos, fosfomicinas y tetraciclinas (Liu et al., 2019; Wang et al., 2014).
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2.4.4 Resistencia a Fluoroquinolonas

Segun la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA), Dinamarca y Noruega
son los Unicos paises miembros de la Union Europea (UE) que evidencian tasas elevadas de
resistencia frente a la ciprofloxacina. Ademas, en 5 estados miembros de la UE se observo una
tendencia creciente a la resistencia a fluoroquinolonas en Campylobacter jejuni. Asi mismo, 11
de los 17 paises miembros indicaron elevadas tasas de resistencia a la ciprofloxacina (80-100%)
(EFSA/ECDC, 2017). Debido al alto indice de resistencia a las fluoroquinolonas por parte de
Campylobacter spp. su empleo en el tratamiento de pacientes que presentan cuadros de

Campylobacteriosis debe ser restringido.

El mecanismo de resistencia a las fluoroquinolonas esta mediada principalmente por
mutaciones puntuales en la region determinante de la resistencia a las quinolonas (QRDR) en el
gen gyrA (Adiguzel et al, 2021), asi como también por la bomba de expulsion CmeABC

(Ammar et al., 2021).

2.4.5 Identificacion de la resistencia antimicrobiana

La falta de un protocolo establecido para el método de difusién de disco empleado para
evaluar la resistencia antimicrobiana hizo surgir el método de Kirby-Bauer. El objetivo de la
prueba es determinar si una bacteria es sensible o resistente a un determinado grupo de
antibioticos. El fundamento de la prueba consiste en absorber el liquido del agar por el disco lo
que permite su difusion; la concentracion sera menor a medida que se aleje del disco a causa de
la velocidad de difusion del antibidtico a través del agar. La siembra de las bacterias en la placa
previo a la puesta del disco presenta un crecimiento paralelo a la difusion del antimicrobiano a
través del agar lo cual indica que el crecimiento bacteriano supero el efecto inhibitorio del

antibiotico (Hudzicki, 2009).
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I11. MATERIALES Y METODOS

3.1 Tamaiio muestral

Para el estudio de presencia de Campylobacter spp. se requirid el calculo de nimero
minimo de muestras para lo cual se aplica la férmula de tamafio muestral para variables

cualitativas en poblaciones finitas.
n= Z°pq
Z° pq+ (N-1) &

Donde:

- N: Numero de pollos vendidos en Lima Metropolitana y Callao (MINAGRI,
2020)

- Z: Nivel de confianza (95%)
- p: proporcion estimada (0.975) (Anampa et al., 2020)
- q: complemento de p (1-p) (0.025)

- e: error maximo permisible (0.03)

(312 794.1) x (1.96)2x (0.975) x (0.025) = 104.009

(312 794.1 — 1) x (0.03)% + (1.96)2 x (0.975) x (0.025
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Segun esta formula, el nimero de muestras a considerar seria 104; sin embargo,
consideraremos 120 muestras para incrementar la variabilidad de los resultados. Las muestras
seran adquiridas considerando 3 marcas comerciales: Marca 1 (S1), Marca 2 (S2) y Marca 3
(S3); siendo divididas en forma proporcional (n=40). Cabe acotar que 2 marcas fueron propias

de avicolas y 1 de supermercado.

3.2 Obtencion y procesamiento de muestras

Se obtuvo como muestra, cortes frescos de pierna con encuentro de tres marcas
comerciales (S1, S2 y S3) las cuales eran vendidas con empaque (bandeja de polietileno
tereftalato “PET” y envoltura transparente de polietileno) en diferentes supermercados de Lima
Sur ubicados en los distritos de Santiago de Surco (n=40, de la marca S1), San Borja (n=40, de
la marca S3), Surquillo (n=20, de la marca S2) y La Molina (n=20, de la marca S2). Para la
marca S2 se tuvo que colectar de un supermercado de otro distrito debido a que el supermercado
no contaba con este tipo de corte al momento del muestreo. Se verifico que los empaques no
estén daflados, rotos o rasgados. Las muestras se trasladaron en cajas isotérmicas con
refrigerante “ice pack” a una temperatura de 4 a 8°C al Laboratorio de Farmacologia y
Toxicologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San

Marcos para procesamiento posterior.

Cada empaque recolectado se procesd en una superficie y con instrumentales (pinza
plana y mango de bisturi) previamente esterilizados. Para esto se retird la piel y se tomaron
muestras (5g aproximadamente) de cinco puntos diferentes de la porciéon muscular del corte. De
esta forma se formo un pool de la cual se obtuvo 10g de carne que fue la cantidad de muestra a

evaluar (Figura 1) de acuerdo con la norma ISO 10272-1: 2017.
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A) Presentaciéon del producto: Corte B) Verificacion de la integridad del
frescos de pierna con encuentro empaque.
procedente de supermercados.

A
’

C) Retiro del empaque y de la piel del D) Corte de carne para preparacion de
corte. pollo.

E) Pesaje de 10g de carne.

Figura 1. Pasos para la obtencion de la muestra de carne de pollo que serd sometida a
evaluacion
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33 Aislamiento microbiolégico de Campylobacter spp.

3.3.1 Pre - enriquecimiento

Las muestras obtenidas de 10g de carne se colocaron en bolsas de plastico estéril,
debidamente etiquetadas en donde se les afiadio 90 ml de caldo Preston con 5% de sangre de
oveja desfibrinada obteniéndose una relacion 1/10 por cada muestra. Las bolsas fueron puestas
en una jarra de anaerobiosis de 2.5 L (Oxo0id®, UK) con sobres de microaerofilia (Campygen,
Ox0id®, UK) (Figura 2) para luego llevarse a la estufa (Memmert, Alemania) para incubarlas

por 24 horas a 42°C (ISO, 2017).

A) Colocacién de muestra de pollo en B) Adicion de 90 ml de caldo Preston
bolsas estériles de primer uso.

C) Colocacion de bolsas en jarra de
anaerobiosis con pack de microaerofilia

para su posterior incubacion en la estufa
nor 24h a 49°C.

Figura 2. Pasos para el pre - enriquecimiento previo de las muestras
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3.3.2 Siembra en medio selectivo

Las bolsas de pre-enriquecimiento fueron homogenizadas para seguidamente
recolectarse 100 pl de solucion para sembrarla en agar Desoxicolato-Cefoperazona-Carbon
modificado (mCCD) (Thermo Scientific™ Oxoid™, UK). Mediante el empleo de hisopo de
madera estéril y con punta de algodon, la siembra obtenida fue esparcida hasta la mitad de la
placa petri para después realizarse estria por agotamiento en la otra mitad, con el objetivo de
obtener crecimiento grupal y colonias aisladas (ISO, 2017). Las placas se colocaron en jarras de
anaerobiosis (Thermo Scientific™ OXOID™) con pack de microaerofilia (Thermo Scientific™
Oxoid, UK) para luego llevarse a la estufa (Memmert, Alemania) por 48 horas a 42°C (Figura

3).

A) Obtencién de 0.1ml de solucion  B) Colocacién de solucién en agar
mediante el empleo de aguja de mCCDA
tuberculina

C) Se esparce la solucién mediante el D) Las placas fueron colocadas en

empleo de hisopo esteril. anaerojara con packs de
microaerofilia para ser llevada a
estufa a 42°Cdurante 24h.

Figura 3. Pasos para la siembra en agar mCCD
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3.4 Confirmacion microbiologica, morfolégica y bioquimica

3.4.1 Siembra en medio no selectivo

Para confirmar colonias sospechosas de Campylobacter spp. se extrajo 4 a 5 colonias
diluidas en suero fisioldgico y se procedio a realizar la siembra en agar sangre (Base de agar
N°2, Liofilchem®, Italia) con sangre de oveja desfibrinada al 5% para después ser llevadas a la
estufa (Memmert, Alemania) a 42.5°C en condiciones aerobicas por 24 a 48 horas. El

procedimiento de siembra fue similar al realizado en el agar mCCD.

3.4.2 Evaluacion macroscopica y microscopica

Se realizo la evaluacion macroscopica de las colonias de Campylobacter spp. en agar
mCCD las cuales se caracterizan por presentan un crecimiento a manera de “gotas de rocio”. De
estas placas fueron seleccionadas algunas colonias para evaluar la motilidad y morfologia. Para
ello en una lamina portaobjeto se puso una gota de agua destilada y mediante el empleo de un
asa bacteriologica, se extrajo una colonia y se realizdo la mezcla con el agua destilada hasta
buscar una solucion homogénea, seguidamente se superpuso con una lamina cubreobjeto y se
llevo al microscopio (Leika, UK) para su analisis respectivo a un aumento de 100X. La
motilidad semejante a la de un “saca corchos” y su morfologia de aspecto bacilar o helicoidal
fueron considerados compatibles con Campylobacter spp. Por otro lado, las colonias aisladas en
agar sangre se procedio a realizar la tincion Gram mediante el empleo de un microscopio dptico
(Leika, UK). Para esto se afiadio una gota de agua destilada en una lamina portaobjeto y con el
uso de un asa bacterioldgica, se obtuvo una colonia y se realizo la mezcla con la gota de agua
destilada hasta obtener una solucion homogénea, luego mediante movimientos circulares
fijamos la lamina con el mechero hasta observarla visiblemente seca y fijada. Por 1 minuto se
agrego6 cristal violeta, se enjuagd con agua, se agreg6d Lugol por 1 minuto, se enjuago con agua,

se agregd 3 gotas de alcohol, se enjuagd con agua y por ultimo se agregd fucsina por 30

28



segundos para luego enjugar y secar. La presencia de bacterias Gram negativas, con aspecto

bacilar o helicoidal fueron consideradas compatibles con Campylobacter spp. (Anampa, 2020).

3.4.3 Evaluacion bioquimica

Se realizaron tres pruebas: oxidasa, catalasa e hipurato. Para la prueba de oxidasa se
utilizé una tira reactiva (Liofilchem, Italia) a la cual se coloc6 un grupo de colonias y se froto
mediante el empleo de un asa bacterioldgica para esparcir la muestra. La interpretacion de
resultados se realiz6 entre los siguientes 10 a 30 segundos. Las cepas compatibles con
Campylobacter spp. reaccionan positivamente al evidenciar un color azul-parpura en las tiras.
Para la prueba de catalasa se coloco una gota del reactivo peroxido de hidrogeno y se depositd
una colonia de agar sangre. La interpretacion de resultados se realizo entre los siguientes 10 a

20 segundos, siendo consideradas como positivas las cepas que formar burbujas.

La finalidad de la prueba de hipurato es distinguir C.jejuni de otras especies de
Campylobacter spp. los materiales empleados pertenecen al kit rdpido de identificacion
(Liofilchem®, Italia). En un tubo de ensayo previamente esterilizado con 0.2 ml de solucion
fisiologica, se colocd 3 a 4 colonias hasta obtener una turbidez adecuada. Seguidamente, se
afiadié un disco de hipurato, se cerrd y se incub6 a 37°C durante 2 horas. Pasado las 2 horas, se
afiadi6 el reactivo de ninhidrina al 7% para nuevamente incubarlo por 20 minutos a 37°C. Cada
10 minutos se evalu6 el cambio de color, el violeta o azul intenso indicaban muestras positivas,
cualquier otro cambio de coloracion o tonalidades mas leves fueron considerados muestras

negativas para Campylobacter jejuni. (Anampa, 2020).
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3.5 Confirmacion Molecular

3.5.1 Extracciéon de DNA

El proceso de extraccion de DNA se realizo acorde a las especificaciones otorgadas por
el fabricante del kit Purelink Genomic DNA (Invitrogen). Para esto tubos con colonias
suspendidas en agua destilada fueron centrifugadas a 10,000 RPM por 5 minutos para luego
eliminarse el sobrenadante. Seguidamente se resuspendiod el pellet en 180 pL. Purelink Genomic
Digestion Buffer y se anadié 20 pL de Proteinase K para lisar todas las células, luego se llevo a

vortex para homogenizar bien.

Seguidamente se adiciono 20 pl. de RNase A para el lisado, se homogenizd por 30
segundos y se incubd a temperatura ambiente por 2 minutos. Luego se adicioné 200 uL Purelink
Genomic Lysis / Binding Buffer y se mezclo hasta obtener una solucion homogénea, se afiadid
200 pL etanol de 96% o absoluto para la lisis para nuevamente ser llevada a vortex por 5

segundos o hasta obtener una soluciéon homogénea (Figura 4).
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A) Adicion de 180 ul Purelink
Genomic Digestion Buffer

C) Colocacion en vértex por 30 D) Adicién de 20 ul de RNase A
segundas para homogenizar bien
la mezcla

Figura 4. Pasos para la extraccion de DNA

Para la unién del ADN con la columna (Binding DNA) se removi6 los tubos con las
columnas de su bolsa para adicionar la solucion de lisado (aprox 640 uL) dentro de la columna
y centrifugar a 10,000 x RPM por 1 minuto a temperatura ambiente. Luego se descarto6 el tubo
de coleccion y se reintrodujo la columna dentro de un nuevo tubo de coleccion limpio

suplementado por el kit.
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Para el lavado del ADN se afiadiéo 500 pL de Wash buffer 1 dentro de la columna para
luego centrifugar la columna a temperatura ambiente a 10,000 x RPM por 1 minuto. Luego, se
descarto el tubo y se reintrodujo la columna en un nuevo tubo de coleccion. Se adiciono 500 pL
de Wash buffer 2 dentro de la columna para luego ser centrifugado a 14,000 RPM por 3 minutos

a temperatura ambiente. Luego se descartd el tubo de coleccion.

Con respecto a la elucion del ADN, la columna fue introducida en un tubo de
microcentrifuga esteril de 1.5 ml donde se afiadié 80 pL de Purelink Genomic Elucion Buffer,
se incubo a temperatura ambiente por 1 minuto para luego ser centrifugada a 14,000 RPM por 1
minuto. La columna fue retirada y descartada quedando solo el tubo de microcentrifuga con el
ADN listo. Por ultimo, se guardd el ADN a -20°C hasta el momento en que se proceda a utilizar

(Figura 5).

A) Adicién de 500 ul de Wash B) Adicion de 500 ul de Wash
Buffer 1 Buffer 2

Figura 5. Pasos para la elucion del DNA

3.5.2 Cuantificacion de DNA
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Para el proceso de cuantificacion del DNA se empleé un fluorimetro (Qubit4,
Invitrogen) y un kit de cuantificacion de DNA (Qubit ds DNA HS Assay kit, Invitrogen). Para
esto se prepar6 la solucion de trabajo la cual estard compuesta por “n” uL de Qubit reagent con
“199n” uL de Qubit buffer a temperatura ambiente, siendo “n” el nimero de muestras que seran
procesadas mas los estandares control. Después se prepard viales con los estandares (Final
Qubit tuve) el cual contendra 190 uL de la solucion de trabajo con 10 ul de los estandares
suplementados por el kit. Luego se prepard los microtubos de centrifuga para la cuantificacion
el cual contendra un volumen final de 200 uL el cual estara compuesto por 2 uL. de material
genético y 198 uL de la solucion de trabajo, por ultimo, se llevo a vortex durante 3 segundos y
se dejo incubar durante 2 minutos a temperatura ambiente. Después de procedié a configurar el
fluorimetro para la lectura con los estandares para delimitar el rango de DNA presente en las

muestras (Figura 6).

A) Adicion de Qubit buffer

C) Solucion de trabajo D) Preparacion de viales con los
estdandares mediante la adicion
de 190ul de solucion trabajo
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E) Qubit Standard #1 — Qubit F) Adicion del Qubit standard a
standard #2 los viales

G) Adicion del material genético H) Lectura en el equipo Qubit4
a los viales con los estandares Fluorometer

Figura 6. Pasos para la cuantificacion de DNA

3.5.3 Identificacion de especies por PCR

Para la identificacion de especie mediante PCR multiple se empleo los cebadores hipO-
F y hipO-R (GAA GAG GGT TTG GGT G — AGCTAGCTTCGCATAATAACTTG) para
Campylobacter  jejuni (735 pb) 'y los cebadores GlyA-F y GIlyA-R
(CATATTGTAAAACCAAAGCTTATCG - AGTCCAGCAATGTGTGCAATG) para
Campylobacter coli (133 pb) (Linton et al., 1997). Se utilizé 5 uL de DNA de cada muestra a

una concentracion de 15-00 ng/uL con 20 puL de mix de PCR: 6,5 uL de agua libre de nucleasas;
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12,5 pL de mezcla maestra para PCR a 2X (GoTaq®G2 Green Master Mix, Promega) y 0,25 pL
del cebador GlyA-F (20 uM); 0,25 pL del cebador GlyA-R (20 uM), 0,25 pl del primers hipO-F

(20 uM) y 0,25 pL del cebador hipO-R (20 pM).

Una vez completada la mezcla, esta fue llevada a un termociclador (T100™ Thermal
Cycler, BIO-RAD) bajo el siguiente ciclo térmico: 95°C por 10 minutos, seguido por 40 ciclos
compuesto por 1 minuto a 94°C, 56°C por 1 minuto, 72°C por 2 minutos y un paso de extension
a 72°C por 10 minutos e incubacion a 4°C. Para especie, se incluird un control negativo en el
que se colocara agua estéril en el lugar del DNA y, un control positivo mediante el empleo de

cepas control Campylobacter jejuni ATCC 33560 y Campylobacter coli ATCC 33559.

El producto de PCR se analizé mediante electroforesis (BIORAD, PowerPac™ Basic)
en gel de agarosa al 1,2% en tampon TBE 0.5X y bromuro de etidio (Promega; Madison, WI
USA) con el objetivo de analizar las bandas de DNA. Los geles se dejaron correr en una placa
de electroforesis a 100V por 60 minutos y fueron visualizados mediante un transiluminador
(Major Science®) con luz UV. El tamafio de los productos se confirm6 con el marcador

molecular GenRuler 100pb (PROMEGA; Madison, WI USA).

3.6 Evaluacion de sensibilidad antimicrobiana

Para la evaluacion de la sensibilidad antibidtica se realizd la prueba de Kirby-Bauer
segun las indicaciones de CLSI (2015). Para ello se prepard una solucion de McFarland 0.5
usando las colonias aisladas en placa de agar sangre compatibles con Campylobacter spp. para
inmediatamente ser sembradas en placa con agar Mueller Hinton (Conda, Espafia) al 5% sangre
de ovino mediante el empleo de un hisopo estéril. Seguidamente, se colocaron los discos de
antibidticos de azitromicina (15 pg), eritromicina (15 pg), ciprofloxacino (5 pg) y tetraciclina
(30 pg) (Ox0id®, UK) para luego ser llevado a la estufa (Memmert, Alemania) a 42°C durante

24 horas.
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Posterior a la incubacién, se procedio a la evaluacion de la sensibilidad antibiotica a
través de la medicion de los diametros de los halos de inhibicion en caso de estar presentes,
mediante el empleo de una regla de 30 cm. Los criterios de sensible (S), intermedio (I) y
resistente (R) fueron en base a los didmetros encontrados. Con respecto a los macrolidos
(azitromicina y eritromicina) fueron S>16mm, I=13 -15mm y R<12mm; para la fluoroquinolona
(Ciprofloxacina) fueron S>24mm, [=21 — 23mm y R<20mm; mientras que para la tetraciclina
fue S>26mm, [=23 — 25mm y R<22mm (CLSI, 2015). Cabe acotar que, en el presente estudio,
las cepas con clasificacion “Intermedia” fueron consideradas como no sensibles o resistentes

(Paravisi et al., 2020).

Adicionalmente se evalud el indice de resistencia a multiples antibioticos (IRMA) el
cual relaciona a/b; donde “a” es el nimero de antibidticos a las que una cepa es resistente y “b”
es el nimero total de antibidticos evaluados por cada cepa. Valores IRMA superiores a 0.2
indican que la bacteria proviene de un ambiente de alto riesgo, donde se ha sobre utilizado los
antibioticos (Shakir et al., 2021). Asimismo, la designacion de cepa multidrogo-resistente fue
conferida a bacterias que presentaron resistencia a los 3 grupos de antibidticos usados en este

experimento (EFSA/ECDC, 2022).

3.7 Cepas control

Para la realizacion de pruebas se emple6 las cepas control Campylobcater coli ATCC
33559 y Campylobcter jejuni ATCC 33560 en formato de hisopo Kwik — Stick™. Segun las
indicaciones del fabricante, ambas cepas fueron reactivadas en agar sangre (5%) en ambiente
microaerofilo durante 48h a 37°C. Las cepas control conservadas y revividas en agar sangre y
colocadas en caldo BHI (Merck) fueron resembradas en agar sangre semanalmente para su
disposicion. Las cepas control fueron empleadas para realizar el monitoreo de la calidad de los

medios (Preston, agar mCCD, Sangre y Miiller Hinton) y pruebas empleadas (Prueba
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bioquimica: Catalasa, Oxidasa, Hipurato; Molecular: PCR para la identificacion de género y

especie; sensibilidad antibiotica).

3.8 Analisis estadistico

Para el anélisis de los resultados se emple6 la estadistica descriptiva. Para cada muestra
obtenida de carne de pollo (corte pierna con encuentro) empaquetada y refrigerada, se analizo la
presencia o no de Campylobacter spp. El porcentaje de muestras positivas se obtuvo mediante la
relacion entre la cantidad de muestras positivas y confirmadas por PCR con respecto al total de
muestras evaluadas. Los porcentajes de C. coli y C. jejuni de cada marca comercial fueron
evaluadas por la prueba de Chi cuadrado. Para hallar la frecuencia de resistencia para cada
antibiotico se obtuvo como la relacion entre el nimero de muestras que fueron resistentes a cada

antibidtico frente al nimero total de muestras evaluadas en el estudio.
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Iv. RESULTADOS

4.1 Identificacion de Campylobacter spp.

Luego del pre-enriquecimiento con caldo Preston al 5% de sangre desfibrinada de ovino
y el cultivo en medio especifico mCCDA se observo el crecimiento de colonias compatibles con
Campylobacter spp. en el 46.6% (56/120) del total de muestras evaluadas. Estas colonias
presentaron una coloracion gris, de borde irregular y con un crecimiento a manera de “gotas de
rocio” siendo estos hallazgos caracteristicos a Campylobacter spp. tal como se puede ver en la

Figura 7.

Figura 7. Crecimiento de colonias compatibles de Campylobacter spp. en agar mCCD.
Obsérvese la presencia de colonias de coloracion grisacea de borde irregular, con un

crecimiento a manera de "gotas de rocio"
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Asimismo, se procedid a la evaluacion macroscopica de las colonias que mostraron crecimiento
en agar sangre observandose que el 100% (56/56) presentaron caracteristicas similares a las
encontradas en el agar mCCD, colonias grisdceas y con un crecimiento a manera de “gotas de
rocio”, las muestras que evidenciaron crecimiento en agar sangre fueron las que continuaron en

el presente estudio tal como puede verse en la Figura 8.

Figura 8. Crecimiento de colonias compatibles de Campylobacter spp. en agar Sangre.
Obsérvese las colonias de coloracion grisacea y de bordes irregulares, caracteristicas similares a

las observadas en el agar mCCD.

El analisis de la morfologia bacteriana a nivel microscopico mediante el empleo de
tincion Gram (Figura 9) permitié observar la presencia de bacterias Gram negativas, con forma
en espiral, ya sea en forma de “S” o “ala de gaviota” (Flecha azul), asi como de bacilos cortos
(flecha negra) en el 100% (56/56) de las muestras obtenidas del medio no selectivo (agar
sangre). Asimismo, se evaludé la motilidad mediante la realizacion de un extendido de las
colonias en una lamina portaobjetos, observandose bacterias con un movimiento semejante a la

de un “sacacorchos” el cual es compatible a Campylobacter spp.
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Figura 9. Prueba de tincion gram para la identificacion microscopica de Campylobacter spp. Se
observa la presencia de bacterias gram negativas ya sea en forma de "coma" o "ala de gaviota"

(flecha azul), asi como bacterias bacilares cortas (flecha negra).

Asimismo, como parte del protocolo para la confirmacién microbioldgica, se tomaron
colonias aisladas sugestivas a Campylobacter spp. del agar mCCD para la realizacion de las
pruebas bioquimicas de catalasa y oxidasa observandose la positividad para ambas pruebas en el

100% (56/56) de las muestras, tal como puede observarse en la Figura 10.

Figura 10. Prueba de catalasa y oxidasa. Imagen A: Prueba de catalasa positiva, obsérvese el
desprendimiento de burbujas. Imagen B: Prueba de oxidasa positiva: Obsérvese el cambio de

coloracion a azul-purpura en la tira de oxidasa.
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Como se menciond anteriormente, de las 120 muestras de carne de pollo obtenidas de
los supermercados, el 46.6% (56/120) fueron aisladas de manera presuntiva a Campylobacter
spp por microbiologia y métodos bioquimicos. Del total de cepas aisladas el 7% (4/56) fueron
positivas a la prueba de hidrolisis del hipurato siendo esto considerado como un indicador de
que se tratan de cepas de Campylobacter jejuni. El1 93% (52/56) de las cepas restantes fueron

negativas a esta prueba siendo clasificadas como posibles Campylobacter jejuni (Figura 11).

Figura 11. Prueba de hidrolisis del hipurato. A: Reaccién negativa a la prueba debido al no
cambio de coloracion. B: Reaccion positiva a la prueba de hidrolisis del hipurato, obsérvese el

cambio de coloracion a violeta intenso, resultado sugestivo a C. jejuni.

Como puede observarse, de las 120 muestras procesadas, se pudo aislar Campylobacter
spp. en el 46.6% (56) del total de muestras en agar mCCD, siendo 29, 24 y 3 aislamientos
correspondientes a las marcas S1, S2 y S3, respectivamente. Asi mismo, como parte de la
confirmacion microbioldgica, todas las cepas aisladas previamente en agar mCCD también
presentaron crecimiento en agar sangre. Con respecto a las pruebas bioquimicas, el 100% de las
cepas aisladas (56/56) fueron positivas tanto para la prueba de catalasa como oxidasa. Sin
embargo, con respecto a la prueba del hipurato, solo el 4% (04/56) fueron positivas a esta
prueba siendo compatibles con Campylobacter jejuni, tal como puede observarse en el Cuadro

1.
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Cuadro 1. Resultados del aislamiento microbiologico y evaluacion bioquimica de cepas aisladas

de carne de pollo de supermercados en base a la marca comercial colectada.

Codigo de Aislamiento™ Confirmacion microbiologica y Bioquimica™**
marca
(#Muestras) AgarmCCD  Agar Sangre Catalasa Oxidasa Hipurato
g g g p
S1 (n=40) 29 (72.5%) 29 (100%) 29 (100%) 29 (100%) 02 (7%)
S2 (n=40) 24 (60%) 24 (100%) 24 (100%) 24 (100%) 02 (8%)
S3 (n=40) 03 (7.5%) 03 (100%) 03 (100%) 03 (100%) 0 (0%)

Total n=120) 56 (46.6%) 56 (100%) 56 (100%) 56 (100%) 4 (7%)

* Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias compatibles con Campylobacter spp.

** Reaccion positiva en catalasa y oxidasa sugiere que la cepa corresponde a Campylobacter spp.
Reaccion positiva en hipurato sugiere que la cepa corresponde a C.jejuni

Con respecto a la distribucion de muestras positivas por distritos, en Santiago de Surco se pudo
observar que, de las 40 muestras procesadas, Campylobacter spp. fue aislado en agar mCCD
solo en el 7.5% (03/40) del total de muestras mientras que San Borja, La Molina y Surquillo

presentaron porcentajes de aislamiento del 60% (24/40), 70% (14/20) y 75% (15/20),

respectivamente (Cuadro 2).

Cuadro 2. Resultados del aislamiento microbioldgico y evaluacion bioquimica de cepas aisladas

de carne de pollo de en base a los cuatro distritos de Lima Sur.

Distrito Aislamiento* Confirmacion microbiologica y Bioquimica**
(#Muestras) Agar mCCD  Agar Sangre Catalasa Oxidasa Hipurato
g g g p
Surquillo (20) 15 (75%) 15 (100%) 15 (100%) 15 (100%) 01 (6.7%)
La Molina (20) 14 (70%) 14 (100%) 14 (100%) 14 (100%) 01 (7%)
San Borja (40) 24 (60%) 24 (100%) 24 (100%) 24 (100%) 02 (8%)
Sa““ag(z g)e Surco03(75%)  03(100%) 03 (100%) 03 (100%) 0 (0%)
Total (n=120) 56 (46.6%) 56 (100%) 56 (100%) 56 (100%) 4 (7%)

* Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las colonias compatibles con Campylobacter spp.

** Reaccidn positiva en catalasa y oxidasa sugiere que la cepa corresponde a Campylobacter spp.
Reaccion positiva en hipurato sugiere que la cepa corresponde a C.jejuni.
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4.2 Confirmacion molecular

El posterior analisis por PCR permiti6 la identificacion de especie en las 56 cepas
aisladas previamente, observandose que el 92.8% (52/56) fueron confirmadas como
Campylobacter coli 'y el 7.2% (4/56) como Campylobacter jejuni. Con respecto a su
distribucion por marca comercial, se determind que la marca S1 presentd 27 cepas confirmadas
de Campylobacter coli y 2 como Campylobacter jejuni. La marca S2, 22 cepas fueron
Campylobacter coli 'y, 2 Campylobacter jejuni. Mientras que la marca S3, las 3 cepas fueron
confirmadas como Campylobacter coli tal como se observa en el cuadro 3. En las marcas S1y
S2 se puede apreciar una diferencia significativa (P<0.05) entre los porcentajes de C. jejuniy C.
coli, a diferencia de la marca S3 donde el porcentaje fue bajo para C. coli. y no se tuvo positivos

para C. jejuni, tal como puede observarse en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Resultados de la confirmacion molecular de especies patogenas de Campylobacter
spp. de cepas aisladas de carne de pollo en base a la marca comercial colectada de

supermercados de Lima Sur

S1 (n=40) S2 (n=40) S3 (n=40)
TOTAL
(n=120)
Positivo Porcentaje P value Positivo Porcentaje P value Positivo Porcentaje value
2711' 27 67.50% <0.0001 22 55% <0.0001 3 7.50%  0.2405 52
C . 2 5% 2 5% - -
Jejuni 4
Total* 29 72.50% 24 60% 3 7.50% 56

* Total: C. coli + C. jejuni

Asi mismo, con respecto a su distribucion por distrito, se observd que el distrito de
Suquillo present6 15 cepas confirmadas molecularmente como C. coli. La Molina presento 12 y

2 cepas confirmadas como C. coli y C. jejuni, respectivamente. Para el caso de San Borja, 22
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cepas fueron C.coli'y 2 C.jejuni. Mientras que, para el distrito de Santiago de Surco, las 3 cepas

fueron confirmadas como C. jejuni (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados de la confirmacion molecular de especies patogenas de Campylobacter

spp. de cepas aisladas de carne de pollo en base a los cuatro distritos de Lima Sur

Santiago de Surco TOTAL

Surquillo (n=20) La Molina (n=20)  San Borja (n=40) (n=40) (n=120)

Positivo Porcentaje Positivo Porcentaje Positivo Porcentaje Positivo Porcentaje Positivo

C.

coli 15 75.00% 12 60% 22 55% 3 7.50% 52
C . 2 10% 2 5% -- -- 4
jejuni

Total* 15 75.00% 14 70% 24 60% 3 7.50% 56

* Total: C. coli + C. jejuni

Sin embargo, cabe mencionar que de las muestras de la marca S1 en 2 cepas se
observaron resultados contrarios a los vistos por la prueba del hipurato, donde una de ellas salid
positiva a Campylobacter jejuni, pero fue confirmada como Campylobacter coli mediante PCR.
La segunda cepa observada fue negativa a la prueba del hipurato siendo descartada como

Campylobacter jejuni, pero confirmada como la misma por PCR.

4.3 Resultados de evaluacion de resistencia antimicrobiana

El analisis de la resistencia antimicrobiana en los 56 aislados de Campylobacter spp.
para los antibidticos eritromicina (15 ug), azitromicina (15 pg), ciprofloxacino (5 ug) y
tetraciclina (30 pg) indicaron que el 100% (56/56) de las cepas presentaron resistencia a la
tetraciclina (Figura 12), siendo 52 cepas identificadas como Campylobacter coli y 4 como
Campylobacter jejuni. Con respecto a los macrolidos, un 94.6% (53/56) del total de cepas

evidenciaron resistencia a eritromicina, donde 49 cepas fueron Campylobacter coli y 4
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Campylobacter jejuni, mientras que, para la azitromicina, el 58.9% (33/56) de aislados
presentaron resistencia, siendo todas identificadas como C. coli. Por otro lado, para la
fluoroquinolona, se observd que un 84% (47/56) de la totalidad de cepas presentaron resistencia
a ciprofloxacina, siendo 44 cepas identificadas como C. coli y 3 como C. jejuni (Figura 13).
Asimismo, en nuestro estudio se pudo observar que el 23.2% (13/56) de cepas aisladas
presentaron clasificacion “Intermedia” a azitromicina y a ciprofloxacino segin las indicaciones
del CLSI (2015); sin embargo, como se indicé en la metodologia, las cepas “Intermedias”

fueron consideradas como resistentes o no sensibles en este estudio.

Figura 12. Prueba de resistencia antimicrobiana "Kirby bauer" en agar Miiller Hinton sangre al
5% usando discos de azitromicina (15 pg), eritromicina (15 pg), ciprofloxacino (5pg) y
tetraciclina (30pg). Muestra de la marca S3, se observa el crecimiento de colonias alrededor de
los discos de tetraciclina (resistente) y ciprofloxacina (resistente) asi como la formacion de
halos de inhibicion de diferente tamafio en los discos de azitromicina (sensible) y eritromicina

(sensible).
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Figura 13. Numero de cepas resistentes a macrolidos, fluoroquinolonas y tetraciclinas para
cada marca comercial evaluada (S1: Marca 1, S2: Marca 2, S3: Marca 3) en

supermercados de Lima Sur.

Asi mismo, con respecto a su distribucion por distrito, azitromicina presento un
porcentaje de resistencia del 50% (10/20), 45% (09/20) y 35% (14/40) en los distritos de
Surquillo, La Molina y San Borja, respectivamente. Eritromicina presento porcentajes de
resistencia del 75% (15/20), 70% (14/20) y 60% (24/40) en Surquillo, La Molina y San Borja,
respectivamente. Para ciprofloxacino se hallo una resistencia del 55% (11/20), 45% (09/20),
100% (24/24) y 100% (03/03) para los distritos de Surquillo, La Molina, San Borja y Santiago
de Surco, respectivamente. Por ultimo, con respecto a la tetraciclina, se observo que el 75%
(15/20), 70% (14/20), 100% (24/24) y 100% (03/03) de cepas aisladas presentaron resistencia
en los distritos de Surquillo, La Molina, San Borja y Santiago de Surco, respectivamente (Figura

14).
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Figura 14. Numero de cepas resistentes a macrélidos, fluoroquinolonas y tetraciclinas para

cada distrito en Lima Sur

De igual manera, se observo que el 51.8% (29/56) de las cepas aisladas presentaron
resistencia a los 4 antibidticos empleados en el estudio siendo 15 aislados de la marca S1 y 14
aislados de la marca S2. El nimero de cepas aisladas resistentes a 3 antibioticos fue de 34%
(19/56) siendo 9 aislados de la marca S1 y 10 aislados de la marca S2. Mientras que el 14.3%
(08/56) evidencio resistencia a 2 antibidticos siendo 5 aislados de la marca S1 y 3 de la marca

S3 (Figura 15); ninguna cepa aislada presento resistencia fenotipica a un solo antibidtico.
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Figura 15. Cepas de Campylobacter spp. resistentes a 1,2,3 o 4 antibidticos para cada marca

comercial evaluada (S1: Marca 1, S2: Marca 2, S3: Marca 3) en supermercados de Lima Sur

Asi mismo, con respecto a su distribucion por distrito, se observo que el 51.8% (29/56)
de cepas aisladas presentaron a los 4 antibidticos evaluados en el estudio siendo 10, 5 y 14
aislados correspondientes a los distritos de Surquillo, La Molina y San Borja, respectivamente.
Un 34% (19/56) de las cepas aisladas presentaron resistencia a 3 antibioticos los cuales 4, 5y 10
cepas correspondieron a los distritos de Surquillo, La Molina y San Borja. Por tltimo, un 14.3%
(08/56) de cepas aisladas presentaron resistencia a 2 antibidticos siendo 1, 4 y 3 aislados
correspondientes a los distritos de Surquillo, La Molina y Santiago de Surco, respectivamente

(Figura 16).
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Figura 16. Cepas de Campylobacter spp. resistentes a 1,2,3 o 4 antibioticos por cada distrito de

Lima Sur

Con respecto al IRMA, se pudo encontrar que 15, 9 y 5 muestras de la marca S1
tuvieron un IRMA de 1, 0.75 y 0.5 respectivamente. La marca S2 presenté un IRMA de 1 y 0.75
en 14 y 10 muestras, respectivamente, mientras que en las 3 muestras de la marca S3 fue de 0.5.
Esto indica que el 100% de las cepas resistentes presentaron valores de IRMA superiores a 0.2
(Cuadro 5) Por otro lado, 78.6% (44/56) cepas mostraron resistencia a los tres grupos de
antibiodticos, siendo consideradas como multidrogo-resistentes, estas cepas fueron aisladas de las

marcas S1 y S2.

Cuadro 5. Indice de resistencia a multiples antibioticos (IRMA) de Campylobacter spp (n=56)

aislado de carne de pollo comercializado en distritos de Lima Sur

Total
IRMA # Antimicrobianos resistentes # Cepas
resistentes %
0.5 2 8 14.30
0.75 3 19 33.90
1 4 29 51.80
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V. DISCUSION

En el presente estudio, se observd que el porcentaje de muestras positivas a
Campylobacter spp. en carne de pollo (corte pierna con encuentro) obtenidas de supermercados
de Lima Sur fue del 46.6% (56/120). Nuestro resultado fue inferior a lo encontrado por Anampa
et al. (2020) en donde se reportd que el 100% de las muestras de piel de pollo fresco obtenidas
en mercados de la ciudad de Lima, fueron positivas a Campylobacter spp. Si bien en nuestro
trabajo se puede ver que Campylobacter spp. estd presente en casi un 50% de las muestras
evaluadas, este valor deberia ser inferior ya que las muestras fueron adquiridas en
supermercados, con embalaje y comercializadas en temperaturas entre 0-4°C. Estos factores

deberian asegurar que se reduzca el riesgo de contaminacion durante el expendio.

Esta diferencia entre productos céarnicos de ave mantenidos con temperatura de
refrigeracion y los que son comercializados a temperatura ambiente han sido reportadas por
(Mazeiro y Oliveira, 2011) quienes encontraron un mayor porcentaje (93.3%) de
Campylobacter spp. en carne de pollo fresca a diferencia de carne de pollo refrigerada (53.3%)
comercializadas en establecimientos de Brasil, este ultimo resultado se aproxima a lo que se
encontrd en nuestro trabajo. Segiin De Melo ef al. (2021), las temperaturas de refrigeracion a la
cual es sometida la carne de pollo durante el proceso de beneficio y la comercializaciéon pueden
reducir el recuento final de Campylobacter spp. a comparacién de muestras comercializadas a

temperatura ambiental.
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Otro factor que podria influenciar la presencia de Campylobacter spp. en las carcasas de pollos
de carne podria atribuirse al lugar de sacrificio (Mataderos de pequefia y gran escala, formales
o informales, automatizados, semiautomatizados o manuales, etc.). El producto evaluado en este
estudio (carne de pollo envasada y refrigerada) proviene de mataderos formales con
instalaciones y medidas higiénicas adecuadas a diferencia de los mataderos clandestinos. Esto
pudo observarse en un estudio realizado por (Alaboudi ef al., 2020) en donde encontraron que la
incidencia de Campylobacter spp. fue mayor en mataderos informales (59.3%) a diferencia de
mataderos tecnificados (35.6%) lo cual podria deberse a las medidas de higiene mas estrictas ¢
instalaciones refrigeradas practicadas en los mataderos formales, lo cual podria desempefiar un
papel importante en el control de la contaminacion cruzada de Campylobacter spp. en el

matadero.

Con respecto a la identificacion de especie, se observo que el 92.8% (52/56) y 7.2% (4/56) del
total de cepas aisladas fueron confirmadas mediante PCR como Campylobacter coli y
Campylobacter jejuni, respectivamente. Estos resultados son contrarios a los reportados a nivel
mundial, donde la presencia de C.jejuni constituye cerca del 90% del total de aislados en carne
de pollo a comparacion de Campylobacter coli (Sibanda et al., 2018). Sin embargo, en varios
paises de Sudamérica ya se ha reportado una mayor presentacion de Campylobacter coli. En
Ecuador, Park (2020) encontréo que el 68.4% de cepas aisladas fueron confirmadas como
Campylobacter coli y 18.4% como Campylobacter jejuni en muestras de carne de pollo. En el
Peru, estudios realizados por Lazaro ef al. (2012) y Anampa et al. (2020) reportaron un 44% y
100% de cepas aisladas como Campylobacter coli en muestras de came de pollo,

respectivamente.
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A pesar de que diversos estudios a nivel mundial reportan un mayor aislamiento de
Campylobacter jejuni a comparacion de Campylobacter coli, esta relacion puede cambiar por el
tipo de material muestreado, condiciones de almacenamiento y lugar de toma de muestra (De
Melo et al., 2021). Con respecto al lugar de toma de muestra, Campylobacter jejuni suele
presentar una tasa de deteccion mas alta que Campylobacter coli en granja. Sin embargo,
durante el proceso de sacrificio ambos porcentajes pueden equilibrarse para después, durante el
proceso de enfriamiento, Campylobacter coli pueda presentar un porcentaje mayor a
comparacion de Campylobacter jejuni (Sakaridis et al., 2019). Tomando en cuenta que las
muestras de pollo fueron obtenidas después del proceso de enfriamiento y posterior
refrigeracion, esto podria explicar el por qué una mayor proporcion de aislados de

Campylobacter coli a diferencia de Campylobacter jejuni.

Un hallazgo controversial en nuestro estudio fue la identificacion de una muestra
positiva a la prueba de hipurato lo cual indica que es compatible con Campylobacter jejuni pero
que luego de la evaluacion molecular resultdé ser Campylobacter coli, de la misma forma otra
muestra que salido negativa a esta misma prueba de hipurato luego resultdo ser Campylobacter
Jjejuni. Una posibilidad para explicar esto podria ser la presencia de ambas especies patogenas
de Campylobacter en las muestras evaluadas. En el presente estudio, se realizo la siembra de 4 a
5 colonias extraidas del medio mCCDA en una placa de agar sangre para el proceso de
confirmacion microbioldgica; sin embargo, es posible que en las placas se pueda presentar
crecimiento mixto de cepas de Campylobacter coli y Campylobacter jejuni. Recordemos que de
las placas se obtuvieron las colonias para la prueba de hipurato asi como para la confirmacion
molecular por PCR. Lynch et al. (2022) evaluaron 5 colonias compatibles a Campylobacter spp.
de muestras de piel y heces de pollo de placas de cultivo mCCD y descubrieron que existia
colonizacion mixta entre Campylobacter jejuni'y Campylobacter coli en las placas. Huang et al.
(2016) reportd que el 19.5% del total de sus aislados provenientes de carne de pollo, presentaron

colonizacion mixta de C.jejuni/C.coli. Si fuera el caso que nuestras muestras hubieran tenido
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colonizacion mixta estos resultados discrepantes se hubieran observado en mas muestras; sin

embargo, fueron esas dos inicas muestras que presentaron este comportamiento.

En el presente estudio, 56 cepas identificadas como Campylobacter spp fueron
evaluadas para determinar su patron de sensibilidad antimicrobiana frente a macrolidos,
fluoroquinolonas y tetraciclinas. Con respecto a las tetraciclinas, se observo que el 100% de las
cepas aisladas evidenciaron resistencia frente a este antibidtico. Estos resultados fueron
superiores a los reportados por Quino et al. (2022) en donde el porcentaje de resistencia a
tetraciclinas fue del 85.7% y 71.3% para C. coli y C. jejuni, respectivamente en muestras
provenientes de humanos y pollos de carne. La elevada tasa de resistencia frente a las
tetraciclinas también es observada en otros paises del continente americano. En Ecuador, Park
(2020) encontré que el 100% de las cepas aisladas en diferentes tejidos de pollos de carne
presentaron resistencia a este farmaco siendo comparable a los resultados del presente estudio.
En Chile, Gutierrez et al. (2017) analizaron muestras de heces y carne de aves de corral

encontrando que el 77% de las cepas aisladas presentaron resistencia a tetraciclina.

El pollo de carne es considerado el principal reservorio de Campylobacter spp y, por
ende, la principal fuente de infeccion en seres humanos (Soto-Beltran efal, 2022). La
tetraciclina es considerada el antibidtico mas empleado en la crianza de avicola en Estados
Unidos y Europa (Mehdi ef al, 2018) esto podria explicar el por qué la elevada tasa de
resistencia observada en los ultimos estudios, incluido el nuestro, debido al uso indiscriminado
de este antibidtico en la produccioén animal, pudiendo estar ocasionando el aumento de cepas

resistentes (Sharifi ef al., 2021).

Con respecto a los macrolidos, los hallazgos en el presente estudio reflejaron un
porcentaje de resistencia del 94.6% para eritromicina, esto coincide con lo mostrado por
Anampa et al. (2020) en donde el 100% de las cepas aisladas de piel de pollo presentaron
resistencia para eritromicina. Otros estudios realizados en el Pert por Pollet ef al. (2012) y

Moya-Salazar ef al. (2018) encontraron porcentajes de resistencia bajos a eritromicina del 5.3%
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y 7.3%, respectivamente en muestras de heces de humanos. Con respecto a la azitromicina, se
observo que el 58.9% del total de cepas presentaron resistencia. Estudios anteriores realizados
en el Pera por Pollet ef al., (2012) y Lluque et al. (2017) encontraron porcentajes de resistencia
a azitromicina del 1.6% y 13%, respectivamente. Estos resultados evidencian un aumento de las
cepas resistentes a macrolidos, tanto para azitromicina como eritromicina, en el Peru en los

ultimos 10 afios.

Otro hallazgo interesante es que, pese a pertenecer a la misma familia antimicrobiana,
un 94.6% y 58.9% de cepas fueron resistentes a eritromicina y azitromicina, respectivamente.
Esta diferencia también se pudo observar en otro estudio realizado por Gunasekaran et al.
(2022) donde en muestras provenientes de mucosa de ciegos de pollos hallaron que el 71.4% y
64.2% de aislados fueron resistentes a eritromicina y azitromicina, respectivamente. En Estados
Unidos, Poudel ef al. (2022) hallaron en muestras provenientes de carne de pollo y del ambiente
de granja, un porcentaje de resistencia a eritromicina del 16.9% y azitromicina del 11.9%. Estas
diferencias en la presentacion de resistencia entre macrolidos podrian estar relacionada a la
diversidad de mecanismos de resistencia. La resistencia a macrdlidos estd asociado
generalmente a alteraciones en las proteinas ribosémicas L4 y L.22 y en las posiciones 2074 y
2075 del 23S rRNA (Choi et al.,, 2021), asi como por la presencia del gen erm(B) (Anampa
et al., 2020). Un estudio realizado por Li et al. (2017) en muestras provenientes de ciegos de
pollo de engorde, evidencid que algunas cepas resistentes a azitromicina no presentaban
mutaciones en el 23S rRNA, mientras que otras cepas presentaban el gen erm(B) y en ninguna

se detectaron mutaciones en las proteinas ribosomicas L4 y L22.

En la evaluacion de la resistencia a fluoroquinolona (ciprofloxacina) se observé un alto
porcentaje 84% (47/56) de resistencia lo cual coincide con reportes previos realizados en el Pert
por Anampa et al. (2020), Pollet et al. (2012), Lluque et al. (2017) y Moya-Salazar et al. (2018)
en donde la tasa de resistencia frente a este farmaco fue del 100%, 89.8%, 88.7% y 87%,

respectivamente.
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Los macrolidos y fluoroquinolonas son antimicrobianos ampliamente usados en la
industria avicola del mundo, incluido el Pert (Pollet et al., 2012). La elevada tasa de resistencia
frente a estos farmacos podria atribuirse a su uso indiscriminado como promotores de
crecimiento, asi como en el tratamiento y prevencion de enfermedades, pudiendo generar un
serio problema en la Salud Publica de las personas, debido a que, de manera usual, los cuadros
de Campilobacterosis son ocasionados por cepas de Campylobacter spp provenientes de

alimentos de origen animal, especialmente, pollos de carne (Anampa et al., 2020).

Asimismo, en el presente estudio se observo en un 23.2% del total de cepas una
clasificacion “Intermedia” a diferentes antimicrobianos, en donde 11 aislados correspondieron a
C. coliy 2 a C. jejuni. Nuestros resultados fueron similares a los reportados por Schreyer et al.
(2022) en donde observaron que la mayoria de los aislamientos con clasificacion “Intermedia”
correspondieron a C. coli, lo cual se considera un serio problema de salud ptblica puesto a que
la categoria “Intermedia” incluye aislamientos que mostraron susceptibilidad reducida a los
antimicrobianos a diferencia de los aislados susceptibles. Debido a su efecto terapéutico incierto
in vivo, en el presente estudio se considerd a las cepas “Intermedias” como resistentes o no

sensibles de acuerdo con los puntos de corte descritos por Paravisi et al. (2020).

Los valores de IRMA superiores a 0.2 indican que estas bacterias provienen de un
ambiente con un riego alto de adquisicion/produccion de resistencia relacionada al sobreuso de
antibioticos, siendo esto considerado un problema de salud publica. Basados en los valores de
IRMA, otros reportes también indican la presencia de cepas de Campylobacter multirresistentes
en porcentajes de 97.2% (Shakir et al., 2021) y 90% (Noreen et al., 2020). El alto porcentaje
(78.6%) de bacterias multidrogo-resistentes también ha sido reportado por Santos-Ferreira et al.

(2022) y Zhang et al. (2018).

Debido a su variabilidad genética y capacidad de adaptacion enfocada en la
sobrevivencia a cambios estructurales y de metabolismo en su entorno, Campylobacter spp

presenta gran capacidad de adquirir resistencia a los antibidticos. En definitiva, la resistencia de

55



Campylobacter a multiples antibidticos se puede relacionar con la existencia de genes de
resistencia. En el caso de macrolidos el gen ermB es el principal mecanismo de resistencia. En
lo que respecta a las tetraciclinas, (Sharifi et al., 2021) menciona que el gen tetO presente en los
plasmidos transmisibles en conjunto con la bomba de flujo CmeABC codificada por un operén
de tres genes ubicado en el cromosoma, le otorgan a Campylobacter spp una elevada resistencia
frente a esta familia de antibioticos. Mientras que, para las fluoroquinolonas, el mecanismo de
resistencia frente a estos farmacos se encuentra mediado principalmente por mutaciones
puntuales en la regiéon determinante de resistencia a las quinolonas (RDQR) en el gen gyrA

(Adiguzel et al., 2021).

En el presente estudio, a pesar de que se encontraron variaciones entre las marcas
comerciales, no se puede decir que una marca sea mejor que otra, debido a que eso involucraria
hacer una evaluacién del procesamiento. En caso nos basaramos solo por los resultados
dariamos que la marca S3 fue la mejor debido a que presento una menor contaminacion, sin
embargo, hace falta evaluar las condiciones en las cuales se realizo el procesamiento y €so no se
evalu6 en el presente estudio. Stadlmuller et al. (2017) mencionan que el grado de
contaminacion bacteriana en las canales de pollo puede variar de acuerdo con la forma de
crianza en granja y las practicas de procesamiento de los pollos durante el faenado. Un estudio
realizado por Habib et al. (2022) encontraron diferencias con respecto a la presencia de
Campylobacter spp. en carne de pollo refrigerada de 7 marcas comerciales provenientes de
diferentes supermercados lo cual atribuyeron posiblemente a diferencias entre las practicas de
higiene en el procesado de las canales, asi como la edad de las aves y el tamafo de la canal al
momento del beneficio; sin embargo, menciond la importancia de realizar otros estudios para
determinar cémo estos factores podrian influir en la contaminacion de las carcasas de pollo por

Campylobacter spp.

Por otro lado, cuando se evaluaron los resultados en base a los distritos, se pudo

encontrar que las muestras analizadas en los supermercados de Santiago de Surco, La Molina y
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San Borja orientados a un nivel socioeconémico (NSE) “A” (Prompert, 2015) presentaron una
menor contaminacion con respecto al distrito de Surquillo, categorizado dentro del NSE “C”.
Estos resultados también deben ser tomados con cuidado ya que al ser el producto evaluado fue
seleccionado de supermercados y deberia cumplir con las mismas condiciones de manejo de
producto en cualquier distrito ya sea en su envasado y distribucion, esto considerando que estos
establecimientos se rigen en base a buenas practicas de manipulacion y planes de control de
riesgos. Con estos resultados estariamos evidenciando que esto no es asi y que existiria una
diferencia entre los supermercados en base a su NSE. Es necesario realizar mas evaluaciones
que tengan como objetivo la evaluacion de la contaminacion de carne de pollo por
Campylobacter spp. en relacion con los NSEs para afianzar los resultados presentados en este

trabajo.
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VI CONCLUSIONES

En el presente estudio se encontrd que la carne de pollo obtenidas de muestras de corte
pierna con encuentro envasadas, refrigeradas y vendidas en supermercados de 4 distritos de
Lima Sur presentaron contaminacion con Campylobacter spp. Asi mismo, se pudo observar una

elevada tasa de resistencia a tetraciclina, ciprofloxacina, azitromicina y eritromicina evaluados

en el presente estudio.
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VIIL RECOMENDACIONES

- Determinar los genes que estan involucrados en la resistencia fenotipica a partir
de las muestras empleadas en el presente estudio.

- Evaluar la presencia de Campylobacter spp. en muestras de intestino/heces de
pollos destinados a consumo humano.

- Realizar un monitoreo de la resistencia de otros antimicrobianos utilizados en la

industria avicola.
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