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RESUMEN
Campylobacter es una bacteria entérica zoonética, Gram negativa con forma en espiral,

cuyo principal reservorio son las aves, pero puede estar presente en el intestino de multiples

animales domésticos y silvestres.

Campylobacter causa una enfermedad llamada campilobacteriosis la cual es considerada
una enfermedad transmitida por los alimentos o ETA, principal causa de diarrea en paises
desarrollados y segundo o tercero en paises en vias de desarrollo. Los alimentos mas
importantes implicados en brotes de campilobacteriosis en el mundo son la carne de pollo
y la leche. En Chile, Campylobacter es un organismo de vigilancia obligatorio pero su

derivacion a los servicios de salud es baja.

A pesar de que la campilobacteriosis es una enfermedad autolimitada, en algunos pacientes
es necesario el uso de antibiéticos. Principalmente se usan macrélidos o fluoroquinolonas
y como alternativas gentamicina y tetraciclina, pero el uso inadecuado de antibiéticos en
Medicina Veterinaria y en medicina humana puede generar la aparicion y propagacion de

bacterias resistentes, las cuales pueden hacer que los tratamientos no sean eficaces.

El objetivo de este estudio fue detectar cepas de Campylobacter jejuni y Campylobacter
coli, desde muestras de heces provenientes de bovinos de lecherias de la Region
Metropolitana y ademas caracterizar los perfiles de susceptibilidad a los antimicrobianos de
las cepas aisladas.

Este estudio analiz6é un total de 594 muestras de heces de bovinos en estado productivo,
tomadas en 4 lecherias de la zona rural de la Regién Metropolitana, cercanas a cursos de
agua superficiales en donde anteriormente se aislé cepas de Salmonella spp. que fueron
correlacionadas con brotes en humanos. Ademas, se realizaron pruebas de susceptibilidad
a los antimicrobianos a las cepas aisladas, se analizaron los siguientes antibidticos:

eritromicina, azitromicina, ciprofloxacino, gentamicina y tetraciclina.

Se obtuvieron un total de 20 cepas de Campylobacter, las que fueron aisladas mediante
cultivo tradicional, posteriormente todas las cepas aisladas fueron sometidas a PCR
(reaccién en cadena de la polimerasa) para determinar su especie siendo el 50%
Campylobacter coli, 45 % Campylobacter jejuniy 5 % que correspondi6é a 1 cepa que no se
pudo especiar. Respecto a la sensibilidad a los antibiéticos se obtuvieron altos niveles de
resistencia a eritromicina alcanzando un 60%, para azitromicina un 55% y un 35% para

ciprofloxacino.

Palabras claves: Campylobacter, bovinos de lecheria, heces, resistencia a antibiéticos.



ABSTRACT
Campylobacter is an enteric zoonotic bacterium, Gram negative with spiral form, whose

main reservoir is birds, but can be present in the intestines of multiple domestic and wild

animals.

Campylobacter causes a disease called campilobacteriosis which is considered a foodborne
illness, which is the main cause of diarrhea in developed countries and second or third in
developing countries. The most important foods implicated in outbreaks of
campilobacteriosis in the world are chicken meat and milk. In Chile Campylobater is an

organism of mandatory surveillance but its derivation to health services is low.

Although campilobacteriosis is a self-limiting disease, in some patients is necessary to use
antibiotics. Macrolides or fluoroguinolones are mainly used and, as alternative, gentamicin
and tetracycline, but the inappropriate use of antibiotics in veterinary medicine and in human
medicine can generate the appearance and spread of resistant bacteria, which can make

that the treatments are not effective.

The objective of this study is to detect Campylobacter jejuni and Campylobacter coli strains,
from feces samples from dairy cattle of the Metropolitan Region as well as to characterize

the profiles of susceptibility to antimicrobials of the isolated strains.

This study analyzed a total of 594 samples of cattle feces in the productive state, taken in 4
dairy farms of the rural area of the Metropolitan Region. These dairies are close to surface
water courses where Salmonella spp. strains were previously found to be correlated with
outbreaks in humans. In addition, antimicrobial susceptibility tests were performed on
isolated strains, it was pointed out the following antibiotics: erythromycin, azithromycin,

ciprofloxacin, gentamicin and tetracycline.

A total of 20 Campylobacter strains were isolated, by traditional culture, then, all them
subjected PCR for species identification, being 50% Campylobacter coli, 45%
Campylobacter jejuni and 5% (one strain) that was classified as Campylobacter spp. With
respect to sensitivity to antibiotics high levels of resistance to erythromycin were obtained,

reaching 60%, for azithromycin 55% and 35% for ciprofloxacin.

Key words: Campylobacter, dairy cattle, feces, resistance to antibiotics



INTRODUCCION

El género Campylobacter corresponde a un grupo de bacterias entéricas, zoonoticas,
presentes en los intestinos de animales domésticos y silvestres. Este género comprende
bacterias Gram negativas con caracteristicas particulares, como lo son su pequefio tamafio,
su forma de espiral curvada y que se desarrollan en un ambiente de microaerofilia, son de
crecimiento lento en comparacion con otras bacterias entéricas y crecen a temperaturas
entre 30 a 42° C.

Campylobacter spp son bacterias de distribucion mundial, que se transmiten al ser humano
frecuentemente por consumo de alimentos y aguas contaminadas. El reservorio principal
son las aves, pero se pueden encontrar en muchos otros animales como bovinos, cerdos,
ovejas entre otros. Son consideradas la principal causa de diarrea en personas en los
paises desarrollados y la segunda o tercera en los paises en vias de desarrollo. Las
especies que producen mas frecuentemente la enfermedad en el ser humano, llamada

campilobacteriosis, son las especies C. jejuni subespecie jejuniy C. coli.

En Chile Campylobacter es una bacteria de vigilancia obligatoria en humanos por
laboratorios establecidos de acuerdo con el Decreto Supremo N°158 y su identificacion y
caracterizacion es importante para el adecuado estudio epidemioldgico de los brotes y para
evaluar las medidas de prevencion. En Medicina Veterinaria no se realiza vigilancia de este

patégeno y existen pocos estudios en nuestro pais al respecto.

La campilobacteriosis es una enfermedad entérica caracterizada por diarrea que va desde
mucosa hasta sanguinolenta, autolimitada, pero existen factores de riesgo que justifican el
uso de antibiéticos en algunos casos. Campylobacter actualmente presenta resistencia a
varios antibiéticos, entre ellos algunos utilizados como tratamiento en humanos, siendo una
situacion de especial preocupacion por sus repercusiones presentes y futuras sobre la salud

publica.

Los animales de granja son reservorios de Campylobacter patégenos y pueden contaminar
con sus heces los alimentos, las aguas y suelos y el medioambiente en general,
transmitiéndose al hombre. El objetivo de esta memoria fue conocer si existe portaciéon de
estas bacterias en bovinos de lecheria, de predios de la Regién Metropolitana y si estas

cepas presentan resistencia a antibiéticos usados en la clinica humana.



REVISION BIBLIOGRAFICA

GENERALIDADES

Los microorganismos del género Campylobacter son bacilos Gram-negativos con forma de
coma o espiral curvada (Orihuel et al., 2015) de tamafio pequefio (0.3-0.6 pm de diametro,
0.5-5 uym de ancho), no esporulados, que presentan un flagelo no envainado Unico en uno
0 en dos de sus extremos y se mueven caracteristicamente en forma rapida y a modo de

sacacorchos (Tresierra, 2013).

Casi todas las especies de este género son sensibles al oxigeno y solo pueden
desarrollarse en condiciones de reduccién de oxigeno, habitualmente en atmosfera
microaerofila (5-10% de oxigeno). Todas las especies son capaces de desarrollarse a una
temperatura de 37 C°, pero Campylobacter jejuni y Campylobacter coli son termotolerantes
y, por lo tanto, tienen una temperatura éptima de crecimiento de 42° C. (Tresierra, 2013).
Su velocidad de crecimiento es mas lenta que la de la microbiota normal entérica, por lo
gue para su aislamiento desde material fecal se requieren medios selectivos que inhiban

esta microbiota (Arturo y Silva, 2007).

Las primeras especies de este género fueron identificadas hace mas de 90 afios en
animales, pero no fue sino hasta 1970 cuando se reconocié como patdégeno humano,
inicialmente incluido dentro del género Vibrio, sin embargo, debido a diferencias
fundamentales con relacion a la constitucion de ADN y debido a su incapacidad de
fermentar los hidratos de carbono, fueron agrupados en un nuevo género bacteriano
denominado Campylobacter  (Arturo y  Silva, 2007).  Actualmente, el

género Campylobacter comprende 26 especies y seis subespecies (OMS, 2016 a).

Las propiedades especificas implicadas en la adhesién, colonizacién, invasién, y la
produccion de una citotoxina son necesarias en el proceso de infeccion y para producir la
enfermedad (Talukder et al., 2008). EI mecanismo mas relevante de patogenicidad de
Campylobacter es la invasion de la mucosa intestinal, esta se observa a nivel tanto, de
intestino delgado como de célon y genera una enterocolitis inespecifica (Talukder et al.,
2008).

La infeccién por Campylobacter, llamada campilobacteriosis, constituye una zoonosis de
distribucién mundial. Algunas especies del género son capaces de causar esta enfermedad

gue es definida como una enfermedad transmitida por alimentos (ETA) en los seres
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humanos (Tresierra, 2013). Los animales y sus productos alimenticios han sido
identificados como la principal fuente de infeccion humana en brotes de campilobacteriosis
siendo las aves su principal reservorio (Tresierra, 2013). El agua o el hielo contaminados
son también una fuente de infeccion. Algunos casos ocurren tras el contacto con agua
contaminada durante actividades recreativas. En general se dice que la carne de pollo mal
cocinada es una fuente importante de transmisién del patégeno, pero también se sefala el
consumo de leche no pasteurizada como un mecanismo importante de transmision al
hombre (OMS, 2016 a).

CAMPILOBACTERIOSIS

Campilobacteriosis es el nombre que reciben un grupo de infecciones causadas por
bacterias del género Campylobacter (Tresierra, 2013). Es considerada una causa
importante de gastroenteritis bacteriana humana y puede ser responsable de hasta 400 a

500 millones de casos cada afio en todo el mundo (Talukder et al., 2008).

La campilobacteriosis en el ser humano cursa con enterocolitis aguda que se manifiesta
con malestar, fiebre, dolores abdominales severos que pueden durar 7 dias 0 mas con una
diarrea acuosa que puede derivar en sanguinolenta. El periodo de incubacion de esta
enfermedad oscila entre 1 y 11 dias (AESAN, 2012).

Las infecciones invasivas ocurren en <1% de los pacientes con enteritis por Campylobacter
spp. La mortalidad debida a las infecciones por Campylobacter spp., es de 0,05 personas
por cada 1.000 afectados (AESAN, 2012). En raras ocasiones pueden aparecer

complicaciones como sindrome de Guillain—Barré, artritis reactiva y aborto (AESAN, 2012).

Los mecanismos de virulencia que mas se han relacionado con la patogenia de esta
enfermedad son la motilidad por la presencia de flagelos y la capacidad de adherencia e

invasion en las células epiteliales intestinales (Quetz et al., 2012).

Las especies de Campylobacter spp. termofilicas (cuyo desarrollo éptimo tiene lugar a
temperaturas entre 41 y 42° C) entre las que se encuentran C. jejuni, C. coli, C. lari. C.
upsaliensis y C. helveticus, son consideradas como el origen mas frecuente de
gastroenteritis en el hombre (Orihuel et al.,, 2015) siendo mas del 80% de los casos

causados por C. jejuni y en torno al 10% por C. coli (OIE, 2008).



Como ya se dijo, la campilobacteriosis es una enfermedad autolimitada que no requiere
tratamiento con antimicrobianos. En casos graves de campilobacteriosis o en personas de
riesgo como inmunodeprimidos o pacientes de edades extremas, se utilizan antibi6ticos
como los macrdlidos, especialmente eritromicina y también se utilizan fluoroquinolonas
como ciprofloxacino, siendo estos farmacos considerados de primera linea a la hora de
aplicar el tratamiento clinico en pacientes humanos (Rivera et al.,2011). Otros antibioticos
de que se ocupan como tercera o cuarta opcion son la tetraciclina y la gentamicina
(Luangtongkum et al., 2009). Ultimamente la azitromicina esta siendo estudiada y usada
como una terapia valida para el tratamiento de Campilobacteriosis debido a la aparicién de
cepas resistentes a los antibioticos de eleccion, especialmente a eritromicina (Linde et al.,
2016; Bauerfeind et al., 2017)

EPIDEMIOLOGIA

Como se sefiald el principal reservorio de Campylobacter spp. son las aves, pero ademas
se encuentra presente en el ganado bovino, ovino, porcino, roedores, perros y gatos, asi

como otros mamiferos y aves silvestres (AESAN, 2012).

Campylobacter también es uno de los agentes etioldégicos de la denominada “enfermedad
del viajero” junto con E. coli enterotoxigénica, Salmonella y Shigella; esta enfermedad
afecta generalmente a ciudadanos de paises industrializados que viajan a zonas tropicales
0 subtropicales del planeta. En América Latina se ha estimado que C. jejuni provoca entre
el 1 al 5 % de los casos de diarrea del viajero, en Africa y Asia este porcentaje es mayor
pudiendo llegar al 39% (Orihuel et al., 2015).

Segun datos de la Unién Europea la incidencia de campilobacteriosis ha mostrado una
tendencia al alza, con una cifra de 43,9 casos cada 100.000 habitantes en el afio 2008 y
48,6 casos cada 100.000 habitantes en el afio 2010 llegando a registrarse un total de
220.209 casos en el afio 2011 (Orihuel et al., 2015).

En Espafa se registraron un total de 6.340 de casos de campilobacteriosis el afio 2010y a
pesar de que Campylobacter en la mayoria de los casos no causa una enfermedad grave,
la extension de los problemas sanitarios que ocasiona afecta a nivel mundial a un total de
400 y 500 millones de personas (Orihuel et al., 2015).



En Estados Unidos Campylobacter es descrita como una de las principales causas de
enfermedades diarreicas segun el “Centers for Disease Control and Prevention” (CDC),
donde se indica que se diagnostican 14 casos por cada 100.000 habitantes al afio, pero
Campylobacter podria afectar a mas de 1,3 millones de personas al afio debido a que no
todos los casos son diagnosticados (Orihuel et al., 2015).

El Centers for Disease Control and Prevention (CDC) reporta algunos brotes de
campilobacteriosis entre los que se encuentran uno el afio 2012 en el estado de Nevada en
el cual afecto a 22 personas que participaron en una carrera de obstaculos de larga
distancia en una hacienda ganadera, estas personas habrian consumido agua superficial
inadvertidamente durante la carrera. También reporta el afio 2014 en el estado de Utah que
afecto alrededor de 99 personas por el consumo de leche cruda, ese mismo afio en el
estado de Oregdn un brote afecté a un grupo de personas que consumieron pate de higado

de pollo en dos diferentes restoran de la ciudad.

Estas bacterias han sido aisladas como agentes enteropatégenos en practicamente todos
los paises del continente sudamericano, en los cuales Campylobacter aparece como causa
importante de cuadros diarreicos, predominantemente en nifios entre dos a cinco afios,

disminuyendo su frecuencia a medida que los nifios aumentan en edad (Fernandez, 2011).

En los paises desarrollados provoca mas casos de diarrea que Salmonella transmitida por
los alimentos (Orihuel et al., 2015). Una diferencia es el hallazgo frecuente de portadores
sanos en paises sudamericanos, en contraposicion, en paises industrializados, donde el

estado de portador sano es raro y de muy baja presentacion (Fernandez, 2011).

En América Latina a pesar de que C. jejuni sigue siendo la especie mas aislada el
porcentaje de aislamiento de C. coli ha ido en aumento alcanzando un 25% (Orihuel et al.,
2015). Un estudio realizado en Chile en nifios (0-14 afios) con sindrome diarreico agudo,
dio como resultado una prevalencia de 2,1 % en donde el 100% de estas pertenecieron a

la especie C. jejuni (Rivera et al., 2011).

En Chile, la notificacién y derivacion de Campylobacter spp. hacia los laboratorios de
referencia, es baja, debido principalmente a que la mayoria de los laboratorios no estudian
este agente por la falta de implementacion de técnicas de diagnéstico. Esto a pesar de que
desde el afio 1983, Campylobacter spp. es agente de vigilancia de laboratorio segun lo
establece el reglamento sobre notificacion de enfermedades transmisibles de declaracién

obligatoria N.° 158 (ISP,2014). El resultado de la vigilancia de Campylobacter en Chile,



mostré que en el periodo entre enero 2005 y agosto 2013 se confirmaron un total de 462
cepas de Campylobacter desde aislados clinicos, identificadas a nivel de especie mediante
pruebas bioquimicas y espectrometria de masas, y también hubo 267 muestras que
resultaron sugerentes de Campylobacter spp mediante verificacion de frotis de
deposiciones mediante tincion violeta-bicarbonato. Ademas, se observé en las cepas
confirmadas un predominio en el grupo etario de uno a nueve afios con un 30, 7% de las
cepas confirmadas, teniendo una mayor frecuencia en el grupo de uno a cuatro afios de
edad. Las cepas confirmadas de Campylobacter fueron principalmente C. jejuni (79,2%)
seguido por C. coli (15,2%) y C. fetus (4,3%) (ISP, 2014).

AISLAMIENTO DE CAMPYLOBACTER

Campylobacter es sensible a las condiciones ambientales, incluyendo deshidratacion,
oxigeno atmosférico, luz solar y temperatura elevada por lo que, para el aislamiento de este
patégeno especificamente desde heces, han de tomarse muestras recientes e impedir que
se sequen; las muestras deben ser procesadas tan pronto como lleguen al laboratorio no

tardando mas de tres dias después de ser recolectadas (OIE, 2008).

Por lo anterior se aconseja tomar muestras frescas y ocupar medios de transporte (como
Cary Blair, Amies o Stuart), procesar las muestras tan rapido sea posible y evitar
temperaturas superiores a 20C° y menores a 0° C mientras la muestra sea transportada,

para su almacenamiento se aconsejan temperaturas de 4° C (OIE, 2008).

No se necesita pretratamiento para el aislamiento de Campylobacter desde heces, y para
su aislamiento se recomienda utilizar un medio selectivo como agar modificado con carbén
vegetal, cefoperazona y deoxicolate (MCCDA). Se puede incubar a 37 0 42° C por 48 horas
con una atmasfera microaerobia de 5-10% de oxigeno, 5—10% de didxido de carbono para
un crecimiento 6ptimo, también se necesita suplementar el agar mCCDA con antibi6ticos

selectivos para impedir el crecimiento de otras bacterias contaminantes (OIE,2008).

El enriquecimiento de las muestras no se lleva a cabo rutinariamente, todos los agares
selectivos permiten el crecimiento tanto de C. jejuni como de C. coli pero no existe ningan
medio disponible que permita el crecimiento de C. jejuni e inhiba el de C. coli o viceversa
(OIE, 2008).
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Entre los agares selectivos existen medios que contienen sangre y medios que contienen
carbon, estos componentes sirven para eliminar los derivados téxicos del oxigeno.
Generalmente C. jejuni y C. coli manifiestan un crecimiento sobre medios solidos en 24-48
horas a 42° C pero se recomiendan 48 horas de incubacion para un diagndstico rutinario
(OIE, 2008).

En agares con sangre, las colonias tipicas de Campylobacter son de color rosa palido,
redondas, convexas, lisas y brillantes, con un borde regular. En los medios basados en
carbon vegetal, como mCCDA, las colonias tipicas son grisaceas, planas y himedas, con

tendencia a extenderse, y muchas tienen un brillo metélico (OIE, 2008).

Para identificar entre especies de Campylobacter existen pruebas bioquimicas como son la
hidrélisis de hipurato o la hidrdélisis de acetato de indoxil, pero estas pruebas se pueden
complementar o incluso sustituirse con métodos moleculares como la identificacién de

especie mediante PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) (OIE, 2008).

RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

La resistencia a los antimicrobianos constituye una amenaza creciente para la salud publica
mundial que requiere la adopcidbn de medidas por parte de todos los sectores

gubernamentales y de la sociedad en general (OMS, 2016 b).

El incremento de nimeros de cepas de Campylobacter resistentes a varios antibiéticos, es
una cuestion de especial preocupaciéon por sus repercusiones sobre la salud publica
(Orihuel et al., 2015). Es por esto que, el estudio de la susceptibilidad de Campylobacter a
diferentes antimicrobianos ha sido motivo de interés de investigadores de varios paises
(Fernadndez, 2011). Los estudios realizados han puesto en evidencia la aparicion de cepas
de origen humano y animal, resistentes a los antibidticos de eleccién para el tratamiento
como: eritromicina, tetraciclina y a quinolonas, encontrandose que la resistencia a estas

Gltimas ha sido explosiva, alcanzando tasas superiores al 60% (Fernandez, 2011).

Se ha reportado un rapido incremento de cepas de Campylobacter spp., resistentes a los
antimicrobianos. Antes de 1992, la resistencia a las fluoroquinolonas era poco observada
en Estados Unidos y Canada, pero un estudio reporta que entre el 13-15% de las cepas

aisladas desde humanos son resistentes a ciprofloxacino (Siddhartha et al., 2010).
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Un estudio muestra que en Chile la resistencia a eritromicina de Campylobacter puede ir
entre 5,6 a 58,6%, la resistencia a quinolonas va entre 5,3 al 50 %, la resistencia a
ampicilina va entre 4,6 y 25% y la resistencia a tetraciclinas va entre 1,8 a 15% (Fernandez,
2011).

HIPOTESIS
Existe portacion fecal de Campylobacter spp. resistente a antibidticos en bovinos de

lecherias de la Region Metropolitana.

OBJETIVO GENERAL
e Detectar y caracterizar cepas de Campylobacter spp. de muestras de heces

provenientes de bovinos de lecherias de la Region Metropolitana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Detectar cepas de Campylobacter jejuni/ coli, desde muestras de heces de bovinos

de lecherias ubicadas en la Regién Metropolitana.

e Caracterizar los perfiles de susceptibilidad a los antimicrobianos de cepas de
Campylobacter aisladas desde bovinos de lecherias de la Region Metropolitana.

e Asociar la resistencia a antibiéticos de Campylobacter segun especie aislada y con

el lugar de muestreo.

MATERIALES Y METODOS

Esta memoria de titulo se realiz6 en el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la
Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de Chile, y estd enmarcada
en el proyecto FONIS SA15120094.

1. MUESTRAS

Las muestras fueron tomadas en 4 puntos de la Region Metropolitana, los puntos fueron
definidos en base al proyecto FONIS SA12/2259 (afio 2015-2016), en el cual se aislaron
cepas de Salmonella spp. que pudieron ser ligadas a brotes en humanos mediante la

técnica de electroforesis en campo pulsado PFGE. Los puntos son mostrados en la Figura
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N°1. Estos puntos de muestreos son de caracteristicas rurales y se encuentran cercanos a
cursos de agua superficiales estudiadas en el proyecto FONIS anteriormente mencionado.

Se tomaron alrededor de 50 muestras por cada punto, desde heces frescas de bovinos de
lecherias que estén en estado productivo. Las muestras fueron tomadas con torulas con
medio de transporte Cary Blair y posteriormente fueron transportadas en refrigeracion al
Laboratorio de Enfermedades Infecciosas de la Facultad de Ciencias Veterinaria y
Pecuarias de la Universidad de Chile, dentro del mismo dia. Inmediatamente al llegar al
laboratorio, las muestras fueron procesadas para realizar el aislamiento de Campylobacter
spp.. Para ello, las muestras fueron suspendidas en tubos con 4 mL de suero fisiol6gico
(Cloruro de Sodio al 0,9%), y generalizadas. Luego desde este tubo, se tomaron con
micropipeta 1 mL el que fue depositado en el medio selectivo utilizado para el aislamiento

de Campylobacter.

2. AISLAMIENTO DE Campylobacter spp. DESDE HECES

Las muestras fueron sembradas en agar mCCDA (Desoxicolato-Cefoperazona-Carbon
modificado), agregandole un suplemento de antibidticos (CCDA selective supplement),
desde el tubo con la muestra disuelta en suero fisiolégico se siembra con un asa estéril en
la placa dentro de un gabinete de bioseguridad. Se sembraron dos muestras por placas las
cuales fueron identificadas con el mismo codigo que los tubos correspondientes.
Posteriormente, las placas fueron puestas en una jarra de anaerobiosis en la cual se crea
un ambiente de microaerofilia a través del uso de sobres generadores de microaerofilia
(GENboX).

La jarra se incub6 en estufa de cultivo a 37° C por 48 horas, pasado este tiempo las placas
fueron revisadas para observar la presencia de colonias grises, himedas, redondeadas o

difusas las cuales son sospechosas de pertenecer al género Campylobacter spp.

Las placas que contenian colonias sospechosas fueron resembradas, se tomaron de dos a
cinco colonias sospechosas por muestra, y se sembraron en placas de agar Tripticasa Soya
con 5% de sangre, e incubadas a 42° C por 48 horas en un ambiente de microaerofilia como

se sefalé anteriormente.
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3. IDENTIFICACION DE LAS COLONIAS SOSPECHOSAS

Luego de ser incubadas por 48 horas, las placas de agar sangre fueron revisadas
nuevamente para observar crecimiento de colonias sospechosas. Cuando se encontro
crecimiento de colonias con las caracteristicas compatibles con las del género
Campylobacter, (colonias de color rosa pélido, redondo, convexo, liso y brillante, con un
borde regular), se realizé a las colonias sospechosas una tincion Gram y se observo al
microscopio morfologia concordante con Campylobacter sp (bacilo corto espirilado y Gram
negativo con forma de “alas de gaviota”). Las muestras que se observaron con esta
morfologia se les realiz6 la técnica de la polimerasa en cadena (PCR) para su identificacion

de género y confirmacion de especie.

PCR PARA LA IDENTIFICACION DE GENERO Y ESPECIE

La extraccion de ADN desde la cepa se realizé mediante calor. Para esto se pusieron tres
a cinco colonias en 100 pL de H,O estéril libre de nucleasas y este tubo fue sometido a

temperatura de 99C° por 10 minutos en el termociclador marca MultiGene®.

Una vez extraido el ADN de las muestras se procedi6 a realizar el PCR con los reactivos
sefialados en la Tabla 1 (Anexo). Las muestras fueron procesadas en las condiciones
descritas en la Tabla 2 (Anexo). Se realizaron 2 PCRs, el primer PCR es para identificar el
género Campylobacter y utiliza los partidores para amplificar el 16S del RNA. Partidor 1 F-
GGATGACACTTTTCGGAGC- y el Partidor 2 R- CATTGTAGCACGTGTGTC- (Inglis y
Kalischuk, 2003).

Posteriormente las muestras positivas al género Campylobacter fueron procesadas para
realizar la electroforesis, esta se hizo en agarosa al 1% y se le aplico 100mlvolt por 40
minutos en tampon TAE 1X. Se utilizo marcador de peso molecular de 100 bp. La agarosa
fue sumergida en 150 ml de TAE con 15 pl de bromuro de etidio por 20 minutos. Luego de
este tiempo se realiz6 la visualizacion del gel mediante luz UV. El tamafo esperado para
dar como positivo al género Campylobacter es de 816 pb. Se utiliz6 como control la cepa
ATCC C. jejuni 33560 (Inglis y kalischuk, 2003).

Las muestras positivas al PCR de género, se les realiz6 un segundo PCR para confirmar la
especie. En este caso se utlizaron los partidores 1 Hip Ol-
AGCTAGCTTCGCATAATAACTTG- y el partidor 2 Hip O2 -GAAGAGGGTTTGGGTGGT-
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para la especie C. jejuni. Las condiciones son las descritas en la Tabla 3 (Anexo). La
electroforesis se realizé como se indicO anteriormente y lo esperado si pertenece a la
especie C. jejuni es una visualizacion de una banda de un tamafio de 735 pb Se utilizé
como control positivo la cepa ATCC C. jejuni 33560 y un control negativo sin adicion de
ADN (Linton et al., 1997). Para la especie C. coli se utilizaron los partidores 1 CC1 -
GGTATGATTTCTACAAAGCGAG-y partidor 2 CC2 -ATAAAAAGACTATCGTCGCGT- bajo
las condiciones descrita en la Tabla 4 (Anexo). La banda positiva para este gen en la
electroforesis es de un tamafo de 500 pb (Linton et al, 1997). La electroforesis se realizé
en las mismas condiciones descritas anteriormente. En todos los casos se utiliz6 como

control positivo la cepa ATCC 43478 C. coli y un control negativo sin adicion de ADN.

Si algunas de las muestras fueron positivas al PCR de género y negativas a los dos PCR
de especies, se clasificaron como Campylobacter spp.

4. EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD A ANTIBIOTICOS MEDIANTE LA
TECNICA KIRBY BAUER

Una vez que fue realizada la identificacion de especie se realiz6 una caracterizacion
fenotipica de la susceptibilidad a antibioticos a los siguientes antibidticos: eritromicina,
tetraciclina, gentamicina, ciprofloxacino y azitromicina debido a que como se mencioné

anteriormente se ocupan en la terapia antibidtica de campilobacteriosis en humanos.

Método de difusion en placa Kirby-Bauer:

a) Preparacion de las placas: Para esto se utilizdé agar Mieller-Hinton, que se prepar6 segun
instrucciones sefialadas por el fabricante. Las placas deben tener un espesor minimo de
4mm, para esto una vez preparado el agar se dispensan 20 ml del agar por cada placa Petri

evitando la formacién de burbujas y se dejaron reposar.

Se tomaron colonias desde las placas de agar sangre y se suspendieron en tubos de suero
fisiol6gico, hasta obtener una densidad 6ptica de 0,25 evaluada en un espectrofotometro,
esto corresponde a una suspension bacteriana con un total de 1,5 x 108 UFC por ml (0,5 de
Mc Farland). La curva de unidades formadoras de colonias (UFC) versus densidad Gptica

fue realizada previamente en el laboratorio.

b) Aplicacion de los sensidiscos: cada suspension bacteriana ya ajustada a la concentracion

antes sefialada se sembro en las placas Mueller-Hilnton de manera uniforme por medio de
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una térula estéril. Posteriormente se colocaron en las placas ya sembradas los sensidiscos
de cada antibi6tico en estudio en forma equidistante, después de esto las placas fueron
cultivadas a 37° C por 48 horas en condiciones de microaerofilia, utilizando una jarra de
anaerobiosis con sobres generadores de microaerofilia (GENbox).

A las 48 horas de incubacion se midieron los halos de inhibiciéon del crecimiento de los
distintos antibiéticos con un pie de metro. Los resultados son expresados en milimetros y
se interpretaron para poder clasificar las cepas como Sensible (S) o Resistente (R) segun
los rangos descritos en la Tabla 5 que sefiala los rangos para cada antibi6tico
(Luangtongkum et al., 2007; EUCAS, 2012). Como control del proceso se utilizo la cepa E.
coli 25922.

5. ANALISIS ESTADISTICOS

Se realiz6 una prueba de asociacion estadistica X? para ver si existia una relacién entre la

especie de Campylobacter y la resistencia a los diferentes antibioticos en estudios

La hipétesis nula propuesta es que no existe relacion entre la especie de Campylobacter y
su resistencia a los antibiéticos, los grados de libertad fueron 4 y un margen de error del

0,05.

También se hizo la prueba de asociacion estadistica X? para conocer si existia una relacion
entre los diferentes puntos de muestreo y la resistencia a los diferentes antibiéticos en

estudios

La hipétesis nula propuesta es que no existe relacion entre los diferentes puntos de
muestreo y su resistencia a los antibiéticos, los grados de libertad fueron 8 y un margen de

error del 0,05.

RESULTADOS

Las muestras fueron tomadas en cuatro lecherias de sectores rurales de la Region
Metropolitana, desde donde se analizaron un total de 594 muestras. Se confirmaron 20

cepas de Campylobacter, obteniendo asi una prevalencia de del 3,37%.

La cantidad de muestras tomadas en los distintos puntos de muestreo y la prevalencia

encontrada en cada uno de ellos se encuentran descritos en la tabla N° 6, los sectores de
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muestreo fueron, Lonquén, Maria Pinto, Melipilla y Pefaflor, en esta tabla también se
muestra que el punto que tuvo mayor prevalencia de aislamiento fue el del sector de

Melipilla

TABLA N°6: NUMERO DE MUESTRAS TOMADAS Y PREVALENCIA DE AISLACION ENCONTRADA

N° de Muestras | N° de Muestras | Prevalencia
Tomadas Confirmadas

2,94 %

210 8 3,81 %

28 0 0

50 3 6 %
Total 594 20 3,57

En la figura N°2 se observa un gréfico circular que determina el porcentaje de cepas de
Campylobacter de cada especie. Los resultados muestran que, del total de cepas aisladas,
el 50% correspondieron a Campylobacter coli, el 45% a Campylobacter jejuni y un 5% fue

clasificada como Campylobacter spp.

FIGURA N°2: PORCENTAJE DE LAS DIFERENTES ESPECIES ENCONTRADAS

Campylobacterspp

5%

ter jejuni
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En la figura N°3 se observa que solo en el punto de muestreo del sector de Lonquén se
aislo Campylobacter spp y que en el sector de Mellipilla solo se aislaron cepas de la especie
Campylobacter jejuni.

FIGURA N°3: PORCENTAJE DE ESPECIES DE CAMPYLOBACER EN LOS DIFERENTES PUNTOS DE
MUESTREOQOS.

100%
90%

80%

Lugar IIT Lugar IV

m Campylabacter coli Campylobacter jejuni Campylobacter spp

Del total de las cepas aisladas el 30% fue clasificada como sensible a todos los antibi6ticos
en estudio y el 70% fue resistente al menos a un antibiético en estudio (tabla N°7). Ademas,
en esta misma tabla, se observan los porcentajes de resistencia a al menos un antibiético

de las especies de Campylobacter estudiadas.

TABLA N°7: PORCENTAJE DE RESISTENCIA A AL MENOS UN ANTIBIOTICO DE LAS DIFERENTES
ESPECIES DE CAMPYLOBACTER

R 7 70
S 3 30
R 6 66,7
S 3 33,3
R 1 100
S 0 0
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La figura N°4 representa los porcentajes de resistencia encontrado a los diferentes
antibiéticos en estudio. Los mayores porcentajes de resistencia fueron a los antibiéticos

eritromicina, azitromicina y ciprofloxacino con un 60, 55 y 35 % respectivamente.

FIGURA N°4: PORCENTAJE DE CEPAS DE CAMPYLOBACTER RESISTENTE A LOS ANTIBIOTICOS EN
ESTUDIO

Porcentaje %

Eritromicina  Azitromacina Ciprofloxacino Tetraciclina Gentamicina

La figura N°5 muestra los porcentajes de resistencia a los diferentes antibidticos en estudio,
pero diferenciado por especie de Campylobacter encontradas. En este grafico se puede
apreciar que Campylobacter coli muestra un porcentaje superior de resistencia al antibiético

ciprofloxacino.

FIGURA N°5: PORCENTAJE DE RECISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS EN ESTUDIO SEGUN ESPECIE
DE CAMPYLOBACTER.

W campylobacter coli

Eritromicina Azitromicina  Ciprofloxacino I'etraciclina Gentamicina

19



La figura N°6 es un grafico que muestra un alto porcentaje de multi-resistencia ya que, del
total de cepas resistentes, un 64,3 % fue resistente a 3 0 mas antibioticos.

Finalmente, los resultados de los andlisis estadisticos realizados mostraron que no existe
relacion entre la especie de Campylobacter y su resistencia a los antibi6ticos, ni relacién
entre los diferentes puntos de muestreo y la resistencia a los antibioticos.

FIGURA N°6: PORCENTAJE DE LAS CEPAS RECISTENTES Y MULTIRECISTENTES

m Resistente a 1 antibiotico
Resistente a 2 antibioticos

Resistente a 3 0 més

antibioticos

DISCUSION

Campylobacter spp. se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, el reservorio
natural es una gran variedad de animales domésticos y de vida silvestre, pero su principal

reservorio son las aves de corral.

La campilobacteriosis es una enfermedad transmitida por los alimentos (ETA) que en Chile
y el mundo es considera una importante causa de gastroenteritis en el humano, y el principal
alimento que la transmite al ser humano, es la carne de pollo. Sin embargo, otro alimento
importante en la transmisién de este patdégeno es el consumo de leche de bovino cruda
(OMS, 2016 a). Ademas, los bovinos juegan un papel en la diseminacién de esta bacteria

en el ambiente y su mantencién en el ciclo epidemioldgico.

Campylobacter no es una bacteria que en nuestro pais se estudie en todos los laboratorios
de microbiologia de los sistemas de salud publicos y privados, por falta de implementacion

de técnicas de diagndstico. Puede ser por esto que la derivacion a laboratorio de
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Campylobacter en Chile es baja, esto a pesar de que es un agente de vigilancia obligatoria
en humanos por laboratorios establecidos de acuerdo con el Decreto Supremo N°158.

En Medicina Veterinaria no se realiza vigilancia de este patégeno y no hay muchos estudios
de prevalencia y resistencia a los antibiéticos en muchos animales que no sean aves de
corral, por lo que se necesitan mayores estudios y una vigilancia mas activa que nos reflejen

del verdadero problema que representa en Chile esta bacteria.

Los cuatro puntos geograficos en donde se tomaron las muestras eran lecherias en el sector
rural de la Region Metropolitana y que estan cercanos a cursos de agua superficiales. Estas
aguas, por lo tanto, pueden contaminarse debido a las heces de los bovinos o ya venir
contaminadas e infectar a los bovinos de estos predios y asi seguir este ciclo

epidemiolégico.

Campylobacter es una bacteria que es dificil de aislar, ya que necesita condiciones
especiales para su aislamiento, como un medio de cultivo que contenga nutrientes
especiales ademas de una atmosfera adecuada para su desarrollo y su mayor tiempo de

crecimiento.

En este estudio la prevalencia de Campylabacter en bovinos de lecheria fue de un 3,37%
siendo esto menor a lo que se esperaba, debido a que en la literatura se describe que en
Chile la prevalencia de este patdogeno en bovinos fluctia entre un 14,2% y un 22,5%
(Ferndndez, 2011; Lapierre, 2016) aungue uno corresponde a bovinos destinados a la

produccion de carne y el otro no especifica el tipo de bovino muestreado.

Las bajas prevalencias obtenidas en este estudio se pueden deber a que la muestras fueron
tomadas desde el ambiente y no directamente del animal, ademas, las muestras fueron
algunas tomadas con torulas y otras con bolsas estériles donde la cantidad de muestra era

mayor, y con estas Ultimas fue con la que se obtuvieron mejores resultados.

Los animales muestreados en este estudio fueron bovinos que ya estaban en produccion
lechera, es decir, animales adultos de varios afios de edad, y se debe tener en cuenta que,
al igual en humanos, Campylobacer tiene una mayor prevalencia en las primeras etapas de

vida de los animales.

Por otro lado, se utilizé para el aislamiento de Campylobacter el protocolo sugerido por la
OIE en su manual de animales terrestres. Existen otros protocolos usados para muestras
desde humanos como por ejemplo en las que se utilizan filtros de 0.45 um antes de sembrar

las placas de mCCDA que han demostrado que puede mejorar el aislamiento de
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Campylobacter ya que puede disminuir el crecimiento de organismos contaminantes y que
dificultan un buen aislado de cepas como Campylobacter. Seria interesante comparar estos
dos protocolos para conocer si alguno de ellos presenta mejores porcentajes de aislamiento
de esta bacteria.

A pesar de que la campilobacteriosis es una enfermedad autolimitada, se pueden presentar
algunas complicaciones en donde sea necesario el uso de antibiéticos, o también estos
pueden ser necesarios de usar en pacientes de riesgo como nifios o0 ancianos. La
resistencia a los antibiéticos puede provocar fallos en la terapia, encareciendo esta o
llevando incluso a la muerte del paciente, por la falla en el tratamiento y la falta de opciones,

por lo que esta bacteria se puede convertir en un problema de salud publica.

Los datos de resistencia a los antibiéticos de Campylobacter son mayormente realizados
en aves de corral como pavos y pollos, pero en este estudio se encontré en bovinos una
alta resistencia y multi-resistencia a los antibiéticos en estudio, y debido a que los
antibiéticos estudiados son los de primera eleccion para el tratamiento de
campilobacteriosis en humanos, esta situacion es preocupante. Por otro lado, estas
bacterias se encontraron en las heces de los animales lo que implica la contaminacién

medioambiental con bacterias resistentes que pueden diseminarse a diferentes ambientes.

Los antibioticos estudiados no son de uso comun en la produccién de bovinos de lecheria,
esto puede ser debido a su mayor costo o ritmo de uso poco practico en la produccion
anima, también puede ser por su periodo de resguardo mas extenso como la tetraciclina
cuyo periodo de resguardo parte en 14 dias. Ademas, algunos de los antibiéticos estudiados
como eritromicina y gentamicina no tienen registro del SAG (Servicio Agricola y Ganadero)
para su uso de manera sistémica en bovinos cuya leche sea destinada al consumo humano,
aunque si esta registrado su uso de manera tdpica. Antibidticos como azitromicina y
ciprofloxacino no se usan en bovinos, pero si se usan antibiéticos de la misma familia

(macrdélidos y fluoroquinolonas).

A pesar de lo anteriormente mencionado los niveles resistencia a los antibiéticos en estudio
fueron altos, por lo que podemos sospechar que exista una resistencia cruzada con otros

antibioticos o resistencia obtenida desde el medio ambiente.

Las cepas de Campylobacter aisladas en este estudio fueron veinte y solo una fue
clasificada como spp, por lo que la resistencia a los antibiéticos que muestra esta cepa no

es estadisticamente representativa.
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CONCLUSION

Se obtuvo una prevalencia de aislamiento de Campylobacter del 3,37%.

El sector de Melipilla fue el que tuvo la mayor prevalencia con un 6%.

El sector de Maria Pinto no se aisl6 ninguna cepa de Campylobacter spp.

Se obtuvieron altos porcentajes de resistencia a eritromicina, azitromicina y

ciprofloxacino con un 60, 55 y 35% respectivamente.

El 64,3% de las cepas resistentes fue resistente a 3 0 mas antibiéticos
No existe relacién entre la especie de Campylobacter y su resistencia a los

antibioticos ni relacion entre los diferentes puntos de muestreo y la resistencia a los

antibioticos.
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ANEXOS

TABLA 1: Reactivos y volimenes utilizados en las reacciones de PCR

Reactivo Volumen
Master Mix (2X) 12,5 MI
Primer 1 (10M) 2 Ml
Primer 2 (10M) 2 uL
H20 6,5 pL
ADN 2 Ml
Total 25 Ml

(Inglis y kalischuk, 2003)

TABLA 2: Temperaturas y tiempo utilizados en las reacciones de PCR para confirmacion género Campylobacter.

Paso Temperatura (°C) | Tiempo Ciclos
1 94 5 minutos 1

2 94 30 segundos 30

3 55 1 minuto 30

4 72 1 minuto 30

5 72 10 minutos 1

6 4 ©

(Inglis y kalischuk, 2003)

TABLA 3: Temperaturas y tiempo utilizados en las reacciones de PCR para deteccién de especie C. jejuni.

Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
1 94 5 minutos 1
2 94 30 segundos 30
3 66 1 minuto 30
4 72 1 minuto 30
5 72 10 minutos 1
6 4 0
(Linton et al, 1997)
TABLA 4: Temperaturas y tiempo utilizados en las reacciones de PCR para deteccién de especie C. coli.
Paso Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
1 94 5 minutos 1
2 94 30 segundos 30
3 60 1 minuto 30
4 72 1 minuto 30
5 72 10 minutos 1
6 4 )
(Linton et al, 1997)
Antibiético Resistente Sensible
Macrélidos
Eritromicina <20 >20
Azitromicina <20 >20
Fluoroquinolonas
Ciprofloxacino | <26 | >26
Tetraciclinas
Tetraciclina | <30 [ >30
Aminoglucésidos
Gentamicina | <12 | >15

(Luangtongkum, 2007; EUCAS, 2012)
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FIGURA 1: MAPA DE LOS PUNTOS DE MUESTREOS
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