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Efecto del uso de Lactobacillus salivarius como suplemento en la dieta final de
ganado de carne en patrones de prevalencia y resistencia antimicrobiana de
Campylobacter spp.

Paola Melisa Moncada Mufioz

Resumen. Campylobacter es un patogeno reconocido alrededor del mundo y que
constantemente incrementa su resistencia a antibidticos. Por ello la busqueda de alternativas
que reducen la presencia y resistencia a antibioticos (AMR) han sido estudiadas. El uso de
microorganismos directamente alimentados (DFM) es una estrategia de reemplazar
antibidticos como uso sub-terapéutico. Un nuevo aislado de Lactobacillus salivarius (L28)
fue utilizado en este estudio, analizando su capacidad de prevenir la colonizacion intestinal
de patogenos. Tres tratamientos a base de una dieta de maiz fueron evaluados de diferentes
maneras: sin antibidticos, con antibidtico tilosina, y con L. salivarius. Un total de 108
muestras se recolectaron después de 104, 116, y 148 dias de suministrar la dieta. Las
muestras fecales fueron homogenizadas y enriquecidas en un medio selectivo para
recuperar Campylobacter. La confirmacion fue realizada por pruebas bioquimicas.
Colonias aisladas de platos de agar de sangre se analizaron de acuerdo al protocolo del
Sistema Nacional de Monitoreo de Resistencia de Antibiotico (NARMS) analizando AMR.
Se encontr6 una prevalencia de 44% (47/108) de Campylobacter. No hubo diferencia
estadistica (P=0.5375) entre las dietas evaluadas, ni entre el dia de recoleccion. Las cepas
aisladas presentaron una resistencia alta a antibioticos, 98% (42/43), asi como una alta
resistencia a mdltiples antibioticos, 65%. El antibidtico con mayor resistencia fue la
tetraciclina (63%). Este estudio sugiere que DFM puede ser un remplazo ideal en la
suplementacién del ganado disminuyendo la futura aparicion de resistencia a antibioticos.

Palabras clave: MDR, Microorganismos directamente alimentados, NARMS, Tetraciclina.

Abstract. Campylobacter is a recognized pathogen worldwide, which is constantly
increasing resistance to antibiotics. Hence, alternative approaches to reduce the presence
and antimicrobial resistance (AMR) of Campylobacter were studied. The use of direct fed
microbial (DFM) in animal production is a proposed strategy to replace sub-therapeutic
antibiotic use. A novel isolated Lactobacillus salivarius (L28) was used in this study,
analyzing its ability to prevent pathogens from intestinal colonization. Three treatments
based on a finishing diet of steam-flaked corn were evaluated as follows: no antibiotic, with
antibiotics tylosin, and with L. salivarius. A total of 108 fecal samples were collected from
feedlot pens after 104, 116 and 148 days of feeding. Fecal samples were homogenized and
enriched in selective media to recover Campylobacter. Confirmation was made with
biochemical tests. Isolated colonies from blood agar plates were subjected to the National
Antimicrobial Resistance Monitoring System (NARMS) protocol for AMR analysis.
Campylobacter prevalence was of 44% (47/108). No statistic difference was shown
(P=0.5375) among the diets evaluated, and recollection date was not a factor of change in
the results. Therefore, high resistance to antibiotic 98% (42/43) was found, similarly of
Multidrug resistance, 65%. Tetracycline (63%) was the most common antibiotic with
resistance. This study suggests that DFM can be an ideal replacement for cattle
supplementation decreasing future antibiotic resistance emergency.

Key words: Direct Fed Microbials, MDR, NARMS, Tetracycline.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA) son causadas por la ingestion de comida
contaminada con microorganismos o quimicos. Las enfermedades de origen bioldgico son
causadas por una amplia variedad de patdgenos, donde la contaminacion puede ocurrir
desde la produccion del alimento hasta su consumo. Esto provoca enfermedades que
usualmente ocasionan infecciones o intoxicaciones donde diarrea severa es el sintoma méas
comun. Infecciones causan 550 millones de personas enfermarse y 230,000 muertes al afio
alrededor del mundo (WHO 2015b). Para poder tratar las infecciones el uso de antibioticos
es esencial. Aunque su uso inadecuado de antimicrobianos concluye con la emergenciay la
expansion de bacterias resistentes a los antibidticos (WHO 2015a). La industria alimentaria
y la produccion de alimentos han generado el aumento del riesgo que ocurran brotes de
ETA (Tanner 2011).

De acuerdo al Centro de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), se ha encontrado
que aproximadamente cada afio 31 patdgenos causan 9.6 millones de episodios de
enfermedades transmitidas por los alimentos. Mas del (58%) de estas enfermedades
consisten de norovirus, seguido por Salmonella spp. tifoidea (11%), Clostridium perfringes
(10%) y Campylobacter spp. (9%). Las causas de principales hospitalizacion son
Salmonella spp. no tifoidea (35%), norovirus (26%), Campylobacter spp. (15%) vy
Toxoplasma gondii (8%) (CDC 2011). Con base en la cantidad de brotes ocasionados
anualmente aproximadamente el 42% es ocasionado por la categoria de animales terrestres.
Campylobacter spp., Clostridium perfringes, Listeria spp., Salmonella spp. entre otros
patdgenos representan la mayor proporcion de enfermedades causadas por esta categoria
(CDC 2013).

Campylobacter spp. es un patégeno que con mayor frecuencia causa diarrea en los Estados
Unidos. Segun el FoodNet se diagnostican 14 casos al afio por cada 100,000 personas en la
poblacién. La enfermedad de Campylobacter es una infecciébn conocida como
campylobacteriosis causando 76 muertes al afio, por ello es la mayor causa de gastroenteritis
bacteriana en este pais (Sato et al. 2004). Campylobacter son bacilos por general de forma
espiral que forma parte de los patdgenos ya que causa enfermedades a humanos y animales
(CDC 2014). El género de Campylobacter comprende 17 especies y 6 subespecies. Dentro
de estos serotipos C. jejuni y C. coli son destacados ya que son los principales causantes de
enfermedades en humanos. Otras especies con menor frecuencia se encuentran C .lariy C.
upsaliensis (WHO 2016).

Las especies de Campylobacter se encuentran distribuidos en la mayoria de animales de
sangre caliente. La transmision ocurre a través de los alimentos como son productos
carnicos poco cocidos, leche sin pasteurizar y por medio de agua contaminada (WHO2016).



Para tratar campylobacteriosis no se considera esencial el uso de antibidticos. No obstante
la resistencia de antibidticos se ha incrementado durante los ultimos afios. La resistencia de
antibidtico es la habilidad que tiene la bacteria a resistir el efecto del antibidtico provocando
que la bacteria no muera y su crecimiento continde. Una vez que las bacterias obtengan la
resistencia es comun que incremente el nimero de bacterias resistentes (FDA 2014).
Cuando hay una aparicién de fenotipos bacterianos que presentan un amplio rango de
quimioterapicos quimicamente disimiles al mismo tiempo causa un problema de mayor
preocupacion conocido como multiresistencia (Marchetti et al. 2011). Los organismos
multiresistentes a drogas son bacterias que han creado resistencia a mas de un antibiotico
causando mayor dificultad de tratar enfermedades (DPH 2016).

El uso de antibidticos como promotor de crecimiento en ganado y otros animales de engorde
esta involucrado dentro de las principales causas que promueven la resistencia de
antibidticos. Por lo anterior, la presencia de bacterias resistentes a antibioticos en productos
de origen animal y su transmision hacia los humanos es alta (Finch 2003). El uso de
antibidticos en manera rutinaria conduce a la evolucidn que patdgenos sean resistentes a los
antimicrobianos creando una ineficiencia de los antibiéticos para controlar enfermedades
(Vohra et al. 2014).

Para evitar que siga incrementando la resistencia de antibiéticos se han estudiado nuevas
propuestas para reemplazar el antibiético como uso sub-terapéutico. El uso de probioticos
es una nueva estrategia que se esta estudiando en la ganaderia y se han encontrado
resultados prometedores en el area avicola controlando la presencia de Campylobacter
(Saint-Cyr et al. 2015). Los probidticos son definidos como organismos vivos utilizados
como suplemento alimenticio que beneficia al huésped balanceando la microbiota intestinal
(Heyman y Ménard 2002).

El uso de probidticos en rumiantes tiene como objetivo estabilizar la microbiota intestinal
y disminuir el riesgo de que microorganismos patdgenos colonicen el intestino. El uso de
ellos logra reemplazar el uso de antibidticos ya que tienen la habilidad de mejorar la salud
y productividad animal (Uyeno et al. 2015). El uso de estos probioticos conocidos como
microbianos directamente alimentados DFM en el concentrado animal podria ser el
reemplazo ideal de antibidticos (Quigley 2011). Estudios han demostrado que los
probidticos en ganado han tenido la habilidad de controlar enfermedades infecciosas,
mejorar su productividad y prevenir infecciones intestinales causadas por patégenos
(Dhama et al. 2008). Se han reportado que probioticos como Lactobacillus acidophilus
tiene la capacidad de reducir hasta un 60% el patégeno E. coli O157: H7 (Schamberger et
al. 2004). Estudios demuestran que estos probioticos compiten por los nutrientes con la
bacteria patdgena inhibiendo su crecimiento (Yirga 2015). Por lo anterior expuesto, los
objetivos de este estudio fueron:

e Comprobar el efecto de tres dietas en la disminucion de la presencia de Campylobacter
spp aisladas de las heces del ganado de carne.

e Evaluar el uso de Lactobacillus salivarius en el concentrado animal en comparacion con
el uso de antibidticos de manera sub terapeutico en la resistencia de antibidticos de
Campylobacter spp.

e Determinar el efecto de las dietas en la resistencia a los antibioticos de las cepas aisladas.
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2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio.

El estudio fue localizado en Lubbock, Texas, Estados Unidos, en la Universidad de Texas
Tech. La muestras fueron recogidas en la unidad de engorde del Centro Burnett de
Investigacion de Ganado de Carne de la Universidad de Texas Tech. Las muestras se
procesaron el laboratorio de microbiologia de alimentos del Departamento de Ciencia
Animal y Ciencia de los Alimentos dentro de la Universidad.

Seleccion de muestras (ganado de carne).

Se seleccionaron de manera aleatoria 144 cruces de novillos. Previo al inicio del estudio se
realizaron procedimientos estandares a todos los novillos. Esto consta de pesarlos,
etiquetarlos, vacunarlos, desparasitarlos, y se coloc6 un implante de Synovex Plus, como
promotor del crecimiento. El peso inicial de los novillos fue utilizado para asignarlos a los
diferentes corrales, los animales de similar peso fueron colocados en un mismo corral. Se
realizd el experimento a 36 corrales donde cuatro animales pertenecian a cada corral,
teniendo un total de 144 animales. Se evaluaron 48 animales por cada tratamiento
distribuidos en 12 corrales por tratamiento.

Preparacion del probidtico.

El probidtico utilizado en este estudio, L28 es un tipo de Lactobacillus salivarius aislado
por primera vez en la Universidad de Texas Tech (Castillo et al. 2016). Al momento de
proporcionarlo a la dieta se mezclaba un gramo del probiético en 99 gramos de lactosa en
polvo. Esa mezcla se agitaba por 20 minutos asegurandose que el probidtico estuviera
homogéneamente distribuido. De esos 100 gramos de mezcla diez gramos de ellos se afiadid
a 990 g de lactosa en polvo con el objetivo de tener la concentracion final deseada de 10°
ufc/g, esta se mezclé nuevamente por 20 minutos. Al finalizar se almacend al vacio y se
colocé en un congelador a -80°C. Este proceso de mezclado se realizaba semanalmente y
se colocaba cada dia a la dieta MonPro mezclandolo con la dieta a base de maiz antes de
alimentar al ganado.

Preparacion de tratamientos.

Se realizaron tres tratamientos que consistian en una dieta a base de copos de maiz
vaporizados. Estas dietas fueron proveidas al ganado dos veces al dia, durante la mafiana
en horarios de (7-8am) y durante la tarde de (5-6pm). Las dietas se nombraron con
diferentes nomenclaturas.


https://en.wikipedia.org/wiki/Orders_of_magnitude_(numbers)#109

Base. Este consistia de la dieta tradicional sin microorganismos directamente alimentados
(DFM) ni el uso de antibidtico como uso sub-terapéutico ni cualquier otro suplemento
monensina (330 mg/animal/dia de la materia seca).

Control. A la dieta a base de maiz se le incluyo el antibiético Tilosina (88 mg/animal/ dia
de la materia seca) y el suplemento monensina (330 mg/animal/dia de la materia seca).

MonPro. A la dieta a base de maiz se le incluyd monensina (330 mg/animal/dia de la
materia seca), y el DFM que es L. salivarius en una proporcion alimentaria de 10°
ufc/animal/dia

Recoleccion de muestras.

En este estudio se realizaron tres tomas de muestras en la etapa final de la dieta. Se
recolectaron las muestras a los 104, 116 y 148 dias. La recoleccion de muestras se realizé
a las 7:30 am. Se recolectaron aproximadamente 100 gramos de heces de cada corral en un
frasco estéril. Se tomaron en cuatro diferentes sectores del suelo asegurandose que fueran
frescas y que pertenecieran a los cuatro diferentes animales. Las muestras se colocaron en
una hielera con paquetes de hielo para mantenerlas a temperaturas bajas hasta su evaluacion
el mismo dia de recoleccion.

Preparacion del enriquecimiento.

Al llegar las muestras al laboratorio se pesaron cinco gramos de la muestra fecal y se
colocaron en bolsas con filtro de Nasco Whirl-Pak (24 0z). Dentro de la bolsa se afiadieron
30 mL de caldo Bolton estéril, cada bolsa contenia una muestra individual etiquetada
correctamente. Cada bolsa se llevé al stomacher donde se homegeniz6 durante 30 segundos
a 230 RPM. Al finalizar este paso, con una pipeta se tomaron 30 mL de la muestra, en
algunos casos tomando toda la muestra no completaba los 30 mL pero en esta situacion se
debe tomar la muestra completa, y se colocaron en botellas de cultivo planos estériles
Corning (25 cm?). Las botellas no se cerraron completamente y se pusieron de manera
horizontal para que la bacteria tuviera mayor area superficial para crecer. Todos los frascos
se colocaron en una jarra de anaerobiosis con un sistema de contenedores Campy GasPak
EZ para crear el ambiente microaerofilico (6-16% de oxigeno y 2-10% de didxido de
carbono). En este paso se incubaron los frascos a una temperatura de 37 °C por 48 horas
(Hanlon 2015).

Aislamiento de Campylobacter.

Al finalizar el tiempo de incubacion el enriquecimiento fue estriado en dos medios de
cultivo. Se utilizo CCDA modificado, Oxoid (Cuadro 1, Cuadro 2) el cual es un agar
selectivo libre de sangre para Campylobacter y se compard con otro medio de cultivo el
agar Campylobacter jejuni/ C.coli chromogenic plating, R&F Products (Cuadro 3). Con asa
estéril de 10pl se tom6 una alicuota del caldo de enriquecimiento y se realizé un estriado.
De cada muestra se estrio a ambos platos con los diferentes agares. Estos de igual manera
se incubaron en condiciones microaerdfilas (GasPak Campy System) a 37 °C por 48 horas.



Cuadro 1. Formulacion del agar selectivo para Campylobacter libre de sangre (CCDA
modificado-Preston).

Formula tipica g/litro
Caldo Nutricional No.2 25.00
Carbon bacterioldgico 4.00
Caseina hidrolizada 3.00
Desoxicolato de sodio 1.00
Sulfato ferroso 0.25
Piruvato de sodio 0.25
Agar 12.00
Fuente Oxoid 2001.

Cuadro 2. Suplemento selectivo CCDA (Oxoid 2001).

Contenido del Vial (cada vial es suficiente para 500ml de agar) Por vial Por litro

Cefoperazona 16 mg 32mg
Anfotericina B 5mg 10mg

Fuente Oxoid 2001

Cuadro 3. Formulacion del agar R&F cromogenico Campylobacter jejuni/C. coli.

Formula tipica % de peso seco
Proteinas from vegetal origen 23.60
Proteina from animal origen 19.20
Hemin 0.03
Extracto de Levadura 9.1
Acido Alfa-cetoglutarico 2.1
Cicloheximida 0.4
Oxido de Titanium (V) 6.1
Sales Biliares #3 1.0
Metabisulfito de Sodio 1.0
Carbonato de Sodio 1.2
Piruvato de sodio 2.0
Agar 34.3

Fuente R&F 2012

Confirmacion de Campylobacter.

Los platos inoculados se retiraron de la incubadora y se retiraron los platos sin crecimiento
los cuales indicaban que en esa muestra no estaba presente la bacteria. Con los demas platos
con crecimiento se realizé una comparacion entre medios, y el que tenia mejor formada las
colonias se utiliz6 para los siguientes pasos. De los platos con crecimiento se tomaron las
colonias necesarias para llenar el asa bacterioldgica y se volvieron a estriar en un agar de



sangre. Los platos se incubaron en el ambiente microaerofilico controlado por 24 horas a
42°C. Al finalizar su periodo de incubacion la prueba de aglutinacion del Kit para
Campylobacter se realizo indicando la presencia de C. lari, C. jejuni y C. coli. Se tomaron
cinco colonias de Campylobacter de los platos y se coloco con los reactivos en movimiento
rotatorio por tres minutos. Las muestras que aglutinaron fueron clasificadas como positivas.

Sensititre™, analisis de resistencia de antibidtico.

En este caso se siguid el protocolo del Sistema Nacional de Monitoreo de Resistencia de
Antibidtico (NARMS). Los platos de agar sangre que confirmaron presencia de
Campylobacter se tomaron para realizar el andlisis de resistencia de antibidtico. Se
prepararon los tubos que contenian 5 ml de caldo de Mueller-Hinton donde se colocaban
una colonia y este se agitaba en el vortex para luego verificar en el nefelémetro con el
estandar de 0.5 de Mcfarland. De cada muestra se retiré con una pipeta 1 ml del caldo de
Mueller-Hiton y se afiadié a un tubo que contiene 11 ml caldo de Mueller-Hinton con 5%
de sangre de caballo desfibrinada (Thermo Scientific) y se agitaron en el vortex. Este tubo
se colocd en el Sensititre AIM donde dispensa 100 pl en cada pocillo del plato. Se cubrio
el plato con una pelicula pléstica perforada. Estos se apilaron en no mas de cuatro filas y se
incubd a una temperatura de 42 °C por 24 horas en condiciones microaerofilicas.

Se retiraron los platos de la incubadora y se colocaron uno por uno en espejo de Sensititre
donde permitia ver el reflejo del plato y asi identificar si el pocillo tenia turbidez indicando
crecimiento de la bacteria, el cual es resistente a la dosis especifica del antibidtico. Para
esto se utilizo el formato de Sensititre del plato de Campylobacter para saber qué antibiético
y a qué dosis estan en cada pocillo (Simmons 2016). Las muestras positivas se compararon
con la dosis en que presenta prevalencia a los puntos de quiebre que indica si la muestra era
resistente, intermedio o susceptible al antibiotico (Cuadro 4) (Haro 2012).

Listado de antibioticos.

Los antibioticos estudiados fueron gentamicina (GEN), clindamicina (CLI), azitromicina
(AZl), eritromicina (ERY), telitromicina (TEL), florfenicol (FFN), ciprofloxacina (CIP),
acido nalidixico (NAL) y tetraciclina (TET):

Anélisis estadistico.

Durante el analisis de la cantidad de prevalencia de Campylobacter spp. en el estudio se
realiz6 una separacion de medias Duncan, analizados con el programa “Statistical Analysis
System” (SAS version 9.4®). Los resultados obtenidos en los diferentes dias se colocaron
en porcentajes para poder realizar el andlisis estadistico. De igual manera se realiz6 un
andlisis de Chi-cuadrado con los resultados de prevalencia de Campylobacter spp. Se
analizaron las 12 muestras que pertenecian a cada tratamiento separandolos si fueron
prevalentes 0 no prevalentes.



Se compararon los valores de la prueba estadistica (P.E.)= (x? observado < x? de la
tabla=3.84; gl= 1; a=0-05). Si el valor encontrado en nuestro experimento no excede el
valor dado por la tabla se acepta la HO con un 5% de nivel de significancia.

Se realiz6 un analisis de separacion de medias Duncan con los resultados de resistencia de
antibidtico. Los resultados que se obtuvieron fueron datos de resistencia, intermedio o
susceptible a nueve antibioticos. Para evaluar la diferencia entre los tratamientos y su
resistencia se busco el porcentaje de las muestras positivos que fueron resistente multiple a
antibiotico (MDR). Eso se separd por los dias de recoleccion de datos obteniendo una
media. Los grupos con las mismas letras de separacion de medias se demostré que no hubo
diferencia significativa con una probabilidad de (P<0.05).

Para finalizar la evaluacion se analizaron las diferencias entre antibioticos. Se analizé

atraves de cuadrados minimos para identificar el efecto que tiene el tratamiento, dia en la
resistencia de antibioticos.

Cuadro 4. Puntos de quiebre utilizados para la prueba de susceptibilidad de Campylobacter-.

Subclase de los Agente Rangodela  Puntos de quiebre (ug/ml)
Antibidticos® Antimicrobiano concentracion de dilucién de microdragas
del (2005-2012)
antibidtico
(Mg/ml)
2005-2012 S [ R
Aminoglucosidicos Gentamicina 0.12 -32 <2 4 > 8
Lincosamidas Clindamicina 0.03 -16 <2 4 > 8
Macroélidos Azitromicina 0.015- 64 <2 4 > 8
Eritromicina 0.03 -64 <8 16 > 32
Cetdlidos Telitromicina 0.015-8 <4 8 > 16
Fenicoles Florfenicol 0.03 -64 <4 N/A N/A
Chloramfenicol NT NT NT NT
Fluoroquinolonas  Ciprofloxacina 0.015 - 64 <1 2 >4
Quinelonas Acido 4 - 64 <16 32 > 64
Nalidixico
Tetraciclinas Tetraciclina 0.06 -64 <4 8 > 16

a Estos puntos de quiebre son establecidos por CLSI (Instituto Estandar de Clinica y
Laboratorio).

> Conforme al documento de CLSI M100

N/A- no aplica

NT- No esta probado

(CLSI 2012).

S Consta de rangos susceptibles.

| Consta de rangos intermedios.

R Consta de rangos resistentes.



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase I. Evaluacion de la presencia de Campylobacter spp. en las muestras fecales.

La prevalencia de Campylobacter en heces de ganado vacuno en las tres diferentes dietas
estudiadas fue de 44% en total. Su prevalencia oscil6 entre 23-43% en las diferentes dietas
y dias de muestreo. En el anélisis de separacion de medias se demostré que no hubo ningin
efecto entre las dietas (P=0.5373) (Figura 1). Tampoco hubo diferencias entre dias de
muestreo. En la primera toma de muestra en el dia 104 se encontrd por medio de la prueba
de aglutinacién que 36% (13/36) de las muestras presentaron la bacteria de Campylobacter
spp. En el dia 116 se present6 un 39% (14/36) de las muestras prevalentes. El Gltimo dia de
recoleccion de muestras, dia 148, el porcentaje de Campylobacter spp. presentd un 56%
(20/36) de prevalencia. No hubo diferencia estadistica en la prevalencia encontrada por
dieta (P=0.2766) y dia de muestreo (P=0.9927)(Cuadro 5).
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Figura 1. Distribucion del porcentaje de la prevalencia de Campylobacter spp. en las
diferentes dietas estudiadas.

a La prevalencia se obtuvo por medio de una prueba de confirmacién por el método de aglutinacion.
b Los tratamientos son las diferentes dietas dadas al ganado estudiado.

! Tratamiento Base, consiste de la dieta tradicional sin microorganismos directamente alimentados
(DFM) ni el uso de antibidtico como uso sub terapéutico ni cualquier otro suplemento.

2 Tratamiento Control, consiste en la dieta a base de maiz se le incluy6 el antibiético Tilosina (88
mg/animal/ dia de la materia seca) y el suplemento monensina (330 mg/animal/dia de la materia
seca).

® Tratamiento MonPro, consiste en la dieta a base de maiz y se le incluydé monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca), y el DFM que es L. salivarius en una proporcion alimentaria de
10° ufc/animal/dia.
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Cuadro 5. Porcentaje de prevalencia de Campylobacter spp. en diferentes dietas y dias de
muestreo.

Tratamiento Dia de recoleccién de muestras

Dia 104 Dia 116 Dia 148 Total
Base ¢ 23% (3/13) 29% (4/14) 30% (6/20) 28% (13/47)
Control £ 38% (5/13) 43% (6/14) 30% (6/20) 36% (17/47)
MonPro ¥ 38% (5/13) 29% (4/14) 40% (8/40) 36% (17/47)

® Tratamiento Base, consiste de la dieta tradicional sin microorganismos directamente
alimentados (DFM) ni el uso de antibiotico como uso sub terapéutico ni cualquier otro
suplemento.

£ Tratamiento Control, consiste en la dieta a base de maiz se le incluyé el antibi6tico
Tilosina (88 mg/animal/ dia de la materia seca) y el suplemento monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca).

¥ Tratamiento MonPro, consiste en la dieta a base de maiz y se le incluyé monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca) y el DFM que es L. salivarius en una proporcion
alimentaria de 10° ufc/animal/dia.

Los resultados sugieren la capacidad que tiene la dieta con probidtico de ser un posible
reemplazo de los antibidticos, ya que sus resultados son similares y en el futuro podrian
disminuir la emergencia de resistencia de antibiético. El uso de probidticos dentro de la
dieta animal consta de diferentes factores que permiten que estos sean efectivos y que
cumplan su funcion de proveer beneficio a la salud de su huésped. La colonizacién de
probioticos en los animales sugiere que las cepas se adhieren al tejido de las células
epiteliales del intestino logrando contribuir en la salud animal. Esta forma de actuar de los
probidticos varia segun estudios. Otra manera de beneficiar a la salud del huésped es que el
organismo sobrevive durante su transito desde el colon hasta las heces, sin multiplicarse ni
afectando su viabilidad. Durante el transito en el colon el probiotico sigue siendo activo
metabolicamente mejorando la salud intestinal del animal (Bezkoravainy 2001). La
eficiencia del probiodtico depende de la sobrevivencia de la cepa. Esta sobrevivencia
depende del microorganismo, su dosis, la frecuencia de su administracion y el estado del
animal que depende de su edad, estrés y genética. Se reporta que para tener un efecto éptimo
del probidtico, éste se debe suplementar constantemente (Yirga 2015). Dentro de esta
investigacion se realizd una suplementacion constante de Lactobacillus salivarius por ello
su efecto fue uniforme dentro de los diferentes dias.

Los resultados obtenidos de la prueba de aglutinacion se compararon por medio de un chi-
cuadrado analizando la diferencia estadistica entre las muestras fecales que presentaron
prevalencia en comparacidn con los que no fueron prevalentes. Se estudié cada tratamiento
y sus diferentes dias de recoleccion de muestra (Cuadro 6).



Cuadro 6. Chi-Cuadrado analizando prevalencia de Campylobacter para cada dia de
muestreo por tratamiento.

Tratamiento y Repeticion (Dias) ¥?> Observado ®
104 Control¥ 0.08
116 Control 0.00
148 Control 0.00
104 MonPro® 0.08
116 MonPro 0.75
148 MonPro 0.75
104 Base £ 2.08
116 Base 0.75
148 Base 0.00

= Resultado del Chi cuadrado (x? observado < x? de la tabla=3.84; gl= 1; a=0-05).

¥ Tratamiento Control, consiste en la dieta a base de maiz se le incluyo el antibiotico
Tilosina (88 mg/animal/ dia de la materia seca) y el suplemento monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca).

® Tratamiento MonPro, consiste en la dieta a base de maiz y se le incluyé monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca) y el DFM que es L. salivarius en una proporcion
alimentaria de 10° ufc/animal/dia.

£ Tratamiento Base, consistia de la dieta tradicional sin DFM ni el uso de antibi6tico como
uso sub-terapéutico ni cualquier otro suplemento.

Los microorganismos patdgenos son transmitidos a los animales de engorde de manera
directa o indirecta, por ello el estudio de la presencia de patdgenos en posibles huéspedes
es esencial para disminuir el nimero de bacterias en ellos y asi disminuir la contaminacion
hacia humanos (NIH 2007). Dentro la industria alimentaria se estudian posibles controles
para evitar patdgenos en la cadena alimentaria. La granja es una gran amenaza en la
inocuidad de los alimentos por ello la salud animal es estudiada y es enfocada a disminuir
la presencia de patogenos (Tomley y Shirley 2009). La industria carnica requiere buscar
una reduccidén del nimero de patdgenos. La prevalencia de Campylobacter spp. reportada
se encuentra entre 54-31.1% en muestras de origen animal, similar a nuestro estudio que
entra dentro de este rango, encontrando un 38% de prevalencia.

Varios estudios han demostrado que la exposicion de contacto directo de heces de ganado
y su ingesta por medio de leche no pasteurizada han sido causas de brotes de
campylobacteriosis en humanos. Fitzgerald et al. (2001), reporta en su estudio un porcentaje
genético del Campylobacter encontrado en el ganado tiene una relacion con las bacterias
presentes en los humanos ubicados en una misma area geogréafica. Por ello se han estudiado
de manera mas profunda la prevalencia y resistencia de antibiéticos de Campylobacter.
Segun Bae et al. (2005), se tomaron muestras en granjas localizadas en Washington State.
Se estudiaron heces fecales del recto del animal con un total de 686 muestras fecales y se
encontraron (34.1%) de C. jejuniy (7.7%) de C. coli. Se demostro una diferencia estadistica
entre cepas, siendo C. jejuni el mas prevalente en hatos de terneros en cambio C. coli tiene
mayor presencia en hatos de crianzas (Bae et al. 2005).
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En Finlandia se analizé la presencia de Campylobacter spp. en ganado durante la
finalizacion de la dieta antes de cosecha y la posible contaminacion en canales de carne
después de la cosecha. En total se detecté un 31.1% de prevalencia de Campylobacter spp.
en muestras fecales y un 3.5% de prevalencia en la superficie de la canal. Este estudio
compard la presencia en ganado de carne y ganado de leche donde mostraron que un 43.2%
de las muestras obtenidas de ganado de carne fueron positivas y un 56.8% de ganado
lechero. Concluyeron que la proporcién de Campylobacter-positivos es mas frecuente en el
ganado de carne en comparacion con ganado lechero (Hakkinen et al. 2007).

El estudio realizado por Wesley obteniendo muestras fecales del suelo de parte de ganado
lechero analizo la presencia de Campylobacter spp. y Arcobacter spp. Como resultado
general obtuvieron que C. jejuni 'y C. coli tuvieron un porcentaje de prevalencia de un 37.7
y 1.8%, respectivamente. Concluyeron que este resultado de prevalencia puede variar por
la temporada (encontrando mayor presencia en las heces durante invierno y verano), la edad
del animal (ternero o adulto), muestra analizada (las heces o contenido intestinal) y el
método de aislamiento de la bacteria (sembrando directamente o enriqueciéndolo) (Wesly
et al. 2000).

En Irlanda la preocupacion principal en la industria es la posible contaminacion de las
bacterias patdgenas durante su cadena de produccion. Por ello se analizaron vaquillas desde
su produccion de engorde hasta la cosecha. Se examind durante cinco meses las vaquillas
obteniendo muestras fecales del suelo y al cosecharlas se realiz6 un hisopado en la
superficie de la canal. De un total de 600 muestras se aislaron 322 (54%) de Campylobacter
spp. de esos, C.jejuni presentd un 69% y C.coli un 29.7%. Resultados similares a otras
investigaciones demuestran que las muestras de la canal de res se ven menos contaminadas
por la bacteria, en este caso se presentd por un 29% (Minihan et al. 2003).

La composicion microbiana del ganado depende mucho del animal y su ubicacion
geografica donde se localizan. En estudios se han encontrado que en el estiércol animal se
encuentran de manera comun patdgenos. Las bacterias zootecnias con mayor presencia son
Salmonella spp., Campylobacter spp., Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica,
Escherichia coli and protozoa viz. Cryptosporidium parvum y Giardia lamblia. (Manyi-
Loh et al. 2016) reportaron una prevalencia de 31.1% de Campylobacter spp. en estiércol.

Se ha tratado de analizar la diferencia en la composicion microbiana en grupos de ganado
alimentado con diferentes dietas. En la Universidad del estado de Kansas se analizo la
interaccion e intervencion que tienen los granos de destileria secos DDG en diferentes
patégenos. Los resultados obtenidos demostraron que no hubo ninguna diferencia en los
diferentes tratamientos con la prevalencia de las bacterias E. coli O157 y Salmonella. Este
estudio documentaba que el uso de rollos secos de granos tiene menor degradacién ruminal
del almidén en comparacion de los copos de maiz vaporizados. Se ha demostrado que la
dieta a base de maiz consta de un mayor porcentaje de almidon en el intestino animal
incrementando la produccion de acidos organicos, estos reduciendo el pH por el cual se
considera que tiene un potencial de reducir la sobrevivencia de E. coli 0157 (Nagaraja
2008).
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Escherichia coli O157:H7 ha sido uno de los patdgenos que ha provocado un llamado de
atencion en las industrias cérnicas por su prevalencia, por ello hay varios estudios que
indican el uso de diversas dietas para su control. Dentro del estudio de Van Baale et al.
(2003) compararon el efecto que tenia el uso de forrajes y dieta a base de granos con y sin
monensina en la prevalencia de Escherichia coli 0157:H7. Los animales dentro del estudio
se inocularon con E. coli 0157:57 (10*° UFC/animal) y se alimentaron con las diferentes
dietas. Resultados demuestran que E.coli estuvo presente en mayor tiempo en las heces en
comparacion con la dieta a base de granos. Cuando se le afiadia monensina a la dieta de
forrajes disminuia el periodo de tiempo que la bacteria pertenecia prevalente (Van Baale et
al. 2003).

El uso de suplemento dietético ha incrementado desde los afios 1960s, se ha demostrado
que el uso de bacterias producientes de acido lactico es utilizado como agentes promotores
de salud. Lactobacillus spp. son miembros de bacterias acidas lacticas Gram positivas que
son nombradas como GRAS, generalmente reconocidas como inocuas. Este probidtico
tiene caracteristicas de inhibir bacterias. El probi6tico tiene esa habilidad de resistir
condiciones ambientales encontradas en el tracto gastrointestinal incluyendo pH gastricos
bajos y sales biliares. Tiene la habilidad de adherirse a la mucosa intestinal o antagonizar o
excluir por medio de la competencia a patdgenos. Estas bacterias acido lacticas pueden
secretar sustancias antimicrobianas, competir por nutrientes o sitios adherentes con posibles
patogenos creando un efecto inhibitorio hacia ellos (Nouri et al. 2010).

Varios estudios proveen informacion acerca de la capacidad que tienen los probidticos de
inhibir bacterias entéricas donde comdnmente se utilizan Lactobacillus, Bifidobacterium y
estreptococos. Se ha demostrado que bacterias acido lacticas tienen la capacidad de inhibir
in vitro a la bacterias entéricas, como Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, E
coli, Clostridium perfringes y Clostridium difficile. Lactobacillus salivarius tiene potencial
de ser usado como un suplemento dietético, este se ha utilizado mayormente para animales
avicolas y porcinos. En la universidad de Georgia se estudio el efecto de Lactobacilos en
inhibir bacterias en un medio que consistia en alimento para aves. Ellos demostraron que el
uso de L. salivarius y L. plantarum tuvo una diferencia con la presencia de bacterias
entéricas en comparacion al control que solo consistia en la alimentacién. Casos de poca
inhibicidn de bacterias concluyen que fue provocado mayormente por la baja concentracion
producida de acido acético y propionico causando una baja produccion de &cidos grasos
volatiles. Estudios demuestran que una concentracion de 30 pumol/ml de acido lactico debe
estar presente para inhibir bacterias (Murry et al. 2004).

Se ha evaluado el comportamiento de diferentes reemplazos de antibioticos en vivo para
ver su capacidad de inhibicidn a bacterias. Los probidticos producen bacteriocinas que
tienen capacidad de inhibir bacterias. En un estudio se demostrd que el uso de probidticos
fue incapaz de controlar terapeuticamente C.jejuni en el tracto intestinal de las gallinas. En
cambio el uso de bacteriocinas de manera purificada demuestra un mecanismo deseable por
lograr controlar las bacterias patogenas (Svetoch et al. 2011).

Campylobacter spp. es una bacteria mayormente encontrada en productos avicolas, por lo
que las investigaciones acerca de cdémo controlarlas disminuyendo su prevalencia se
realizan en estos animales. Se ha demostrado que las bacteriocinas disminuyen la presencia
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de Campylobacter ya que logra reducir ambos, la cripta duodenal y el nimero de células
caliciformes. Se cree que la reduccion de tamafio de la cripta podria afectar la colonizacién
de Campylobacter, ya que crea un cambio quimico y nutricional en el ambiente aumentando
el oxigeno presente evitando el crecimiento de esta bacteria microaerofilica y de esa manera
la presencia de otra microflora aumenta. En el lado de las células caliciformes secretan unas
glicoproteinas llamadas mucinas que Campylobacter utiliza como fuente de nutrientes
durante su crecimiento, disminuyendo su namero la bacteria tiene menor disponibilidad de
nutrientes (Cole et al. 2006).

Fase 2. Evaluacion de las muestras prevalentes a Campylobacter spp. en los patrones
de resistencia a antibioticos.

Las muestras que presentaron prevalencia de Campylobacter spp. se analizaron por el
Sensititre™ por el método de micro dilucion que permite identificar las muestras que son
resistentes a diferentes antibioticos. En total de las 43 aislados de Campylobacter spp. en
los tres dias de las dietas, un 98% (42/43) fueron resistentes por lo menos a un antibiotico;
el dia 104 fue un 100% (13/13), en el dia 116 se obtuvo un 100%(10/10) y en el dia 148
presentd una resistencia del 95% (19/20). De las 43 muestras se evalud cuantas de ellas
fueron resistentes a dos 0 méas antibidticos (mdaltiple resistentes a antibiéticos, MDR). Se
obtuvo que en el dia 104 fue de 69% (9/13) de MDR, en el dia 116 70% (7/10) y en el
ultimo dia (148) fue 60% (12/20). Estos resultados indican que un total de 65% (28/43)
presentaron resistencia a mas de un antibiotico. Los resultados obtenidos por tratamiento
en sus diferentes dias proporcionados se resumen en el Cuadro 7. Con el anlisis de Duncan
se logré comparar el efecto que tuvieron las diferentes dietas en la MDR. No hubo ninguna
diferencia estadistica en la resistencia multiple por los tratamientos (P=0.5373) (Figura 2).

La resistencia a antibioticos se ha convertido en unas de las mayores preocupaciones del
mundo en la salud publica. Este provoca que un tratamiento de alguna infeccion causada
por patégenos sea mas dificil de curar convirtiéndose en infecciones ain mas peligrosas. Se
ha creado conciencia a nivel mundial acerca de este tema para evitar que se siga aumentando
ese patron de resistencia. En este estudio se buscaba una reduccion a esta resistencia por
medio del uso de probidticos. Realizando una comparacién con otros estudios se logra
confirmar datos del Centro de Control de Prevenciones de Enfermedades CDC, donde no
establecen que un probidtico es capaz de reducir resistencia a pesar de que muestre un
beneficio a la salud (CDC 2015). Investigaciones demuestran datos similares a este estudio
manteniendo un comportamiento similar de Campylobacter spp.

Diversos estudios se han realizado para identificar las resistencias de antibiéticos de
Campylobacter spp. En Brasil analizaron la resistencia de Campylobacter aislado de
ganado que presentaban o no diarrea. Se presentd que de las bacterias aisladas 12/25 (48%)
tuvieron resistencia maltiple a antibidticos. En ese estudio se logro correlacionar que los
antibidticos con mayor resistencia son los mas utilizados como tratamiento en las
ganaderias de Brasil (Miranda y Lage 2007). Con resultados similares en el estudio
mencionado anteriormente en Washington State se encuentra que en medio de sus bacterias
que presentaron prevalencia hubo una alta resistencia a antibi6ticos. Dentro de las cepas de
C. coli un 72.7% fueron resistentes a uno 0 mas antibioticos. La resistencia multiple tuvo
una mayor frecuencia (P<0.001) en las cepas de C. coli con un 51.5% en comparacién de
C. jejuni donde solo un 5.1% presentaron multiple resistencia (Bae et al. 2005).
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Figura 2. Efecto de las diferentes dietas en el resultado de resistencia multiple a antibi6ticos.

 MDR Porcentaje de cepas Resistentes a multiples antibi6ticos consiste en que la bacteria
sea resistente a 2 0 méas antibioticos.

® Tratamiento Base, consistia en la dieta tradicional sin microorganismos directamente
alimentados (DFM) ni el uso de antibiotico como uso sub-terapéutico ni cualquier otro
suplemento.

£ Tratamiento Control, consiste en la dieta a base de maiz maiz se le incluyd el antibi6tico
Tilosina (88 mg/animal/ dia de la materia seca) y el suplemento monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca).

¥ Tratamiento MonPro, consiste en la dieta a base de maiz y se le incluyé monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca) y el DFM que es L. salivarius en una proporcion
alimentaria de 10° ufc/animal/dia.

Cuadro 7. Porcentaje de Resistencia maltiple a antibiticos (MDR™) de las muestras
aisladas de Campylobacter spp.

Tratamiento Dia de recoleccion de muestras

Dia 104 Dia 116 Dia 148 Total
Base ° 67% (2/3) 67% (2/3) 67% (4/6) 67% (8/12)
Control £ 60% (3/5) 75% (3/4) 33% (2/6) 53% (8/15)
MonPro ¥ 80% (4/5) 67% (2/3) 75% (6/8) 75% (12/16)

™ MDR Resistencia a maltiples drogas consiste en que la bacteria sea resistente a 2 0 mas
antibiéticos.

£ Tratamiento Control, consiste en la dieta a base de maiz se le incluyo el antibiético
Tilosina (88 mg/animal/ dia de la materia seca) y el suplemento monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca).

¥ Tratamiento MonPro, consiste en la dieta a base de maiz y se le incluyé monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca) y el DFM que es L. salivarius en una proporcion
alimentaria de 10° ufc/animal/dia.

® Tratamiento Base, consistia de la dieta tradicional sin DFM ni el uso de antibi6tico como
uso sub-terapéutico ni cualquier otro suplemento.

14


https://en.wikipedia.org/wiki/Orders_of_magnitude_(numbers)#109

Para evitar la contaminacién a lo largo de la cadena productiva, la industria alimentaria
establece puntos de control para reducir la contaminacion de patégenos. Campylobacter
puede estar prevalente en el ganado durante el engorde y en su punto de cosecha en la
superficie de la canal. Esta presencia de Campylobacter debe ser diferente en ambos puntos
de la cadena mencionada. En un estudio localizado en Ghana aislaron la bacteria de
Campylobacter spp. en ganado de carne donde estos pertenecian en una situacion saludable.
Dentro de las muestras prevalentes investigaron cuantas de esas bacterias presentaron
resistencia a antibioticos. En el total de las muestras se encontr6 como resultado tres
diferentes cepas siendo C. jejuni, C. coli y C. lari donde su multi-resistencia fue de 66.6%
(156/234), 20.5% (48/234) y 12.8% (30/234), respectivamente. Con esos resultados resaltan
la preocupacion de consumir productos carnicos contaminados que sean resistentes a
antibioticos (Karikari et al. 2017).

Diferentes antibidticos pueden utilizarse como tratamiento para campylobacteriosis y por
ello es vital conocer cual puede ser el mas eficiente controlando la bacteria. Dentro de este
estudio se analizo la resistencia que tiene Campylobacter en nueve diferentes antibioticos.
En su totalidad con un 63% fueron resistentes a tetraciclina siendo el antibidtico que los
aislados de Campylobacter spp. tuvieron mayor resistencia (Cuadro 8). Se puede observar
de manera detallada el porcentaje de resistencia en cada antibidtico. Y el patrén del
resistencia de antibidtico en cada muestra prevalente a Campylobacter (Cuadro 9).

Cuadro 8. Patrones de resistencia a antibidticos de las muestras aisladas de Campylobacter
spp. (n=43) a nueve diferentes antibioticos estudiados.

Nombre de Antibioticos % de Resistencia
Tetraciclina 63
Clindamicina 53
Erytromicina 49
Azitromicina 40
Florfenicol 40
Acido Nalidixico 33
Gentamicina 26
Telitromicina 7.0
Ciprofloxacina 0.0

Los Estados Unidos de América utilizan un estimado de 26.5 millones de libras de
antibioticos como aditivos en la alimentacion animal. De esa cantidad de antibioticos un
millon de libras son utilizadas en los estados de Georgia, Arkansas, Texas, Alabama,
Minnesota, Mississippi y Missouri. De esos antibidticos se utilizan el 12% como
suplementacion del ganado de carne, por ello la emergencia de resistencia a antibidticos es
comun. Antibidticos que pertenecen a siete clases son utilizados como aditivos alimenticios
de la agricultura, los cuales tambien son importantes en los medicamentos para humanos.
Los antibidticos utilizados tanto en la agricultura como en los humanos se incluye
tetraciclinas, macrolidas, lincosamidas y aminoglucésidos (Florini et al. 2005). Por este
constante uso de antibidticos en Texas ha se encontrado una alta resistencia a los principales
antibidticos utilizados en la suplementacion. Aislados de Campylobacter tienen patrones de
resistencia que varia dependiendo de los paises pero se encuentran de forma constante
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resistencia a tetraciclina de un 81%. Los siguientes antibioticos que con mayor frecuencia
se encuentra resistencia son los quinolonas perteneciendo dentro de ellos el &cido nalidixico
y ciprofloxacinas (Karikari et al. 2017).

Cuadro 9. Patrones de resistencia en las diferentes muestras aisladas con Campylobacter
spp. en diferentes antibioticos.

No. de Dia® Tratamiento Nombre de Antibidticos que presento la
muestra muestra resistencia ¢.
aislada de

Campylobacter

spp.

13 104  Control GEN

35 104 Base ¢ GEN

36 104 Control GEN

32 104  MonPro ¥ GEN

19 116 MonPro TET

27 148 Base NAL

29 148 Control NAL

41 148 MonPro NAL

30 148 Control GEN

38 148 Base NAL

35 148 MonPro NAL

21 116 Base TET

8 116 ControlP TET

13 148 Control TET

5 104 Control NAL CLI

22 104 Base ERY CLI

32 148 Base GEN NAL

37 148 MonPro GEN NAL

36 148 Control GEN NAL

28 148 MonPro GEN TET NAL

7 148 Base ERY TET CLI

31 148 MonPro AZl TET TEL CLI

39 148 Base AZI ERY TET CLI

3 148 MonPro ERY TET FFN CLI

24 116 Control ERY TET FFN CLI

27 116 Control ERY TET FFN CLI

3 116 Base AZI ERY TET CLI

20 104 Control AZl ERY TET FFN CLI
23 104 MonPro AZI ERY TET FFN CLI
10 104 MonPro AZl ERY TET FFN CLI
31 104 Control AZI ERY TET FFN CLI
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Continuacién del cuadro 9.

No. de Dia® Tratamiento Nombre de Antibioticos que presento la
muestra muestra resistencia .

aislada de

Campylobacter

spp.

29 104 MonPro AZIl ERY TET FFN CLI

34 116 MonPro ERY TET FFN NAL CLI

2 116 Base AZIl ERY TET TEL CLI

6 116 MonPro AZl ERY TET FFN CLI

26 148 MonPro AZIl ERY TET FFN CLI

2 148 Base AZl ERY TET FFN CLI

9 148 MonPro AZIl ERY TET FFN CLI

40 148 Control AZl ERY TET FFN NAL TEL
9 104 MonPro AZIl ERY GEN TET FFN CLI
24 104 Control AZl ERY TET FFN NAL CLI
36 116 Control AZIl ERY TET FFN NAL CLI

8 Los dias consisten del periodo de tiempo donde el ganado se alimentd de las diferentes
dietas evaluadas.

¢ Los antibidticos evaluados fueron dictados por el CLSI (Instituto Estandar de Clinica y
Laboratorio)

£ Tratamiento Control, consiste en la dieta a base de maiz se le incluyo el antibiético
Tilosina (88 mg/animal/ dia de la materia seca) y el suplemento monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca).

¥ Tratamiento MonPro, consiste en la dieta a base de maiz y se le incluyé monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca) y el microorganismos directamente alimentados (DFM)
que es L. salivarius en una proporcion alimentaria de 10° ufc/animal/dia.

® Tratamiento Base, consistia de la dieta tradicional sin DFM ni el uso de antibi6tico como
uso sub-terapéutico ni cualquier otro suplemento.

GEN. Gentamicina; CLI. Clindamicina; AZIl. Azitromicina; ERY. Eritromicina; TEL.
Telitromicina; FFN. Florfenicol; CIP. Ciprofloxacina; NAL. Acido Nalidixico; TET.
Tetraciclina.

El uso de antibidticos para tratar Campylobacter es controversial y mas cuando estos
antibidticos no son tan eficientes, ya que la bacteria desarrolla resistencia hacia ellos. Esta
resistencia a diversos antibidticos puede variar alrededor del mundo teniendo resistencias a
diferentes antibioticos dependiendo de su manejo y su frecuencia. A nivel mundial se revela
que en todos los paises existe la emergencia de resistencia a antibidticos. Esta resistencia a
antibidticos debe conocerse para reducir el uso de antibioticos con alta resistencia por parte
de bacterias y buscar nuevas alternativas para el control de enfermedades (WHO 2014).

En Francia se realiz6 una investigacion que consto de una recopilacion de datos de los afios
2002 a 2006 evaluando la prevalencia y resistencia a antibidticos de C. jejuni y C. coli. Se
encontrd una alta resistencia de parte de los aislados al antibi6tico de tetraciclina seguido
por &cido nalidixico. Durante los afios evaluados la proporcion de los aislados resistentes a
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los antibidticos estudiados fue constante con la excepcion de acido nalidixico y
flouroquilonas que presentaron una tendencia en aumentar su resistencia (Chatre et al.
2010).

La Unidn Europea reportd en el afio 2014 los diferentes patrones de resistencia de bacterias
a diversos antibidticos, y como éstas actuan de forma diferente segin especies. Se mostrd
que la bacteria Campylobacter, aislada de una poblacion avicola, tuvo una alta resistencia
a fluoroquinolones (ciprofloxacinas y &cido nalidixico) y tetraciclinas. EI uso de los
antibioticos macrélidos es alta, donde azitromicina y eritromicina forman parte, ya que en
las aves se utilizan constantemente al momento de tratar infecciones de Campylobacter. La
resistencia en Campylobacter a macrélidos es generalmente causada por una mutacién en
el ribosoma RNA y proteinas ribosomales. Esta resistencia comenzo en los afios de 2014
predicando que éste podria extenderse rapidamente llegando a tener un patron de resistencia
similar a la tetraciclina (EFSA 2016). En nuestro experimento esta hipdtesis se acepta ya
que fueron de los antibidticos que presentaron mayor resistencia.

Constantemente se realizan estudios donde examinan aislados de Campylobacter y su
comportamiento en antibioticos. En corrales de engordes en Estados Unidos se recolectaron
muestras de ganados durante los afios de 1999-2000. En donde 12 antibidticos se evaluaron,
y Campylobacter mostrdé mayor resistencia a tetraciclina, &cido nalidixico y a
ciprofloxacinas (Englen et al. 2005). La Europea inocuidad de alimentos (EFSA) vy el
Centro Europeo de Control y Prevencion de Enfermedades (ECDC) reportan una tendencia
de los patrones de resistencia de antibiético de Campylobacter con los resultados obtenidos
de NARMS, Sistema de Monitoreo Nacional de Resistencia a Antibi6ticos. Esta entidad
registra que al antibiotico que Campylobacter presenta mayor resistencia es a la tetraciclina
siguiéndolo son los quinolonas incluyendo ciprofloxacina y &cido naladixico. La frecuencia
en la resistencia a los demas antibidticos incluye gentamicina, clindamicina, azitromicina,
eritromicina, telitromicina y cloranfenicol son significativamente bajos variando entre
muestras (Lapierre et al. 2016).

En Finlandia se demostro el patron de resistencia en los antibioticos macrélidos durante
2003 a 2005. Este estudio concluyé que a pesar de la frecuencia en que los aislados sean
mas susceptibles a este grupo de antibidticos, existe una correlacion a la resistencia multiple
a antibidticos. Las cepas resistentes a macrolidos mostraron uniformemente resistencia
maultiple a antibidticos. Siendo la cepa de C. coli que mostrd mayor resistencia a macrolidas
en comparacién de C. jejuni. Las cepas en el estudio resistentes a eritromicina presento al
mismo tiempo resistencia en su mayoria al antibiético de tetraciclina y fueron susceptibles
a cloranfenicol. EI Cloramfenicol, a pesar de que demuestre susceptibilidad, no es permitido
utilizarlo de manera sistematica (Lehtopolku et al. 2010). En este estudio, la susceptibilidad
al Cloranfenicol no se analizd ya que CLSI no ha probado sus puntos de quiebre.

El uso de antibidticos como suplemento terapéutico se ha utilizado en la produccién animal
siendo una causa del desarrollo de resistencia a antibioticos por parte de las bacterias.
Muchas investigaciones se enfocan en buscar el efecto de suplementar antibioticos a
ganados vacunos y ver su relacion a la resistencia de antibidtico. Tratamientos que consisten
en antibidticos de clortetraciclina, viginiamicina y una combinacién de monensina con
tilosina en comparacion de un control sin agente antimicrobiano se estudiaron. Los
resultados encontrados demuestran que administrar antibioticos al ganado afecta en la
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resistencia de antibiotico de Campylobacter. Se observé una evoluciédn en la resistencia de
tetraciclina pero fue limitado en otros antibidticos como eritromicina y ciprofloxacina
(Inglis et al. 2005). En cambio en otro estudio evaluando dos granjas de ganado lechero
convencional y otra organica sugieren que la resistencia a tetraciclina es creada de manera
natural por la poblacion de Campylobacter ya que resultados de ambas granjas fueron
similares no afectando el uso de agentes antimicrobianos (Sato et al. 2004). Este resultado
puede ser afectado dependiendo de la salud del animal y que tan constante han sido
administrados antibi6ticos como uso terapéutico.

La resistencia a tetraciclina ha sido frecuente en los aislamientos de Campylobacter. Se ha
demostrado que Campylobacter tiene un gen de resistencia Tet (O) que codifica una
proteina de proteccién ribosomal. Trabajos de este gen demuestran que la proteina reconoce
el sitio A abierto sobre el ribosoma bacteriano y lo une de tal manera que induce a un cambio
conformacional dando como resultado la liberacion de la molécula unida de tetraciclina. De
esa manera durante un periodo extenso ha logrado que ese cambio conformacional sea dado
a lo largo de la proteina siendo eficiente en su resistencia (Luangtongkum et al. 2009).

En diversos estudios Campylobacter no demuestra alta resistencia a clindamicina a pesar
de pertenecer al grupo de antibidticos de licosamidas. Las licosamidas son utilizadas en la
industria para controlar un amplio rango de patdgeno, pero el uso de clindamicina en la
industria no ha sido comun. Por ello, no han declarado una alta resistencia por parte de las
bacterias. En cambio otros antibidticos que pertenecen a las licosamidas han sido utilizada
de manera general ya que son capaces de inhibir la sintesis de proteina de la bacteria
uniéndose al ribosoma 50S provocando una inhibicion al crecimiento microbiano (Mayers
et al. 2009). Organismos tratados por este grupo de antibidticos desarrollan una mutacion,
para inactivar su modo de accidn, por la via de catalizacién de la adenilacién por enzimas
codificadas por genes Lin. Se ha demostrado que la mutacion del gen LinB inactivan el
antibidtico de clindamicina (Morar et al. 2009).

La Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) ha
implementado nuevas politicas para evaluar la resistencia antimicrobiana asociada con el
uso de antibidticos en animales. EI FDA Declaré que el uso de antibiéticos como
tratamiento en enfermedades a animales es de suma importancia, pero su uso debe ser
limitado a solo asegurar la salud animal; por ello, estudios que indican la relacion de
prevalencia y patrones de resistencia a antibidticos de diferentes patogenos respaldan las
nuevas legislaciones (FDA 2012).
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4. CONCLUSIONES
e El uso de Lactobacillus salivarius, antibioticos o la dieta sin suplementacion tienen el
mismo efecto en la prevalencia de Campylobacter spp.

e El probittico Lactobacillus salivarius L28 puede ser un reemplazo potencial para los
antibioticos como uso sub-terapéutico en la dieta de ganado de carne.

e Los patrones de resistencia demuestran que Campylobacter spp. fue resistente a los

mismos antibidticos a través del tiempo sin importar cual fue el periodo en que el animal
fue sometido a las diferentes dietas.
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S. RECOMENDACIONES

Analizar la prevalencia y resistencia de antibiéticos de Campylobacter spp. antes de
someter el ganado a las diferentes dietas para comparar los resultados y comprender el
efecto de los tratamientos en el animal.

Obtener las muestras fecales por tracto rectal o hisopado rectal para evitar contaminacion
del ambiente al recogerlas directamente del suelo.

Realizar pruebas donde se demuestre que Lactobacillus salivarius logré colonizar al
tracto intestinal del animal, logrando relacionarlo con el porcentaje de prevalencia.

Comparar los resultados obtenidos con estudios paralelos realizados en la universidad
de Texas Tech donde se analiz6 el efecto de los tratamientos con diversos patdgenos y
su impacto en la calidad de la carne.

Evaluar el uso de Lactobacillus salivarius en el concentrado animal sin el uso de
monensina como suplemento para evitar posible efecto de éste en la resistencia de
antibidticos de las cepas aisladas.

Efectuar el experimento durante diferentes estaciones del afio evaluando los factores de
clima en la prevalencia de Campylobacter spp.
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7. ANEXOS

Anexo 1. Funcionamiento basico de la prueba bioguimica de aglutinacion para
confirmacion de Campylobacter spp.

antibody

antigen
antigen IgM antibody pathogen
(a) Prueba positiva de aglutinacion para (b) Prueba positiva de aglutinacion
anticuerpos para antigenos

(Lastovica 2015)
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Anexo 2. Chi-Cuadrado realizado para cada dia de recoleccion de muestra analizandolo por
tratamiento

Tratamiento Categoria Ob* Es® (|Ob-Es|-0.5) (JOb-Es|-0.5)2 (|Ob-Es|-0.5) 2Es

y Repeticién
(Dias)
Dia 104 Prevalencia 5 6 -0.5 0.25 0.04
Control¥ No Prevalencia 7 6 0.5 0.25 0.04
0.08
Dia 116 Prevalencia 6 6 0 0 0
Control No Prevalencia 6 6 0 0 0
0
Dia 148 Prevalencia 6 6 0 0 0
Control No prevalencia 6 6 0 0 0
0
Dia 104 Prevalencia 5 6 -0.5 0.25 0.04
MonPro® No Prevalencia 7 6 0.5 0.25 0.04
0.08
Dia 116 Prevalencia 4 6 -15 2.25 0.375
MonPro No Prevalencia 8 6 15 2.25 0.375
0.75
Dia 148 Prevalencia 8 6 15 2.25 0.375
MonPro No Prevalencia 4 6 -15 2.25 0.375
0.75
Dia 104 Prevalencia 3 6 -2.5 6.25 1.04
Base £ No Prevalencia 9 6 2.5 6.25 1.04
2.08
Dia 116 Prevalencia 4 6 -15 2.25 0.375
Base No Prevalencia 8 6 15 2.25 0.375
0.75
Dia 148 Prevalencia 6 6 0 0 0
Base No Prevalencia 6 6 0 0 0
0

2 El namero de individuos o eventos observados

> Es el nimero teodrico esperado de individuos.

¥ Tratamiento Control, consiste en la dieta a base de maiz se le incluyo el antibiotico
Tilosina (88 mg/animal/ dia de la materia seca) y el suplemento monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca).

® Tratamiento MonPro, consiste en la dieta a base de maiz y se le incluyé monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca), y el microorganismos directamente alimentados (DFM)
que es L. salivarius en una proporcion alimentaria de 10° ufc/animal/dia.

£ Tratamiento Base, consistia de la dieta tradicional sin DFM ni el uso de antibi6tico como
uso sub-terapéutico ni cualquier otro suplemento.
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Anexo 3. Imagen de lectura de resistencia a los antibioticos en diferentes concentraciones,

pocillos turbios demuestran resistencia.
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Anexo 4. Separacion de medias por minimo cuadrado de las diferencia entre que
tratamiento presento resistencia en los diferentes antibiéticos.

Antibioticos Tratamiento LSmean> (%)
Tetraciclina MonPro ¢ 28.6%
Tetraciclina Control ¥ 24.3%
Clindamicina MonPro 23.6%
Florfenicol MonPro 222be
Eritromicina MonPro 223b¢
Clindamicina Control 20.32%¢
Florfenicol Control 19.32bcd
Azitromicina MonPro 18.620cde
Eritromicina Control 17.Gbcdef
Tetraciclina Base ¢ 15, gabedef
Clindamicina Base 14, 33bcdefg
Eritromicina Base 14, 32bcdefy
Acido Nalidixico Control 13.30cdefg
Azitromicina Control 12.6bcdefg
Gentamicina Control 10.0bcdefg
Azitromicina Base 10.0bedef
Acido Nalidixico MonPro 10.(QPedefg
Gentamicina MonPro 8.30¢defg
Acido Nalidixico Base 5.004¢f9
Gentamicina Base 4.33°9
Telitromicina Base 3.30f
Telitromicina Control 1.60¢
Telitromicina MonPro 1.60¢
Florfenicol Base 1.60¢
Ciprofloxacina Base 0.00¢
Ciprofloxacina Control 0.00¢
Ciprofloxacina MonPro 0.00¢

" Medias de cuadrados minimos con la misma letra no tienen diferencia significativa entre
ellos.

¥ El Tratamiento Control consiste en la dieta a base de maiz se le incluyo el antibiético
Tilosina (88 mg/animal/ dia de la materia seca) y el suplemento monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca).

® El Tratamiento MonPro consiste en la dieta a base de maiz y se le incluyé monensina (330
mg/animal/dia de la materia seca), y el DFM que es L. salivarius en una proporcién
alimentaria de 10° ufc/animal/dia.

£ El Tratamiento Base consistia de la dieta tradicional sin DFM ni el uso de antibiético
como uso sub-terapéutico ni cualquier otro suplemento.
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Anexo 5. Formato del plato de Campylobacter spp. con los antibidticos analizados
Sensititre™.

SENSITITRE CAMPY PLATE FORMAT

Plate Code: CAMPY FPlate Type: MIC
1 2 3 4 § [ T ] 4 10 11 12 ANTIMICROBICS
[ Al Al AR AR Al Al Al AR Al Al Al AR AZ Aziltramyein
0.015 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 a 16 32 cip Ciprafloascin
Bl AZ CIP CIP CIP CIP CIP CIP CIP CIP CIP CIP CIP ERY Erythrormycin
[ 0.015 0.03 0.08 0.1% 0.25 0.5 1 2 4 a 16 GEM Genlamicin
c| CIF CIF ERY ERY ERY ERY ERY ERY ERY ERY ERY ERY TET Tetrmeycline
32 2] 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 a 16 FFH Flarferscal
n| ERY ERY GEN GEN GEN GEMN GEN GEN GEN GEN GEMN TET MAL Malidixic Acid
32 [ 0.12 0.25 05 1 2 4 a 16 3z 0.06 TEL Telithramytin
E| TET TET TET TET TET TET TET TET TET TET FFN FFM cLl Clindarmyein
0.1% 0.25 05 1 2 4 a 16 a2 [ 0.03 0.06 POS Prositie Coriral
F FFN FFN FFM FFM FFN FFN FFN FFM FFN FFN MAL MAL
0.1 0.25 0.5 1 2 4 a 16 32 [ 4 8
5 MAL MNAL MAL TEL TEL TEL TEL TEL TEL TEL TEL TEL
16 32 2] 0015 0.03 0.06 0.12 0.25 05 1 2 4
H| TEL CLI cu cu cu CLI CLI cu cu CLI CLI POS
a 0.03 0.06 0.12 0.25 0.5 1 2 4 a 16
(Thermo scientific 2016)
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