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RESUMEN

En la actualidad se ha identificado un gran nimero de enfermedades emergentes que afectan al
consumidor, la mayoria son de etiologia infecciosa y en gran parte son de origen zoonotico, la
especie Arcobacter requiere de especial interés y esta considerada como patdégeno emergente,
su principal fuente de contagio son alimentos de origen animal que no hayan sido
adecuadamente tratados. El objetivo de este estudio fue identificar la prevalencia de Arcobacter
spp en leche cruda. Se recolectaron 50 muestras de leche de vaca durante dos meses, de
proveedores de la ciudad de Loja y Zamora Chinchipe. De las cepas aisladas y los controles
positivos se realizé la extraccion del ADN mediante Multiplex-PCR se identificd Unicamente a
Arcobacter butzleri 18%. Los resultados de susceptibilidad antimicrobiana mostraron resistencia
a: acido nalidixico 100%, tetraciclina 77.78%, ampicilina 44,45%, ciprofloxaciona 44,45%,
eritromicina 33,33% mientras que para gentamicina presento 100% de susceptibilidad. Los
resultados obtenidos en la presente investigacion proporcionaron informacién sobre los riesgos
para la salud asociados con el consumo de materias primas crudas y expresan elevadas tasas

de resistencia a antibiéticos de uso comUn a nivel veterinario.

Palabras claves: Arcobacter spp, prevalencia, susceptibilidad. A. butzleri



ABSTRACT

Currently a large number of emerging diseases affecting the consumer have been identified,
most are of infectious etiology and are largely of zoonotic origin, the species Arcobacter requires
special interest and is considered as an emerging pathogen, its main source of contagion are
foods of animal origin that have not been adequately treated. The objective of this study was to
identify the prevalence of Arcobacter spp in raw milk. Fifty samples of cow's milk were collected
during two months from suppliers in the city of Loja and Zamora Chinchipe. The DNA extraction
was performed by means of Multiplex-PCR, only Arcobacter butzleri 18% was identified. The
results of antimicrobial susceptibility showed resistance to: nalidixico acid 100%, tetracycline
77.78%, ampicillin 44.45%, ciprofloxaciona 44.45%, erythromycin 33.33% while for gentamicin
present 100% susceptibility. The results obtained in the present investigation provided
information on the health risks associated with the consumption of raw raw materials and

expressed high rates of resistance to antibiotics commonly used at the veterinary level.

Key words: Arcobacter spp, prevalence, susceptibility, A. butzleri



INTRODUCCION

En la actualidad se han identificado gran nimero de enfermedades emergentes que afectan al
ser humano, la mayoria de las cuales son de origen infeccioso e incluyen enfermedades
bacterianas, virales, parasitarias, entre otras. Muchas de éstas son de origen zoondético, tal es el
caso de algunas especies de Arcobacter, actualmente consideradas bacterias emergentes y

también asociadas y de creciente importancia en salud publica (Calvo et al. 2013).

El incremento en los datos de prevalencia e incidencia de casos asociados a esta sugiere que la
infeccion en humanos y animales ha sido subestimada, debido a la carencia de conocimientos
al respecto y de un protocolo estandar, universalmente aceptada, para el aislamiento primario

de este organismo y al uso correcto de métodos y técnicas de identificacién (Calvo et al. (2013).

El incremento en el hallazgo de Arcobacter en alimentos derivados de animales, hace que
aumente la preocupaciéon en materia de salud publica, ya que aun se conoce muy poco del
potencial patogénico de las especies Arcobacter y los pocos estudios que se han llevado a
cabo, muestran una gran cantidad de especies hospederas y rutas de transmisién (Calvo et al.
2013).

(Zerpa et al. 2013) manifiesta que los reservorios naturales del género Arcobacter descritos son
el tracto intestinal de humanos y animales, 6rganos reproductores de animales, depésitos de
agua, alcantarillado y plantas de ambiente salino. En la literatura médica se ha informado su
aislamiento de heces de humanos y de diversos mamiferos y aves. A. cryoaerophilus ha sido
aislado de pacientes con bacteriemia. Asi mismo, A. butzleri ha sido encontrado en carne de

ganado por varios métodos de aislamiento y en casos de adultos con diarrea crénica.

Los Arcobacter pueden transmitirse a seres humanos por medio del consumo de alimentos

crudos o mal cocinados de origen animal (Yesilmen et al. 2014).

(Yesilmen et al. 2014) indica que las tres que han sido aisladas por el hombre, A. butzleri y A.
cryaerophilus, producen bacteriemia, peritonitis, apendicitis, enteritis y diarrea; A. skirrowii fue
asociada a un caso de diarrea crénica en adulto. A. nitrofigilis es fijadora de nitrégeno y ha sido
aislada en asociacion con las raices de plantas originarias de pantanos salinos, de las especies
que han sido aisladas del hombre (A. butzleri, A. cryaerophilus y A. skirrowii), también han sido
aisladas de fetos abortados de porcinos, bovinos, ovinos y equinos, del lavado prepucial de
bovinos, de leche de vacas con mastitis, de Utero y oviducto de puercas con problemas

reproductivos.



(Yesilmen et al. 2014) manifiesta que también han sido aisladas a partir de materia fecal de

bovinos, porcinos, ovinos y equinos, por lo que se reconoce su caracter zoonético.

(Rivera. 2015) indica que los sintomas causados en humanos son diarreas persistentes y
acuosas, dolor abdominal, nauseas y vomitos o fiebre, una diarrea acuosa y persistente es

asociada con A. butzleri, mientras que A. skirrowii se relaciona mas con gastroenteritis.

La enteritis causada por Arcobacter en la mayoria de casos no tienen consecuencias, no
obstante, esto variara segun la severidad, la prolongacién de los sintomas y el estado del
sistema inmunoldgico del paciente. Es por eso que A. butzleri ha sido considerado como un
peligro grave para la salud humana por la Comision Internacional de Especificaciones

Microbioldgicas para los Alimentos (Collado et al. 2011a).

El trabajo se presenta en 3 capitulos en el primero se realiza una revision bibliografica de las
enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA), la bacteria Arcobacter sus fuentes de
transmisién, grupos y deteccién. En el segundo capitulo se describe la metodologia desde la
recoleccion, preparacion de las muestras, incluye el enriquecimiento, aislamiento, identificacion
bioguimica, resistencia a antibiéticos y técnica multiplex PCR para identificacién de especies de
Arcobacter. Finalmente, en el tercer capitulo se expone resultados y discusion, conclusiones y

recomendaciones.

El trabajo se desarroll6 con la obtencion de las muestras de leche cruda recolectadas de la
ciudad de Loja y Zamora Chinchipe, se procesaron las muestras con métodos de aislamiento y
deteccién. Para la obtencién de cepas de Arcobacter se utilizé el método de filtracién utilizando
un filtro de triacetato de celulosa de 47 mm de didmetro en agar sangre enrigquecida con
extracto de levadura. En los resultados de la investigacion se aisld la especie Arcobacter
buztleri representando el 18% de muestras positivas. La susceptibilidad microbiana dié como
resultado mayor resistencia a acido nalidixico con un 100%, tetraciclina 77.78%, ampicilina y

ciprofloxacina 44.45% respectivamente.
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1.1 Enfermedades trasmitidas por los alimentos (ETA).

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son definidas como “Sindromes originados
por la ingestion de alimentos y/o agua, que contengan agentes etioldgicos en cantidades tales,
gque afecten la salud del consumidor a nivel individual o grupos de poblacién” (Delgado et al.
2003).

Hasta la fecha se han descrito mas de 250 ETA, la mayoria son infecciones ocasionadas por
distintas bacterias, virus y parasitos. Entre las bacterias cominmente reconocidas como
causantes de ETA se encuentran especies de los géneros Campylobacter y Salmonella, asi
como la cepa 0O157:H7 de la enterobacteria Escherichia coli. A largo plazo, algunas de estas
enfermedades pueden conducir a otros padecimientos; por ejemplo, es posible que una
infeccién con la cepa 0157:H7 de E. coli provoque el sindrome hemolitico urémico (SHU) con

secuelas de insuficiencia renal crénica (Gonzalez et al. 2005).

Las ETA constituyen un importante problema de salud publica debido al incremento en su
ocurrencia, el surgimiento de nuevas formas de transmision, la aparicion de grupos
poblacionales vulnerables, el aumento de la resistencia de los patdgenos a los compuestos
antimicrobianos y el impacto socioeconOmico que ocasionan. La incidencia de estas
enfermedades es un indicador directo de la calidad higiénico-sanitaria de los alimentos, y se ha
demostrado que la contaminacion de éstos puede ocurrir durante su procesamiento o por el
empleo de materia prima contaminada, pues algunas bacterias patdgenas para el hombre

forman parte de la flora normal de aves, cerdos y ganado (Gonzalez et al. 2005).

1.1.1 Infeccién alimentaria.

(Kopper et al. 2009) comenta que en los paises en vias de desarrollo es frecuente la incidencia
de diversas enfermedades causadas por la ingesta de alimentos que no retnen la calidad e
inocuidad apropiadas. Esta situacion prevalece desde la cosecha del alimento hasta el consumo
del producto ya que esta sujeto a una serie de exposiciones y operaciones que, sin control
adecuado, pueden convertir al alimento en un elemento altamente nocivo y de riesgo para la
salud. Esto puede ocurrir en los alimentos de consumo popular, como en la venta de alimentos
en las calles o negocios publicos, asi como también a nivel de la preparacion de los alimentos
en el hogar. Es evidente que hay una gran incidencia de enfermedades parasitarias, infecciones
6



e intoxicaciones gastrointestinales que afectan la salud publica y consecuentemente inciden
adversamente en la economia nacional. A veces estas enfermedades originadas por los
alimentos se vuelven endémicas ocasionando incluso la muerte entre los grupos mas
vulnerables de la sociedad.

1.2 Clasificacion taxonémica.

Hasta la actualidad como observamos en la Tabla 1, segun la ultima clasificacion descrita en el
Bergey's Manual of Systematic Bacteriology (2012) el género Arcobacter forma parte de la
familia Campylobacteraceae que junto con las familias Helicobacteraceae, Hydrogenimonaceae

conforman el orden Campylobacterales de las Epsilonproteobacterias (Bayas, 2016)

Tabla 1. Clasificacion Taxonomica de Arcobacter spp.

Dominio Bacteria

Phylum BXII Proteobacteria

Clase V Epsilonproteobacteria
Orden | Campylobacterales
Familia | Campylobacteraceae
Género | Arcobacter

Género I Campylobacter
Género Il Sulfurospirillum

Fuente: (Bayas, 2016)
Elaboracién: Autor

1.3 Familia Campylobactereace

La Familia Campylobactereace comprende los géneros Campylobacter y Arcobacter, los cuales
agrupan bacilos Gram negativos curvos, de caracter zoon6tico, con amplia distribuciéon en la
naturaleza, reconociendo como reservorio natural a una gran variedad de aves y mamiferos
(Fernandez et al. 2007). La transmision de estas bacterias al ser humano se realiza por via fecal
oral a través del consumo de agua o alimentos de origen animal contaminados, o bien, por

contacto con animales reservorios (Fernandez et al. 2007).



Dentro de sus caracteristicas y por las cuales se diferencia del género Campylobacter se
encuentra el que puede crecer en un rango de temperaturas que oscila entre los 15 - 42°C, en
condiciones aerobias o0 anaerobias. Sin embargo, el crecimiento éptimo en el aislamiento ocurre
bajo condiciones de microaerofilia (3-10 % O2) y no requiere hidrégeno para su crecimiento. Su
temperatura a la cual un 50% del ADN-ARNTr hibrido es desnaturalizado es, en promedio, de
66°C y poseen un contenido G + C entre un 27% y un 30% mol. (Calvo et al. 2013), en la Tabla
2, se muestra los diferentes géneros y especies de Arcobacter de importancia clinica,
responsables de causar diversas patologias en el ser humano.

Tabla 2. Especies y géneros de Arcobacter.

Género Origen

A. anaerophilus Sedimentos estuarios

A.arquimarinus Agua de rio

A.bivalviorum Mejillones

A.butzleri Heces de humano

A.cibarius Carne de pollo

A.cloacae Residuos urbanos

A.cryaerophilus Fetos bovinos

A.defivuit Aguas residuales

A.ebronensis Mejillones

A.halophilus Laguna hipersalina

A.lanthieri Cerdo vy estiércol de
ganado lechero

A.nitrofigitis Raices de  spartina
alterniflora

A.skirrowi Heces de bovino

A.suis Heces de cerdo

A.thereius Abortos de porcionos vy
cloacas de pato

A.trophiarum Heces de cerdo de
engorde y abortados

Fuente: (Ramees et al., 2017)
Elaborado: Autor

1.4 Grupo Arcobacter

(Ramees et al. 2017) ha manifestado que en los ultimos afios, Arcobacter spp. ha sido
identificado como un patégeno emergente zoonético en todo el mundo y la Internacional
Comision de Especificaciones Microbiolégicas para Foods (ICMSF) lo ha clasificado como un
serio peligro para la salud humana. Fue aislado por primera vez y descrito a partir de tejidos

fetales bovinos abortados (Ellis et al. 1977) y mas tarde de fetos porcinos (Ellis et al. 1977);
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(Neill et al. 1978); (Aydin et al. 2007); (Rasmussen et al. 2013). Estas especies estan implicadas
como agentes causantes de diarrea, mastitis y aborto en animales, mientras que en humanos
causan bacteriemia, endocarditis, peritonitis, gastroenteritis y diarrea (Jiang et al. 2010);
(Figueras et al. 2014);(Ferreira et al. 2016).

(Fernandez et al. 2007) nos comenta que el género Arcobacter ha sido aislado a partir de
ganado vacuno, porcino, ovino, caprino, en pollo y otras aves de corral, como también en fetos
de abortos porcinos y bovinos, productos cérnicos, moluscos y leche y otros han sido aisladas
en superficies de plantas procesadoras de carne, de agua potable, de alcantarillas, agua de rio
y de mar.

El género Arcobacter comprende 22 especies, de ellas cuatro: Arcobacter butzleri, A.
cryaerophilus, A. skirrowiiy A. thereius han sido aisladas de cuadros infecciosos del ser
humano, particularmente de cuadros entéricos, siendo A. butzleri la especie mas
frecuentemente aislada, tanto de procesos infecciosos, como de reservorios, de muestras

ambientales y de alimentos de origen animal (Fernandez et al. 2016).

1.4.1. Arcobacter butzleri.

Inicialmente fue aislada de muestras humanas y de animales con diarrea. Las infecciones
causadas por esta bacteria se caracterizan por una diarrea acuosa con dolor abdominal,
nausea, vomito y en algunas ocasiones también se presentan casos con fiebre, lo cual

contrasta con la diarrea sanguinolenta asociada a C. jejuni (Calvo et al. 2013).

A butzleri es un bacilo gramnegativo, no esporulado, de morfologia ligeramente curva, helicoidal
o en forma de S italica que mide entre 0,2 y 0,4 um de ancho y 1 a 3,0 ym de largo. Presenta
una motilidad caracteristica con giros sobre su propio eje, descrita como “en sacacorchos”.
Crece bien, a temperatura 6ptima de 25 a 30° C, en medios con sangre, formando colonias no
pigmentadas, redondas, convexas y de bordes netos, traslicidas o de un ligero tinte

blanquecino o grisdceo (Fernandez et al. 2016).

(Fernandez et al. 2016). Nos recalca que la identificacion fenotipica de A. butzleri es dificultosa
debido a su escasa actividad metabdlica y las pocas pruebas que se pueden utilizar, a su vez,

no dan resultados bien definidos y pueden conducir a resultados erréneos.



1.4.2 Arcobacter cryaerophilus.

A. cryaerophilus es la especie de Arcobacter predominantemente asociada a casos de aborto
en animales. Se ha aislado también de pacientes con cancer, fallo renal y hasta en pacientes
con hiperuricemia y alcoholismo. También se ha aislado en Suiza a partir de muestras de heces

de trabajadores de mataderos, sin sintomas de infeccion (Fernandez et al. 2007).

1.4.3 Arcobacter skirrowii.

Esta especie de Arcobacter fue inicialmente aislada de muestras de heces de ovejas con
diarrea, productos de abortos en cerdos, fetos bovinos y ovinos, ademas de encontrarlo en
prepucio de toros. Ha sido asociada a pacientes ancianos con diarreas crénicas y en algunas

ocasiones con gastroenteritis, tanto en adultos como en nifios (Calvo et al. 2013).

1.4.4 Arcobacter thereius.

Se ha recuperado de higados y rifiones de cerdos con abortos espontaneos y en muestras de

las cloacas de patos (Calvo et al. 2013).

1.5 Vias de trasmision.

(Fernandez et al. 2007) indica que la transmisién de estas bacterias al ser humano se realiza
por via fecal oral a través del consumo de agua o alimentos de origen animal contaminados, o

bien, por contacto con animales reservorios (Wesley et al. 2000).

(Calvo et al. 2013) Indica que el género Arcobacter ha sido aislado a partir de ganado vacuno,
porcino, ovino, caprino, en pollo y otras aves de corral, como también en fetos de abortos
porcinos y bovinos, productos carnicos, moluscos y leche, ademas sefiala que los miembros de
género Arcobacter no son parte de la flora intestinal y el humano se puede infectar por la
presencia de este organismo en alimentos de origen animal o en agua, entre otras vias de

transmision que aun no estan bien definidas.

Segun (De Smet et al. 2011) las rutas de infeccion aun no estan claras, pero se supone

provienen de alimentos y agua, contacto con mascotas infectadas y la transmision de persona a
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persona también se ha identificado como rutas potenciales de infeccion humana (Fera et al.
2009); (Houf et al. 2008); (Petersen et al. 2007) ; (Vandamme et al. 1992).

(Yesilmen et al. 2014) sefiala que el género Arcobacter podrian transmitirse a los humanos con
consumo y manipulacion de alimentos crudos o poco cocinados de origen animal (Giacometti et
al. 2014); (Shah et al. 2012); (Van Driessche et al. 2005).

1.5.1 Transmision por agua.

(Bayas 2016) argumenta que las aguas de mar son consideradas el habitat natural para muchas
especies del género Arcobacter, y el hecho de que en los Ultimos afios un gran namero de
nuevas especies hayan sido aisladas inicialmente de moluscos, probablemente se deba a que
éstos son grandes filtradores de agua (Levican et al. 2012); (Levican et al. 2013); (Levican et al.
2015).

El agua residual también ha sido propuesta como otro reservorio importante de este género. De
hecho, las aguas residuales han dado origen al descubrimiento de nuevas especies, como A.
defluvii en 2011 y A. faecis en 2015 ; (Collado et al. 2011); (Whiteduck et al. 2016).

Estudios de prevalencia de Arcobacter han revelado la presencia de este microorganismo en
aguas subterraneas, residuales, de rios, lagos y mares (Rice et al. 1999); (Moreno et al. 2003);
(Fera et al. 2004); (Morita et al. 2004).

1.5.2 Transmisién por contacto con animales.

(Zihomara, 2011) indica que el hecho de que especies del género Arcobacter se hallan aislados
de muestras fecales y fluido oral de animales domésticos como perros y gatos, sugiere que
estos podrian ser una importante ruta de difusion de Arcobacter al ambiente y al ser humano
(Fera et al. 2009); (Fernandez et al. 2007).

(Calvo et al. 2013) manifiesta que Arcobacter spp. Es frecuentemente aislado en muestras de
origen animal, tales como pollo, cerdo, res y ovejas, la mayor incidencia se encuentra en pollos,
seguida de cerdos y luego res. La alta prevalencia de Arcobacter en los tractos intestinales y

muestras fecales de los animales de granja y en muchos productos de carne apoya la hipotesis
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de que los alimentos son una de sus principales rutas de transmisién, planteando que el mal
manejo de los alimentos crudos o el consumo de alimentos mal cocidos contaminados de origen
animal como carne, leche, mariscos o comida marina son la via mas probable de transmision de

Arcobacter. Asi cdmo podemos observar en la Tabla 3.

Tabla 3. Prevalencia de Arcobacter spp. en Aves, Mamiferos, Peces y Mariscos

ESPECIES DE ARCOBACTER
Animales N TOTAL A. butzleri A. skirrowi
Aves
Pollos 61 8 (13,1%) 7 (11,5%) 1(1,6%)
Patos 92 11 (12,0%) 9(9,8%) 2 (2,2%)
Mamiferos
Bovinos 72 18 (25,0%) 16 (22,2%) 2 (2,8%)
Porcinos 96 28(29,2%) 25 (26,0%) 3 (3,1%)
Peces
Jurel 30 3 (10.0%) 3 (10,0%) -
Lisa 30 2 (6,6%) 2 (6,6%) -
Carajito 30 2 (6,6%) 2 (6,6%) -
Mariscos
Choro 50 12 (24%) 10 (20,0%) 2 (4,0%)
Langostino 50 11 (22%) 11 (22,0%) -

Fuente: (Zerpa et al., 2013)
Elaborado: Autor

1.5.3 Transmision persona a persona.

Se ha sugerido que se podrian dar las condiciones para la transmisién de Arcobacter desde una
persona infectada a otra, debido al reporte de un par de casos clinicos especificos (Vandamme
et al. 1993);(On, Stace et al. 1995). En el primer caso, ocurrido en ltalia, todas las cepas
aisladas de los 10 pacientes afectados mostraron el mismo fenotipo y genotipo (Vandamme et
al. 1992); (1993) y el segundo caso hace referencia a un recién nacido presumiblemente
infectado a través de la placenta (On et al. 1995), en ambos casos clinicos la especie aislada
fue A. butzleri (Zihomara, 2011).

1.6 Reservorio.
Los reservorios naturales del género Arcobacter descritos son el tracto intestinal de humanos y

animales, érganos reproductores de animales, depoésitos de agua, alcantarillado y plantas de
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ambiente salino en la literatura médica se ha informado su aislamiento de heces de humanos y

de diversos mamiferos y aves (Zerpa et al. 2013).

1.7 Patogenidad y factores de virulencia del Genero Arcobacter

Arcobacter, actualmente catalogadas bacterias emergentes y, también, asociadas a transmision
alimentaria y de creciente importancia en salud publica. El incremento en los datos de
prevalencia e incidencia de casos asociados a esta sugiere que la infeccion en humanos y
animales ha sido subestimada, debido a la carencia de conocimientos al respecto y de un
protocolo estandar, universalmente aceptado, para el aislamiento primario de este organismo y

al uso de correctos métodos y técnicas de identificacion (Calvo et al. (2013).

En un reciente estudio desarrollado por (Karadas et al. 2016), en el que se comparaba la
patogenicidad de cepas de humanos con las aisladas de porcino, los autores demostraron que
A. butzleri se adhiere e invade lineas celulares humanas de diferentes origenes, tales como las
células del colon HT-29/B6 (Karadas et al. 2016).

(Bayas, 2016) nos indica que, A. butzleri est4 asociado con enfermedades humanas, muy poco
se conoce sobre cual es el rol que juegan en la infeccion las caracteristicas del hospedador,
incluyendo edad, sexo y estado inmunolégico, pero al igual que con otros patégenos, se estima

gue son factores predisponentes, que facilitan o propician la infeccion (Fera et al. 2010).

(Zihomara, 2011) aclara que los mecanismos por los cuales A. butzleri induce diarrea han sido
investigados en células epiteliales de colon humano (HT-29/B6), indicando que se produce dafio
en la barrera epitelial por una reduccion en la expresiéon de las proteinas Claudina-1, -5 y -8 asi
como la induccién de apoptosis epitelial dando lugar a la produccion de diarrea (Blcker et al.
2009).

Ademas, se ha observado produccion de respuesta pro inflamatoria inducida por la expresion
de Interleuquina-8 en células epiteliales al ser enfrentadas a A. butzleri, A. cryaerophilus, A.
skirrowii y A. cibarius (Ho et al. 2007). La Figura 1 resume los mecanismos de virulencia

descritos para las especies patogenas del género Arcobacter.
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e Increase paracellular
flammation transport

Figura 1. Mecanismos de virulencia descritos para Arcobacter.
Fuente: (Collado Y Figueras 2011a)
Elaboracién: (Collado Y Figueras 2011a)

1.8 Aislamiento y deteccion de Arcobacter spp.

(Zihomara, 2011) nos manifiesta que a pesar de que se han utilizado varios medios de cultivo y
diversos procedimientos para aislar Arcobacter de diferentes tipos de muestras, hasta ahora no
ha sido propuesto un método 6ptimo para todas las especies del género (Collado et al. 2011a).
Los procedimientos mas comunes para el aislamiento de Arcobacter constan de una etapa de
enriguecimiento en un medio selectivo y una posterior filtracion del medio de cultivo sobre agar
sangre, sin embargo se ha planteado que la etapa de enriquecimiento reduce la diversidad de
especies Arcobacter y favorece la deteccién de especies con crecimiento mas rapido como A.
butzleri (Collado et al. 2011a).

1.8.1 Identificacion.

(Zihomara, 2011) nos dice que la identificacion fenotipica de las especies del género Arcobacter
resulta confusa y cuestionable debido a varias razones, entre ellas, el hecho que Arcobacter
presenta caracteristicas morfolégicas muy parecidas a Campylobacter, ademas éstos
microorganismos no utilizan carbohidratos por lo cual se reducen los test bioquimicos de utilidad
en taxonomia y también debido a que algunos aislamientos presentan reacciones atipicas en

los escasos test disponibles (Atabay et al. 2006). Es por esto, que han sido desarrollados varios
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métodos moleculares para la identificacién a nivel de género y especie (Collado et al. 2008),
aungue ninguno de estos permite la identificacion de las 12 especies actualmente aceptadas en

el género.

1.9 Resistencia a Antibioticos.

(Calvo et al. 2013) menciona la mayoria de los casos de enteritis causada por Arcobacter son
auto limitadas y no requieren de terapia antimicrobiana, aunque la severidad y prolongacion de
los sintomas pueden justificar la antibioticoterapia. Para el caso de Arcobacter no se han
estandarizado los test de susceptibilidad y se han ensayado E-test, dilucion en agar, difusién en
agar por discos, métodos de micro dilucion en caldo, los cuales han revelado que algunas
cepas de A Dbutzleri son resistentes a la clindamicina, azitromicina, ciprofloxacina,

metronidazole, carbenicillina, a la cefoperazona, al cloranfenicol y ampicilina.

(Calvo et al. 2013) menciona que el tratamiento con fluoroquinolonas y tetraciclina se ha
propuesto para el tratamiento de las infecciones por Arcobacter tanto en animales como en

humanos ya que estos presentan una buena actividad contra las cepas de Arcobacter.

1.9.1 Mecanismo de Resistencia.

Las quinolonas son un grupo importante de antibidticos bactericidas que actdan al inhibir las
topoisomerasas bacterianas tipo Il. Una de las primeras quinolonas en uso clinico es el acido

nalidixico (Alvarez et al. 2015).

(Alvarez et al. 2015) indica que las bacterias tipicamente desarrollan resistencia a las
quinolonas a través de mutaciones cromosomicas en los genes que codifican las
topoisomerasas Il 0 a través de alteraciones en la expresién de porinas de membrana y bombas
de expulsion de farmacos que determinan la concentracion del farmaco en el interior de la
bacteria. Son poco comunes los efectos secundarios pero incluyen nauseas vémito, diarrea y

rara vez tendinitis, rotura de tendén y neuropatia periférica.

(Alvarez et al. 2015) menciona que la reduccion de la concentracion intracelular de quinolonas
se da principalmente por dos mecanismos; pasivamente, mediante reduccién de la
permeabilidad por "downregulation" de proteinas extra-membranales que forman canales y

activamente, mediante sobreexpresion de sistemas de eflujo multidroga pertenecientes a la
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superfamilia de division de resistencia-nodulacién (DRN), AcrAB-TolC*. Estos ultimos reducen
la acumulacién de quinolonas en el citoplasma, proporcionando el tiempo suficiente para que la

bacteria se adapte y adquiera resistencia.

1.9.2 Técnica Molecular de Identificacion de Especies de Arcobacter

(Valcércel, 2014) nos comenta que las técnicas estdn basadas en el andlisis del ADN gendmico
bacteriano. Son especialmente interesantes en la deteccion e identificacién de microorganismos
muy sensibles a las condiciones ambientales o a la presencia de microbiota competitiva, o de
dificil cultivo. Estas técnicas no dependen de la expresién fenotipica, por lo que los resultados
obtenidos son consistentes y reproducibles. Como presentan una gran sensibilidad a
variaciones minimas en las secuencias de nucledtidos, constituyen métodos precisos de
identificacion bacteriana. Entre los métodos moleculares existentes estarian las sondas de
acidos nucleicos y la PCR. Recientemente se han desarrollado modificaciones de la técnica
PCR, de las cuales, las principales adaptaciones al protocolo basico de PCR serian RT-PCR,
Nested PCR, Multiplex PCR, PCR cuantitativa y PCR in situ (Vilchez et al. 2009).

1.9.2.1 Reaccién en la cadena de la polimerasa (PCR).

(Tamay et al. 2013) nos explica la reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion in vitro
que amplifica una secuencia especifica de ADN. Para ello, la reaccién aprovecha la actividad
de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar naturalmente el ADN en las
células.

La PCR se lleva a cabo en tres pasos: desnaturalizacion, va a permitir la separaciéon de dos
hebras de ADN; hibridacién en el cual los primers se alinean al extremo 3’ del ADN y se forman
complejo templado- primer; Extension, aqui la Taqg actla sobre el complejo agregado dNTPs

complementarios para crear cadenas de ADN (Tamay et al. 2013).

1.9.2.3 Multiplex-PCR.

Es uno de los métodos mas utilizados en la actualidad y fue desarrollado por Houf et al. (2000)
donde se disefiaron cinco cebadores dirigidos a los genes ARN 16S Y 23S para la identificacion
de A. butzleri, A. cryaerophilus y A. skirrowi.

Douidah et al. (2010), Realizaron una multiplex- PCR con cinco cebadores dirigidas hacia el gen

23S ARNr para A. butzleri, A. skirrowi, A. thereius y A. cibarius y dos cebadores dirigidos hacia
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el gen gryA para A. cryaerophilus, siendo una herramienta Util y precisa para la identificacion a
nivel de especies de estos patdgenos emergentes, ademas el tamafio de los fragmentos
generados difieren significativamente uno del otro (Tabla 4).

Tabla Nro. 4 Identificacion de especies de Arcobacter mediante Multiplex-PCR

Especie Gen Tamarno del Producto (pb)
A. butzleri 23S ARNr 2061
A. thereius 23S ARNr 1590
A. cibarius 23S ARNr 1125
A. cryaerophilus GyrasA 396
A. skirrowi 23S ARNr 198

Fuente: (Douidah et al., 2010)
Elaboracién: Autor
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2.1 Muestras.

Para el estudio se trabajé con muestras de leche cruda provenientes de los acopios de las
ciudades de Loja y Zamora Chinchipe; transportadas en tanques refrigerados de acero
inoxidable de la empresa Ecolac. EI muestreo se realiz6 en meses de pocas lluvias con

temperaturas entre 18°C a 23°C.

Las muestras fueron recolectadas durante los meses de mayo y abril de 2017 en recipientes
estériles y transportadas al Laboratorio de Microbiologia de Investigacion de la Seccién de
Genética Humana, Microbiologia y Bioquimica Clinica de la Universidad Técnica Particular de

Loja.

2.2 Preparacion de la unidad de muestra.

Las muestras fueron almacenadas en refrigeracion con el fin de que no haya una alteracién de
los resultados. Se tom6 una alicuota de 12.5 ml de leche y se mezclé en 112,5 ml de caldo
Arcobacter suplementadas con mezcla de antibiético cefoperazona-anfotericina-teicoplanina
(CAT). De la solucion anterior se tom6 1ml y se lo deposité en un tubo que contenia 9 ml de

caldo Arcobacter modificado, con extracto de levadura al 1% y sangre al 5% (Figura 2).

2.3 Identificacion fenotipica de Arcobacter

2.3.1 Aislamiento y deteccién.

Las muestras sembradas en el medio de transporte fueron incubadas a 30°C durante 72 horas
en aerobiosis. Pasado este tiempo fueron filtradas (filtro de membrana de triacetato de celulosa
de 47mm), en Agar Sangre enriquecido con extracto de levadura (Anexo 1), se procedi6 a

incubar por 48 a 72 horas a 30°C en aerobiosis. (Figura 2).
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Aislamiento y Deteccion de Arcobacter en Leche Cruda

Leche cruda

=

Pasado las 48 h
Filtrar con medio
selectivo.

Vortex por 5 min

Transferir 1 ml Incubar por 48 h

Caldo de

enriquecimiento 9 ml de caldo de

enriguecimiento

Tomar 20ul y colocar en el

filtro y dejar reposar por una Incubar por 48 horas

hora
L
Agar sangre con filtro de
Tubo con muestra membrana o
. 30°C
incubada

Si el crecimiento es puro se
realiza las pruebas
bioguimicas.

Verificamos si hay ‘ |
crecimiento

Figura 2. Técnica de aislamiento de Arcobacter.
Fuente: Autor
Elaboracion: Autor

2.3.2 Identificacion Morfologica.

Se catalog6é como colonias sospechosas aquellas que pasaron por el filtro y presentaron
caracteristicas tipicas del género: colonias pequefias, brillantes, de bordes lisos y con un olor
caracteristico. Se tomaron colonias aisladas y se realiz6 la tincion de Gram modificada y tincion
de Hucker, y se los consider6 como presuntivos de Arcobacter aquellos que presentaron bacilos

curvos en forma de “S” italica, y Gram negativos de color morado respectivamente. (Anexo 2).
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Se emplearon cepas control donadas por la Universidad Austral de Chile.

2.3.3 Identificacion bioquimica
Para las cepas presuntivas de Arcobacter se les realizo las diferentes pruebas:

Tabla Nro. 5 Identificaciéon presuntiva de Arcobacter

Positiva Negativa Positiva Negativa
Color Color Palido
Morado
Oxidasa X
Catalasa X
Hipurato X

Fuente: (Autor)
Elaboracién: Autor

e Las cepas confirmadas de Arcobacter se procedié a crioconservar, en glicerol y en
dimetil sulfoxido (DMSO) al 10%, en el — 80 °C. (Anexo 4)

2.4 ldentificacién molecular o genotipica

Los cultivos puros de las cepas aisladas y los controles positivos se realizé la extraccion del
ADN mediante el uso del kit de purificacion de ADN Genomico Wizard Promega (Anexo 5). El
ADN obtenido fue conservado a — 80°C.

2.4.1. Multiplex-PCR.

Las cepas de Arcobacter se analizaron para determinar las especies, por medio de la técnica
Multiplex PCR descrita por Douidah et al. (2010). Se trabaj6é con un volumen final de reaccion
de 25 ul (Anexo 6). Se emple6 5ul de ADN, 5X Green GoTag Buffer, 10Mm dNTPs, 25Mm
MgCl2, 5ul GoTaq flexi ADN polimerasa (Promega). Para la identificacion a nivel de especie se
amplificaron fragmentos del gen 23S ARNr y del gen Gyrasa A, para ello se us6 cebadores a

una concentracién de 5um (Invitrogen) detallados en la Tabla 6.

21



Tabla 6. Identificacion de especies de Arcobacter.

Especie Cebador Gen Ta(r;s;o Secuencia
. ArcoF 5-GCYAGAGGAAGAGAAATCAA-3’
A. butzleri 23S ARNr 2061
ButR 5-TCCTGATACAAGATAATTGTACG-3
. ArcoF 5-GCYAGAGGAAGAGAAATCAA-3’
A. thereius 23S ARNr 1590
TherR 5 GCAACCTCTTTGGCTTACGAA-3
. ) ArcoF 5-GCYAGAGGAAGAGAAATCAA-3’
A. cibarius 23S ARNr 1125
CibR 5-CGAACAGGATTCTCACCTGT-3
) GyrasF 5-AGAACATCACTAAATGAGTTCTCT-3
A. cryaerophilus Gyrasa A 395
GyrasR 5-CCAACAATATTTCCAGTYTTTGGT-3’
. " ArcoF 5-GCYAGAGGAAGAGAAATCAA-3
A. skirrowii 23S ARNr 198
SkiR 5-TCAGGATACCATTAAAGTTATTGATG-3

Fuente: (Douidah et al., 2010).
Elaboracién: Autor.

La amplificacibn de los genes se realizO mediante una multiplex- PCR touchdown,
disminuyendo 0.5 °C cada ciclo (Tabla 7). Los amplicones generados fueron detectados en un
gel de agarosa Ultrapura (Invitrogen) al 2% con condiciones de corrida de 120 V, 60 min, 300
mA; usandose un peso molecular de 100 pb (Promega) (Anexo 7). Las bandas se visualizaron
en un tras luminador UV Enduro GDSTOUCH Labnet.

Tabla 7. Condiciones de la multiplex-PCR touchdown

Etapa Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min. 1
Desnaturalizacion 95 45 seg.

Anillamiento 61 45 seg. 8
Extensién 72 2 min.
Desnaturalizacion 95 45 seg.
Anillamiento 56 45 seg. 27
Extension 72 2 min.
Extensidn final 72 10 min. 1

Fuente: Autor
Elaboracién: Autor
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2.5 Susceptibilidad antimicrobiana

2.5.1 Método de difusion en disco.

Para el método de difusion en disco se probaron 6 antibioticos: Eritromicina (E- 15ug);
Gentamicina (GM-10ug); Ciprofloxacino (CIP-5ug); Acido Nalidixico (NA-30ug); Ampicilina (AM-
10ug); Tetraciclina (TE-30ug).

Las cepas aisladas fueron sembradas en placas de Agar sangre enriquecidas con extracto de
levadura a 30°C por 48 horas, a partir de este cultivo se prepard una suspension en suero
fisiol6gico hasta una turbidez de 0.5 en la escala de McFarland. Posteriormente con un hisopo
estéril, se realiz6 la siembra sobre la placa de Agar Muller Hinton enriquecido con extracto de
levadura al 1% y sangre al 5%.

La interpretaciéon de los resultados se llevé acabo en base a las recomendaciones del comité
Europeo de Pruebas de susceptibilidad segun el (SFM y EUCAST, 2017) siguiendo los puntos
de corte para Campylobacter spp. y Enterobacterias ya que en la actualidad no se han
desarrollado puntos de corte estandarizados para la evaluacion de susceptibilidad de especies
de Arcobacter (Tabla 8).

Tabla 8. Criterios de interpretacion de susceptibilidad antimicrobiana.

Antibisticos Conc?ntracién Diametro del punto de corte (mm)

del disco (ug) Sz R<
Eritromicina 15 20 20
Gentamicina 10 17 14
Ciprofloxacina 5 26 26
Acido nalidixico 30 19 14
Ampicilina 10 14 14
Tetraciclina 30 30 30

S: sensible; R: resistente.
Fuente: SFM & EUCAST, (2017).
Elaboracion: Autor.
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CAPITULO III:

RESULTADOS Y DISCUSION
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Las especies del género Arcobacter son consideradas como patbgenos emergentes que se
transmiten por alimentos, particularmente a través de carnes inadecuadamente cocidas u otros
alimentos de origen animal contaminados con materia fecal (Tompkin et al., 2002); (Shah et al.
2011).

Los resultados obtenidos en el presente trabajo mostraron una prevalencia de Arcobacter spp.

del 18% (9/50), como observamos en la Tabla 9.

Tabla 9. Prevalencia de especies de Arcobacter en leche cruda

N NP %
Muestras positivas 9 18
Muestras negativas 41 82
Total 50 100

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

Se identific6 como A. butzleri la Unica especie aislada a partir de leche cruda de origen bovino,
(Figura 3). Estos son los primeros reportes de prevalencia de estas bacterias aisladas de leche
cruda en el Ecuador, sin embargo, en comparacion con datos registrados de otras
investigaciones llevadas a cabo en diferentes paises del mundo, las tasas de prevalencia son

diversas.

MICLECHRER L2 3 4 J5_f=22 8 0

1500 pb  |% N 0 e 0 e S e
1000 pb ;
500 pb

100 pb

Figura 3. Identificacion molecular de especies de Arcobacter mediante multiplex PCR. En muestras de
leche cruda. Electroforesis en gel de agarosa al 2% a la izquierda se muestra las bandas de los controles
positivos empleados; C1 (A. butzleri), C2 (A. skirrowi), C3 (A. cryaerophilus); los carriles del 1 al 9

corresponden a las muestras. M: marcador de peso molecular de 100 pb.

Fuente: Autor
Elaboracion: Autor
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Se muestra la amplificacién de los fragmentos esperados para la identificaciéon de A. butzleri
(2061 pb), A. therius (1590 pb), A. cryaerophilus (395 pb) y A. skirrowi (198 pb) mediante
Multiplex PCR de acuerdos los descritos por (Douidah et al. 2010)

En un estudio realizado en Brasil (Pianta et al. 2007) report6é por primera vez el aislamiento de
Arcobacter spp. en leche cruda con una frecuencia del 3%, siendo mas prevalente A.
cryaerophilus, seguida de A. butzleri. SHAH et al. (2012), en su estudio llevado a cabo en
Malaysia encontraron una prevalencia del 5.8% de Arcobacter spp. en leche de vacas
clinicamente sanas, identificando en un 60% A. butzleri, seguida de A. cryaerophilus en un 40%.
(Ertas et al. 2010) obtuvieron resultados similares, con un 6% de aislamiento de Arcobacter
spp. en leche cruda, siendo las especies detectadas A. skirrowii y A. butzleri, estos resultados

son inferiores a los encontrados en este estudio.

Datos mas recientes y superiores a los encontrados en esta investigacion fueron los obtenidos
por (Elmali et al. 2017) quienes reportaron una prevalencia del 23.9% de Arcobacter spp. en
leche cruda, no obstante, en este estudio la especie mas frecuentemente detectada fue A.
cryarophilus con un 36.3%. Giacometti et al. (2015) determinaron tasas de prevalencia del
género del 22.6%, encontrando Unicamente A. butzleri en muestras de leche asi como en los
sistemas de ordefio, también fue frecuente aislarla a partir de muestras de agua, hisopados de

las ubres y muestras fecales de los animales.

En un estudio llevado a cabo por (Scullion et al. 2006) en Irlanda del Norte, la prevalencia de
Arcobacter spp. en leche cruda local fue del 46%, los autores explican que las elevadas tasas
de aislamiento pueden deberse a la contaminacion de la leche con materia fecal presente en las
ubres de las vacas. La investigacion realizada por (Yesilmen et al. 2014), en leche de vaca,
leche de budfalo y queso fresco mostré una elevada prevalencia de estas bacterias con
porcentajes del 36%, 48% y 56% respectivamente, siendo interesante el aislamiento de 8
especies de Arcobacter diferentes, de las cuales la mas prevalente en muestras de leche de

vaca fue A. butzleri con un 38.8%.

(Ertas et al. 2010) sefiala que la contaminacion de la leche con estos patdgenos esté sujeta a

multiples fuentes y vias de transmision, el agua y los mismos animales son los principales focos

de contaminacion de la leche. Arcobacter spp. coloniza el tracto digestivo de los bovinos sin

causarle ninguna sintomatologia, no obstante expulsan en sus heces una gran cantidad de

estas bacterias, las cuales pueden llegar hasta las ubres y permanecer viables contaminando la
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leche al momento de la ordefia (Aydin et al. 2007); (Ongér et al. 2004). En el ambito industrial,
es importante considerar que la leche contaminada con Arcobacter que procedente de un solo
animal basta para contaminar todo el tanque de almacenamiento del producto (Scullion et al.
2006). Los tanques de almacenamiento de la leche se ha observado son lugares propicios para

el aislamiento de estas bacterias, con porcentajes de hasta un 80% (Giacometti et al. 2015).

Los resultados obtenidos en este trabajo referente a la presencia de A. butzleri en leche cruda,
podrian coincidir con la hipétesis que plantea un alto nivel de contaminacién fecal de la leche
(Collado et al. 2008). Es asi, que la prevalencia de Arcobacter en leche cruda esta relacionada
directamente con las condiciones higiénicas instauradas en la granja, con las fuentes de agua,
dieta de los animales, metodologia de muestreo y/o asilamiento, etc. (Ongor et al. 2004);
(Scullion et al. 2006); (Van Driessche et al. 2005); Por otro lado, se ha observado que la
distribuciéon de las especies es muy dependiente del tipo de muestra, siendo mas frecuente el
aislamiento de A. cryarophilus y A. skirrowii a partir de muestras fecales del ganado bovino,
mientras que A. butzleri tiende a ser aislada con mayor frecuencia en la leche, ubres y
maquinas de ordefio, sugiriéndose que la contaminacién de la leche proviene principalmente de
las ubres de los animales y de las maquinas empleadas (en estas Ultimas incluso a pesar de
haber sido sanitizadas) (Giacometti et al. 2015). Parece ser que A. butzleri, a diferencia del
resto de las especies del género, es afectada parcialmente por los procesos de sanitizacion, lo
gue al parecer permite la seleccion de las cepas de A. butzleri méas resistentes permitiéndoles
sobrevivir en una gran variedad de alimentos y ambientes (Giacometti et al. 2015); (Giacometti
et al. 2013); (Giacometti et al. 2014).

En la figura 4 se muestran los resultados de la evaluacién de la actividad antimicrobiana de seis
antibiéticos frente a las cepas de A. butzleri aisladas por el método de difusion en disco, del
total de aislamientos de A. butzleri se observaron mayores frecuencias de resistencia al acido
nalidixico con un 100%, seguido de tetraciclina con un 77.78%, ciprofloxacina y ampicilina con
un 44.45%. La eritromicina presentd una sensibilidad con un 33.33% de resistencia, la
gentamicina registrandose un 100%. Estos datos hacen evidente que el uso de algunos
antibiéticos en la clinica veterinaria es frecuente en nuestro medio, como es el caso de las

tetraciclinas o de las quinolonas.
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Figura 4. Actividad antimicrobiana
Fuente: Autor
Elaboracién: Autor

A pesar de que los datos sobre los perfiles de susceptibilidad de Arcobacter spp. son limitados,
especialmente en cepas procedentes de leche y productos lacteos, se cuenta con algunos
trabajos que expresan resultados dispares, probablemente sujetos a la frecuencia y forma de

uso de estos antibioticos en los paises donde se llevaron a cabo.

Similar datos a los obtenidos en esta investigacion, encontraron (Yesilmen et al. 2014) en donde
las mayores tasas de resistencia a tetraciclinas y ampicilina. En comparacioén a lo reportado por
otros autores, con tasas de sensibilidad elevadas a la tetraciclina (Zacharow et al. 2015);
(Kabeya et al. 2004); (Atabay et al. 2001), incluso mayor al 91%( Elmali et al. 2017);(Shah et al.
2012).

Se han observado elevadas tasas de resistencia al acido nalidixico (Elmali et al. 2017); (Collado
et al. 2014) ; e incluso eritromicina (Akincioglu, 2011); (Yesilmen et al. 2014); (Zacharow et al.
2015). Como se observé el antibiético mas eficiente en este trabajo fue la gentamicina, sin
embargo en otros estudios se han reportador porcentajes de hasta un 22% de resistencia para
este antibidtico (Elmali et al. 2017) manifestando una relacion directa entre el grado de uso de

estas drogas y el porcentaje de resistencia bacteriana.

El hallazgo de A. butzleri en leche cruda en este trabajo, es de gran importancia debido a que
como resultado del consumo de este alimento contaminado con Arcobacter, es posible que en
el ser humano se desarrolle una gastroenteritis entre otros sintomas (Snelling et al. 2006);

(Ertas et al. 2010). A pesar de que un proceso de pasteurizacion elimina las bacterias, sigue
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representando un riesgo de contaminacion hacia otros productos alimenticios por diferentes
vias (Scullion et al. 2006), ademas de que en nuestro medio aun se considera comun el

consumo de leche cruda especialmente en zonas rurales.

Los resultados presentados en este estudio, muestran que la leche cruda es un alimento
propenso a estar contaminado con Arcobacter spp. particularmente por A. butzleri, la cual
mostro elevadas tasas de resistencia a antibiéticos de uso comun en la clinica humana, como lo
es la tetraciclina, tendiendo como antibiético de mejor espectro la gentamicina, al mostrar tasas
de sensibilidad de un 100%.
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CONCLUSIONES

La prevalencia de Arcobacter spp. en muestras de leche cruda fue del 18%.

Se determiné que la especie de Arcobacter aislada fue la especie butzleri.

La resistencia antimicrobiana de Arcobacter spp. en leche cruda fue para acido nalixidico
100%, tetraciclina 77.78%, ampicilina 44.45%, ciprofloxacina 44.45%, eritromicina
33.33% y gentamicina 100% de sensibilidad.

Referente a la susceptibilidad antimicrobiana podemos darnos cuenta del mal manejo de
antibidticos que existe a nivel veterinario ya que el porcentaje de resistencia frente a
acido nalixidico y tetraciclina es muy alto lo cual hace evidente que no hay un manejo
adecuado. Por lo tanto al no llevar una buena administracion de antibiéticos solo peligra
la salud del consumidor ya que al momento de ingerir leche cruda puede ser
contaminado de dicha bacteria y al querer ser tratada con dichos antibi6ticos va a existir
resistencia al medicamento, dandonos como consecuencia utilizar antibiéticos mas

fuertes como es el caso de antibidticos de tercera generacion.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda analizar otros productos derivados lacteos como queso, yogurt, manjar,
bebidas lacteas y determinar la posible presencia de esta bacteria.

En cuanto al trabajo realizado se recomienda ampliar el muestreo con el fin de
determinar otras especies que podrian ser patdgenas para el hombre.

Las etapas de aislamiento directo y de enriguecimiento se las puede realizar
conjuntamente, con la finalidad de potenciar la sensibilidad y especificidad en la
determinacion de la bacteria Arcobacter spp.

No hay suficiente evidencia para la patogenicidad de otras especies (A. nitrofigilis, A.
halophilus, A. cloacae, A. bivalvorium y A. cibarius) en animales o humanos por lo que
seria recomendable estudiar estas especies y posibles fuentes de transmision.

Se recomienda utilizar el antibidtico CAT ya que se comprobd un mayor crecimiento de

bacterias del género Arcobacter spp.
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ANEXO 1: Preparacién de Medio AS2 enriquecido con extracto de levadura

Foérmula para 1000 ml

Medio base Cantidades
Caldo Nutriente N° 2 (OXOID) 25¢
Extracto de Levadura 109
Agar technical N° 2 (OXOID) 14 g
Sangre 50 ml
Agua destilada 950 ml

NOTA: Ajustar el pH del medio a 7 antes de autoclavar.

Esterilizar el medio de cultivo en autoclave a 120 °C por 15 min, dejar enfriar a temperatura de

50 °C, afadir la sangre y la mezcla por algunos segundos.

Dispensar el medio en cajas Petri estériles, dejar solidificar y almacenar en refrigeracion a 4 °C

hasta su uso.

Técnica de filtracion en membrana de triacetato de celulosa de 47 mm de didmetro (0.45um de

tamafio poro).
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ANEXO 2: Tincion de Hucker

Preparacion de 100 ml de reactivo 1 de Hucker

Reactivo 1
Cristal violeta 29
Alcohol etilico 20 ml
Oxalato de amonio 089
Agua destilada 870 ml
Reactivo 2
Oxalato de amonio 1%

1. Colocar una asada de la colonia sospechosa y fijar.
Colocar unas gotas del reactivo 1 de madera que cubra toda la muestra.

3. Agregar una gota del reactivo 2, dejar actuar la tincion por 2 min, y lavar la muestra en
agua corriente.

4. Secar las placas y observar al microscopio con objetivo de 100X.
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Anexo 3: Pruebas bioquimicas para la identificacién de especies de Arcobacter.

Prueba de oxidasa

1. A partir de un cultivo puro, tomar una colonia aislada e inocular sobre una tira de
oxidasa.
Espera 10 segundos y observar si existe 0 no un cambio de coloracion.
Se considera como una prueba positiva en caso de que antes de los 10 segundos se
observe un color oscuro de la colonia. Si no hay cambio de la coloracion, la prueba es
considerada negativa.

Pruebas de catalasa

1. A partir de un cultivo puro, tomar con un asa estéril plastica una colonia aislada y
depositarla sobre un portaobjetos limpio.
Afadir una gota de peroxido de hidrogeno sobre la colonia.

3. Se considera como prueba positiva la formacion de burbujas, ya sea abundantes o no.

Una prueba negativa es aquella en la que no se da la produccion de burbujas.
Prueba de hipurato

1. Emulsionar bucle de 2mm de crecimiento de la seleccién restreaked en la placa de
inhibicién no selectiva o antibiético a 0,4 ml de solucién de hipuratoal 1% en un tubo de
13 x 100 mm. Incubar 2h en bafio de agua a 37°C. Afadir 0,2 ml de reactivo de
ninhidrina, agitar y reincubar durante 10 min. El color violeta (no mediano o purpura
palido) es una reaccion positiva.
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ANEXO 4: Protocolo de criopreservacion

Criopreservacién en gricerol

ok~ w0 bn P

A partir de un cultivo puro, tomar con un hisopo estéril todas las colonias.
Inocular dentro del criotubo que contiene gricerol.

Dejar reposar durante 15 min.

Retirar el glicerol restante e identificar las muestras.

Almacenar los criotubos a -80 °C.

Criopreservacion DMSO

1.

Inocular en el caldo tioglicolato la cepa de Arcobacter aislada y dejar incubar a 30 °C de
24 — 48 h.

Tomar 900 ul de la parte superior del cultivo en tioglicolato y colocar en un eppendorf de
1.5ml

Afadir 100 pl de DMSO, dar vortex e identificar las muestras.

Almacenar las muestras a -80 °C.
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ANEXO 5: Protocolo de Extraccion de ADN Gendmico de Bacterias Gram negativas

Este protocolo fue basado en el empleo del kit de purificacion de ADN gendmico de Wizard®
para la obtencién de ADN procedente de células blancas de ja sangre, cultivos celulares, tejido
vegetal, verduras y bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Esta extraccion se realiza en
cuatro pasos. 1) lisis o rotura de la membrana celular y nuclear. 2) digestién enzimatica
mediante el uso de RNAsas. 3) Eliminacidon de proteinas celulares por precipitacion salina,
guedando el ADN gendmico de alto peso molecular en la solucion. 4) el ADN es concentrado y
desalinizado mediante precipitacion con isopropanol.

NOTA: El Kit debe ser almacenado a temperatura ambiente (15-30°C).
REACTIVOS

Solucion de Lisis Celular

Solucion de Lisis Nuclear

Solucion de Precipitacion proteica
Solucion de Rehidratacion de ADN
RNAsa-A (4mg/ml)

Isopropanol

Etanol al 70%

V V. V V V V V

MATERIALES Y EQUIPOS ,

Tubos eppendorf de 1.5 mi
Plancha calentadora de tubos
Micro-centrifuga

Vortex

Micropipetas

YV V. V V VYV V

Hielo
PROCEDIMIENTO

1. Tornar 1ml de cultivo de bacterias incubado durante ja noche y depositarlo en un tubo
eppendorf de 1.5 ml.

2. Centrifugar a 13.000 - 16.000 rpm durante 5 min. hasta obtener un sedimento celular.
Eliminar el sobrenadante.

3. Afadir 600 pl de Solucion de Lisis Nuclear. Resuspender las células o dar voértex.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Incubar a 80°C durante 5 min para lisar las células y dejar enfriar a temperatura
ambiente.

Afadir 3 ul de RNAsa, invertir suavemente los tubos de 2-5 veces para mezclar.

Incubar a 37°C durante 15-60 min. Enfriar las muestras hasta temperatura ambiente.
Afadir 200 ul de Solucion de Precipitacion Proteica al lisado celular tratado con RNAsa.
Dar vortex vigorosamente durante 20 segundos para mezclar.

Incubar las muestras en hielo durante 5 min.

Centrifugar a 13.000 -16.000 rpm de 3-6 min.

Transferir el sobrenadante que contiene el ADN hacia un tubo eppendorf que contenga
600 ml de isopropanol a temperatura ambiente.

NOTA: Dejar una pequefia cantidad de sobrenadante a fin de evitar la
contaminacion del ADN con residuos de proteinas.

Mezclar suavemente invirtiendo los tubos hasta que las hebras de ADN formen un
conglomerado visible.

Centrifugar a 13.000 - 16.000 rpm durante 5 min

Cuidadosamente eliminar ei sobrenadante y conservar el pellet. Afiadir 60 ul de etanol al

70 °C y mezclar suavemente invirtiendo el tubo varias veces para lavar el pellet de ADN.

Centrifugar a 13.000 - 16.000 rpm durante 2 min. Cuidadosamente aspirar el etanol y
desechar.

Dejar secar el pellet durante 10-15 min.

Afadir 100 pl de Solucién Rehidratante de ADN al tubo y rehidratar el ADN, incubar a
65°C durante 60 min.

NOTA: Dar pequefios movimientos periddicamente para mezclar la solucion con el ADN.
Conservar el ADN obtenido a 2-8 °C.
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ANEXO 6: Protocolo de Multiplex-PCR para identificacion de especies de Arcobacier.

Este protocolo esta disefiado para la identificacion de cinco especies (A. buizleri, A.

cryaerophilus, A. skirrowii, A. thereius y A, cibarius) pertenecientes ai género Arcobacier.
REACTIVOS

Buffer Green
dNTPs

MgCl2
TagPolimerasa

Agua destilada estéril

YV V.V V V V

Primers
MATERIALES Y EQUIPOS

Micropipetas
Tubos eppendorf 1.5 ml
Microiubos y tapas de 0.2 mi para PCR

YV V VYV V

Termociclador
PROCEDIMIENTO

1. Prepara el mix segln las especificaciones de la tabla.

Multiplex-PCR
Componentes 1X (ul) Concentracion Concentracion
final

H,O 9.375 1X

Buffer Green 5 5X 200 uM

dNTPs 0.5 10 mM 1.5 uM

MgCl, 15 25mM 5 uM
ArcoF 0.5 100 uM 5uM
ButR 0.5 100 pM 5 uM
TherR 0.5 100 uM 5uM

Primers CibR 0.5 100 pM 5 uM
SkiR 0.5 100 pM 5 uM
GyrasF 0.5 100 pM 5 uM
GirasR 0.5 100 uM 5 uM

TagPolimerasa 0.125 5uM 1.25 U/50 pl

ADN 5

Volumen de 25

reaccion
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2. Dispensar 20 pl del mix en cada microtubo y afiadir 5 pl de ADN de cada una de las
muestras.

3. Mezclar cuidadosamente el ADN con el mix y llevarlo al Termociclador en base a las

condiciones.

Condiciones de Multiplex-PCR touchdown

Etapa Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min. 1
Desnaturalizacion 95 45 seg.

Anillamiento 61 45 seg. 8
Extension 72 2 min.
Desnaturalizacion 95 45 seg.
Anillamiento 56 45 segq. 27
Extension 72 2 min.
Extension final 72 10 min. 1

4. Terminada la PCR los productos de PCR son conservados a 4 °C hasta su uso.

48



ANEXO 7: Protocolo de electroforesis en Gell de Agarosa

REACTIVOS
Agarosa Ultrapura
» Buffer TAE 1X
» SYBR
» Marcador de 100 pb

MATERIALES

Micropipeta

Matraz de 250 ml

Probeta de 50 ml

Espatula

Cubeta para geles de electroforesis
Balanza analitica

Fuente de poder

V V. V V VYV V V V

Transiluminador UV
PROCEDIMIENTO

1. Disolver 0.7 g de Agarosa Ultrapura en 35 ml de buffer TAE 1X y llevar a ebullicién en la
plancha calentadora hasta que se disuelva totalmente la agarosa.

2. Anadir 3.5 pl de SYBR, homogenizar, verter todo el contenido en la cubeta, afiadir los
peines y dejar solidificar.

3. Una vez solidificado el gel, colocar en la cubeta el gel junto con el buffer de corrido (TAE
1X) hasta cubrir totalmente el gel.

4. Cargar los pocilios con cada una de las muestras, controles y marcador de peso
molecular de 100 pb.

5. Programar la corrida en la fuente de poder a 120 V, 60 min, 300 mA.

6. Mediante un iransiluminador UV visualizar y registrar las bandas obtenidas.
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