UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA
La Unuversidad Catélica de Loja

AREA BIOLOGICA Y BIOMEDICA

TITULO DE BIOQUIMICO FARMACEUTICO

Prevalencia de especies de Arcobacter spp. en heces de ganado porcino
y bovino de la ciudad de Loja.

TRABAJO DE TITULACION.

AUTOR: Fernandez Cajamarca, Jimmy Jordy

DIRECTORA: Simaluiza Masabanda, Rosa Janneth, Mgtr.

LOJA - ECUADOR
2018



Esta version digital, ha sido acreditada bajo la licencia Creative Commons 4.0, CC BY-NY-
SA: Reconocimiento-No comercial-Compartir igual; la cual permite copiar, distribuir y
comunicar publicamente la obra, mientras se reconozca la autoria original, no se utilice con
fines comerciales y se permiten obras derivadas, siempre que mantenga la misma licencia al
ser divulgada. http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

2018


http://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/deed.es

APROBACION DE LA DIRECTORA DEL TRABAJO DE TITULACION

Mgtr.
Rosa Janneth Simaluiza Masabanda.

DOCENTE DE LA TITULACION

De mi consideracion:

El presente trabajo de titulacion: Prevalencia de especies de Arcobacter spp. en
heces de ganado porcino y bovino de la ciudad de Loja, realizado por Fernandez
Cajamarca, Jimmy Jordy, ha sido orientado y revisado durante su ejecucion, por

cuanto se aprueba la presentacién del mismo.

Loja, abril del 2018



DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS

Yo, Fernandez Cajamarca, Jimmy Jordy, declaro ser autor del presente trabajo de
titulacion: Prevalencia de especies de Arcobacter spp. en heces de ganado porcino y
bovino de la ciudad de Loja, de la Titulacidon de Bioguimica y Farmacia, siendo la Mgtr.
Rosa Janneth Simaluiza Masabanda directora del presente trabajo; y eximo
expresamente a la Universidad Técnica Particular de Loja y sus representantes legales
de posibles reclamos o acciones legales. Ademas certifico que las ideas, conceptos,
procedimientos y resultados vertidos en el presente trabajo de caracter investigativo,

son de mi exclusiva responsabilidad.

Adicionalmente declaro conocer y aceptar la disposicion del Art. 88 del Estatuto
Orgéanico del Universidad Técnica Particular de Loja que en su parte pertinente
textualmente dice: “Forman parte del patrimonio de la Universidad la propiedad
intelectual de investigaciones, trabajos cientificos o técnicos y tesis de grado que se
realicen a través, o con el apoyo financiero, académico o institucional (operativo) de la

Universidad”.

Autor: Jimmy Jordy Ferndndez Cajamarca

Cédula: 1105158198



DEDICATORIA

Este trabajo lo dedico a mis padres, quienes con su amor me supieron ayudar, guiar y

motivar para continuar con mis estudios y cumplir esta gran meta.

A mis hermanos quienes me supieron ayudar brindandome su apoyo durante el

desarrollo de toda mi carrera universitaria.

Jimmy Fernandez



AGRADECIMIENTO

Mi mas sincero agradecimiento a mis padres y hermanos por apoyarme durante toda
mi vida y sobre todo durante este gran paso que es terminar mis estudios

universitarios.

Al Dr. Heriberto Fernandez quien compartié sus conocimientos para poder desarrollar

y culminar este proyecto con éxito.

A mi directora de tesis la Mgtr. Janneth Simaluiza, por haberme brindado la

oportunidad y la orientacién en el desarrollo de esta investigacion.

A la Mgtr. Zorayda Toledo, por guiarme y ayudarme en el desarrollo del presente

estudio.

A mis amigos y compafieros de investigacion Nicole, Angel, Dayanara y Lilibeth

quienes me ayudaron en el transcurso del proyecto.

Jimmy Fernandez



INDICE DE CONTENIDOS

CARATULA ............................. [
APROBACION DE LA DIRECTORA DEL TRABAJO DE TITULACION ........ccoviniinne ii
DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS.........ccoooiiiieeeeeeeeeeeeeeeee, iii
DEDIC AT ORI A e iv
AGRADECIMIENTO ...t %
INDICE DE CONTENIDOS ......oiiiiiiiiiiiiiii Vi
INDICE DE TABLAS ...ttt viii
INDICE DE FIGURAS ... .ttt bsbsbbbnnnes iX
RESUMEN . ... 1
ABSTRACT .t 2
A I 110 1@ 1@ ] N 3
CAPITULO I: MARCO TEORICO.....c.oiiiceeieeeeeeece ettt sae e e 5
1.1. Taxonomia de la Familia Campylobacteraceae .............cccccceeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeieee 6
B 1= g 1= (o I Y (oo o - ol (= SRR 7
1.2.1. Morfologia y CreCIMIENTO........uuiii e e e e e e a s 8
1.2.2. Caracteristicas biOqUIMICAS...........uuuiiiiiieeiiiiie e 9
1.2.3. Principales especies patdégenas para el ser humano. ..........ccccceeeeviiiiiiiieeennn. 9
1.2.4. Reservorios y vias de transSmiSion. ........ccooieeeiiiiiiiiiiii e 10
1.2.5. Arcobacter en ganado POICINO.........ceuviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeee et 12
1.2.6. Arcobacter en ganado bovino. ............ccoceiiii i 13
1.3. INfeCCiON POr ArCODACTET .......cciiiieeiccee e et e e e e e eaaees 14
1.3.1. Manifestaciones ClINICAS. ..........ccuuiiiiiiiiiiiiiiiieee e 14
R I - (oo =1 o1 - VA PP 15
1.3.3. EPIAEMUOIOQIA. .....ceoiiiiieie et 17
1.4, DIagNOSLICO ClINMICO ....uvviiiiiieeieeiie e e e e a e e e e e e aae 18
I AN 11 = Vg 1= o o PP 18
1.4.2. Identificacion fENOLIPICA. .......oooiiiiiiiiiiiii e 18
1.4.3. Identificacion MOIECUIAT. ...........coovviiiiiiiiiiiiiiiee e 19
ST I = 1= 10 1= 01 o TR 20
1.6. ReSistencia DaCteriaNa..........ccuiveeeiiiiee et e e et e e e e e aaaee 20
1.6.1. Mecanismos de reSISLENCIA. .......ceuvvieiiiiiiiei e eee e e e et e e e e e eaaeees 21
1.7. Técnicas moleculares de identificacion Arcobacter Spp. ....ccooeeevviiiiiiiiiiiie e, 21
1.7.1. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). .......ccooviiiiiiiiiiiiieeeiiiiiieeeennn 21
1.7.2. MURIPIEX-PCR. ..ot e e e e e 22
1.7.3. PCR en TiempPO REAL .......cuuiiiiii it 23
1.7.4. Espectrometria de masas (MALDI-TOF MS). ......ccoiiiiiiiiiiiiiieeeeeiiiieeeeenn 23
1.7.5. Electroforesis en gel de campo pulsatil (EGCP). .....ccccooevviiiiiiiiiiiieeeeeceeiiiinn, 24
1.7.6. Hibridacion fluorescente in Situ (FISH).........ccuvviiiiiiiiieeieeee 25
CAPITULO 1l: METODOLOGIA.......cooiviiiiiecieeeet et 26
2.1. Lugar de muestreo y Poblacion de estudio ..............ccovvvvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeee 27
2.2. Identificacién fenotipica de Arcobacter............ccccccoviviiiiiiiiii 27
2.2.1. Siembra y AISIAMUIENTO. .......uuuuuiiiiiiiiiiiiiieiiieiiieeeeeeieebee bbb 27
2 (o (=101 1) {Tor=Yed (o] g I o L] g (o] (oo (o> A 28
2.2.3. Identificacion mediante pruebas bioquimICas. ..........ccccceeiiiiiiiiiiiiieeee e, 28
2.3. Identificacidn MOIECUIAT.............coooiiiii 28
FZ R R b 1 = o ox o o T [ 5 RS 28
2.3.2. MURIPIEX-PCR. ...ttt sbsbbebesbsesneennne 28
2.4. Actividad antimiCrobiana ............uuiii e 30



2.4.1. ME&todo de DifUSION BN DISCO. ..ceuieiieeitee ittt e e e e e eaneenees 30

CAPITULO Ill: RESULTADOS Y DISCUSION ......ootiieieceeete e, 31
]S U I 1Y L 1 TSR 32
3.1. Prevalencia de Arcobacter spp. en ganado POrciN0 ............ccvvviiieeeeeeiiieiiiiieee e, 32
3.2. ldentificacion de especies de Arcobacter en ganado porcinO.............cccvvvveeeenenn.. 32
3.3. Actividad antimicrobiana de 6 antibiéticos frente a Arcobacter spp. en ganado

[016] (o] o[ H TR 33
3.4. Prevalencia de Arcobacter spp. en ganado bovino ...........cccccceeeeiiieeincceviiieen e, 36
3.5. Identificacion de especies de Arcobacter en ganado bovino ...........cccocecvvviieeennn. 36
3.6. Actividad antimicrobiana de 6 antibiéticos frente a Arcobacter spp. en ganado

DOVINO . 37
DISCUSION. ... ...ttt ettt ettt ettt ettt e et e e teeteeat e et e steeteeneesaesreareeneenns 40
CONCLUSIONES ... oo 48
RECOMENDACIONES ... oot 49
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt ettt et e eteare e aes 49
NN @ 3 T 62
ANEXO 1: Caldo de enriquecimiento para Arcobacter..............cccuvvvvmeiiiiiiniiiiiiiiiiiinnns 63
ANEXO 2: Medio de agar sangre enriquecido para Arcobacter ..............cccccevveeeennen. 65
ANEXO 3: TiNCION 08 HUCKET ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisieiiiaiieneeeaeeaeseeeseeesenessenseesensnnnnnes 65
ANEXO 4: Pruebas bioquimicas para la identificacién de especies de Arcobacter. ....67
ANEXO 5: Caldo tioglicolato modificado ...........cceeviiiiiiiiiiiiicccccc e, 68
YA N =) (@ I ST O 4 To] o] (=1ST=] V7 Vel o] o PSSR 69
ANEXO 7: Extraccion de ADN Gendmico de Bacterias gramnegativas ...................... 70
ANEXO 8: Multiplex-PCR para identificacién de especies de Arcobacter. .................. 72
ANEXO 9: Electroforesis en Gel de AQar0Sa ..........ccuuuviiiiiieeeiiieiiiiiiieee e 74
ANEXO 10: Determinacién de actividad antimicrobiana..............cccccuvvvviiienininninnnnnnnn. 75

vii



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Especies del género Arcobacter.

Tabla 2. Prevalencia de especies de Arcobacter.

Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas y de crecimiento de especies de Arcobacter.
Tabla 4. Primers utilizados en la identificaciébn de especies de Arcobacter mediante
Multiplex-PCR.

Tabla 5. Identificacion de especies de Arcobacter.

Tabla 6. Condiciones de la Multiplex-PCR touchdown.

Tabla 7. Criterios de interpretacion de susceptibilidad antimicrobiana.

Tabla 8. Prevalencia de especies de Arcobacter en porcinos.

Tabla 9. Especies de Arcobacter identificadas mediante Multiplex-PCR.

Tabla 10. Prevalencia de especies de Arcobacter en bovinos.

Tabla 11. Especies de Arcobacter identificadas mediante Multiplex-PCR.

viii



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Eje cronoldgico de la identificacion de especies de Arcobacter.

Figura 2. Vias de transmisién y mecanismos de patogenia de Arcobacter spp.

Figura 3. Mecanismos de patogenicidad descritos para Arcobacter en células del
epitelio intestinal.

Figura 4. Identificacion molecular de especies de Arcobacter mediante Multiplex-PCR
en porcinos.

Figura 5. Actividad antimicrobiana del género Arcobacter en porcinos.

Figura 6. Actividad antimicrobiana de seis antibioticos frente a especies de Arcobacter
identificadas en porcinos.

Figura 7. Identificacion molecular de especies de Arcobacter mediante Multiplex-PCR
en bovinos.

Figura 8. Actividad antimicrobiana del género Arcobacter en bovinos.

Figura 9. Actividad antimicrobiana de seis antibiéticos frente a especies de Arcobacter
identificadas en bovinos.

Figura 10. Medio de transporte selectivo para el aislamiento de especies de
Arcobacter.

Figura 11. Método de aislamiento de especies de Arcobacter mediante técnica de
filtrado.

Figura 12. Microscopia 6ptica (100X). Tincién de Hucker.

Figura 13. Pruebas bioquimicas.

Figura 14. Crecimiento en agar MacConkey.

Figura 15. Criotubos inoculados con una cepa de Arcobacter spp.

Figura 16. Caldo tioglicolato inoculado con una cepa de Arcobacter spp.

Figura 17. Determinacién de actividad antimicrobiana.



RESUMEN

Arcobacter spp. es un patdgeno emergente de cardcter zoonético, productor de
enteritis en humanos. Su distribucion en la naturaleza es muy amplia, reconociéndose
como sus principales reservorios a porcinos, bovinos y algunas aves. Por ello, el
objetivo de este estudio fue identificar la prevalencia de Arcobacter spp. en ganado
porcino y bovino. La prevalencia de Arcobacter spp. en ganado porcino fue del 40%
(20/50) y en ganado bovino del 62% (31/50). Mediante Multiplex-PCR se identificé en
ganado porcino un 45.4% A. thereius, 36.3% A. skirrowii, 13.6% A. butzleriy 4.5% A.
cryaerophilus; en ganado bovino se identific6 un 72.2% A. butzleri, 16.6% A.
cryaerophilus y 11.1% A. skirrowii. Los resultados de la actividad antimicrobiana de
Arcobacter spp. en ganado porcino mostraron resistencia a ciprofloxacina 54.5% vy
acido nalidixico 50%, mientras que en ganado bovino las cepas mostraron resistencia
a tetraciclina 69.4%, éacido nalidixico 66.6% y ampicilina 66.6%. Estos resultados
revelan una alta prevalencia de estas especies en estos reservorios animales, las
cuales expresaron elevadas tasas de resistencia a antibiéticos de uso comun en la

clinica humana.

Palabras clave: Multiplex-PCR, zoonético, Arcobacter, susceptibilidad.



ABSTRACT

Arcobacter spp. is an emerging zoonotic pathogen, producing enteritis in humans. Its
distribution in nature is very wide, recognizing as its main reservoirs porcine, cattle and
some birds. Therefore, the objective of this study was to identify Arcobacter spp.
prevalence in porcine and cattle. The prevalence of Arcobacter spp. in porcine was
40% (20/50) and in cattle 62% (31/50). By Multiplex-PCR in porcine were identified
45.4% A. thereius, 13.6% A. butzleri and 4.5% A. cryaerophilus; in cattle were
identified 72.2% A. butzleri, 16.6% A. cryaerophilus and 11.1% A. skirrowii. The results
of antimicrobial activity of Arcobacter spp. from porcine showed resistance to
ciprofloxacin 54.5% and nalidixic acid 50%, while in bovines the strains showed
resistance to tetracycline 69.4%, nalidixic acid 66.6% and ampicillin 66.6%. These
results reveal a high prevalence of these species in our animal reservoirs, which

expressed high rates of resistance to antibiotics commonly used in the human clinic.

Keywords: Multiplex-PCR, zoonotic, Arcobacter, susceptibility.



INTRODUCCION

En los dltimos afios se han identificado un gran niumero de enfermedades emergentes
que afectan al ser humano cuyo origen es zoonotico. Es asi, que las especies del
género Arcobacter se consideran bacterias emergentes que producen infeccion en los
seres humanos transmitidas por animales, agua o alimentos contaminados con
materia fecal. Es por lo tanto de gran importancia para la salud publica su adecuado
reconocimiento como patégeno emergente causante de diarrea en el ser humano
(Collado y Figueras, 2011).

La gravedad del cuadro clinico en las infecciones por especies del género Arcobacter
es muy variada, pueden manifestarse como diarreas cronicas y abundantes, hasta
infecciones asintomaticas, pero que constituyen pérdidas econdmicas por bajas
temporales. El género Arcobacter esta conformado por bacterias gramnegativas,
curvas ho esporuladas, en forma de “S” cuando estan en cultivos jovenes y en forma
esférica o cocoide en cultivos viejos. Tienen un tamafio que oscila entre las 0.2 y 0.9
pMm de ancho, con un largo de entre 0.5 y 3.0 um, presenta gran movilidad debido a la
presencia de un flagelo polar simple (Vandamme y De Ley, 1991). La alta prevalencia
de Arcobacter en el tracto intestinal y en las heces de animales de granja y productos
carnicos, determina que los alimentos contaminados y el contacto con animales
portadores de la bacteria, son una de las principales rutas de transmisién (Calvo, Arias

y Fernandez, 2013; Patyal, Rathore, Mohan, Dhama y Kumar, 2011).

Diversas investigaciones han reportado como la especie mas frecuentemente aislada
a A. butzleri, seguida de A. cryaerophilus y A. skirrowii (Samie, Obi, Barrett, Powell y
Guerrant, 2007). A. butzleri se caracteriza por producir una diarrea acuosa con dolor
abdominal, nauseas y vomito la cual se diferencia de la diarrea sanguinolenta
asociada a Campylobacter jejuni. No esta bien definido el mecanismo por el cual esta
bacteria produce la diarrea acuosa, pero se dice, que tiene la capacidad de adherirse
al epitelio y causar una disfuncion de la barrera epitelial induciendo cambios en las
proteinas de uniones estrechas y también tiene la capacidad de producir apoptosis de
las células del epitelio (Bucker, Troeger, Kleer, Fromm y Schulzke, 2009; Fernandez,

Flores y Inzunza, 2010).

En diversos estudios, se han evaluado muestras de heces diarreicas de humanos,
ganado porcino, ganado bovino, aves de corral y muestras de alimentos como carne
de pollo, carne de res, carne de cerdo y leche cruda, encontrandose que A. buzleri y A.

skirrowii fueron las especies encontradas en todas las muestras (Mohan et al., 2014).



Se ha reportado, un 80-90% de las cepas aisladas de A. butzleri sensibles a las
quinolonas y del 100% a la gentamicina y tetraciclina (Vandenberg et al., 2006). En los
altimos afios, se ha evidenciado un incremento en las tasas de resistencia, donde el
44.28% de cepas de A. butzleri fueron resistentes al acido nalidixico y el 12.85%
resistentes a la enrofloxacina, ademas de un 2.85% de resistencia a la tetraciclina; los
autores mencionan particularmente la resistencia a las quinolonas observada en su
estudio, relacionandola al uso de estos antibioticos en la clinica veterinaria (Abay,
Kayman, Hizlisoy y Aydin, 2012),

Es por tanto, importante considerar que en la ciudad de Loja, sobre todo en los
alrededores, la realizacion de actividades agricolas es una de las principales fuentes
economicas, en las cuales se emplea como fertilizante las heces de animales de
granja (aves de corral, cerdos y vacas). Por otro lado, también existe la crianza de
estos animales (reconociéndose a muchos de ellos como reservorios naturales de
estos microorganismos) que son destinados para el consumo de la poblacién lojana.
Se considera necesaria esta investigacion en nuestro medio, siendo el principal
objetivo de este trabajo conocer la distribucion y dispersion ecoldgica de especies de
Arcobacter aisladas a partir de heces de ganado porcino y bovino, usando métodos
bacteriolégicos y moleculares para su identificacion. Ademas de contribuir con
informacién cientifica que abra la puerta a la investigacion de estos patdégenos

emergentes en el Ecuador.



CAPITULO I:
MARCO TEORICO



1.1. Taxonomia de la Familia Campylobacteraceae

Los microorganismos pertenecientes a la familia Campylobacteraceae fueron
observados por primera vez en 1881 por el aleman Escherich, quien observé al
microscopio microorganismos de forma curva, siendo estos encontrados en heces de
nifios con diarrea e incluyéndose en primera instancia dentro del género Vibrio
(Butzler, 2004). En 1913 en Inglaterra, McFadyean y Stockman describieron a estos
microorganismos que se encontraban implicados en casos de abortos e infertilidad en
ovinos (Skirrow, 2006). En 1919, estos microorganismos fueron encontrados en
abortos de bovinos por Smith y Taylor quienes lo nombraron como Vibrio fetus (Smith
y Taylor, 1919).

Jones, Orcutt y Little en 1931, identificaron una bacteria en muestras diarreicas de
terneros, a la cual denominaron Vibrio jejuni y luego en 1948 Doyle denominé a una
bacteria similar aislada del intestino de los cerdos como Vibrio coli (Son, 2005;
Torralbo, 2013).

Sebald y Verdn en 1963, propusieron el género Campylobacter, que significa “germen
curvo” para agrupar a estas bacterias que compartian caracteristicas morfolégicas con
el género Vibrio, pero que presentaban diferencias importantes como su composicion
de bases de nucledtidos, metabolismo no fermentativo y requerimientos de una
atmosfera de microaerofilia (Silva et al., 2011). A partir de estos afios se empezaron a
describir otras especies como Campylobacter nitrofigilis y Campylobacter
cryaerophilus, ésta Ultima, capaz de crecer en presencia de oxigeno a 30°C (Neill,
Campbell, O’'Brien, Weatherup y Ellis, 1985).

En 1991, se aislaron un grupo de bacterias aerotolerantes de humanos y animales con
diarrea, sin embargo éstas presentaban diferencias en cuanto a C. cryaerophilus, por
lo que se propuso una especie nueva, C. butzleri (Kiehlbauch, Plikaytis, Swaminathan,
Cameron y Wachsmuth, 1991). Tras un estudio por inmunotipificacion e hibridacion de
ADN-ARNr se propuso la formacion de un nuevo género llamado Arcobacter, el cual
agrupaba a estos microorganismos aerotolerantes similares a Campylobacter
(Vandamme et al., 1991).

En la actualidad la familia Campylobacteraceae estd conformada por los géneros
Campylobacter, Arcobacter y Sulfurospirillum. Son bacilos gramnegativos curvos, que
poseen uno o dos flagelos que los hacen altamente méviles, ademéas son capaces de
crecer en microaerobiosis, anaerobiosis 0 aerobiosis en rangos de temperaturas desde

los 25°C a 42°C. Son de transmision zoonética con una amplia distribucion en la



naturaleza, reconociéndose como reservorios naturales una gran variedad de aves y
mamiferos (Lastovica, On y Zhang, 2014; Vandamme, Gevers y Debruyne, 2008).

1.2. Género Arcobacter

Este género fue propuesto en el afio 1991 por Vandamme y colaboradores, un grupo
de bacterias consideradas inicialmente como Campylobacter fueron reclasificadas
debido a determinadas diferencias con este género, como su capacidad para
desarrollarse a temperaturas de entre 15°C a 30°C, de crecer en aerobiosis, asi como
necesitar condiciones de microaerofilia para su aislamiento primario, ademas
inmunoensayos y analisis moleculares permitieron afianzar el surgimiento de un nuevo
género dentro de la familia Campylobacteraceae, conocido hasta la actualidad como

Arcobacter (figura 1) (Collado y Figueras, 2011; Vandamme y De Ley, 1991).

A. mollyscorum Aguas residuales Carne de cerdo

A. ellisii
‘A defluvii A. anaemphllus A. suis Agtalde mar
A. pacificus , A. acticola
Antes 1991:
Campylobacter butzleri
Campylobacters i Carcasa de pollo an|

reclasificado como el
Arcoh butzl A. cibarius Mariscos A. cloacae

Patos A; thereius A venert;pis A. ebronensis
Nuevo género -) Tpaly s
Arcobacter 3 A. bivalviorum A. aquimarinus
Mejillones  A. mytili %
Agua de mar Mejillones

Estiércol de cerdo y vacas
A. lanthieri

Mariscos I

Figura 1. Eje cronoldgico de laidentificacion de especies de Arcobacter.
Fuente: Tomado y modificado de Ramees et al., (2017)
Elaboracion: Autor.

La especie Campylobacter butzleri fue reclasificada como Arcobacter butzleri y dentro
del género se incluyeron otras especies como: A. cryaerophilus, A. nitrofigilis y A.

skirrowii (Vandamme et al., 1992).

Hasta el momento el género cuenta con 25 especies, muchas de las cuales han sido
recientemente reclasificadas y/o descubiertas (tabla 1). Es un género particular, en el
cual se incluyen especies capaces de adaptarse a ambientes extremos; en él se
encuentran especies fijadoras de nitrégeno asociadas a plantas marinas, asi como una
especie (A. halophilus) aislada de un ambiente hipersalino. Muchas otras especies se
han aislado a partir de heces de animales y humanos con diarrea, asi como de

alimentos y agua contaminada. Del género las especies A. butzleri, A. cryaerophilus,
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A.

skirrowii

y A.

cibarius son consideradas principalmente como patégenos

emergentes productores de diarrea que son transmitidos por alimentos (Collado y
Figueras, 2011; Vandamme et al., 1991).

Tabla 1. Especies del género Arcobacter.

N° Especie Origen primer aislamiento Referencias
1 A nitrofigilis Raices de Spartina alterniflora  (McClung, Patriquin y David, 1983)
2 A cryaerophilus Feto bovino abortado (Neill et al., 1985)
3 A butzleri Heces humanas (Kiehlbauch et al., 1991)
4 A, skirrowii Heces de ovejas (Vandamme et al., 1992)
Candidatus
5 - Agua de mar costera Wirsen et al., 2002
Arcobacter sulfidicus 9 ( )
W (Houf, Zutter, Verbeke, Hoof vy
6 A. cibarius Carne de pollo Vandamme, 2003)
7 A halophilus Lago hipersalino (Donachie, Bowman, On 'y Alam,
2005)
- .. (Collado, Cleenwerck, Van Trappen,
8 A muytili Mejillones De Vos y Figueras, 2009)
9 A thereius Aborto porcino (Houf et al., 2009)
. Agua de mar, algas marinas .
10 A. marinus 9 g y (Kim, Hwang y Cho, 2010)
estrella de mar
11 A. trophiarium Heces de cerdo (De Smet, De Zutter y Houf, 2011b)
12 A. defluvii Aguas residuales (Collado, Levican, Perez y Figueras,
2011)
13 A. molluscorum Mariscos (Figueras et al., 2011a)
. . (Figueras, Levican, Collado, Inza y
14  A. ellisii Mariscos Yustes, 2011b)
15 A. venerupis Mariscos (Levican et al., 2012)
16 A. bivalviorum Mariscos (Levican et al., 2012)
17 A.cloacae Aguas residuales (Levican, Collado y Figueras, 2013)
18 A.suis Carne de cerdo (Levican et al., 2013)
. . . (Sasi Jyothsna, Rahul, Ramaprasad,
19 A. anaerophilus Sedimento estuarino Sasikala y Ramana, 2013)
. . (Levican, Rubio-Arcos, Martinez-
20 A. ebronensis Mejillones Murcia, Collado y Figueras, 2015)
21 A. aquimarinus Agua de mar (Levican et al., 2015)
22 A lanthieri Estiércol de bovinos y cerdos (Whiteduck-Léveillée et al., 2015)
23 A pacificus Agua de mar (Zhang, Yu, Wang, Yu y Zhang, 2016)
24 A acticola Agua de mar (Park, Jung, Kim y Yoon, 2016)
Larvas de vieira (Pecten (Dié Balb M
. ) iéguez, alboa, agnesen vy
25 A. lekithochrous (rjnaxmus) y tanques de agua Romalde, 2017)
e mar.

Fuente: Tomado y modificado de (Ramees et al., 2017).
Elaboracién: Autor.

1.2.1. Morfologia y crecimiento.

El género Arcobacter esta formado por bacilos gramnegativos, curvos en forma de “S”

italica, su tamafo oscila entre 0.2 a 0.9 ym de ancho por 1 a 3 ym de largo. Este

género se caracteriza por poseer una alta motilidad conferida por la presencia de un
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flagelo polar en uno de sus extremos. Arcobacter es capaz de crecer en aerobiosis y/o
anaerobiosis en un amplio rango de temperaturas que van desde los 15 °C a los 37°C,
ademas estas bacterias en cultivos viejos tienden a perder su forma helicoidal tipica y
adquieren una forma esférica o cocoide (Vandamme et al., 2008).

1.2.2. Caracteristicas bioquimicas.

En medio de cultivo sélido el género Arcobacter forma colonias que carecen de
pigmentacion, ademas son quimioorganétrofas y utilizan una gran variedad de fuentes
de carbono como acidos organicos y aminoacidos, pero que a diferencia de muchas
otras bacterias éstas no fermentan los carbohidratos (Calvo et al.,, 2013). Son
microorganismos que por lo general producen reacciones de oxidasa y catalasa
positivas; en el test de hidrélisis del acetato indoxil y reduccién de nitratos también
manifiestan positividad, mientras que en pruebas de hidrdlisis del hipurato, produccion
de HS en agar hierro triple aztcar (TSI) y prueba de ureasa tienden a ser negativas, a
excepcion de las especies A. nitrofigilis, A. venerupis, A. defluvii y A. ebronensis que
son ureasa positiva (Levican et al., 2015). Por otro lado, las especies de este género
toleran un amplio rango de pH que van de 5.5 a 9.5, siendo el pH 6ptimo para un
mejor desarrollo el de 6.8 a 8.0 (Neill, Ellis y O’Brien, 1979).

Debido a que las especies de Arcobacter se pueden confundir facilmente con especies
de Campylobacter, se realizan pruebas bioquimicas como la fermentacion o la
oxidacion de hidratos de carbono, que pueden ser negativos o variables, sin embargo
la mayor diferencia es la baja temperatura y condiciones aerébicas a las cuales crecen

las especies del género Arcobacter (Collado y Figueras, 2011).

1.2.3. Principales especies patégenas para el ser humano.

De todas las especies de Arcobacter estudiadas, A. butzleri es la especie mejor
caracterizada y mas prevalente, siendo aislada a partir de casos de diarrea en
humanos y animales; se ha asociado a cuadros mas severos como bacteriemias,
septicemias, apendicitis, cirrosis hepatica y enteritis (Collado y Figueras, 2011;
Engberg, On, Harrington y Gerner-Smidt, 2000; Figueras et al., 2014). Ademas, se ha
encontrado en heces de cerdos, caballos, vacas, avestruces y tortugas, de igual
manera en abortos bovinos y porcinos. Esta especie puede hallarse en alimentos,
especialmente en productos carnicos y fuentes de agua (Vandamme et al., 2008; Yan
et al., 2000).



A. skirrowii, ha sido aislada de fluidos de los 6rganos reproductores de toros, de
abortos bovinos, ovinos y porcinos, asi como de heces diarreicas de ovejas y en
cadaveres de aves de corral. Ademas, esta especie se ha encontrado en casos de
diarrea en adultos mayores y en casos de gastroenteritis en adultos y niflos (Patyal et
al., 2011; Vandamme et al., 2008).

En cuanto a A. thereius, esta especie se ha asociado a casos de abortos porcinos,
demostrandose que tiene la capacidad de diseminarse por todo el feto y causarle la
muerte al afectar importantes 6rganos como el higado y los rifilones. Esta especie
también ha sido aislada a partir de cloacas de patos y en la actualidad no se cuenta
con suficiente informacion (Houf, et al., 2009).

A. cibarius, fue aislada por primera vez durante un estudio donde se evalud la
contaminacién por Arcobacter en canales de aves de corral. También, ha sido aislada
a partir de heces porcinas, ovinas y de abortos porcinos, ovinos y bovinos (Vandamme
et al., 2008). Esta especie se aisl6 en humanos en un paciente que presentaba diarrea
cronica, sin embargo no se ha podido confirmar si esta especie fue la causante del
cuadro infeccioso (Houf, Lindenburg, Lauwers, Breynaert y Wybo, 2004b).

Finalmente, A. cryaerophilus, junto con A. butzleri y A. skirrowii, tienden a ser las
especies mas prevalentes de Arcobacter, y se ha aislado cepas de casos de
bacteriemia y diarrea en humanos, asi como en pacientes inmunosuprimidos y
personas asintomaticas. También se ha encontrado contaminando carcasas de pollos,
cerdos y patos, y se ha asociado a casos de abortos de ganado porcino, ovino y
bovino. Ademas, se ha aislado de muestras fecales de cerdos, caballos, ganado
bovino y en casos de mastitis en vacas (Houf y Stephan, 2007; Vandamme et al.,
2008).

1.2.4. Reservorios y vias de transmision.

Las vias de transmisién de las especies de Arcobacter son mdltiples y de gran
complejidad debido a la capacidad de estas bacterias para adaptarse a una gran
diversidad de ecosistemas, las rutas mejor descritas son la orofecal y el contacto
directo con animales infectados o portadores, asi como el consumo de alimentos y
fuentes de agua contaminadas (Banting y Figueras, 2017; Ferreira, Queiroz, Oleastro y

Domingues, 2015).
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Algunas especies del género han sido aisladas a partir de muestras de humanos y de
animales, encontrdndose principalmente colonizando el tracto intestinal, en 6rganos

reproductivos y en fetos abortados de animales (Vandamme et al., 2008).

Se reconocen como reservorios principales de estas especies a los animales de
granja, tales como las aves de corral destinadas para el consumo humano, estudios
han reportado con frecuencia el aislamiento de A. butzleri, A. cryaerophilus y A.
skirrowii a partir de estos animales, especialmente de la carne y de las carcasas

(Banting y Figueras, 2017).

Actualmente numerosos estudios han reconocido a animales de compainiia, tales como
perros y gatos, como otro reservorio de Arcobacter que representa un importante
riesgo de adquisicion de las bacterias por su cercania con el ser humano (Goni et al.,
2017).

Son varios los estudios que se han realizado en alimentos carnicos donde se ha
encontrado una prevalencia significativa en carne de cerdo, carne de res y carne de
pollo, siendo A. butzleri la especie mas prevalente en pollos con un 83%, en bovinos
16% y porcinos 14% (Ferreira, Fragueza, Queiroz, Domingues y Oleastro, 2013). La
contaminacién de productos carnicos se puede dar por contaminacién cruzada de las

carnes con heces de los animales durante el faenado (Collado y Figueras, 2011).

Una importante investigacién realizada en moluscos bivalvos, se encontré una
prevalencia de 40.5%, siendo la especie mas prevalente A. butzleri, seguida de A.
cryaerophilus y A. skirrowii, lo que indica que estos mariscos son una posible fuente de
transmisiéon de tipo alimentaria, debiéndose esto en gran medida a que son

consumidos cocinados o crudos (Collado, Jara, Vasquez y Telsaint, 2014).

Por otro lado, A. butzleri también ha sido aislado a partir de muestras vegetales como
lechugas frescas, alimentos considerados como vehiculos de diversos patdgenos por
ser consumidos directamente sin coccién (Gonzalez y Ferrus, 2011). Ademas, se ha
encontrado que cepas de A. butzleri tienen la capacidad de formar biopeliculas sobre
distintas superficies y de esta manera favorecer su transmision por alimentos (Ferreira
et al., 2013).

Otra posible fuente de contaminacion es el agua, la cual actia como vehiculo de estas
bacterias. Segun algunos reportes, se ha encontrado A. butzleri y A. skirrowii en
muestras de agua potable y muestras de agua de manantiales (Ertas, Dogruer,
Gonulalan, Guner y Ulger, 2010). Esto se debe en gran medida a que en el suelo se

realiza las deposiciones de los animales, que luego son arrastradas por las lluvias a
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fuentes de agua como rios, acuiferos, etc. conduciendo a una posible fuente de
infeccion para el ser humano (Hsu y Lee, 2015). En la figura 2, se describen las vias
de transmisién por las cuales las especies de Arcobacter pueden llegar a infectar al
ser humano, asi como los mecanismos de patogenicidad por los cuales ocasionan un
cuadro diarreico.

Normal individual gets
_ infection Person to person transmission (?) Infected individual

s
<

Act as rese
Tvoir (?,
transmiss ’ for human

Dogs/cats get infected

v Enteritis “
v Septicemia ~ Intestinal
colonization
¥ Abortion
¥ Mastitis
¥ Diarrhea

N

Releases pro Chicken

inflammatory Contaminated
food source

pajayul 5128 jewiuy

Figura 2. Vias de transmision y mecanismos de patogenia de Arcobacter spp. Las
bacterias ingresan y colonizan el tracto digestivo, donde puede darse la liberacion de
citotoxinas que pueden inducir la muerte celular; desregulacién de la expresion de proteinas de
uniones estrechas tipo Claudina; liberacion de citoquinas proinflamatorias; dando como
resultado la disfuncién de la barrera epitelial y ocasionando una diarrea acuosa. Arcobacter es
expulsado al medio ambiente a través de las heces, por lo cual puede dispersarse a través de
multiples vehiculos hasta infectar nuevos individuos.

Fuente: Ramees et al., (2017).

Elaboracion: Autor.

1.2.5. Arcobacter en ganado porcino.

El ganado porcino hasta el momento parece ser el reservorio por excelencia de
especies de Arcobacter, se han aislado nuevas especies del género a partir de heces
de cerdos clinicamente sanos, asi como de la carne y de aguas residuales de los
corrales (Banting y Figueras, 2017; Ho et al., 2006; Levican et al., 2013).

Por otro lado, se ha asociado la presencia de estas bacterias a varias afecciones como
abortos, desordenes reproductivos y diarrea en porcinos (Ho et al.,, 2006; Snelling,
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Matsuda, Moore y Dooley, 2006). Estudios han reportado como tasas de prevalencia
de Arcobacter predominantes aquellas procedentes de heces de porcinos en relaciéon
al resto de fuentes analizadas (Patyal et al., 2011). Se ha observado que las tasas de
prevalencia de Arcobacter encontradas en cerdos antes de su procesado en
mataderos son menores, con porcentajes del 43%, que las encontradas luego de su
desvisceracion, con porcentajes mayores al 95%, producto de la contaminacién de la
carne con la materia fecal (Van Driessche y Houf, 2007).

En el tracto gastrointestinal de estos animales se pueden encontrar colonizando una
gran diversidad de especies de Arcobacter, hallandose A. butzleri y A. cryaerophilus
en los aislamientos de todas las secciones gastrointestinales, en comparacion con A.
cibarius, A. thereius y A. skirrowii, las cuales parecian colonizar determinadas
secciones, ademas de observar que el recto era la seccién con mayor diversidad de
especies y cepas de Arcobacter (Sarah De Smet, De Zutter y Houf, 2012; Inglis,
Kalischuk, Busz y Kastelic, 2005). Este fenédmeno puede deberse a que estas especies
podrian estar adaptadas dependiendo de las condiciones microambientales tales como
la tensién de oxigeno, pH, microflora, etc. que se den a lo largo del tracto intestinal, las

cuales pueden variar sustancialmente (Inglis et al., 2005).

De todas estas especies, A. butzleri parece tener una capacidad de invasion y
virulencia mayor al resto, ya que es capaz de atravesar la barrera intestinal e infectar
otros 6rganos del animal (Wesley, Baetz y Larson, 1996), ademas existen cepas de A.
butzleri lo suficientemente resistentes para colonizar, multiplicarse y reinfectar al
ganado porcino, ya que son capaces de ser excretadas por un tiempo mas prolongado

en comparacion a A. skirrowii y A. cryaerophilus (Wesley et al., 1996).

1.2.6. Arcobacter en ganado bovino.

El ganado bovino es uno de los principales reservorios de estas especies, siendo
encontradas con mayor frecuencia A. butzleri, A. cryaerophilus y A. skirrowii (Grove-
White, Leatherbarrow, Cripps, Diggle y French, 2014; Van Driessche, Houf,
Vangroenweghe, De Zutter y Van Hoof, 2005; Wesley et al., 2000).

Ademas, se ha observado que la co-colonizacion con més de una especie de
Arcobacter es comun en estos animales, evidenciandose en algunas investigaciones
qgue las distintas especies presentes al parecer tienen mayor afinidad para colonizar
determinadas secciones de tracto gastrointestinal (Inglis et al., 2005), sefialando que la
transmision de las bacterias por contaminacion cruzada es frecuente en granjas

productoras de lacteos, por la presencia de factores tales como los alimentos de los

13



animales, proceso de ordefio, tanques almacenadores de leche, estaciones de lavado
de los animales, etc. (Wesley et al., 2000; Yesilmen, Vural, Erkan y Yildirim, 2014). La
transmision de estas bacterias, al igual que ocurre en otros animales destinados para
el consumo humano, también se da al momento de la desvisceracion del animal; se
han reportado frecuencias de aislamiento del 37% en carne de bovinos luego de la
desvisceracion siendo los lugares muestreados mas contaminados, el pecho y la

pierna del animal (De Smet, De Zutter, Van Hende y Houf, 2010).

Normalmente Arcobacter spp. coloniza el tracto intestinal de bovinos sin causarle
enfermedad, no obstante en algunos casos pueden asociarse a casos de mastitis,
diarrea, abortos, etc. (Ho et al., 2006; Snelling et al., 2006).

1.3. Infeccion por Arcobacter
1.3.1. Manifestaciones Clinicas.

La importancia clinica de las especies del género Arcobacter radica en que es una
bacteria emergente de caracter zoondético. Donde A. butzleri, A. cryaerophilus, A.
skirrowii y A. thereius han sido asociadas con enfermedades gastrointestinales,
reconociéndose que la diarrea producida por A. butzleri tiende a ser acuosa y
persistente con dolor abdominal en comparacién con la diarrea mucosanguinolenta
ocasionada por Campylobacter jejuni (Collado y Figueras, 2011). Sin embargo, el
papel de estas bacterias no esta bien establecido ya que la gravedad clinica de las
infecciones por estas especies puede variar desde una diarrea crénica y abundante, a

diarreas leves o incluso portadores asintomaticos (Calvo et al., 2013).

A. butzleri y A. cryaerophilus se conoce que pueden ser causantes de bacteriemias ya
gue se han podido aislar de la sangre de pacientes. La infeccién por Arcobacter a
humanos afecta principalmente a pacientes con enfermedades cronicas, asi como a
niflos y adultos mayores; también se ha demostrado que pueden ser agentes causales
de diarrea del viajero, muy frecuentemente reportada en individuos estadounidenses
y/o europeos que han visitado paises en vias de desarrollo (Hsueh et al., 1997). De
todas ellas A. butzleri tiende a ser la mas prevalente, seguida por A. cryaerophilus y A.

skirrowii (Samie et al., 2007).

En el caso de animales infectados con estas bacterias, a pesar de que en muchos de
ellos esta presente como comensal, puede ocasionar dafios muy severos como
abortos, mastitis y diarrea (Logan, Neill y Mackie, 1982), siendo A. cryaerophilus la

especie aislada con mayor frecuencia en casos de abortos en animales (De Oliveira,
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Baetz, Wesley y Harmon, 1997; On, Harrington y Atabay, 2003); por otro lado, A.
butzleri se ha vinculado a casos de enteritis y diarrea en cerdos, ganado bovino y
caballos, mientras que A. skirrowii se asocia més a la produccién de diarrea y colitis
hemorragica en ovejas y ganado bovino (Ho et al., 2006a).

1.3.2. Patogenia.

Los mecanismos de patogenicidad y virulencia de las especies de Arcobacter alin son
poco entendidas y se requiere de mayores estudios sobre este tema. A pesar de ello,
se cuenta con cierta informacion acerca de su capacidad de adhesion, invasion y
citotoxicidad de diferentes lineas celulares. Se ha evidenciado que la toxicidad y
adherencia son los mecanismos de patogenia expresados por estas bacterias con
mayor frecuencia siendo la especies mejor estudiadas A. butzleri y A. cryaerophilus
(Carbone et al., 2003; Ho et al., 2007; Johnson y Murano, 2002; Villarruel-Lépez et al.,
2003).

El mecanismo por el cual Arcobacter produce diarrea (figura 3) se explica por una
disminucion en la expresion de proteinas de uniones estrechas llamadas claudinas tipo
1, 5 y 8, dando como resultado una disfuncién de la barrera epitelial y muerte por
apoptosis de estas células (Bicker et al., 2009). Ademas, un importante factor de
patogenia reconocido en otros géneros (Campylobacter, Helicobacter) también se
expresa en estas bacterias, siendo la estimulacion de la produccion de citoquinas
proinflamatorias (IL-8) (Ho et al., 2007).

Se ha observado en modelos murinos que la infeccién por A. butzleri, dependiendo de
la cepa y del tiempo de incubacion, puede inducir una respuesta inmunitaria tanto a
nivel del tracto intestinal como a nivel sistémico al ser secretadas diversas
interlelucinas (IL) por los linfocitos Th 17, implicadas en procesos de regulacion de la
respuesta inmune durante la arcobacteriosis, ocasionando que los animales no
muestren sintomatologia, lo que hace pensar que es esta una de las razones por las
cuales muchas especies animales pasan a ser portadoras asintomaticas de estas
bacterias (Golz et al., 2015; Heimesaat et al., 2015).

Se han trabajado con cepas de A. butzleri en cultivos de células humanas (HT-29/B6)
y células epiteliales porcinas (IPEC-J2) y se ha observado una alta tasa de adhesion,
invasion y citotoxicidad en las células humanas lo que podria estar implicado en la
diarrea ocasionada en humanos, por otro lado, se ha encontrado que las células

porcinas son menos susceptibles a A. butzleri (Karadas et al., 2016).
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También se ha reportado la produccién de enterotoxinas por parte de algunas cepas
de Arcobacter las cuales inducian la formacion de vacuolas en cultivos in vitro
(Villarruel-Lopez et al., 2003).

Cabe mencionar, que se han realizado estudios en los cuales se ha demostrado la
expresion de diversos genes posiblemente implicados en la regulacién de mecanismos
de virulencia de Arcobacter. Los genes cadF y cj1349 codifican proteinas de la
membrana externa facilitando el contacto directo célula-célula del tracto intestinal por
mecanismos de adherencia a fibronectina; el gen ciaB participa en procesos de
invasion celular; el gen pldA codifica la fosfolipasa A de la membrana externa, cuya
funcion es la de hidrolizar puentes acil éster; tlyA es un gen implicado en la expresion
de hemolisinas; hecA es un gen relacionado con la expresion de hemaglutininas
(Douidah et al., 2012).

La expresidén de estos genes por parte de cepas de Arcobacter se la ha considerado
como relevante y de interés para futuras investigaciones debido a que estos genes
también son expresados por otras bacterias patdgenas mejor estudiadas,
demostrandose su papel en procesos de adhesion (cadF, HecA y ¢j1349), invasion
(ciaB) vy lisis de eritrocitos (tlyA y pldA) (Flanagan, Neal-McKinney, Dhillon, Miller y
Konkel, 2009; Ruiz, 2008). No obstante, existen estudios en los cuales las
caracteristicas fenotipicas de invasion y adherencia de A. butzleri no mostraron tener
relacion con la expresion de estos genes de virulencia (Karadas et al., 2013; Levican,
Alkeskas et al., 2013).

A. cryaerophilus ha mostrado tener una alta capacidad de invasion celular en animales
debido a su capacidad para invadir tanto el tejido intestinal porcino como la placenta
pudiendo migrar hacia el feto y ocasionar su muerte; de igual manera que ocurre con
otros géneros bacterianos, el proceso invasivo parece ser mas eficaz gracias a la
presencia de flagelos que aceleran o contribuyen a la colonizacion de los tejidos (Ho,

Lipman, Van Der Graaf Van Bloois, Vanbergen y Gaastra, 2006b).
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Figura 3. Mecanismos de patogenicidad descritos para Arcobacter en células del
epitelio intestinal. Uniones estrechas (TJ).

Fuente: Tomado de (Collado y Figueras, 2011).

Elaboracion: Autor

1.3.3. Epidemiologia.

Los datos epidemiolégicos con respecto a Arcobacter spp. ain no estan bien
establecidos ya que es un patégeno emergente, sin embargo se sabe que A. butzleri,
A. cryaerophilus, A. skirrowii y A. thereius son patdgenos entéricos que habitan en el
intestino de muchos animales, los cuales actian como reservorios naturales de estas
especies y es por ello que también son consideradas como especies de importancia

en la clinica veterinaria (Fernandez, Krause y Paz Villanueva, 2004).

Estudios en todo el mundo han reportado aislamientos de estas bacterias a partir de
una gran diversidad de animales y otras fuentes, tales como, carnes de origen animal,

vegetales y humanos (tabla 2).

Tabla 2. Prevalencia de especies de Arcobacter.

Especie Pais Origen Prev(%/lsnma Referencias
Arcobacter spp. Japén Ganado 3.6 (Kabeya et al., 2003)
Cerdos 44 .
BOVIiNos 39 (Van Driessche, Houf, Van
Arcobacter spp.  Bélgica ; Hoof, De Zutter y Vandamme,
Ovinos 16 2003)
Equinos 15
Arcobacter spp.  Bélgica Cerdos 16 - 85 (Van Driessche et al., 2004)
Estados :
Arcobacter spp. Unidos Bovinos 14.3 (Wesley et al., 2000)
. . Ganado 40
Arcobacter spp.  Reino Unido Ovejas 43 (Merga et al., 2013)
Arcobacter spp.  Italia Agua de 80 (Giacometti et al., 2015)
granja
. . Ganado 58 (Shirzad, Tabatabaei,
A. butzleri Iran Ovejas 55 Khoshbakht y Raeisi, 2016)
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Cerdos 21

Arcobacter spp. India Pollos 15 (Patyal et al., 2011)
Humanos 3
et e
Arcobacter spp.  México cerdo 51.1 (Villarruel-Lopez et al., 2003)
40
Pollos
A. butzleri Chile Avesly 173 (Fernandez, Vera y Villanueva,
mamiferos 2007)
Humanos 2
, Bovinos 25
Arcobacter spp.  Peru Porcinos 292 (Zerpa et al., 2014)
Mariscos 22-24

Elaboracién: Autor

1.4. Diagnéstico clinico
1.4.1. Aislamiento.

El aislamiento de especies de Arcobacter se basa en el empleo de métodos de
filtracién asi como el uso de medios selectivos. Normalmente se han utilizado medios
de cultivo destinados al aislamiento de Campylobacter, sin embargo ya se han
desarrollado caldos de enriquecimiento y agares selectivos para Arcobacter
permitiendo obtener mayores porcentajes de aislamiento. Por otro lado, existen
mezclas antibidticas especificas para su aislamiento, permitiendo eliminar la flora
microbiana acompafante (Houf, Devriese, De Zutter, Van Hoof y Vandamme, 2001,
Vandamme et al., 2008). A nivel de Ecuador y de forma general en Latinoamérica no
se cuenta en el sistema de salud publica con protocolos ni metodologias para la
basqueda rutinaria de Arcobacter, lo que implica que no exista una inversién en el
desarrollo de pruebas rapidas para la deteccibn de estos microorganismos en el

laboratorio clinico.

1.4.2. Identificacion fenotipica.

Arcobacter presenta una relativa inactividad metabdlica que dificulta el uso de pruebas
fenotipicas, es por ello que no se realiza de forma rutinaria ya que implica un método
laborioso con dificultades de reproductibilidad (Collado y Figueras, 2011). Sin
embargo, hay que tener presente que las especies de Arcobacter se caracterizan por
ser bacilos gramnegativos curvos, con capacidad de crecer en agar sangre, agar
MacConkey, caldo cerebro corazon y en medio de triptosa soja, ademas son oxidasa y
catalasa positivas, en la tabla 3 se describen ciertas pruebas segun sus caracteristicas
de crecimiento y actividad bioquimica de cinco especies del género que contribuyen a

una primera y rapida diferenciacion (Bayas, 2016).
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Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas y de crecimiento de especies de Arcobacter.

Pruebas A. butzleri  A.cibarius  A. cryaerophilus  A. skirrowii  A. thereius

Condiciones de crecimiento

2 % NaCl V - V + +
4 % NaCl - - - + -
1 % glicina - - - + +
MacConkey + + \Y - \Y
Actividad bioquimica

Actividad

catalasa v v + + *
Actividad ) _ _ _ _
ureasa

Reduccion de

Nitratos + ) + + *
Hidrdlisis del

indoxil + + + + +
acetato

Alfa hemolisis - - - + V

Datos tomados de: A. butzleri (On, 1996), A. cibarius (Houf et al., 2005), A. cryaerophilus (On, 1996), A.
skirrowii (On, 1996), A. thereius (Houf et al., 2009). Nomenclatura: (+) positivo; (-) negativo; (V): variable.
Fuente: (Lastovica et al., 2014).

Elaboracion: Autor.

1.4.3. Identificacion molecular.

Debido a la dificultad de encontrar un medio de enriquecimiento apropiado, su lento
tiempo de crecimiento, asi como la pérdida de cepas por condiciones de estrés, son
los principales problemas que se presentan al momento de realizar la deteccion de
estos microorganismos usando medios de cultivo, ademas puede haber
identificaciones errbneas en caso de especies que comparten -caracteristicas

morfol6gicas y de crecimiento similares (Bayas, 2016).

Es por ello que, en los Ultimos afios se han desarrollado un gran nimero de técnicas
moleculares con la finalidad de mejorar la sensibilidad y reducir asi el tiempo que
conlleva el aislamiento usando medios de cultivo (Collado y Figueras, 2011). Uno de
los métodos mas usados es el descrito por Houf, Tutenel, De Zutter, Van Hoof y
Vandamme, (2000) quienes desarrollaron una Multiplex-PCR para el gen 16S ARNr de
las especies A. butzleri y A. skirrowii y del gen 23S ARNr de la especie A.

cryaerophilus.

También, se propuso la Multiplex-PCR para los genes 23S ARNr y gyrA, con la

capacidad de identificar las 5 especies mas prevalentes en humanos y en animales
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como es: A. butzleri, A. skirrowii, A. cryaerophilus, A. cibarius y A. thereius (Douidah,
De Zutter, Vandamme y Houf, 2010).

1.5. Tratamiento

Para las infecciones ocasionadas por especies del género Arcobacter los antibidticos
usados con mayor frecuencia son las fluoroquinolonas que son eficaces para A.
butzleri y A. cryaerophilus (Fera et al., 2003). Otros antimicrobianos usados con
frecuencia ademas de las fluoroquinolonas son las tetraciclinas que se ha mostrado
presentan una buena eficiencia frente a estas bacterias (Houf et al., 2004a), Por otra,
se debe tener en cuenta que por los general la enteritis causada por Arcobacter suele
ser autolimitada sin la necesidad de requerir un tratamiento antimicrobiano (Collado y
Figueras, 2011).

1.6. Resistencia bacteriana

En la actualidad no hay criterios establecidos para las pruebas de sensibilidad
antimicrobiana para especies del género Arcobacter. Los criterios que se usan para la
interpretacion de los resultados obtenidos son los definidos por el “Clinical Laboratory
and Standarts Institute” (CLSI) o el “European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing” (EUCAST) para C. jejuniy C. coli.

En un estudio realizado por Abay et al., (2012), se empleé la técnica de difusién en
disco para 13 agentes antimicrobianos, donde se encontré que todas las cepas
aisladas eran susceptibles a la gentamicina, sin embargo encontraron resistencia a
tres o mas agentes antimicrobianos y que las cepas de A. butzleri aisladas
presentaban resistencia a amoxicilina + acido clavulanico en un 20%, acido nalidixico

en un 44.28% y ampicilina en un 78.57%.

Un estudio en el cual se evalud la concentracién minima inhibitoria (CMI) mostré que
todas las cepas de A. butzleri presentaban sensibilidad a la gentamicina y resistencia
del 55.8 % a la ciprofloxacina y del 97.7% a ampicilina, amoxicilina, vancomicina,

trimetoprim, piperacilina y cefoperazona (Ferreira et al., 2013).

En un estudio donde se determind los patrones de susceptibilidad de 50 cepas de A.
butzleri usando el método de E-test, se ha encontrado sensibilidad de todas las cepas
a gentamicina y tetraciclina, asi también resistencia del 2% a la eritromicina y del 2% a
la ciprofloxacina, ademas el 90 al 98% de cepas resistentes a la ampicilina y al

cloranfenicol (Otth, Wilson, Cancino y Fernandez, 2004).

20



1.6.1. Mecanismos de resistencia.

Las quinolonas son antimicrobianos de amplio espectro a las cuales se han registrado
un importante incremento en las tasas de resistencia, estos antibidticos tienen como
blanco interferir en la sintesis del ADN, este antibiético penetra en la pared celular a
través de porinas, inhibiendo directamente a dos enzimas, la ADN girasa y la
topoisomerasa 1V, las cuales son necesarias para realizar el superenrollamiento del
ADN, con lo que conduce a la muerte celular por fragmentacion cromosomica (Alvarez,

Garza y Vazquez, 2015).

Los mecanismos de resistencia a las quinolonas se deben a mutaciones
cromosoémicas en las regiones determinantes de resistencia a quinolonas (QRDR) de
la ADN girasa (gyrA y gyrB) y topoisomerasa IV (parC y parE). Las mutaciones en el
gen gyrA que codifica para la subunidad A de la ADN girasa se encuentra con mayor
frecuencia involucrado en la resistencia a estos antimicrobianos en bacterias
gramnegativas (Aldred, Kerns y Osheroff, 2014; Alvarez et al., 2015). La Resistencia
est& dada por la presencia de una mutacion en la posicion 85 (Thr a lle) de la proteina
GyrA que permite el desarrollo de cepas resistentes a las quinolonas (Abdelbagi et al.,
(2007).

1.7. Técnicas moleculares de identificacion Arcobacter spp.
1.7.1. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa, es una técnica molecular de reaccion in vitro,
de gran utilidad y especificidad para copiar varias veces una secuencia especifica de
ADN mediante la catdlisis que es llevada a cabo por la enzima ADN-polimerasa.
Ademas, para llevarse a cabo una PCR es necesaria la participacién de cebadores o
primers (oligonucle6tidos de ADN mono-catenario de 15 a 30 nucledétidos) que se unen
a una secuencia especifica del ADN, permitiendo la amplificacién de un gen o parte de

uno (Costa, 2004; Tamay de Dios, Ibarra y Velasquillo, 2013).

La PCR se lleva a cabo en tres pasos: desnaturalizacion, que permite la separacion de
las dos hebras de ADN; hibridacion, en la cual los primers se alinean al extremo 3" del
ADN y se forma un complejo templado-primer; Extensioén, aqui la Tag polimerasa
actla sobre el complejo agregado dNTPs complementarios para crear cadenas de

ADN de la secuencia deseada (Tamay de Dios et al., 2013).

La PCR es una técnica ampliamente usada en el campo microbiolégico para la

identificacion de microorganismos a partir de ADN purificado, asi también para la
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deteccién directa de las muestras, sin embargo, esta técnica presenta ciertos
inconvenientes como es la presencia de sustancias que inhiban la funcion enzimética
dando como resultado falsos negativos, otro de los inconvenientes es que debido a la
alta sensibilidad del método, existe el riesgo de contaminacion cruzada entre muestras

y producir falsos positivos (Costa, 2004).

1.7.2. Multiplex-PCR.

Este es uno de los métodos mas comUnmente usados en la actualidad y fue
desarrollado por Houf et al., (2000), donde se disefiaron cinco cebadores dirigidos a
los genes ARNr 16S y 23S para la identificacion de A. butzleri, A. cryaerophilus y A.

skirrowii.

Utilizando los genes gyrA y 16S ARNr, ha permitido identificar 4 especies: A. butzleri,
A. cryaerophilus, A. skirrowii y A. cibarius, sin embargo aunque el método es
especifico y rapido el tamafio del fragmento generado son muy similares lo que
dificulta la identificacion de todas las especies (Pentimalli, Pegels, Garcia, Martin, y
Gonzélez, 2009).

La técnica mas empleada para la identificacion de especies es la Multiplex-PCR con
cinco primers dirigidos hacia el gen 23S ARNr para A. butzleri, A. skirrowii, A. thereius
y A. cibarius, y 2 primers dirigidos hacia el gen gyrA para A. cryaerophilus, siendo una
herramienta Gtil y precisa para la identificacién a nivel de especie de estos patégenos
emergentes, ademas, el tamafio de los fragmentos generados difieren
significativamente el uno del otro lo que hace facil su interpretacion (Douidah et al.,
2010) (tabla 4).

Tabla 4. Primers utilizados en la identificacibn de especies de Arcobacter
mediante Multiplex-PCR.

Tamario del producto

Especie Gen (ob)
A. butzleri 23S ARNr 2061
A. thereius 23S ARNr 1590
A. cibarius 23S ARNr 1125
A. cryaerophilus GyrasA 395
A. skirrowii 23S ARNr 198

Especies de Arcobacter con su gen y tamafio del producto de PCR.
Fuente: (Douidah et al., 2010).
Elaboracion: Autor.
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1.7.3. PCR en Tiempo Real.

La PCR en Tiempo Real, es una variante de la PCR convencional, la cual solventa el
problema de la cuantificacion, permitiendo detectar en tiempo real la amplificacion de
un genoma de interés. Por lo general, se emplean sondas complementarias a una
parte intermedia del ADN que se desea amplificar, la sonda que se emplee tiene
adherida una molécula fluorescente y una molécula inhibitoria de la fluorescencia o
quencher, de modo que sélo cuando la sonda es desplazada de su sitio por accion de
la ADN polimerasa la molécula fluorescente se libera de la accién del quencher y emite
fluorescencia, la cual es cuantificada durante cada ciclo de la PCR y sera proporcional
a la cantidad de ADN amplificado. Esta cuantificacién es dada por la comparacién con

una curva patron bajo las mismas condiciones (Cultek, 2016).

Se ha empleado esta técnica por su alta sensibilidad y especificidad en la deteccion
directa de especies de Arcobacter, a partir de muestras fecales asi como de alimentos
(De Boer et al., 2013; Ramees et al., 2014).

1.7.4. Espectrometria de masas (MALDI-TOF MS).

Esta técnica se basa en el uso de un Espectrometro de masas de desorcion laser
asistida por la matriz por tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS, por sus siglas en inglés),
es empleada como una técnica rapida para la identificacion de rutina de hongos y
bacterias patégenas mediante su perfil proteico al identificarse la molécula mediante la
medicidn de su masa en relacién a su carga, asi como la de los fragmentos generados
a partir de ella (Anhalt y Fenselau, 1975; Seng et al., 2009). Por lo general, el
reconocimiento de un microorganismo mediante el uso de MALDI-TOF MS implica la
recuperacion de una colonia pura, el cual dara siempre el mismo espectro de masas
recogido en una base de datos para comparaciones y finalmente el reporte de los
resultados. No obstante, una de sus principales desventajas es que el poder
discriminatorio puede ser limitado si los perfiles proteicos son muy similares entre
microorganismos diferentes, especialmente si no se cuenta con bases de datos

amplias (Sauer y Kliem, 2010).

La implementacion de este equipo en un laboratorio clinico no requiere de
infraestructura especial, pero si de una conexion a internet, asi como entrenamiento

del personal y conocimiento en espectrometria de masas (Sauer y Kliem, 2010).

A partir del 2008, se ha observado un importante incremento de publicaciones y

reportes en el uso de esta técnica en el estudio de bacterias gramnegativas no
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fermentadoras aisladas de muestras clinicas humanas (Mellmann et al., 2008). Debe
tenerse en cuenta que la aplicabilidad de MALDI-TOF MS es dependiente del nimero
de cepas incluidas en las bases de datos, por lo que si ésta es de mayor alcance la
capacidad de identificacién de la técnica mejora (Anhalt y Fenselau, 1975; Van Veen,
Claas y Kuijper, 2010).

Se ha observado que en el estudio de bacterias fastidiosas o bacilos curvos
gramnegativos, como Campylobacter, Arcobacter y Helicobacter las tasas de
identificacion superan el 94% de eficacia. Por lo que se espera que en futuro, sea
empleada no solo con fines taxondémicos, sino también en la deteccion de
determinantes de resistencia bacteriana y factores de patogenicidad (He, Li, Lu,
Stratton y Tang, 2010; Van Veen et al., 2010).

1.7.5. Electroforesis en gel de campo pulsatil (EGCP).

Esta técnica permite la separacion de fragmentos de ADN de alto peso molecular, los
cuales migran a través de una matriz de agarosa concentrada, bajo la influencia de
dos campos eléctricos, los cuales no son uniformes en intensidad, sino que cambian
alternamente en forma de pulsos (Nassonova, 2008). Las moléculas de ADN de mayor
tamafio tenderan a moverse a través de los poros del gel orientandose y quedando
atrapadas mas tempranamente, mientras que los fragmentos mas pequefios

continuaran avanzando por el gel (Southern, Anand, Brown y Fletcher, 1987).

Esta técnica se la ha empleado en el monitoreo e investigacion epidemioldgica
bacteriana, particularmente de brotes de origen alimentario, asi como en la deteccion
temprana de estos por incremento en la incidencia de algin subtipo implicado en el
brote, también en deteccion de transmision cruzada, identificacion de vias de
transmision y subtipificacion bacteriana para estudios de diversidad y evolucién
genética (Galvao, Chiarini, Destro, Ferreira y Nero, 2012; Krawczyk, Kur, Stojowska-
Swedrzynska y Spibida, 2016). La EGCP es altamente discriminatoria y se han llevado
a cabo un gran numero de estudios de bacterias patégenas de gran incidencia a nivel
mundial, como lo es Campylobacter spp., bacterias muy relacionadas a Arcobacter
spp. (Behringer, Miller y Oyarzabal, 2011). En el estudio de estas ultimas, esta técnica
se la ha empleado con fines de estudio de su distribucion y diversidad genética de
cepas de Arcobacter spp. procedentes de origen aviar y de muestras ambientales
(Ferreira et al., 2013).

24



1.7.6. Hibridacion fluorescente in situ (FISH).

Con el fin de incrementar la eficiencia en los métodos de deteccion bacteriana, en los
recientes afios se ha empleado la hibridacion con sondas de ARNr, sin necesidad de
cultivar las bacterias (Amann, Ludwig y Schleifer, 1995). La hibridacién fluorescente in
situ o FISH por sus siglas en inglés, junto con sondas de oligonucleétidos de ARNr ha
sido empleada en la deteccion e identificacion de diferentes microorganismos,

incluyendo especies de Campylobacter (Moreno et al., 2001).

FISH, es una técnica de rapida deteccién con la ventaja, a diferencia de la PCR, de
que no contiene sustancias inhibitorias de la reaccién, también puede ser utilizada
conjuntamente con técnicas de PCR (Hernandez, Alonso, Fayos, Amoros y Owen,
1995). Por otra parte, se ha observado que la amplificacién directa por PCR en estudio
de Campylobacter ha generado ciertas dificultades por la presencia de bajos recuentos
de células bacterianas en muestras ambientales (Giesendorf et al., 1993), lo que hace
necesario procesos de preenriquecimiento y subsecuente purificacion del ADN
bacteriano para llevar a cabo la PCR (Van Camp et al., 1993). Es asi que, algunas
investigaciones han empleado esta técnica como complementaria a la PCR directa
sobre las muestras, en la deteccion tanto de Campylobacter como de Arcobacter
(Moreno et al., 2003).
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CAPITULO II:
METODOLOGIA
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2.1. Lugar de muestreo y Poblacion de estudio

El muestreo se realiz6 en los alrededores de la ciudad de Loja durante los meses de
febrero-abril del 2017. Se recolectaron 50 muestras de materia fecal de ganado
porcino y bovino (deposiciones recientes). La época de muestreo correspondio a
meses de pocas lluvias con temperaturas de entre 18°C a 23°C.

Las condiciones fisicas y ambientales en las cuales se encontraban los animales
fueron las siguientes: A) porcinos: se tomaron en cuenta todos los rangos de edad
(adultos y lechones); todos los animales se encontraban en recintos cerrados (corrales
y chancheras) cuya alimentacion era a base de balanceado y restos alimenticios; los
adultos muestreados permanecian en grupos de 1-3 individuos, mientras que los
lechones eran criados en un mismo corral; parte de los cerdos estaban destinados
para el consumo humano y otros para la reproduccién; no se contd con mayor
informacion sobre las condiciones de crianza de los animales. B) bovinos: se tomaron
en cuenta todos los rangos de edad (adultos y terneros); todos los animales se
encontraban en recintos al aire libre cuya alimentacion era a base de pasto de la zona;
parte de la recoleccion de las muestras se realiz6 a grupos de 5-8 individuos, mientras
gque otras fueron recolectadas de animales que se encontraban solos; gran parte de
los animales se encontraban habitando conjuntamente tanto con animales domeésticos
como silvestres; la mayoria de los bovinos muestreados estaban destinados a la
produccién de leche; no se conté con mayor informacién sobre las condiciones de

crianza de los animales.

Las muestras fueron recolectadas mediante hisopado de las heces y se inocularon en
medio de transporte suplementado con mezcla antibiética de Houf et al., (2001)
modificada, enriquecido con extracto de levadura al 1% y sangre al 5% (Anexo 1), las
cuales se analizaron en el laboratorio de Microbiologia Clinica de la Seccion de
Genética Humana, Microbiologia y Bioquimica Clinica de la Universidad Técnica

Particular de Loja.
2.2. Identificacion fenotipica de Arcobacter
2.2.1. Siembray Aislamiento.

Las muestras sembradas en el medio de transporte fueron incubadas a 30°C durante
72 horas en aerobiosis. Pasado este tiempo, las muestras fueron filtradas
empleandose un filtro de 0.45um de tamafio de poro, en agar sangre enriquecido con

extracto de levadura (Anexo 2), incubandose por 48 a 72 horas a 30°C en aerobiosis.
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2.2.2. Identificacion morfolégica.

Se consideraron como colonias sospechosas aquellas que pasaron el filtro y
presentaban caracteristicas tipicas del género, colonias pequefias grisaceas,
brillantes, de bordes lisos y con olor caracteristico. De éstas se tomaron colonias
aisladas para la realizacion de la tincion de Gram modificada y tincion de Hucker,
considerandose como supuestos Arcobacter la presencia de bacilos curvos en forma
de “S” itélica, gramnegativos en la tinciébn de Gram y de color morado y mas gruesos
para una mejor visualizacién con la tincion de Hucker (Anexo 3). Se emplearon cepas
puras donadas por la Universidad Austral de Chile pertenecientes a la Coleccion de
Bacterias del Laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Ghent (Ghent,
Bélgica), por sus siglas en inglés (BCCM/LMG) como controles positivos de A. butzleri
(LMG 10828) A. cryaerophilus (LMG 9904) y A. skirrowii (LMG 6621).

2.2.3. Identificacién mediante pruebas bioquimicas.

A las muestras presuntivas para Arcobacter se realizd las pruebas de oxidasa y
catalasa, para las cuales son positivas. Finalmente se emple6 como prueba el cultivo
de las cepas en agar MacConkey para la identificaciébn presuntiva de A. butzleri,
siendo ésta la especie que mejor se desarrolla sobre este medio de cultivo, el resto de

especies pueden presentar crecimiento variable (Anexo 4).

Las cepas fueron sembradas en caldo tioglicolato enriquecido con extracto de levadura
por 48 horas (Anexo 5). Las cepas consideradas positivas se criopreservaron a -80°C

en glicerol y en dimetil sulféxido (DMSO) al 10% (Anexo 6).

2.3. Identificacién molecular
2.3.1. Extraccion de ADN.

De los cultivos puros de las cepas aisladas y de los controles positivos, se realizé la
extraccion del ADN gendmico mediante el uso del kit de Purificacion de ADN

Gendmico Wizard® (Promega) (Anexo 7). El ADN obtenido fue conservado a -8°C.

2.3.2. Multiplex-PCR.

La identificacion molecular de especies se realizé mediante PCR segun la metodologia
descrita por Douidah et al., (2010). Se trabaj6é con un volumen final de reaccion de
25pl (Anexo 8). Se empled 5yl de ADN, 5X Green GoTaq Buffer, 10 mM dNTPs,
25mM MgCl,, 5U/ul GoTaq Flexi ADNPolimerasa (Promega). Para la identificacion a
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nivel de especie se amplificaron fragmentos del gen 23S ARNr y del gen Gyrasa A,
para ello se usaron cebadores a una concentracién de 5uM (Invitrogen™) detallados
en la tabla 5.

Tabla 5. Identificacion de especies de Arcobacter.

Especie Primer Gen Ta(r;g)no 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’
L ArcoF 5-GCYAGAGGAAGAGAAATCAA-3’
A. skirrowii 23S ARNr 198
SkiR 5-TCAGGATACCATTAAAGTTATTGATG-3’

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

La amplificacion de los genes se realiz6 mediante una Multiplex-PCR touchdown,
disminuyendo 0.5 °C cada 2 ciclos (tabla 6). Los amplicones generados fueron
detectados en un gel de agarosa Ultrapura (Invitrogen™) al 2%, con condiciones de
corrida de 120 V, 60 minutos, 300 mA; usandose un marcador de peso molecular de
100pb (Promega) (Anexo 9). Las bandas se visualizaron en un transiluminador UV
Enduro™ GDSTOUCH Labnet.

Tabla 6. 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
Extension 72 2 min.

Desnaturalizacion 95 45 seg.

Anillamiento 56 45 seg 27
Extension 72 2 min

Extensién final 72 10 min 1

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.
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2.4. Actividad antimicrobiana
2.4.1. Método de Difusiéon en Disco.

Para la técnica de difusion en disco se probaron 6 antibiéticos: Eritromicina (E-15ug);
Gentamicina (GM-10ug); Ciprofloxacina (CIP-5ug); Acido nalidixico (NA-30ug);
Ampicilina (AM-10ug); Tetraciclina (TE-30pg) (Anexo 10).

Se prepard una suspension en suero fisiolégico hasta una turbidez de 0.5 en la escala
de McFarland. Posteriormente con un hisopo estéril, se realizd la siembra sobre placas

de agar Mueller Hinton enriquecido con extracto de levadura al 1% y sangre al 5%.

La interpretacién de los resultados se llevo a cabo 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 evaluacién
de la susceptibilidad de especies de Arcobacter (tabla 7). Para ello se midieron los
diametros de cada halo formado alrededor del antibiético usando un calibrador
milimetrado universal.

Tabla 7. Criterios de interpretacion de susceptibilidad antimicrobiana.

Antibisticos Concgntracién 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 y EUCAST, (2017).
Elaboracion: Autor.

Los datos generados durante este estudio fueron analizados mediante estadistica

descriptiva.
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CAPITULO 1
RESULTADOS Y DISCUSION
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RESULTADOS
3.1. Prevalencia de Arcobacter spp. en ganado porcino
En base a las caracteristicas morfolégicas y a los resultados de las pruebas

bioguimicas, el 40% (20/50) correspondieron a muestras positivas para Arcobacter

spp. (tabla 8).

Tabla 8. Prevalencia de especies de Arcobacter en porcinos.

N° %
Muestras positivas 20 40
Muestras negativas 30 60
Total 50 100

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

3.2. Identificacion de especies de Arcobacter en ganado porcino

Se confirmd que todas las cepas de estudio pertenecian a especies del género
Arcobacter. Del total de especies detectadas, el 45.45% (10/22) fueron identificadas
como A. thereius, el 36.36% (8/22) como A. skirrowii, el 13.64% (3/22) como A. butzleri
y el 4.55% (1/22) se identific6 como A. cryaerophilus (tabla 9). Ademas, se encontré
gue dos de las muestras positivas tenian una co-colonizacion, pudiéndose identificar
dos especies, una de ellas contenia A. thereius + A. butzleri y la otra poseia A.

thereius + A. skirrowiii.

Tabla 9. Especies de Arcobacter identificadas mediante Multiplex-

PCR.
Fuente de las Especies NP %
cepas
A. thereius 10 45.45
A. skirrowii 8 36.36
Porcinos A. butzleri 3 13.64
A. cryaerophilus 1 4.55
Total 22 100

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

En la figura 4, se muestra la amplificacion de los fragmentos esperados para la
identificacion de A. butzleri, A. thereius, A. cryaerophilus y A. skirrowii mediante

Multiplex-PCR de acuerdo a los descrito por Douidah et al., (2010).
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Figura 4. Identificacién molecular de especies de Arcobacter mediante multiplex-PCR en
porcinos. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, a la izquierda se muestran las bandas de los
controles positivos empleados, C1: A. butzleri (2061 pb); C2: A. skirrowii (198 pb); C3: A.
cryaerophilus (395 pb); los carriles (1-20) corresponden a las muestras. M: marcador de peso
molecular de 100pb. Muestras 14 y 19 se observa una co-colonizacion por dos especies.
Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.

3.3. Actividad antimicrobiana de 6 antibidticos frente a Arcobacter spp. en

ganado porcino

Como se observa en la figura 5, la frecuencia més alta de resistencia para Arcobacter
spp. fue observada para ciprofloxacina 54.55%, &cido nalidixico 50%, ampicilina
27.27% vy tetraciclina 27.27%, mientras que para gentamicina y eritromicina los
porcentajes de resistencia fueron del 9.09% y 4.54% respectivamente. Ademas, se
encontraron perfiles de multirresistencia (resistencia a 3 o0 mas antibiéticos) en el
27.27% (6/22), de las cuales 2 mostraron resistencia a ciprofloxacina, tetraciclina y
acido nalidixico, 1 presentd resistencia a gentamicina, ciprofloxacina, tetraciclina y
acido nalidixico, 1 mostré resistencia a gentamicina, ampicilina, tetraciclina y acido
nalidixico, 1 mostr6 resistencia a ciprofloxacina, ampicilina y &cido nalidixico y 1

mostro resistencia a ciprofloxacina, ampicilina, tetraciclina y acido nalidixico.
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Figura 5. Actividad antimicrobiana del género Arcobacter en porcinos.
Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.

De las 4 especies de Arcobacter aisladas a partir de muestras fecales de porcinos
(figura 6), el grupo de A. thereius mostr6 mayor resistencia a ciprofloxacina y acido
nalidixico con un 70%, siendo menor para la tetraciclina y ampicilina con un 20% vy
eritromicina con un 10%. En el grupo de A. skirrowii se obtuvo resistencia a
ciprofloxacina con un 37.50%, a ampicilina y tetraciclina con un 12.50%. Cepas de A.
butzleri mostraron resistencia al acido nalidixico y a la ampicilina en un 100% y
frecuencias de resistencia a la ciprofloxacina, gentamicina y tetraciclina del 33.33%.
Finalmente, la Unica cepa aislada de A. cryaerophilus fue resistente a la ciprofloxacina,

acido nalidixico, gentamicina y tetraciclina.
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Figura 6. Actividad antimicrobiana de seis antibidticos frente a especies de
Arcobacter identificadas en porcinos. A: Arcobacter thereius, B: Arcobacter
skirrowii, C: Arcobacter butzleri, D: Arcobacter cryaerophilus.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.
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3.4. Prevalencia de Arcobacter spp. en ganado bovino

De acuerdo a las caracteristicas morfolégicas y a los resultados de las pruebas
bioquimicas, el 62% (31/50) de las muestras fueron positivas para Arcobacter spp.
(tabla 10).

Tabla 10. Prevalencia de especies de Arcobacter en bovinos.

. NO %
Muestras positivas 31 62
Muestras negativas 19 38
Total 50 100

Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.

3.5. ldentificacién de especies de Arcobacter en ganado bovino

Se confirmé que todas las cepas de estudio pertenecian a especies del género
Arcobacter mediante la técnica Multiplex-PCR. Del total de especies detectadas, el
72.22% (26/36) se identificaron como A. butzleri, el 16.67% (6/36) como A.
cryaerophilus y el 11.11% (4/36) como A. skirrowii (Tabla 11). Ademas, se encontré
que 5 de las muestras presuntivas tenian una co-colonizacién por dos especies, tres
de ellas contenian A. butzleri + A. cryaerophilus y las dos restantes contenian A.
butzleri + A. skirrowii.

Tabla 11. Especies de Arcobacter identificadas mediante Multiplex-

PCR.
Fuente de las Especies NP %
cepas

A. butzleri 26 72.22
A. cryaerophilus 6 16.67

Bovinos
A. skirrowii 4 11.11
Total 36 100

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

En la figura 7, se muestra la amplificacion de los fragmentos esperados para la
identificacion de A. butzleri, A. cryaerophilus y A. skirrowii mediante Multiplex-PCR de

acuerdo a los descrito por (Douidah et al., 2010).
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Figura 7. Identificacién molecular de especies de Arcobacter mediante Multiplex-PCR en
bovinos. Electroforesis en gel de agarosa al 2%, a la izquierda se muestran las bandas de los
controles positivos empleados, C1: A. butzleri (2061 pb); C2: A. skirrowii (198 pb); C3: A.
cryaerophilus (395 pb); los carriles (1-15 y 16-31) corresponden a las muestras. M: marcador
de peso molecular de 100pb. Muestras 13, 19, 26, 27 y 28 se observa una co-colonizacion por
dos especies.

Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.

3.6. Actividad antimicrobiana de 6 antibidticos frente a Arcobacter spp. en

ganado bovino

La frecuencia méas alta de resistencia para Arcobacter spp. en aislamientos de ganado
bovino (figura 8) fueron observadas para tetraciclina con un 69.44% y &cido nalidixico
y ampicilina con un 66.67%, mientras que para la eritromicina, ciprofloxacina y
gentamicina los porcentajes de resistencia fueron del 25%, 11.11% y 2.78%
respectivamente. Ademas, se encontraron perfiles de multirresistencia (resistencia a 3
0 mas antibidticos) con un 63.89% (23/36), de las cuales 11 mostraron resistencia a
ampicilina, tetraciclina y &cido nalidixico, 7 presentaron resistencia a eritromicina,

ampicilina, tetraciclina y acido nalidixico, 3 mostré resistencia a ciprofloxacina,
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ampicilina, tetraciclina y acido nalidixico y 2 cepas mostraron resistencia a 5 de los 6
antibioticos probados, una de ellas fue sensible a la ciprofloxacina, mientras que la

otra lo fue a la gentamicina.
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Figura 8. Actividad antimicrobiana del género Arcobacter en bovinos.
Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.

De las 3 especies de Arcobacter aisladas a partir de muestras fecales de bovinos
(figura 9), el grupo de A. butzleri mostr6 mayor resistencia a tetraciclina con un
84.62%, seguido del acido nalidixico y ampicilina con un 80.77%, siendo menor para
eritromicina con un 26.92%, ciprofloxacina con un11.54% y gentamicina con un 3.85%.
En el grupo de A. cryaerophilus se obtuvo resistencia al acido nalidixico, ampicilina y
tetraciclina en un 33.33% y una frecuencia de resistencia a ciprofloxacina y
eritromicina del 16.67%. Cepas de A. skirrowii mostraron resistencia al é&cido

nalidixico, eritromicina, ampicilina y tetraciclina en un 25%.
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Figura 9. Actividad antimicrobiana de seis antibiéticos frente a especies de
Arcobacter identificadas en bovinos. A: Arcobacter butzleri, B: Arcobacter
cryaerophilus, C: Arcobacter skirrowii.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.
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DISCUSION

En los dltimos afios Arcobacter spp. ha sido reconocido como un patégeno emergente
de caracter zoondtico en todo el mundo, segun la Comisién Internacional de
Especificaciones Microbiolégicas para Alimentos (ICMSF), esta bacterias representan
un serio problema para el sistema de salud publica, debido a que se transmiten
principalmente por alimentos (Ramees et al., 2017).

A nivel de Latinoamérica, los reportes sobre especies de Arcobacter como agentes
infecciosos en humanos y como comensal en animales, hoy en dia son escasos
(Zerpa et al., 2014). Sin embargo, en Europa existen datos que indican que Arcobacter
spp. constituye el cuarto lugar en tasas de aislamientos entre los miembros de la
familia Campylobacteraceae aisladas a partir de muestras fecales (Prouzet-Mauléon,
Labadi, Bouges, Ménard y Mégraud, 2006; Olivier Vandenberg et al., 2004).

En el presente trabajo, se evaluo la presencia de especies de Arcobacter (A. butzleri,
A. cryaerophilus, A. skirrowii, A. thereius y A. cibarius) en muestras fecales de ganado
porcino y bovino, cuya prevalencia fue del 40% y del 62% respectivamente. La especie
mas frecuentemente detectada en muestras de porcinos fue A. thereius con un
45.45%, seguida de A. skirrowii con un 34.64%, A. butzleri en un 13.64% y A.
cryaerophilus en un 4.55%. Trabajos realizados en paises latinoamericanos muestran
resultados similares a los obtenidos en la presente investigacion. Zerpa et al., (2014),
reportaron una prevalencia de Arcobacter spp. del 29.2%, siendo A. butzleri la especie
mas frecuentemente aislada con un 26%, seguida de A. skirrowii con un 3.1%; datos
mas actuales realizados en Chile, muestran una prevalencia de Arcobacter spp. en
heces de cerdos del 59.5%, aislandose como especie mas prevalente A. butzleri
(40.7%), seguida de A. cryaerophilus (9.6%) (Fernandez, Villanueva, Mansilla,
Gonzalez y Latif, 2015); por otro lado, en muestras de carne de cerdo Villarruel-Lopez
et al., (2003), reporta una prevalencia de Arcobacter spp. del 51.1%, con porcentajes
mayores al 80% de aislamientos de A. butzleri, detectdndose en menores

proporciones A. skirrowii y A. cryaerophilus.

Por otro lado, estudios en Bélgica indicaron una tasa de aislamiento de especies de
Arcobacter del 43.9% y 59.85% (Van Driessche et al., 2004, 2003). De Smet et al.,
(2011a), aportan un dato interesante al ser el primer estudio en el cual se pudo
identificar A. thereius a partir de muestras fecales de cerdos. La frecuencia de
aislamiento de Arcobacter spp. fue del 76.67%, identificAndose 4 especies (A. butzleri,

A. cryaerophilus, A. skirrowii y A. thereius), interesantemente, A. thereius fue la
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especie mas prevalente en dos de las granjas muestreadas (granja A: 17.73% y granja
B: 30.46%), mientras que A. butzleri lo fue en las otras dos granjas (granja C: 16.54%
y granja D: 72.63%). Estos ultimos datos sobre la prevalencia de A. thereius, son
importantes ya que solo se contaba con informacion de Houf et al., (2009), al ser
aislada por primera vez a partir de higados y rifiones de abortos espontaneos de
porcinos, constituyendo el presente estudio el segundo trabajo en el cual se ha podido
identificar esta especie en muestras fecales de cerdos, y representa el primer estudio
de Arcobacter a nivel de Ecuador. La prevalencia de esta especie, es muy probable
gue haya pasado desapercibida en investigaciones anteriores debido a que es reciente
su descubrimiento y por ende no ha sido incluida como una especie de interés en

numerosos trabajos.

Estudios realizados en la India muestran prevalencias del 12% al 25.33% de
Arcobacter spp., siendo la especie mas prevalente A. butzleri, seguida de otras
especies como A. cryaerophilus y A. skirrowii (Mohan et al., 2014; Patyal et al., 2011).
En Japon, Kabeya et al., (2003), aislaron a partir de heces de cerdos Arcobacter spp.
(10%) y de hisopados vaginales de cerdas aislaron Arcobacter spp. (13.3%), siendo
nuevamente A. butzleri la especie mas comun, seguida de A. cryaerophilus y A.

skirrowii.

Cabe mencionar, que la co-colonizacion por mas de una especie de Arcobacter en un
mismo individuo en muestras fecales de cerdos est& bien documentada, observandose
por lo general, la presencia de dos o tres especies simultaneamente (A. butzleri, A.
cryaerophilus y A. skirrowii) (Ferndndez et al., 2015; Ho et al., 2006b; Kabeya et al.,
2003; Patyal et al., 2011; Van Driessche et al., 2003). Recientemente, se ha reportado
una co-colonizacion de A. thereius con otras tres especies de Arcobacter, dato
importante ya que en este trabajo se encontro la presencia de co-colonizaciones entre

A. thereius + A. butzleri y A. thereius + A. skirrowii (De Smet et al., 2011a).

La elevada prevalencia de Arcobacter spp. y la gran variedad de especies encontradas
colonizando estos animales, manifiesta que existen mdultiples vias de transmision,
algunas de las cuales han podido ser descritas por ciertos autores. Ho et al., (2006b),
realizaron un estudio en muestras rectales de cerdas prefiadas y sin prefiar, en el cual
se encontré6 una prevalencia del 42% de especies de Arcobacter. Los autores,
pudieron confirmar la transmision vertical (congénita) por via transplacental, al detectar
con mayor frecuencia A. cryaerophilus en el liquido amniético de las madres y en los
recién nacidos, ademas de sugerir que esta especie es mas invasiva en el hospedero

que el resto de especies del género. En cuanto a la transmision horizontal, ésta se

41



evidencié en los lechones a las 3 semanas de nacidos, por una mayor prevalencia de
A. skirrowii y A. butzleri, adquiridas por contaminacion fecal de la madre u otros cerdos
infectados. El fendbmeno de intermitencia de deteccién de dichas especies fue comun,
muy probablemente debido a la reinfeccion de las cerdas y lechones (Ho et al., 2006b;
Hume et al., 2001). Se sugiere que la presencia de anticuerpos contra Arcobacter spp.
en el calostro, interviene en el proceso de colonizacién e infeccion por parte de las
bacterias adquiridas congénitamente en los lechones durante los primeros dias de
nacidos; los niveles de anticuerpos tienden a disminuir a las pocas semanas
paulatinamente, mientras el sistema inmunolégico de los lechones aln esta en etapa
de desarrollo, por lo que son susceptibles de reinfectarse por otras especies de
Arcobacter (Ho et al., 2006b).

En este trabajo también se identific6 en muestras fecales de bovinos, una prevalencia
de Arcobacter spp. del 62%, con mayor frecuencia de A. butzleri correspondiendo al
72.22%, seguida de A. cryaerophilus con un 16.67% y A. skirrowii con un 11.11%. A
nivel de Latinoamérica, se han reportado algunos datos de prevalencia de Arcobacter
spp. en heces de bovinos. Fernandez et al., (2007) en Chile reportan una prevalencia
del 17.3% de A. butzleri aislada de diferentes animales, constituyendo el 25%
Unicamente de muestras fecales procedentes de bovinos. Datos mas actuales en
Perd y Chile, muestran tasas de frecuencia de aislamiento de Arcobacter del 25% al
37%, encontrandose A. butzleri en porcentajes mayores al 20%, seguido de A.
cryaerophilus y A. skirrowii en menores porcentajes (Fernandez et al., 2015; Zerpa et
al., 2014).

La alta prevalencia de Arcobacter spp. observada en los tractos intestinales y
muestras fecales en los animales de granja y en productos carnicos, apoya la hipotesis
de que los alimentos constituyen una de las principales vias de transmisién (Patyal et
al., 2011). Por este motivo, se han realizado algunos estudios en alimentos de origen
bovino tales como carnes y productos lacteos, encontrdndose prevalencias de
Arcobacter spp. del 29% al 56%, siendo la especie mas prevalente A. butzleri, ademas
de evidenciarse la presencia de una gran diversidad de especies de este género
(Cordoba, Redondo, Castro y Arias, 2017; Villarruel-Lépez et al., 2003; Yesilmen et al.,
2014).

Datos europeos sobre la prevalencia de Arcobacter spp. muestran porcentajes del
36% en Turquia (Yesilmen et al., 2014), del 39.2% en Bélgica (Van Driessche et al.,
2003) y del 41.7% en Espafia (Vilar et al., 2010) en muestras fecales de bovinos. En

afos posteriores Van Driessche et al., (2005), obtuvieron frecuencias de Arcobacter
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segun las edades de los bovinos, mostrando los siguientes resultados; un 15% en
vacas lecheras, un 11% en bovinos jovenes y un 27.13% en terneros, siendo estos
porcentajes menores a los obtenidos por los mismos autores anteriormente, ademas
A. cryaerophilus fue la especie mas prevalente, seguido de A. skirrowii y A. butzleri.
Otros trabajos en los cuales se han tenido en cuenta las edades de los animales, se
ha observado que no existen diferencias significativas entre estos grupos y la infeccién
por estos patégenos (Shah et al., 2012). Existen estudios en paises orientales en los
cuales se han obtenido frecuencias de aislamientos de Arcobacter spp. del 7% en
Malaysia (Shah et al., 2012), un 10% en la India (Mohan et al., 2014) y un 12% en Iran
(Shirzad et al., 2016), siendo A. butzleri la especie mas prevalente. Un estudio
realizado en Japdn, identificaron A. butzleri en un 83.33% y A. cryaerophilus en un
16.64% de las muestras positivas (Kabeya et al., 2003). Estos datos son comparables
a los obtenidos en este trabajo, donde se encontré A. butzleri en un 72.22% y A.

cryaerophilus en un 16.67% de las muestras positivas.

La co-colonizacion con varias especies de Arcobacter en muestras de bovinos se ha
encontrado con frecuencia en diversas investigaciones, hallandose la presencia de 2 o
mas especies en un mismo individuo, con porcentajes del 26 al 50% (Shah et al.,
2012; Van Driessche et al., 2005), donde la mayoria reporta co-colonizaciones entre A.
butzleri y A. cryaerophilus (Aydin, Gimulssoy, Atabay, Ica y Abay, 2007; Fernandez et
al., 2015; Serraino et al., 2013; Shirzad et al., 2016). En este estudio la presencia de
co-colonizacion represento el 16.1% del total de muestras positivas, encontrandose A.
butzleri + A. cryaerophilus (9.67%) y A. butzleri + A. skirrowii (6.45%).

Es importante mencionar, que estudios han demostrado que las tasas de aislamiento
de las diferentes especies de Arcobacter independientemente del reservorio, puede
variar considerablemente segun la metodologia de aislamiento empleada; se ha
observado que el cultivo directo de las heces permite identificar co-colonizaciones,
mientras que el empleo de métodos de enriquecimiento disminuyen la probabilidad de
encontrar co-colonizaciones, pero es posible obtener frecuencias de aislamiento
probablemente més reales, quizas explicado por el hecho de que el desarrollo de una

de las especies se vea mas favorecido (Van Driessche et al., 2005).

Segun datos reportados por algunos autores, la prevalencia de especies de Arcobacter
en heces de cerdos y bovinos tiende a ser mas baja que la prevalencia de especies de
Campylobacter aisladas de este mismo tipo de muestras (Fernandez et al., 2015;
Fernandez, 2011; Fernandez et al., 2007). En este estudio, los datos de prevalencia de

Arcobacter spp. correspondieron al 40% en heces de cerdos y al 62% en heces de
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bovinos, siendo mayores a los reportados por Chamba, (2016), en su estudio sobre la
prevalencia de Campylobacter spp. en muestras fecales de porcinos y bovinos con un
15% y 27% respectivamente. Por otro lado, Serraino et al., (2013), también
evidenciaron que Arcobacter spp. fue mas prevalente que especies de Campylobacter,
con un 57.1% y un 35.7% respectivamente, aisladas a partir de muestras tomadas en
granjas productoras de lacteos.

Por todo lo expuesto, es evidente que los bovinos son de gran importancia como
portadores sanos de especies de Arcobacter, permitiendo asegurar que se trata de un
reservorio natural (Ramees et al., 2017).

Los resultados obtenidos del test de susceptibilidad mediante difusion en disco,
mostraron que todas las especies aisladas tanto de ganado porcino como bovino,
presentaron resistencia al menos a uno de los seis antibidticos probados. Cabe
destacar, que no se cuenta con tests de susceptibilidad estandarizados para
Arcobacter spp., por lo que se han empleado pruebas como E-test, dilucién en agar,
difusién en disco o microdiluciéon en caldo, aportando algunos datos sobre los perfiles
de susceptibilidad de algunas cepas de A. butzleri (Fera et al., 2008; Otth et al., 2004;
Olivier Vandenberg et al., 2004).

En el presente estudio, se hall6 una resistencia mayor al 50% para ciprofloxacina y
acido nalidixico en ganado porcino, se observo un 27.33% de resistencia a tetraciclina
y porcentajes menores al 10% a gentamicina y eritromicina, sorprendentemente se
registré un 73% de sensibilidad a ampicilina. Por otro lado, en cepas procedentes de
ganado bovino se observé una mayor frecuencia de resistencia a la tetraciclina, al
acido nalidixico y ampicilina mayores al 60%; también se observé un porcentaje de
resistencia considerable a eritromicina del 25%, siendo los antibiéticos que mostraron
mayores tasas de sensibilidad la ciprofloxacina y gentamicina con un 88.89% vy
92.22% respectivamente. En estudios realizados en el 2014, se encontraron que las
cepas de Arcobacter spp. presentaban sensibilidad a la mayoria de los antibi6ticos
probados en este estudio: gentamicina, ciprofloxacina, eritromicina y tetraciclina, pero
evidencidndose mayores tasas de resistencia a ampicilina con un 60.6% y al &cido
nalidixico con un 22.5% (Mohan et al., 2014; Rahimi, 2014). Para el afio 2016, se han
reportado tasas de resistencia a eritromicina y ciprofloxacina mayores al 20% y a
ampicilina un 91%; la gentamicina y tetraciclina continuaron siendo los antibiéticos que
mostraron mayor eficacia contra las especies de Arcobacter (Van den Abeele,
Vogelaers, Vanlaere y Houf, 2016). Cordoba et al., (2017), encontraron que todas las

cepas presentaban resistencia a ampicilina, acido nalidixico y ciprofloxacina.
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Con estos antecedentes, se puede observar que las tasas de resistencia de estos
antibiéticos de uso comudn tanto en clinica veterinaria como humana, han ido en
aumento especialmente para la ciprofloxacina, ampicilina y &cido nalidixico, pero que
ademas se han detectado indicios de resistencia a antibioticos como la tetraciclina,
gentamicina y eritromicina considerados como primera linea en el tratamiento de
multiples infecciones, incluidas las causadas por miembros de la familia
Campylobacteraceae. Las diferencias observadas en los perfiles de susceptibilidad
entre las cepas aisladas de ganado porcino y bovino, podrian explicarse debido a la
frecuencia del uso de estos antimicrobianos en la clinica veterinaria ya sea para el

tratamiento de infecciones o como profilaxis (Rahimi, 2014).

En la presente investigacion se observé tasas de resistencia del 80% al 100% de
cepas de A. butzleri a ampicilina y acido nalidixico tanto en ganado porcino como en
bovino, con tasas menores de resistencia a ciprofloxacina, gentamicina y eritromicina,
ademas de ver un clara diferencia entre las frecuencias de resistencia a tetraciclina
entre A. butzleri aislado de porcinos y bovinos, con porcentajes del 33.33% y 84.62%
respectivamente. Algunos de estos resultados también han sido reportados por
autores, donde se ha encontrado sensibilidad del 87% a ciprofloxacina y del 100% a
eritromicina y gentamicina (Serraino et al., 2013; Van den Abeele et al., 2016). Se han
reportado numerosos estudios de cepas de A. butzleri donde se ha encontrado la
presencia de resistencia del 58% al 100% a ampicilina, 22% a acido nalidixico, 100% a
tetraciclina y tasas de sensibilidad del 98% a eritromicina y ciprofloxacina (Rahimi,
2014; Yesilmen et al., 2014).

Para A. cryaerophilus se han reportados tasas de resistencia mayores al 80% a
ampicilina, 51% a ciprofloxacina y del 40% a &cido nalidixico (Rahimi, 2014; Serraino
et al., 2013; Van den Abeele et al., 2016). También se ha reportado sensibilidad del
100% a tetraciclina, eritromicina, gentamicina y ciprofloxacina (Shirzad et al., 2016).
Que en comparacion a los datos obtenidos en la presente investigacion se han
encontrado tasas de resistencia del 33.33% a acido nalidixico, ampicilina y, tetraciclina

y del 16.67% a ciprofloxacina y eritromicina en ganado bovino.

Para A. skirrowii se han reportado tasas de resistencia del 100% a ampicilina y del
50% a eritromicina, encontrandose ademas sensibilidad del 100% a tetraciclina, acido
nalidixico, ciprofloxacina y gentamicina (Rahimi, 2014; Yesilmen et al., 2014). En
comparacion con los datos obtenidos en esta investigacion, se observaron mayores
tasas de resistencia a &cido nalidixico, eritromicina, ampicilina y tetraciclina (25%) en

ganados bovinos, mientras que en porcinos se registr6 un 37.5% de resistencia a
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ciprofloxacina, recalcando que todas las cepas de A. skirrowii presentaban sensibilidad

a la gentamicina.

Todos estos resultados indican un claro aumento en las tasas de resistencia en cepas
procedentes de ganado porcino y bovino en nuestro medio. Se ha sugerido que la
Arcobacteriosis en humanos y animales se ha subestimado en el pasado, las
caracteristicas propias de estas bacterias las hacen aptas para adaptarse a ambientes
adversos, como su tolerancia a altas concentraciones salinas, su desarrollo a bajas
temperaturas, en ambientes secos y su capacidad para adherirse a diversas
superficies formando biopeliculas (Cervenka, 2007; Ferreira et al., 2013), permiten
incrementar sus rutas de transmision y supervivencia. Es por ello que, cada vez son
mas numerosos los trabajos enfocados en el estudio de estos patbgenos emergentes,
debido a que en los ultimos afios se han observado frecuencias de prevalencia e
incidencia significativamente elevadas, especialmente a partir de alimentos de origen
animal y durante los procesos de produccion de alimentos (Calvo et al., 2013), e
incluso considerandolos como indicadores de contaminacion fecal (Fernandez et al.,
2015).

En paises en vias de desarrollo, donde los sistemas de salud publica aun tienen
grandes falencias y en determinadas zonas se cuenta un una sanitizacion y medidas
higiénicas precarias, ademas de estar continuamente en contacto con reservorios
naturales, la importancia de estos microorganismos es mayor, especialmente al no
conocerse en su totalidad el potencial patogénico que tienen y sus muchas rutas de
transmision (Banting y Figueras, 2017; Calvo et al., 2013), ademas de no contar con

datos epidemioldgicos y susceptibilidad como es el caso de Ecuador.

Es por ello necesario que los profesionales de la salud tanto en la clinica humana
como veterinaria, posean conocimientos sobre estos microorganismos emergentes,
asi como sus vias y fuentes de contaminacion para evitar la diseminacion de estas
bacterias. Asi como la implementacion de métodos y protocolos de aislamiento e
identificacion eficientes para permitir una mejor identificacion de estos patdgenos,
participando el uso racional de antimicrobianos a fin de evitar la aparicion de cepas

multiresistentes a los grupos de antibiéticos mas empleados en la clinica humana.

Por tanto, los datos presentados en este trabajo estan de acuerdo a la bibliografia
disponible y se ha podido observar el caracter zoonético de estas especies, las cuales

son capaces de colonizar un amplio rango de reservorios.
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CONCLUSIONES

La prevalencia de Arcobacter spp. en ganado porcino fue del 40% (20/50). La
prevalencia de Arcobacter spp. en ganado bovino fue del 62% (31/50).

Las especies de Arcobacter identificadas en ganado porcino correspondieron a: A.
thereius con un 45.45% (10/22), A. skirrowii con un 36.36% (8/22), A. butzleri con
un 13.64% (3/22) y A. cryaerophilus en un 4.55% (1/22).

Las especies de Arcobacter identificadas en ganado bovino correspondieron a: A.
butzleri en un 72.22% (26/36), A. cryaerophilus en un 16.67% (6/36) y A. skirrowii
en un 11.11% (4/36).

Se encontrd co-colonizacion en el 10% de la muestras positivas pertenecientes a
ganado porcino entre A. thereius + A. skirrowii y A. thereius + A. butzleri y del
16.12% en ganado bovino entre A. butzleri + A. cryaerophilus y A. butzleri + A.
skirrowii.

La resistencia de Arcobacter spp. en ganado porcino correspondié a mas del 50%
a ciprofloxacina y acido nalidixico, asi como un 27.27% a ampicilina y tetraciclina.
Encontrandose que A. thereius presentdé mayor resistencia a ciprofloxacina y acido
nalidixico con un 70%, seguida de A. butzleri con un 100% de resistencia a acido
nalidixico y ampicilina.

La resistencia de Arcobacter spp. en ganado bovino correspondié a méas del 65% a
tetraciclina, acido nalidixico y ampicilina, asi como un 25% a eritromicina.
Encontrandose que A. butzleri presenta mas del 80% de resistencia a tetraciclina,
acido nalidixico y ampicilina, seguido de A. cryaerophilus con un 33.33% de
resistencia a acido nalidixico, ampicilina y tetraciclina, por udltimo, A. skirrowii
presentd resistencia menor al 25% a acido nalidixico, eritromicina, ampicilina y
tetraciclina.

El ganado porcino y bovino son un importante reservorio que pueden actuar como
fuente principal para la transmision de especies de Arcobacter. La presencia de
multirresistencia, hace evidente el uso de antibidticos de manera desmedida en la
industria ganadera, pudiendo afectar a la eficacia de los tratamientos asi como

encarecer el costo a nivel de salud publica y del paciente.
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RECOMENDACIONES

Investigar otras potenciales fuentes animales y ambientales que representen un
riesgo de transmisién para el ser humano.

Estudiar las principales vias de transmisién de estos patdgenos en nuestro pais,
asi como conocer si existe una relacion epidemiolégica entre las cepas aisladas de
diferentes fuentes.

Emplear métodos de aislamiento directo y de enriquecimiento conjuntamente, con
el fin de incrementar su poder de sensibilidad y especificidad en la investigacion de
Arcobacter.

Realizar estudios para conocer los mecanismos de resistencia que presentan estas
bacterias hacia los antimicrobianos de primera linea.

Trabajar con una mayor poblacién de estudio, con el fin de obtener datos
representativos que permitan en futuras investigaciones la realizacion de perfiles

epidemioldgicos.
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ANEXO 1: Caldo de enriquecimiento para Arcobacter

Férmula para 1000 ml

Medio base Cantidades
Nutriente broth N°2 (OXOID) 259
Extracto de Levadura 10g
Agar technical N° 2 (OXOID) 19
Sangre 50 ml
Agua destilada 950 ml
Mezcla Antibidtica de Houf

Cefoperazona 16 mg
5-fluorouracil 100 mg
Novobiocina 32mg
Trimetoprim 64 mg

Pesar 259 de agar Nutrient Broth N°2.

Pesar 10g de Extracto de levadura.

Pesar 1g de agar technical N°2.

Medir en una probeta 950 mL de agua destilada.

a k~ wn e

Colocar en un boheco con tapa el agar Nutrient Broth N°2, el extracto de

levadura y el agar technical N°2, afiadiendo conjuntamente con el agua.

Mezclar hasta homogenizar completamente el medio.

Regular a un pH de 7, utilizando &cido clorhidrico al 5%.

8. Esterilizar el medio en el autoclave a 121°C y 1.5 atm de presion por 20
minutos.

9. Enfriar el medio hasta una temperatura aproximada de 37°C.

10. Agregar mezcla antibiética de Houf.

11. Adicionar 50 mL de sangre humana y homogenizar la mezcla.

12. Dispensar 8 mL de caldo en tubos corning de 15 mL con tapa rosca estériles.

13. Conservar el medio a 4°C.
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Figura 10. Medio de transporte
selectivo para el aislamiento de
especies de Arcobacter.

Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.
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ANEXO 2: Medio de agar sangre enriquecido para Arcobacter

Férmula para 1000 ml

Medio base Cantidades
Caldo Nutriente N°2 (OXOID) 25¢
Extracto de Levadura 10g
Agar technical N° 2 (OXOID) 1l4 ¢
Sangre 50 ml
Agua destilada 950 ml

Pesar 25 de agar Nutrient Broth N°2.
Pesar 149 de agar technical N°2.
Pesar 10g de extracto de levadura.

Medir en una probeta 950 ml de agua destilada.

o~ w0

Colocar en un boheco con tapa el agar Nutrient Broth N°2, el agar extracto de

levadura y el extracto de levadura, afladiendo conjuntamente con el agua.

Mezclar todo hasta homogenizar.

Regular a un pH de 7, utilizando &cido clorhidrico al 5%.

8. Esterilizar el medio en el autoclave a 121°C y 1.5 atm de presién por 20
minutos.

9. Enfriar el medio hasta temperatura aproximada de 37°C.

10. Adicionar 50ml de sangre humana y homogenizar suavemente la mezcla con el
fin de no formar burbujas.

11. Dispensar en cajas de Petri, dejar reposar hasta su solidificacion.

12. Conservar el medio a 4°C.

Técnica de filtracibn en membrana de triacetato de celulosa de 47 mm de
diametro (0.45um de tamaio de poro)

Figura 11. Método de aislamiento de especies de
Arcobacter mediante técnica de filtrado. Crecimiento de
colonias sospechosas tras 72 horas de incubacién a 30 °C.
Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.
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ANEXO 3: Tincion de Hucker

Preparacion de 100 ml de reactivo 1 de Hucker

Reactivo 1
Cristal violeta 29
Alcohol etilico 20 ml
Oxalato de amonio 0.8¢g
Agua destilada 80 ml
Reactivo 2
Oxalato de amonio 1%

Colocar una asada de la colonia sospechosa y fijar.

Colocar unas gotas del reactivo 1 de manera que cubra toda la muestra.
Agregar una gota del reactivo 2, dejar actuar la tincién por 2 min. y lavar la
muestra en agua corriente.

Secar las placas y observar al microscopio con objetivo de 100X.

Figura 12. Microscopia oOptica (100X). Tincion de
Hucker. Se puede apreciar la morfologia
caracteristica curva de Arcobacter spp.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.



ANEXO 4: Pruebas bioquimicas para la identificacion 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.
Esperar 10 segundos y observar si existe 0 no un cambio de coloracién.

3. 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

coloracion, la prueba es considerada negativa.
Prueba 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 peréxido de hidrogeno sobre la colonia.
Se considera como prueba positiva la formaciéon de burbujas, ya sea
abundantes o no. Una prueba negativa es aquella en la que no se da la
produccién de burbujas.

{"“aa

Figura 13. Pruebas bioquimicas. Prueba de

oxidasa (izquierda) y catalasa (derecha) positivas.
Fuente: Autor.
Elaboracion: Autor.

Prueba de crecimiento en MacConkey

1. Tomar una colonia aislada de un cultivo puro sospechoso de Arcobacter e
inocular en un agar MacConkey.
Realizar un estriado por cuadrantes e incubar a 30°C durante 24 a 48 horas.
Segun la bibliografia, A. butzleri es la especie del género que mejor se

desarrolla en este medio de cultivo.
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a > wn e

Figura 14. Crecimiento en agar
MacConkey.

Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.

ANEXO 5: Caldo tioglicolato modificado

Férmula para 100 ml

Medio base Cantidades
Caldo Tioglicolato 298¢
Extracto de Levadura 1lg
Agar technical N° 2 (OXOID) 0.1g
Agua destilada 100 mi

Pesar 2.98 g de caldo tioglicolato.

Pesar 1 g de extracto de levadura.

Pesar 0.1 g de agar technical N°2.

Medir en una probeta 100 ml de agua destilada.

Colocar en un frasco con tapa el medio de tioglicolato, el extracto de levadura
e ir afiadiendo conjuntamente poco a poco el agua.

Mezclar todo hasta su completa homogenizacion.

Esterilizar el medio en el autoclave a 121°C y 1.5 atm de presion por 20
minutos.

Enfriar y dispensar aproximadamente entre 7 ml a 8 ml en tubos Corning de 15
ml con tapa rosca estériles.

Conservar el caldo a 4°C.
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ANEXO 6: Criopreservacion

Criopreservacién en gricerol

o > w0

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.

\
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Figura 15. Criotubos inoculados con
una cepa de Arcobacter spp.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.

Criopreservacion DMSO

1.

Inocular en 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 1.5 ml.

Anadir 100 ul de DMSO, dar vértex e identificar las muestras.

Almacenar las muestras a -80 °C.

Figura 16. Caldo tioglicolato inoculado
con una cepa de Arcobacter spp.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.
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ANEXO 7: Extraccién de ADN Gendmico de Bacterias gramnegativas

Este protocolo fue basado en el empleo del kit de purificacion de ADN gendémico de
Wizard® para la obtencion de ADN procedente de células blancas de la sangre,
cultivos celulares, tejido vegetal, verduras y bacterias gramnegativas y grampositivas.
Este extraccion se realiza en cuatro pasos. 1) lisis o rotura de la membrana celular y
nuclear. 2) digestion enziméatica mediante el uso de RNAsas. 3) Eliminacién de
proteinas celulares por precipitacion salina, quedando 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

Solucién de Lisis Celular

Solucioén de Lisis Nuclear

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

Isopropanol

Etanol al 70%

V V V V VYV V V

MATERIALES Y EQUIPOS

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

Vortex

Micropipetas

V V.V V V V

Hielo
PROCEDIMIENTO

1. Tomar 1ml de cultivo de bacterias incubado durante la 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 Solucién de Lisis Nuclear. Resuspender las células o dar

vortex.
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10.

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

Afadir 3 pl 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.

Anadir 200 ul de Solucién 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.

11.

12.

13.

14.

15.
16.

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 el sobrenadante y conservar el pellet. Adadir 60 pl 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.

Anadir 100 pl de Solucion Rehidratante de ADN al tubo y rehidratar el ADN,

incubar a 65°C durante 60 min.

NOTA: Dar pequefios movimientos periédicamente para mezclar la solucién con el
ADN.

17.

Conservar el ADN obtenido a 2-8 °C.
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ANEXO 8: Multiplex-PCR para identificacion de especies de Arcobacter.

Este protocolo esté disefiado para la identificacion de cinco especies (A. butzleri, A.
cryaerophilus, A. skirrowii, A. thereius y A, cibarius) pertenecientes al género
Arcobacter.

REACTIVOS

Buffer Green
dNTPs

MgCl;
TagPolimerasa

Agua destilada estéril

V V.V V VYV V

Primers
MATERIALES Y EQUIPOS

Micropipetas
Tubos eppendorf 1.5 ml
Microtubos y tapas de 0.2 ml para PCR

YV V V VY

Termociclador
PROCEDIMIENTO

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

Multiplex-PCR
Componentes 1X (i) Concentracion Concentracion final
H20 9.375
Buffer Green 5 5X 1X
dNTPs 0.5 10 mM 200 uM
MgCl; 15 25 mM 1.5mM
Primers ArcoF 0.5 100 uM 5 uM
ButR 0.5 100 uM 5 uM
TherR 0.5 100 uM 5 uM
CibR 0.5 100 uM 5 uM
SkiR 0.5 100 uM 5 uM
GyrasF 0.5 100 uM 5uM
GyrasR 0.5 100 uM 5uM
TaqgPolimerasa 0.125 5 U/l 1.25U/50 pl
ADN 5
Volumen de 25
reaccion
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2. Dispensar 20 pl del mix en cada microtubo y anadir 5 ul 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 la Multiplex-PCR touchdown.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
)

Desnaturalizacion 95 2 min. 1
inicial
Desnaturalizaciéon 95 45 seq. 8
Anillamiento 61 45 seq.
Extension 72 2 min.
Desnaturalizacion 95 45 seq. 27
Anillamiento 56 45 seg
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.
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ANEXO 9: Electroforesis en Gel de Agarosa

REACTIVOS

YV V VYV V

Agarosa Ultrapura
Buffer TAE 1X
SYBR

Marcador de 100 pb

MATERIALES

V V V V V ¥V V V

Micropipeta

Matraz de 250 ml

Probeta de 50 ml

Espatula

Cubeta para geles de electroforesis
Balanza analitica

Fuente de poder

Transiluminador UV

PROCEDIMIENTO

8.
9.

Pesar 0.7 g de agarosa UltraPure™ de Invitrogen.

Medir con ayuda de una probeta 35 ml de TAE 1X.

En un matraz limpio y seco, afadir la agarosa y el TAE 1X, disolver por
calentamiento hasta su completa homogenizacién o hasta observar un liquido
completamente transparente. Evitar llegar a la temperatura de ebullicion con el
fin de no perder producto.

Afadir 3.5 pl de SYBR a la solucién y mezclar.

Verter el contenido total liquido en la bandeja de electroforesis, ubicar la
peineta y reservar hasta la solidificacion del gel.

Remover la peineta y accesorios. Colocar el gel de agarosa en la cubeta de
electroforesis y adicionar TAE 1X hasta cubrir completamente.

En los pocillos correspondientes colocar 2 pl de marcador de peso molecular
(100pb), seguidamente de 4 pl de cada uno de los controles y de las muestras
resultantes de la PCR-mdltiple.

Tapar la cubeta y conectar los electrodos a la fuente de poder.

Programar la corrida a 120 V / 300 mA por 60 min.

10. Revelar gel en luz UV en transiluminador UV Enduro™ GDSTOUCH Labnet.

74



ANEXO 10: Determinacion de actividad antimicrobiana

Criterios de interpretacion de susceptibilidad antimicrobiana.

Antibiéticos Concentracién Diametro del punto de corte (mm)

del disco (pg) S> 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

1. Tomar con un hisopo estéril dos colonia del cultivo puro y colocarlo en 2 ml de
solucion fisiolégica, homogenizar y ajustar la turbidez de 0.5 en la escala
McFarland.

Dar vortex.

3. Sembrar mediante hisopado continuo en Medio agar Miiller Hinton, enriquecido
con extracto de levadura y sangre al 5%.

4. Colocar los discos de antibiéticos e incubar a 30°C por 48 horas.

Figura 17. Determinacion de actividad
antimicrobiana.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.
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