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RESUMEN

Los géneros Campylobacter y Arcobacter agrupan especies zoonéticas de las cuales
Campylobacter jejuni, Campylobacter coli y Arcobacter butzleri son las que se aislan con

mayor frecuencia.

Con la finalidad de identificar las especies del género Campylobacter y Arcobacter en
poblacion de Loja y Zamora Chinchipe se recolecté 110 muestras fecales de pacientes
pediatricos y geriatricos y se identific6 una prevalencia del 3,63 % (4/110) para Campylobacter
y el 7,27 % (8/110) para Arcobacter.

De las especies aisladas de Campylobacter en la poblacién de Loja, C. jejuni obtuvo el 33,3
% (1/3) y C. coli el 66,7 % (2/3), mientras que en Zamora Chinchipe C. coli comprendio6 el 100
% (1/1); en cuanto a Arcobacter se observo que A. butzleri fue la Unica especie aislada con

una prevalencia del 100 % (8/8).

Ademas, se evalu6 la actividad antimicrobiana, donde las especies de Campylobacter
presentaron una resistencia del 100 % a la ciprofloxacina y tetraciclina, y las de Arcobacter

una resistencia del 62 % a la gentamicina y ampicilina.

PALABRAS CLAVES: Campylobacter, C. jejuni, C. coli, Arcobacter, A. butzleri,

antimicrobianos.



ABSTRACT

The genera Campylobacter and Arcobacter group zoonotic species of which Campylobacter
jejuni, Campylobacter coli and Arcobacter butzleri are the ones that are isolated most
frequently.

In order to identify the species of the Campylobacter and Arcobacter genus in the population
of Loja and Zamora Chinchipe, 110 fecal samples from pediatric and geriatric patients were
collected and a prevalence of 3.63% (4/110) for Campylobacter and 7 was identified. 27%
(8/110) for Arcobacter.

Of the species isolated from Campylobacter in the population of Loja, C. jejuni obtained 33.3%
(1/3) and C. coli 66.7% (2/3), while in Zamora Chinchipe C. coli 100% (1/1); as for Arcobacter,

it was observed that A. butzleri was the only isolated species with a prevalence of 100% (8/8).

In addition, the antimicrobial activity was evaluated, where Campylobacter species showed a
100% resistance to ciprofloxacin and tetracycline, and those of Arcobacter a resistance of 62%
to gentamicin and ampicillin.

KEYWORDS: Campylobacter, C. jejuni, C. coli, Arcobacter, A. butzleri, antimicrobials.



INTRODUCCION

En las ultimas tres décadas, se han identificado gran nimero de enfermedades emergentes
gue afectan al ser humano, la mayoria de las cuales son de origen infeccioso e incluyen

enfermedades bacterianas, virales, parasitarias, entre otras (Calvo, Arias y Fernandez, 2013).

Los géneros Campylobacter y Arcobacter agrupan especies zoonoticas siendo Campylobacter
jejuni y Arcobacter butzleri las mas frecuentemente aisladas de reservorios animales, del

hombre y de ambientes acuaticos (Fernandez, 2012).

Campylobacteraceae es uno de los dos taxa principales dentro de la subdivision epsilon de
las Proteobacterias (Miller y Parker, 2011), la familia Campylobacteraceae incluye
actualmente cuatro géneros, Campylobacter, Arcobacter, Sulfurospirilum y Thioturbo
(Fernandez, Ochoa y Simaluiza, 2016). Los géneros y especies mas bien caracterizados
dentro de Campylobacteraceae son el género Campylobacter y la especie Campylobacter
jejuni, esta posicion de prominencia es merecida ya que Campylobacter (principalmente C.
jejuni) es la principal causa de gastroenteritis bacteriana transmitida por los alimentos en el

mundo desarrollado (Miller y Parker, 2011).

La familia Campylobacteraceae esta en permanente expansion y dentro del género
Campylobacter incluye 27 especies y 11 subespecies (Fernandez, 2015) y el género

Arcobacter comprende 25 especies (Ramees et al., 2017).

Las campylobacterias se han aislado, por ejemplo, de carne de res, cerdo, cordero, mariscos
y leche cruda, pero el consumo de aves sigue fuertemente asociado con Campylobacter (Miller
y Parker, 2011). Campilobacteriosis, es considerable: cada afio las padecen cerca de 1 de
cada 10 personas y son causa de la pérdida de 33 millones de afios de vida saludable.
Campylobacter es una de las cuatro principales causas mundiales de enfermedad diarreica.
La elevada incidencia de diarrea por Campylobacter, su duracibn y sus posibles
complicaciones le confieren gran importancia desde el punto de vista socioecondémico. En los
paises en desarrollo, las infecciones por Campylobacter son especialmente frecuentes en

menores de 2 afos, en los que a veces son mortales (OMS, 2016).

Arcobacter spp. se distinguen de Campylobacter spp. por su capacidad para crecer en una
gama mas amplia de ambientes, Arcobacter spp. puede crecer aerébicamente, a diferencia
de Campylobacter, que esta restringido a los ambientes microaerdbicos y/o anaerobicos.
Arcobacter puede crecer a temperatura ambiente entre 18 a 25 ° C, mientras que
Campylobacter generalmente crece 6ptimamente solo o por encima de 37 ° C (Miller y Parker,
2011).



Los reservorios naturales del género Arcobacter son el tracto intestinal de humanos y
animales, 6rganos reproductores de animales, depdésitos de agua, alcantarillado y plantas de
ambiente salino. En la literatura médica se ha informado su aislamiento de heces de humanos
y de diversos mamiferos y aves. A. cryoaerophilus ha sido aislado de pacientes con
bacteriemia. Asi mismo, A. butzleri ha sido encontrado en carne de ganado Yy en casos de

adultos con diarrea cronica (Larrauri et al., 2014).

En animales, los arcobacterios han sido implicados en abortos, mastitis y trastornos
gastrointestinales, pero también han sido recuperados de animales asintoméaticos. A pesar de
ello, la incidencia de las especies de Arcobacter es probablemente subestimada, debido
principalmente a las limitaciones en los métodos actuales de deteccion e identificacién. La
Comision Internacional de Especificaciones Microbiologicas de los Alimentos (ICMSF) la

clasific6 como un serio peligro para la salud humana (Miller y Parker, 2011).

La distribucién de Arcobacter en seres humanos es actualmente desconocida debido a la
naturaleza emergente de informar. Sin embargo, probablemente tendra una distribucion mas
amplia que Campylobacter debido a su capacidad de sobrevivir y posiblemente replicarse en
agua. Hasta ahora los casos humanos han sido reportados desde cuatro continentes, lo que
sugiere una amplia distribucién. La informacion derivada del cultivo de heces humanas de
pacientes con diarrea indica una prevalencia de Arcobacter entre 0,1% y 1,25%, mientras que
en estudios que detectaron estas bacterias en heces por PCR los resultados fueron mucho
méas altos, desde 0,4% hasta 56,7% (Banting y Figueras, 2017).

Si bien es cierto las infecciones por los géneros Campylobacter y Acobacter ya han sido
descritas como zoonosis; sin embargo, los reportes de estos géneros principalmente

Arcobacter todavia son escasos.

Por lo tanto, el objetivo de este estudio es identificar las especies del género Campylobacter
y Arcobacter en poblacién de Loja y Zamora Chinchipe, enfocados en nifios menores de 5
afios y adultos mayores con y sin diarrea ya que esta poblacion estadisticamente es mas

suceptible a padecer estas enteropatias.

Ademas, que por los ultimos estudios taxondmicos y una mayor comprension de sus vias de
transmision y mecanismos de patogenicidad generan el interes epidemioldgico y de salud
publica de obtener datos estadisticos que permitan conocer la incidencia de infecciones

causadas por estos dos géneros.
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1.1 Geénero Campylobacter.
1.1.1 Antecedentes historicos.

Las primeras observaciones de bacterias semejantes a Campylobacter documentadas fueron
realizadas por Theodor Escherich, en 1886, a partir de material fecal de nifios con diarrea,
realizando observaciones semejantes en gatos jévenes que también presentaban diarrea,
Escherich le dio la denominacion de Vibrio Felinus. Los primeros aislamientos de
Campylobacter fueron realizados en el area de la microbiologia veterinaria, 1909 y 1913. Mas
tarde, en 1918, Mac Fadyean y Stockmann y posteriormente Smith, establecieron la
participacién de una bacteria microaerofilia en el aborto del ganado bovino y ovino, la cual

presentaba morfologia similar a las especies del género Vibrio (Ferndndez et al., 2016).

El género Campylobacter fue propuesto en 1963, por Sebald y Veron para un grupo de
especies con caracteristicas diferentes de las bacterias conocidas como género Vibrio
(Gomes, 2013). Ellos estudiaron la composicién citosina/guanina del ADN de estas bacterias

y determinaron que es muy diferente a las especies de Vibrio (Fernandez et al., 2016).

Campylobacter, a principio se llamé Vibrio fetus, pero en las décadas siguientes se
encontraron organismos similares en el género Vibrio como Vibrio jejuni, Vibrio coli, Vibrio
sputorum, Vibrio bubulus y Vibrio fecalis (Ley, 2017). En 1972 Dekeyser y Butzler aislaron
por primera vez especies de Campylobacter de las heces de pacientes con diarrea aguda
usando una técnica de filtracion que permitia el pasaje de estas bacterias curvas de pequefio

diametro a través de los poros de una membrana esterilizante (Fernandez et al., 2016)

Y en 1973, Veron y Chatelain incluirian el género Campylobacter a nuevas especies teniendo
como base sus caracteristicas fenotipicas y estas se clasificaron en tres grupos:
Campylobacter catalasa positivos e H2S negativos (Campylobacter fetus subsp. fetus e
Campylobacter fetus subsp. Venerealis); Campylobacter catalasa positivos e H2S positivos
(Campylobacter coli e Campylobacter jejuni) y Campylobacter catalasa negativos
(Campylobacter sputorum subsp. bubulus e Campylobacter sputorum subsp. sputorum)
(Gomes, 2013)

En 1980, estas diferentes especies se listaron en el "Approved Lists of Bacterial Nombres ",
después de eso, muchos cambios ocurrieron en el género Campylobacter, incluyendo
descripcion de nuevas especies y evidentes similitudes con otros géneros como Arcobacter y
Helicobacter (Gomes, 2013)

Finalmente, en 1992, los extensos estudios taxondémicos realizados por Peter Vandamme en

la Universidad de Gante (Bélgica), sobre las diferentes bacterias curvas descritas hasta ese
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momento, llevan a la creacién de la Familia Campylobacteraceae, la cual incluye actualmente
cuatro géneros, Campylobacter, Arcobacter, Sulfurospirillum y Thioturbo (Fernandez et al.,
2016).

1.1.2 Caracteristicas morfoldgicas.

Campylobacter spp. son bacilos curvados, en forma de S o espirales de 0,2 a 0,9 uym de ancho
y de 0,5 a 5 pm de longitud. Las especies ocasionales, tales como C. hominis, forman barras
rectas. Las especies de Campylobacter son bacilos gramnegativos, que no forman esporas,
que pueden formar cuerpos esféricos o cocoides en cultivos antiguos o expuestas al aire
durante periodos prolongados. Los organismos suelen ser movibles por medio de un solo
flagelo polar desembragado en uno o ambos extremos, pero algunos pueden carecer de

flagelos (Howell, Hazen y Brandt, 2015).

Figura 1. Caracteristicas morfoldgicas de Campylobacter.
Fuente: (Fernandez, 2015).
Elaborado por: El autor.

1.1.3 Caracteristicas bioquimicas.

Las pruebas bioquimicas pueden utilizarse para diferenciar especies de Campylobacter de
géneros relacionados e identificar organismos a nivel de especie. Las pruebas bioquimicas
pertinentes utilizadas para diferenciar entre los miembros del género Campylobacter
comienzan con el crecimiento con o sin suplementacion de H2, prueba de acetato de indoxilo,
prueba de hipurato, crecimiento en agar MacConkey, prueba de aril sulfatasa, y la produccion

de sulfuro de hidrégeno (H.S). Ademas, la deteccidn de actividad de L-alanina aminopeptidasa
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que puede diferenciar entre las especies Campylobacter, Helicobacter, Arcobacter y otras
bacterias gram-negativas. Sin embargo, la capacidad de diferenciar entre C. jejuni y C. coli
seria la mas relevante en el contexto clinico. La Unica prueba bioguimica que distingue entre
estas dos especies es la prueba de hidrélisis del hipurato. Los aislamientos de C. jejuni tienen
la capacidad de hidrolizar el hipurato, mientras que los aislados de C. coli producen un

resultado negativo (Kaakoush, Castafio, Hazel y Ming, 2015)

Tabla 1. Identificacion fenotipica de especies del género Campylobacter.
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H2S - + +/- - - + - + - \V;
Requerimiento Hz - \ - - - - - + - +
Hidrdlisis de hipurato - - + Y, - - - - - -
Hidrélisis de indoxilacetato - - + + + - + - + -
Crecimiento a 25 °C + + - - - - - - - -
Crecimiento a 30 °C + + - - - - - - -
Crecimiento a 37 °C + + + + + + + + +
Crecimiento a 42 °C - \/ + - + + \/ \/ + +
Sensible a Ac. nalidixico R R S S S S R R S R
Sensible a cefalotina S S R S R R \/ R S S

d=reaccion débil; V=variable; R=resistente; S=sensible (Reduccién del selenito: C. helveticus +: C. upsaliensis)

Fuente: (Fernandez et al., 2016).
Elaborado por: El autor.

1.1.4 Condiciones de crecimiento.

Las especies de Campylobacter son relativamente exigentes en cuanto a nutrientes y
requieren de medios de cultivo complejos para su crecimiento, rico en aminoacidos, de los
cuales obtienen su energia pues son capaces de oxidar o fermentar hidratos de carbono. Aun

cuando tienen metabolismo respiratorio, no crecen en aerobiosis siendo microaerdfilos



estrictos, requiriendo concentraciones de oxigeno del 5 al 10 % para desarrollar. De las
especies termdfilas o termotolerantes de Campylobacter, es decir, aquellas que son capaces
de crecer a 37 y a 42-43 °C se menciona a C. jejuni, C. coli, C lari y C. upsaliensis, ademas

de que estas especies no son capaces de crecer a 15 °C (Fernandez et al., 2016).
1.1.5 Epidemiologia.

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) los considera como los primeros agentes de
diarrea en los paises industrializados y los segundos o terceros en aquellos en vias de
desarrollo, indicando que la verdadera incidencia de la gastroenteritis por Campylobacter y

sus secuelas son poco conocidas en paises de bajos ingresos (Fernandez et al., 2016).

Hay evidencia que sugiere que ha habido un aumento en la incidencia global de
Campylobacteriosis en la ultima década. El nimero de casos de Campylobacteriosis ha
aumentado en América del Norte, Europa y Australia. A pesar de que los datos
epidemioldgicos de Africa, Asia y Medio Oriente alin estan incompletos, estos datos indican
gue la infeccion por Campylobacter es endémica en estas regiones. Las diferencias en la
incidencia y el nimero de casos reportados de diferentes paises o regiones dentro del mismo

pais pueden variar sustancialmente.(Kaakoush et al., 2015).

Los datos de la Red de Vigilancia Activa de enfermedades transmitidas por los alimentos
indican que, aunque la incidencia disminuyd a principios de los afios 2000, la incidencia de
los casos confirmados de 14.3 por 100.000 habitantes representé un aumento del 14% en
2008. La incidencia de la enfermedad se ha mantenido estable desde 2010-2012, con 13,8
casos por 100.000 habitantes en 2013. Las tasas mas altas de infeccidn se dan en nifios
menores de 5 afios (24,08 por 100.000 habitantes en 2009). Es la causa mas comun de
diarrea confirmada por laboratorio en los viajeros internacionales que regresan. En personas
susceptibles, s6lo 500 organismos Campylobacter pueden causar infeccion (Kimberlin, Brady,

Jackson y Long, 2015).

Centers for Disease control and prevention (CDC) en el 2013 menciona que por afio 1°300.000
personas son infectadas de Campylobacter, de estas 310.000 muestra drogo resistencia,

13.000 son hospitalizados y 120 llegan a morir (Fernandez, 2015).

A nivel poblacional, esto puede tener impactos en la epidemiologia y en la evaluaciéon del
riesgo de Campylobacteriosis. En los paises en desarrollo donde Campylobacter es
endémica, la infeccién suele limitarse a los nifios, y las tasas de enfermedad/infeccién
disminuyen con la edad, lo que sugiere que la exposicién en la vida temprana podria conducir

al desarrollo de inmunidad protectora. Esto podria reflejar por qué las infecciones
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asintomaticas de Campylobacter son comunes en los paises en desarrollo, lo que también
podria tener un impacto en la transmision de infecciones por Campylobacter en estas regiones
debido a la excrecion asintomética. La excrecion asintomatica también se encuentra en los
paises desarrollados, con una serie de estudios que muestran que la mayoria de los casos

son asintomaticos (Kaakoush et al., 2015).
1.1.6 Reservorios.

Las especies de Campylobacter son principalmente zoonGticas, con una variedad de animales
implicados como reservorios para la infeccion humana. Ademas de los animales alimentarios,
como aves de corral, ganado vacuno, ovejas y cerdos, las especies de Campylobacter pueden

estar presentes en las mascotas domésticas (Howell et al., 2015).

Las aves de corral se reconocen como una fuente primaria de transmision de especies de
Campylobacter a seres humanos. Un factor importante que contribuye es la alta tasa de
transporte de Campylobacter en pollos de engorde. Por lo tanto, las especies de
Campylobacter se encuentran en abundancia en las granjas avicolas y su entorno, incluyendo
el suelo, las fuentes de agua, el polvo, las superficies de construccion y el aire. Productos
como leche no pasteurizada es otro factor de riesgo para la infeccion por C. jejuni y C. coli.
(Kaakoush et al., 2015).

Los animales salvajes son depdsitos potenciales de especies de Campylobacter. Entre todas
las especies hospederas estudiadas, es mas probable que las aves silvestres porten mas
especies de Campylobacter (Kaakoush et al., 2015). Asi mismo los insectos han sido
investigados como reservorios de especies de Campylobacter, y se ha sugerido que las
moscas desempefian un papel en la transmisién de especies de Campylobacter a pollos de
engorde (Kaakoush et al., 2015).

Ademas, el escarabajo Alphitobius diaperinus o conocido como lombriz de harina puede
actuar como un reservorio de C. jejuni. En un estudio, se informé que C. jejuni sobrevive en
el exterior del escarabajo durante 12 h y en el interior de las larvas durante 72 h, y que podria
verterse en las heces de las larvas durante 12 h después de la exposicion. En este estudio, el
90% de las aves que consumieron un solo adulto o escarabajo larval se convirtié en C. jejuni
positivo, mientras que el 100% de los que consumieron 10 adultos o larvas se volvieron
positivos, un hallazgo que sugiere que los escarabajos son capaces de transmitir bacterias

viables a pollos (Kaakoush et al., 2015).

Por el contrario, Skov y sus colegas encontraron que los escarabajos de basura, comunmente

presentes en los gallineros, no desempefian un papel importante como reservorios de
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especies de Campylobacter. Por lo que es posible que so6lo especies especificas de

escarabajos sean portadoras de especies de Campylobacter (Kaakoush et al., 2015).

Los estudios también han sugerido que los eucariotas microbianos pueden ser un reservorio
no invertebrado de especies de Campylobacter en el medio ambiente. Por ejemplo, en un
estudio de Axelsson-Olsson y colegas, se encontré que C. jejuni sobrevivid mas tiempo
cuando fue cocultivado con el protozoario Acanthamoeba polyphaga que cuando se cultivd
solo. Microscopicamente, se encontré que C. jejuni se agregaba en vacuolas dentro de las
amebas, y dado que en los sistemas de agua potable de aves de corral en las granjas se
encuentra una diversidad de organismos eucariotas microbianos (73,5% de levaduras y
hongos y 26,5% de protozoos), no es sorprendente que los eucariotas infectados con
Campylobacter puedan jugar un papel en la transmision de este organismo a los pollos
(Kaakoush et al., 2015).

1.1.7 Rutas de transmision.

La mayoria de las especies de Campylobacter son sensibles a la alimentacion y al agua
(Pitkanen & Hanninen, 2015). El agua es un vehiculo eficaz de transmision de especies de
Campylobacter a seres humanos y animales, y el agua contaminada ha sido responsable de
varios brotes en diferentes paises. El consumo de agua no desinfectada es un factor de riesgo
principal y varios estudios han evaluado la prevalencia de especies de Campylobacter en
diferentes fuentes de agua. Ademas, los individuos que utilizan pozos privados en lugar de
los sistemas municipales de agua superficial como fuente de agua potable corren mayor riesgo
de desarrollar campilobacteriosis que otras enfermedades entéricas reportables (Kaakoush et
al., 2015).

En el caso de que se produzca un cambio en la calidad de vida de los animales, contaminacion
fecal de la cadena de alimentos y el medio ambiente puede producir transmisiones de
Campylobacter a la alimentacion humana. En el caso de que se produzca un cambio en la
calidad final del producto la contaminacién es mas alta y aumenta la probabilidad de que los
seres humanos puedan ser infectados por via fecal-oral. El contacto directo con los animales
también es una ruta de transmision. De persona a persona la transmision es infrecuente y sélo

se ha descrito en los jévenes (Pitkanen y Hanninen, 2015)

La leche no pasteurizada procedente de ganado lechero también ha sido implicada en varios
brotes de Campilobacteriosis. El nimero de brotes en Estados Unidos asociados con leche
no pasteurizada aumento6 de 30 en 2007 a 2009 a 51 en 2010 a 2012. La leche no pasteurizada

también puede servir como fuente de varias otras especies de Campylobacter, incluyendo C.
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hyointestinalis subsp. hyointestinalis, C. fetus subsp. fetus, C. concisus y C. ureolithus. Los
analisis gendmicos indican que la presencia de especies de Campylobacter en la leche puede

atribuirse a la contaminacién fecal (Kaakoush et al., 2015).
1.1.8 Especies género Campylobacter.

El género Campylobacter esta en permanente expansion.

A continuacién, se describe las especies y subespecies conocidas del género Campylobacter:

Tabla 2: Especies del género Campylobacter.

C. coli C. molotri sp. Nov

C. concisus C. californiensis sp. Nov
C. curvus C. iguanorum sp. Nov
C. gracilis C. fetus

C. helveticus subsp. fetus

C. hominis subsp. venerealis

C. lanienae subsp. tertudinum

C. mucosalis C. hyointestinalis

C. rectus subsp. hyointestinalis
C. showae subsp. lawsonii

C. sputorum C. jejuni

C. insulaenigrae sp. Nov subsp. jejuni

C. canadensis sp. Nov subsp. doylei

C. peloridis sp. Nov C. lari

C. cunicolurom sp. Nov subsp. lari

C. subantarcticus sp. Nov subsp. concheus

C. avium sp. Nov Campylobacter upsaliensis
C. volucris sp. Nov subsp. upsaliensis

C. ureolyticus sp. Nov subsp. lastovicai

Fuente: (Fernandez, 2015)
Elaborado por: El autor

Las seis especies mas frecuentemente involucradas en procesos infecciosos del ser humano
son: C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis, C. coli, C. fetus, C. lari. C. jejuni y C. upsaliensis
(Fernandez et al., 2016).

1.1.8.1 Campylobacter jejuni.

Campylobacter jejuni es un gram negativo, tiene forma de espiral (Blicker et al., 2017) y ha
surgido como la bacteria mas comun entre las enfermedades transmitidas por los alimentos

en muchos paises industrializados (Dasti, Tareen, Lugert, Zautner y Grob, 2010).
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Es la causa mas frecuente de gastroenteritis bacteriana en el mundo, estimada para infectar
el 1% en la Unién Europea (UE) cada afio (Humphrey et al., 2014). El sindrome diarreico, que
generalmente es autolimitado, puede ir acompafiado de dolor abdominal, fiebre, nauseas y
ocasionalmente de vomito, los sitios habituales de la infeccidn suelen ser el yeyuno y el ileon

(Hernandez, Arreola y Castro, 2013).

La enfermedad puede complicarse con colitis ulcerativa aguda, artritis reactiva, artritis séptica
y meningitis. La presencia de sangre y de leucocitos en las heces de las personas infectadas
indica el poder invasivo de la bacteria. Por otro lado, el C. jejuni es uno de los agentes mas

importantes causantes de diarrea del viajero.

En cultivo las colonias aparecen levantadas, irregulares, humedas, y "moqueadas",

extendiéndose a lo largo del medio de cultivo. (Kimberlin et al., 2015).
1.1.8.2 Campylobacter coli.

C. coli es una bacteria microaerobia, que no forma esporas, gram negativa, positiva a la
oxidasa y que forman vastagos en forma de espiral que son de 0,2-0,9 ym de ancho y 0,5-5
pum de largo. Es un agente importante de gastroenteritis y enterocolitis aguda en los seres
humanos. Los sintomas tipicos incluyen diarrea acuosa que puede contener células rojas y
blancas de la sangre, enterocolitis inflamatoria, dolor abdominal, fiebre, malestar general,
nauseas y vomitos; la persistencia de los sintomas se puede observar en pacientes

inmunocomprometidos (Cabrera, 2016)

C. coli, se encuentra en la carne de aves de corral, y esta presente en el 10-15% de los casos

de enfermedades causadas por Campylobacter (Vliet et al., 2016).
1.1.8.3 Campylobacter fetus.

Campylobacter fetus subsp fetus se asocia principalmente con bacteriemia e infecciones
extraintestinales durante el embarazo o en el huésped comprometido. Aunque la
gastroenteritis ocurre con esta especie, es probable que la incidencia esté subestimada
porgue el organismo puede no crecer bien a 42 °C y suele ser susceptible a la cefalotina un
agente antimicrobiano usado en algunos medios selectivos comunes para el cultivo de heces.
C. fetus subsp fetus produce una microcapsula de proteina de superficie compuesta de una
proteina de capa superficial de alto peso molecular que es esencial para la virulencia. C. fetus
subsp. venerealis causa la Campilobacteriosis venérea bovina y es causa de infertilidad

bovina, pero rara vez es la causa de infeccion humana (Howell et al., 2015).
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1.1.8.4 Campylobacter lari.

Campylobacter lari es una especie termdfila resistente al acido nalidixico, primero aislado de
gaviotas del género Larus y de otras especies aviares, perros, gatos y pollos. C. lari ha sido
infrecuentemente reportado de humanos con bacteriemia e infecciones gastrointestinales y
del tracto urinario. Recientes estudios filogenéticos han descrito dos subespecies, C. lari

subsp. concheus y C. lari subsp. lari (Howell et al., 2015).
1.1.8.,5 Campylobacter hyointestinalis subsp. hyointestinalis.

Campylobacter hyointestinalis es una bacteria no termotolerante que ha sido aislada de
bovinos, ovejas y cerdos. Estos organismos ocasionalmente causan enfermedad en los seres
humanos. C. hyointestinalis se divide actualmente en dos subespecies, C. hyointestinalis
subsp. hyointestinalis y C. hyointestinalis subsp. lawsonii, aunque la mayoria de las cepas de
C. hyointestinalis no estan identificadas al nivel de la subespecie, casi exclusivamente se ha
aislado C. hyointestinalis subsp. hyointestinalis de bovinos y C. hyointestinalis subsp. lawsonii

de cerdos (Miller, Yee y Chapman, 2016)

Varios informes recientes indican el aislamiento de un numero creciente de organismos de C.
hyointestinalis de pacientes con diarrea. Por lo tanto, C. hyointestinalis se considera un
patégeno zoondtico emergente del género Campylobacter. Aun asi existe escasa informacion
sobre su factor de virulencia y sus mecanismos de patogenicidad, excepto en el caso de una

citotoxina no caracterizada reportada por Ohya y Nakazawa (Kamei et al., 2015).
1.1.8.6 Campylobacter upsaliensis.

Campylobacter upsaliensis es una especie termotolerante que causa diarrea y bacteriemia en
humanos y también esta asociada con gastroenteritis canina y felina. Durante un periodo de
10 afios, C. upsaliensis fue el mas comun, C. upsaliensis es susceptible a muchos agentes
antimicrobianos presentes en los medios selectivos de C. jejuni y, por lo tanto, no suele
aislarse en los medios de aislamiento primarios rutinarios y se puede recuperar usando la

técnica de filtracion (Howell et al., 2015).
1.1.9 Patogenia.

En los dltimos 10 afios la incidencia y prevalencia de Campilobacteriosis han aumentado tanto
en los paises desarrollados como en los paises en desarrollo. EI dramatico aumento en

América del Norte, Europa y Australia es alarmante, y los datos de partes de Africa, Asia y
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Oriente Medio indican que la Campylobacteriosis es endémica en estas areas, especialmente

en los nifios (Kaakoush et al., 2015).

Las aves de corral son un gran reservorio y fuente de transmisién de Campylobacteriosis a
los seres humanos. Otros factores de riesgo incluyen el consumo de productos animales y el
agua, el contacto con animales y los viajes internacionales. La implementacion estratégica de
medidas de biocontrol multifacético para reducir la transmisién de este grupo de patégenos
es primordial para la salud publica. En general, la Campylobacteriosis sigue siendo una de las
enfermedades infecciosas mas importantes que es probable que desafie la salud mundial en

los préximos afios (Kaakoush et al., 2015).
1.1.9.1 Mecanismo de virulencia.

Algunos estudios han demostrado que Campylobacter al ingresar al tracto gastrointestinal de
los seres humanos evade la capa de moco del intestino e interactta con las células epiteliales,
causando la produccion de interleucina (IL) 8, al ingresar la bacteria a la célula epitelial y haber
inducido la produccién IL-8 provoca el reclutamiento de células dendriticas, macréfagos y

neutrdfilos, que interactian con el Campylobacter (Poma, 2014).

Esta interaccidon origina la respuesta inflamatoria masiva y el aumento de citoquinas. Sin
embargo, en las aves Campylobacter solo reside en la capa mucosa en el intestino
especialmente el ciego; en algunos estudios se demostré que Campylobacter estimula la
produccién de IL-1beta y IL-6, pero la respuesta del huésped no suele conducir a la diarrea
inflamatoria en pollos, los factores que influyen en la disminucién de la respuesta inmune y

permiten la tolerancia no estan muy bien definidos (Poma, 2014).

Otros estudios han demostrado que la mucina del tracto gastrointestinal de las aves puede
afectar la invasion de Campylobacter; al ser muy sulfatada en comparacion a la mucina de los
seres humanos, haciendo posible que esta sulfatacion module la virulencia de Campylobacter

y sus manifestaciones clinicas en los distintos hospedadores (Poma, 2014).
1.1.9.2 Mecanismo de adherencia y ataque.

Las bacterias del género Campylobacter son maviles con dos flagelos bipolares que les facilita
la colonizacion de células humanas. Los flagelos son necesarios para la colonizacién del
intestino delgado y para que el patdégeno pueda trasladarse hasta el colon. El filamento esta
compuesto por una flagelina mayor FlaA y una menor FlaB, ambas codificadas por dos genes
que son la flaA y flaB (Poma, 2014).
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La adhesion de Campylobacter desempefia un papel temprano en el proceso infeccioso
uniéndose a receptores especificos de las células del hospedador, Campylobacter tiene
predileccion por los receptores de superficie apical o baso lateral de los enterocitos. La
adhesion y ataque estan correlacionadas con el grado de severidad de los sintomas clinicos

en pacientes infectados (Poma, 2014).

Muchas cepas pueden invadir las células epiteliales, provocando infiltrados inflamatorios en
la lamina propia y abscesos en las criptas (Fernandez et al., 2016). Campylobacter al ingresar
en la célula epitelial a través de la invasion o mediante uniones estrechas permite que la
bacteria se mueva en la superficie baso lateral, para poder invadir la célula epitelial o ser
capturado por un macrofago, pudiéndose replicar dentro de estos e inducir la apoptosis. La
interaccion que puede darse entre células epiteliales, células dendriticas y macrofagos puede

liberar citosinas y quimiocinas que contribuyen a la diarrea e infeccion (Poma, 2014).
1.1.10 Manifestaciones clinicas.

Las principales secuelas reconocidas de Campylobacteriosis son el sindrome de Guillain-
Barré, la artritis reactiva (ReA) y el sindrome del intestino irritable. El sindrome de Miller Fisher,
una variante de GBS, también se asocia con la infeccién de Campylobacter precedente (WHO,
2012).

1.1.10.1 Sindrome de Guillain-Barré (GBS).

El GBS fue informado primero por Landry en 1859; sin embargo, no fue sino hasta 1916 que
los neurdlogos franceses Guillain, Barré y Strohl describieron por primera vez las

caracteristicas clinicas de GBS (Kaakoush et al., 2015).

El trastorno fue primero descrito como una forma "benigna" de debilidad de la extremidad
asociada con la recuperacion completa, pero ahora reconocemos el GBS como un trastorno
neuromuscular prolongado e incapacitante con dificultades respiratorias en casi un tercio de
los pacientes afectados. Su patologia es una polirradiculoneuropatia desmielinizante
inflamatoria aguda (PDIA). La incidencia oscila entre 0,40 y 3,25 casos por 100.000 personas,
dependiendo de la localizacién geografica. El sindrome de Guillain-Barré suele ser precipitado
por una infeccion, con una incidencia que varia dependiendo de los brotes infecciosos.
Nuestra mejor comprension de su inmunopatogénesis viene de estudiar pacientes con
infecciones especificas. Campylobacter jejuni, citomegalovirus y virus de Epstein-Barr

predominan como patogenos infecciosos precedentes (Wijdicks y Klein, 2017).
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La mayoria de los pacientes son hospitalizados, pero aquellos con progresion mas rapida,
especialmente aquellos con debilidad orofaringea y falta de aliento, requieren la admisién a
una unidad de cuidados intensivos (UCI). El cuidado neurointensivo ha avanzado
considerablemente e implica el manejo de la insuficiencia respiratoria aguda por debilidad
diafragmatica y disautonomia grave que se manifiesta como arritmias cardiacas, presiones

sanguineas labiles o ileo adinamico (Wijdicks y Klein, 2017).
1.1.10.2 Sindrome de Miller Fisher (SMF).

El sindrome de Miller Fisher es una variante clinica de GBS que fue descubierta en 1956 por
Charles Miller Fisher (Kaakoush et al., 2015), caracterizado por la triada de oftalmoparesia,
ataxia y arreflexia; aungue no es infrecuente que asocie otros sintomas secundarios a
debilidad de pares craneales (paralisis facial, alteracion en la deglucién, etc.) e incluso
sintomas sensitivos distales en extremidades. Es frecuente la existencia de una infeccion
previa al cuadro; siendo la mas descrita una infeccion gastrointestinal por Campylobacter
jejuni. Otros factores desencadenantes descritos han sido vacunacion, intervencionismo
(Gabaldon, Badia y Salas, 2013).

Se ha demostrado que Siglec-7 se une exclusivamente a cepas de C. jejuni que expresan
imitadores de gangliésidos terminales disialilados. C. jejuni vinculante a Siglec-7 se
correlaciona con la presencia de anticuerpos anti-GQ1b y la debilidad 6culo motora en los
pacientes, lo que sugiere que este puede ser un posible desencadenante del sindrome de
Miller Fisher (Kaakoush et al., 2015).

Habitualmente no es dificil llegar al diagndstico cuando esta presente la triada clasica, la
aparicion de disociacion albuminocitologica y los hallazgos neurofisiol6gicos conocidos. Sin
olvidar el papel de determinados anticuerpos asociados a estas entidades de afectacion
disinmunitaria del sistema nervioso periférico. Pero en ocasiones, la presencia de otros
sintomas asociados, la no existencia de Ac-GQ1b y la falta de resultados anémalos en
exploraciones complementarias en la fase aguda del sindrome pueden hacer mas complejo
el diagndstico.(Gabaldén et al., 2013).

1.1.10.3 Bacteriemia y Septicemia.

Una de las manifestaciones extragastrointestinales mas comunes de las especies de
Campylobacter es la bacteriemia, que esta predominantemente asociada con infecciones por
C. jejuni, C. coli y C. fetus. Se han documentado al menos 10 especies diferentes de
Campylobacter en casos de bacteriemia, pero los casos de bacteriemia asociados con

infecciones por C. lari, C. insulaenigrae y C. upsaliensis son raros. Casos de bacteriemia
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asociada a Campylobacter son a menudo subobservados. La mayoria de los casos ocurren
en pacientes ancianos o inmunocomprometidos con una 0 mas patologias concurrentes,
incluyendo cirrosis hepatica o neoplasia; entre estos pacientes, del 10 al 15% fallecen dentro

de los 30 dias posteriores al diagndstico de la enfermedad (Kaakoush et al., 2015)

Un estudio reciente llevado a cabo en una poblacion danesa informé que la incidencia
estimada de bacteriemia asociada a C. jejuni, C. coli, C. fetus y C. lari era de 2,9 casos por
afio en 1°000.000 de personas, con un pico de incidencia en pacientes mayores de 80 afios.
Por el contrario, un estudio de 10 afios en Finlandia concluy6 que C. jejuni y C. coli afectaban
a individuos predominantemente mas jovenes sin enfermedades subyacentes mayores. La
enfermedad generalmente resulta de una Unica complicacion gastroenteritis en nifios o como
episodios recurrentes en niflos inmunocomprometidos sin sintomas gastrointestinales. Varias
especies de Campylobacter, incluyendo C. jejuni, C. coli, C. fetus y C. upsaliensis, también se
han asociado con sepsis tanto en nifios inmunocompetentes como inmunocomprometidos y
adultos. Ademas, se han reportado varios casos de sepsis neonatal asociada a C. fetus
(Kaakoush et al., 2015).

1.1.10.4 Artritis reactiva.

La artritis reactiva (ReA) es una forma de artritis que ocurre mas comdnmente en pacientes
de 30 a 40 afos de edad y se desarrolla después de infecciones gastrointestinales o
genitourinarias. Esta afeccion puede afectar las articulaciones, como las rodillas y los tobillos,
asi como los ojos y los sistemas genital, urinario y gastrointestinal. Los sintomas pueden
comenzar aproximadamente un mes después de la infeccion y resolverse dentro de un afio,
aungue en algunos pacientes esta afeccién puede persistir hasta 5 afios (Kaakoush et al.,
2015).

La incidencia y prevalencia reportadas de ReA asociada a Campylobacter varian segun los
estudios, como resultado de las diferencias en la deteccién de casos, la evaluaciéon de la
exposicion, los criterios diagnosticos y la poblacion del estudio. Sin embargo, los datos
disponibles sugieren que la artritis reactiva ocurre en 1-5% de los infectados con
Campylobacter. La incidencia anual de ReA después de la infeccién por Campylobacter se
estima en 4,3 por 100.000 en los paises de ingresos altos. Aunque la duracion de ReA varia,
en un estudio prospectivo de cohortes se encontrdé que el 5% de Campylobacter ReA era
cronico o recidivante. Hay evidencia de que puede haber una gama de trastornos musculo

esqueléticos que podrian ser desencadenados por Campylobacter (WHO, 2012).
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1.1.11 Actividad antimicrobiana.

Con respecto al tratamiento antimicrobiano de la Campylobacteriosis cabe destacar que
Campylobacter spp. es sensible a diversas clases de antimicrobianos, incluido macrélidos,
especialmente eritromicina, y quinolonas como ciprofloxacina, siendo estos farmacos
considerados de primera linea a la hora de aplicar el tratamiento clinico. Hay trabajos
cientificos que consideran que la resistencia bacteriana a antimicrobianos se debe

principalmente al excesivo uso de los mismos en seres humanos (Rivera et al., 2011).

Como asociacion a esta situacion, se plantea que el incremento de la resistencia de
Campylobacter spp. a quinolonas en los reservorios animales puede conducir a fallos en el
tratamiento de las diarreas producidas por estos microorganismos en el hombre (Rivera et al.,
2011).

La actividad antimicrobiana en Campylobacter ha identificado niveles importantes de
resistencia a tetraciclinas y fluoroquinolonas en muchas partes del mundo. Tanto en Estados
Unidos como en la UE, la resistencia es generalmente mas alta en C. colique en C. jejuni.
Una causa del alto nivel de resistencia a las fluoroquinolonas parece ser el uso de estos

farmacos para tratar aves de corral (WHO, 2012)

En los EE. UU la resistencia a las fluoroquinolonas en Campylobacter aislada de seres
humanos estaba relacionada con el consumo de aves de corral, asi como con viajes al
extranjero; La aprobacion del uso de fluoroquinolonas en las aves de corral se retiré en 2005.
En Australia, donde nunca se aprobé tal uso, la resistencia a las fluoroquinolonas en las

infecciones de Campylobacter adquiridas en el pais es rara (WHO, 2012).

En distintos paises sudamericanos se ha estudiado el comportamiento de Campylobacter
spp., frente a diferentes antimicrobianos, demostrando la aparicion de cepas aisladas desde
pacientes humanos y desde animales, resistentes a eritromicina, tetraciclina, ampicilina y a
quinolonas, encontrandose que la resistencia a esta Ultima familia ha sido explosiva,

alcanzando tasas superiores al 50% (Pulgar, 2016).

Los patrones de uso y seleccion de antimicrobianos para la resistencia en una parte del mundo
afectan la salud en otras partes del mundo, a través de los viajes internacionales y el comercio.
Se ha observado que las infecciones resistentes a las fluoroquinolonas suelen asociarse con
viajes a paises desarrollados o en desarrollo. Una recopilacion méas sistemética de esa
informacion puede ofrecer una forma de monitorear patrones de resistencia en partes del

mundo donde la vigilancia local es limitada o inexistente (WHO, 2012).
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Es dificil llevar a cabo estudios sisteméticos de casos y controles entre los viajeros que
regresan, pero la comparacion de las cepas de los viajeros que regresan con los de la carne,
aves de corral u otros productos alimenticios importados de los mismos paises puede ser Util.
Esta informacion es de particular valor cuando se combina con datos detallados sobre el uso
de antimicrobianos en humanos y animales. Los datos de prevalencia de resistencia son el
punto de partida para evaluar el riesgo asociado con la resistencia a los antimicrobianos
(WHO, 2012).

1.2 Género Arcobacter.
1.2.1 Antecedentes Historicos.

Aunque el primer aislamiento de Arcobacter fue registrado en el afio 1977 por Ellis y Col,
denominando “Vibrio/spirillum” los microorganismos aislados fueron obtenidos a partir de
muestras de abortos bovinos (Rojas, 2011), Arcobacter es un género relativamente nuevo,
que fue propuesto en 1991 por Vandamme et Alabama para acomodar dos especies de
Campylobacter aerotolerantes: Campylobacter cryaerophila (ahora Arcobacter Cryaerophilus)

y Campylobacter nitrofigilis (ahora Arcobacter nitrofigilis) (Collado y Figueras, 2011).

En el mismo afio se acepto la propuesta de Vandamme y De Ley (1991), que consistio en la
inclusién de una nueva familia, de nombre Campylobacteraceae, asi como la agrupacion en
ella de los géneros Campylobacter y Arcobacter. Este agrupamiento se hizo basandose en
los caracteres fenotipicos y genotipicos que tenian en comln y que a su vez los separaba de

otros géneros (Bayas, 2016).

En 1992, Vandamme et al. modific6 y amplié el género, con la reclasificacion de
Campylobacter butzleri como Arcobacter butzleri y con la descripcion de la nueva especie
Arcobacter skirrowii. Arcobacter butzleri fue aislado originalmente de humanos y animales con
diarrea, mientras que A. skirrowii se obtuvo de las heces de corderos con diarrea, fetos

abortados porcinos, ovinos y bovinos, y el prepucio de los toros (Collado y Figueras, 2011).

El 2005 se describieron otras dos especies; uno de ellos fue Arcobacter cibarius, aislado de
carcasas de pollos de engorde en Bélgica, y el otro fue Arcobacter halophilus, descrito en
base a una cepa Unica recuperada de una laguna hipersalina en Hawai. Esta Gltima representa
la primera especie de Arcobacter haldfila obligatoria. Arcobacter mytili, aislado de mejillones
y agua salobre en Espafa, fue la primera especie del género que no puede hidrolizar acetato
de indoxilo, Arcobacter thereius se ha aislado de higados y rifiones de porcinas
espontaneamente abortadas y de muestras cloacales de pato; se ha aislado Arcobacter
marinus (informado sobre la base de una sola cepa) de una muestra mixta de agua de mar,

estrellas de mar y algas marinas en Corea; Arcobacter trophiarum se aislé de heces de cerdos
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de engorde en Bélgica; se aislé Arcobacter defluvii a partir de muestras de aguas residuales;
y Arcobacter molluscorum se recuperd de mejillones y ostras y es la segunda especie del

género que no hidroliza acetato de indoxilo (Collado y Figueras, 2011).

El andlisis filogenético del gen rRNA 16S recientemente publicado, construido con secuencias
de genes de rRNA 16S de longitud casi completa de especies no cultivadas o no descritas,
revel6 que las nuevas lineas filogenéticas que esperan ser descritas superan las ya
conocidas. Estas especies potencialmente nuevas de Arcobacter provienen de huéspedes y
habitats muy diferentes, es decir, lodos activados y aguas residuales, ambientes de campo
petrolifero, sedimentos marinos y marinos, agua de mar, estuarios y aguas fluviales, corales,
gusanos tubulares, caracoles, ostras, abulén y asociado con larvicultura de bacalao o con

esteras de cianobacterias (Collado y Figueras, 2011).

Aungue la mayoria de ellos son secuencias de bacterias no cultivadas, es probable que se
propongan varias nuevas especies en un futuro préximo. Todos estos datos demuestran que

las especies de Arcobacter habitan en entornos muy diversos (Collado y Figueras, 2011).

Desde entonces, el nimero de especies descritas ha aumentado progresivamente de 6
especies en 2008 a mas de 22 especies a partir de 2017 (Banting y Figueras, 2017).

1.2.2 Caracteristicas morfolégicas.

Los microorganismos de este género son bacilos gram negativos, cortos, curvados o
ligeramente curvados en forma de S o espiral cuando esté en cultivo joven, y de forma cocoidal
o esférica en cultivos viejos. Presentan un flagelo polar que las dota de movimiento tipico en
forma de sacacorchos y miden de entre 0,2 y 0,9 um de ancho con una longitud de entre 0,5

y 3 um. Las colonias de Arcobacter cominmente carecen de pigmentacion (Bayas, 2016).
1.2.3 Caracteristicas bioguimicas.

Todas las especies tienen actividad oxidasa y catalasa variable, presentan reaccion negativa
con el rojo de metilo y con el Voges Proskauer, no producen indol, excepto A. mytili y A.
molluscorum. Son quimioorgandétrofas y utilizan una gran variedad de fuentes de carbono,

como acidos organicos y aminoéacidos (Calvo et al., 2013).

Excepto A. nitrofigilis, A. venerupis, A. defluviiy A. ebronensis, las demas especies del género
son ureasa negativa. La mayoria de las especies reducen nitratos y no hidrolizan el hipurato
(Bayas, 2016).
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Tabla 3. Caracteristicas bioquimicas de especies del género Arcobacter.
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Ureasa - - - - + R R
H2S TSI - - - - - - -
Hidrdlisis de Hipurato - - - - - - -
Hidrdlisis de indoxilacetato + + + - + + +
Arysulfatasa ND - - ND - - -
Reduccién de Selenito - - - ND ND ND -
Crecimiento al 1 % de glicina - \% + ND - \% +
Crecimiento a 25 °C + + \% + ND + +
Crecimiento aeroébico V + + + ND + +
Agar MacConkey + \ + + - Vv Vv

Reaccion positiva (+); reaccion (-); reaccion variable (V); no determinado (ND).

Fuente: (Howell et al., 2015)
Elaborado por: El autor.

1.2.4 Condiciones de crecimiento.

Dentro de sus caracteristicas y por las cuales se diferencia del género Campylobacter se
encuentra el que puede crecer en un rango de temperaturas que oscila entre los 15 - 42°C,
aunque son microaerofilos, crecen en aerobiosis a 30 © C. No obstante, para el aislamiento
inicial de la mayoria de ellas, el crecimiento 6ptimo ocurre bajo condiciones de microaerofilia
(5-10 % 0O2) y no requieren hidrégeno (Calvo et al., 2013).

Las especies de Arcobacter difieren en sus requerimientos nutritivos y condiciones de cultivo.
La caracteristica mas importante es su dependencia del ion sodio. Las concentraciones
minimas requeridas de Na+ para conseguir un crecimiento 6ptimo se encuentran dentro de
un rango que va desde 0,5 al 4 %; todas las especies reaccionan positivamente a la
concentracién minima, a excepcién de A. halophilus y A. marinus (Levican, Rubio, Martinez,
Collado y Figueras, 2015).
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1.2.5 Epidemiologia.

La distribucién de Arcobacter en seres humanos es actualmente desconocida debido a la
naturaleza emergente de la informacion. Sin embargo, probablemente tendra una distribucion
més amplia que Campylobacter debido a su capacidad de sobrevivir y posiblemente replicarse
en agua. Hasta ahora los casos humanos reportados han sido reportados desde cuatro
continentes, lo que sugiere una amplia distribucién. La informacién derivada del cultivo de
heces humanas de pacientes con diarrea indica una prevalencia de Arcobacter entre 0,1% y
1,25%, mientras que en estudios que detectaron estas bacterias en heces por PCR los
resultados fueron mucho mas altos, desde 0,4% hasta 56,7%. En un estudio retrospectivo
dedicado, realizado en Bélgica entre 2008 y 2013, Arcobacter fue el cuarto patégeno
bacteriano mas prevalente detectado, con una incidencia de 1,31% después de estudiar 6,774
muestras fecales de pacientes con enteritis. La introduccién de MALDI-TOF como una
herramienta de identificacion rapida en los laboratorios clinicos probablemente ayudara con
la futura identificacion de casos clinicos adicionales de infeccién por Arcobacter (Banting y
Figueras, 2017).

1.2.6 Reservorios.

Arcobacter ha sido identificado repetidamente en las heces de animales como en la de ganado
sanos. Las tasas de aislamiento varian entre los diferentes estudios, pero los bovinos/terneros
jovenes muestran considerables cantidades de Arcobacter. En operaciones agricolas
Arcobacter también es comunmente detectado principalmente en muestras de agua (Banting

y Figueras, 2017).

Las granjas lecheras han demostrado tener una alta probabilidad de contaminacién de
Arcobacter. Debido a la complejidad de los productos lacteos operaciones y el enfoque en un
producto liquido como la leche. En mudltiples estudios Arcobacter ha sido identificado en
tanques de leche, aparatos de ordefio, alimentacion de animales, entre otros (Banting y
Figueras, 2017).

En animales no ganaderos Arcobacter ha sido identificado en una amplia gama de animales
como alpaca, gacela, rinoceronte y gorila. A. butzleri ha sido aislado de una colonia de Rhesus
macacos que muestran diarrea acuosa de forma recurrente, también los perros han
demostrado llevar especies como A. butzleri y A. cryaerophilus que estan cercanamente

asociadas al hombre (Banting y Figueras, 2017).
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Es probable que las aves de corral producidas para consumo humano sean una fuente
significativa de Arcobacter, muy parecido a Campylobacter. Varios estudios han mostrado

tasas de aislamiento de Arcobacter en pollos (Banting y Figueras, 2017).

El agua es un componente clave para la probable transmision de Arcobacter y en la mayoria
de los estudios que buscan tasas de prevalencia de esta bacteria en animales han demostrado
gue el agua tiene Arcobacter. Esto es particularmente comdn en operaciones agricolas
intensivas donde el agua es consumida por los animales o utilizados para lavar cadaveres de
animales o vegetales. Arcobacter también ha sido identificado en tuberia de distribuciéon de

agua, en equipos de matanza y en mataderos de aves de corral (Banting y Figueras, 2017).
1.2.7 Rutas de Transmision.

El consumo de alimentos o agua contaminados con Arcobacter se considera la via de
transmisién a humanos y animales, aunque esto aun no ha sido probado. En algunos brotes
de agua potable Arcobacter ha sido aislado de los pacientes y/o del agua contaminada.
Ademas, las especies de Arcobacter se han definido como agentes zoondticos potenciales

debido a su funcién patégena en humanos y animales (Collado y Figueras, 2011).

La mayoria de las especies descritas hasta la fecha han sido aisladas de mariscos, ganado,

ambientes marinos y aguas residuales (Banting y Figueras, 2017).
1.2.7.1 Transmision por alimentos.

Se ha demostrado que las bacterias del género Arcobacter pueden tolerar concentraciones
altas de cloruro de sodio, asi como la desecacion; pueden crecer a temperaturas de
refrigeracion y tienen la capacidad de unirse a distintos tipos de superficies. Ademas, en un
estudio llevado a cabo por Ferreira et al. (2013), la mayoria de las cepas (72,2 %) mostraron
la capacidad de formar biopeliculas con un alto grado de resistencia a varios antibiéticos, lo

gue podria explicar la persistencia de Arcobacter en la cadena alimentaria (Bayas, 2016)

Se ha encontrado Arcobacter spp. en diferentes tipos de alimentos de origen animal. La
incidencia en leche de ganado vacuno oscila entre el 3,2 % y el 46,0 % de las muestras.
Ademas, en un estudio en 13 granjas de vacas y una granja autorizada a vender leche cruda
en Bolonia, Italia, se encontré Arcobacter en 7 granjas de vacas y en una granja de bufalos,
asi como en quesos frescos. Diversos estudios también han investigado los productos
carnicos, encontrando incidencias de entre el 14 % y el 53 % en carne de cerdo, del 16,9 %
al 46,8 % en carne de ternera, y del 10 % en la carne de conejo. Los resultados de estos
estudios sugieren que la contaminacion de los productos carnicos ocurre probablemente por
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contaminacion cruzada de las canales con las heces de los animales durante el faenado en

el matadero (Collado y Figueras, 2011).

El género Arcobacter ha sido aislado de muestras del tracto intestinal y muestras de heces de
diferentes animales de granja tales como pollos, vacas y cerdos, también en otros animales
domésticos y salvajes, como perros, peces, moluscos, tortugas, avestruces, monos,

mapaches y alpacas (Calvo et al., 2013).

Aungue aun son pocos los estudios que han evaluado el potencial de transmisién de los
moluscos y otros alimentos marinos, parece que podrian actuar como una importante fuente
de transmision de cepas virulentas, dado que a menudo son consumidos poco cocinados 0
crudos, y harian falta mas estudios para determinar el papel real de estos alimentos en la

infeccion por Arcobacter (Bayas, 2016).
1.2.7.2 Transmision por agua.

Las aguas de mar son consideradas el hébitat natural para muchas especies del género
Arcobacter, A. butzleri, A. cryaerophilus, y A. skirrowii son significativamente mas prevalentes
en el agua que esta fecalmente contaminada (Collado y Figueras, 2011), y el hecho de que
en los Ultimos afos un gran niumero de nuevas especies hayan sido aisladas inicialmente de
moluscos, probablemente se deba a que éstos son grandes filtradores de agua. El agua
residual también ha sido propuesta como otro reservorio importante de este género. De hecho,
las aguas residuales han dado origen al descubrimiento de nuevas especies, como A. defluvii
en 2011 y A. faecis en 2015 (Bayas, 2016).

Por otra parte, estudios de prevalencia de Arcobacter en distintos tipos de aguas han revelado
la presencia de este microorganismo en aguas subterraneas, residuales, de rios, lagos y
mares. Se han descrito al menos tres brotes infecciosos asociados al consumo de agua
contaminada por Arcobacter. La alta prevalencia de estos microorganismos en diferentes tipos
de aguas ha hecho suponer que las especies de Arcobacter podrian ser autéctonas de
ambientes acuéticos. Sin embargo, en todos los casos de brotes el agua potable presentaba

contaminacion fecal, por lo que su verdadero origen aun no ha podido ser totalmente probado
1.2.8 Especies género Arcobacter.

Hasta la fecha se han reportado las siguientes especies de Arcobacter con una significativa

diversidad genética entre especies:
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Tabla 4: Descripcién de especies de Arcobacter.

A. butzleri A. ellisii

A. cryaerophilus A. venerupissp
A. skirrowii A. bivalviorum
A. nitrofigilis A. ebronensis
Candidatus Arcobacter sulfidicus A. marinus

A. halophilus A. trophiarum
A. cibarius A. defluvii

A. thereius A. cloacae

A. mytili A. suis

A. molluscorum A. pacificus

A. aquimarinus A. lanthieri

A. anaerophilus A. lekithochrous
A. acticola sp. Nov

Fuente: (Ramees et al., 2017)

Elaborado por: El autor.
De ellas, cuatro Arcobacter butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii y A. thereius han sido
aisladas de cuadros infecciosos del ser humano, particularmente de cuados entéricos, siendo
A. butzleri la especie méas frecuentemente aislada, tanto de procesos infecciosos, como de
reservorios, de muestras ambientales y de alimentos de origen animal (Heriberto Fernandez
& Jaramillo, 2016). Ademas de A. cibarius que es considerado como un patégeno emergente

de origen alimentario (Ramees et al., 2017).

A continuacion, se detalla algunas de las especies del género Arcobacter y que por sus

caracteristicas son de mayor importancia epidemioldgica:
1.2.8.1 Arcobacter butzleri.

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

un ligero tinte blanquecino o grisaceo (Fernandez y Jaramillo, 2016).
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Figura 2. Arcobacter butzleri. Colonias en agar sangre.
Fuente:(Fernandez y Jaramillo, 2016).
Elaborado por: El autor

La identificacion fenotipica de A. butzleri es dificultosa debido a su escasa actividad
metabdlica y las pocas pruebas que se pueden utilizar, a su vez, no dan resultados bien
definidos y pueden conducir a resultados erroneos. Por ello, se prefiere utilizar la identificacion
molecular, tanto para determinar género como especie. Existe consenso que para aislar A.
butzleri se requiere como paso inicial un periodo de enriquecimiento de 24 a 48 h en un caldo
conteniendo antimicrobianos y sangre, con posterior resiembra a un medio selectivo. La
incubacion es de hasta 72 horas, entre 25y 30° C y puede hacerse tanto en aerobiosis como
en microaerofilia (Fernandez y Jaramillo, 2016).

1.2.8.2 Arcobacter skirrowi.

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

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

A. cryaerophilus es la especie de Arcobacter predominantemente asociada a casos de aborto
en animales. Se aislado de pacientes con cancer, fallo renal y hasta en pacientes con
hiperuricemia y alcoholismo. También se ha aislado en Suiza a partir de muestras de heces
de trabajadores de mataderos, sin sintomas de infeccion. Dentro de esta especie se
encuentran dos grupos denominados 1Ay 1B o 1y 2, los cuales se han separado mediante
diferentes RFLP (restriction fragment length porlymorfisms) de los genes 16s y 23s, ademas

del contenido total de proteinas celulares y acidos grasos. El grupo 1A es el mas prevalente.
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No obstante, ambos grupos han sido aislados simultaneamente en muestras de alimentos y
en muestras clinicas de animales y humanos. Algunos estudios han planteado la necesidad

de separar estos dos grupos en dos especies (Calvo et al., 2013).
1.2.8.4 Arcobacter thereius.

Aislado en el afio 2009 en Dinamarca por Houf. y colaboradores (Calvo et al., 2013). Son gram
negativos aislados, ligeramente curvados, no capaces de degradar la urea, la formacién de
esporas, la oxidasa, la catalasa y la reduccion de nitrato positivo, es generalmente lento y
dificil de cultivar in vitro y ha preocupado a muchos investigadores desde entonces. La especie
Arcobacter thereius se ha aislado primero de tejido de lechones abortados, heces de pato y
de cerdo, y recientemente de heces de pacientes humanos con enteritis (Rovetto, Van den
Abeele, Van Nieuwerburgh y Houf, 2017).

1.2.8.5 Arcobacter cibarius.

Descrita en el 2005 por Houf, fue aislada de carne de pollos en Bélgica. Comparaciones del
gen 16S ARNr revelan similitudes del 97,5% con A. cryaerophilus y un 96,5% con respecto a
A. butzleri (Calvo et al., 2013). Las bacterias son ligeramente curvos, bacilos gram negativos
gque son de 1-5 mm de largo y 0- 5 mm de ancho. Su forma es convexa y blanquecina, liso-
redondeado con margenes enteros de alrededor de 2 mm de diametro. En agar sangre
después de 72 horas de incubacién a 28 °C en condiciones de microaerobiosis las cepas se

forman transllcidas a opacas con colonias de 1 a 2 mm de diametro (Sons y Wiley, 2017).
1.2.9 Patogenia.

La patogenicidad y los mecanismos de virulencia de Arcobacter no han sido estudiados a
profundidad y aun no son comprendidos en su totalidad, a pesar de que varios estudios han
intentado demostrar la capacidad de adherencia, de invasion y la citotoxicidad de esta bacteria
en varias lineas celulares (Calvo et al., 2013). So6lo unos pocos estudios han intentado explorar
los mecanismos patogénicos asociados con Arcobacter. Estudios de cultivos celulares in vitro
de origen animal y humano revelaron que Arcobacter puede adherirse a células eucaritticas,
invadir y producir toxinas resultando en dafio a las células huésped. Adhesion e invasion de
las bacterias a las células huésped son esenciales para el éxito de la colonizacién y el
establecimiento de la infeccion (Kolling et al., 2012), que podria ser responsable de la

naturaleza patogénica potencial de varios Arcobacter (Ramees et al., 2017).

El mecanismo responsable de la diarrea inducida por A. butzleri fue explorado por Bucker et

al. (2009), en la que se demostré que estaba relacionada con el deterioro funcional de la
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barrera epitelial en células de carcinoma de colon humano (HT-29/B6), mejorando la
permeabilidad macromolecular a través de la via paracelular y disminuyendo la resistencia
epitelial. Durante la infeccion por Arcobacter se observé alteracion en la composicion y
distribucion de la proteina de union estrecha, con disminucion de la expresion de proteinas
asociadas al sellado, a saber, claudin-1, claudin-5 y claudin-8, que podrian ser responsables
de la diarrea inducida por la infeccion de A. butzleri a través del mecanismo de flujo de fugas
(Ramees et al., 2017).

1.2.9.1 Mecanismo de Virulencia.

Los mecanismos de patogenicidad y virulencia de las especies Arcobacter son aln poco
conocidos, a pesar de existir varios estudios que analizan su capacidad invasiva, de
adherencia y citotoxicidad en varias lineas celulares, como CHO, Vero, HeLa e INT 407. En
conjunto, estos estudios han mostrado grandes diferencias en la capacidad de adhesion,
invasion, y la citotoxicidad de las cepas de Arcobacter. Los investigadores han llegado a la
conclusion de que las diferencias observadas pueden ser debidas al origen de las cepas
(ambientales frente a clinicas), asi como a las diferentes lineas celulares utilizadas en los
estudios (Bayas, 2016).

La capacidad patdgena in vitro se ha demostrado principalmente para A. cryaerophilus y A.
butzleri, siendo esta Ultima la especie mas invasiva, con efectos citotdxicos en células CHO y
Vero y en animales infectados experimentalmente. En un reciente estudio desarrollado por
Karadas et al. (2016), en el que se comparaba la patogenicidad de cepas de humanos con las
aisladas de porcino, los autores demostraron que A. butzleri se adhiere e invade lineas
celulares humanas de diferentes origenes, tales como las células del colon HT-29/B6 (Collado

y Figueras, 2011).

Aunque, A. butzleri esta asociado con enfermedades humanas, muy poco se conoce sobre
cual es el rol que juegan en la infeccidn las caracteristicas del hospedador, incluyendo edad,
sexo y estado inmunolégico, pero al igual que con otros patégenos, se estima que son factores

predisponentes, que facilitan o propician la infeccion (Bayas, 2016).
1.2.9.2 Mecanismo de adherencia y ataque.

A. butzleri tiene capacidad de adherencia al epitelio, que causa una disfuncién de la barrera
epitelial induciendo cambios en las proteinas de union estrecha (tight junction proteins),
ademas de inducir la apoptosis epitelial, con lo cual produce una diarrea tipo fuga de flujo. Se
ha sugerido que este microorganismo tiene el potencial de invadir otras partes del cuerpo y

producir complicaciones, ya que se ha aislado de pacientes con cirrosis hepatica y apendicitis
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gangrenosa aguda (Calvo et al., 2013). También se ha demostrado el efecto citotoxico sobre
células Vero, probablemente debido a la produccion de citotoxinas vacuolizantes (Bayas,
2016).

. 'i:h_-ﬂ\,_,_
Cytulasing Lurmen of gt
Adherence
= 1
Mucus
I
Clavielng e = o b 4 2 Intesting ceis
= "‘M..‘F Dncremzﬂ' Zeal H:
~ == daudin
.’" o ERpredtian
I
Irwasan #".II Iﬁl"'""e}"'dhi
W
.-\
[
¥ { Extiaceliular
ol martlx
Sacreted
IL-& Induce Increase paracelular
Inflammarlan transport

Figura 3. Mecanismos de virulencia descritos para Arcobacter.

Fuente: (Collado y Figueras, 2011).

Elaborado por: El autor.
Las Arcobacterias han mostrado la capacidad para producir citotoxicidad, adherencia,
invasion, e inflamacion mediada por interleukin-8 (IL-8), con la disfuncion de la barrera epitelial
y el concomitante aumento en el transporte de la parad celular, han demostrado que A. butzleri
es un candidato en humanos a colonizar el epitelio y producir densidad de flujo (diarrea)
(Collado y Figueras, 2011).

1.2.10 Manifestaciones clinicas.

Arcobacter en enfermedades humanas aln no estd bien establecido, A. butzleri, A.
cryaerophilus, A. skirrowii y A. thereius se han asociado con enfermedades gastrointestinales,
tanto en estudios de poblacion como en casos clinicos. Estas especies han sido aisladas de
muestras fecales de personas con diarrea, y en personas con bacteriemia, endocarditis y
peritonitis. Sin embargo, existen informes sobre la existencia de portadores asintoméaticos de
especies de Arcobacter, con lo cual persisten las incognitas sobre el potencial patégeno de

este género bacteriano (Bayas, 2016).
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La gravedad del cuadro clinico en las infecciones por Arcobacter es muy variada. El sintoma
principal es la diarrea acuosa persistente, en contraste con la diarrea inflamatoria encontrada
en los casos de infecciobn por Campylobacter jejuni. Las manifestaciones clinicas, sin
embargo, pueden ir desde infecciones asintomaticas o diarreas leves, hasta diarreas cronicas

y abundantes, que exigen hospitalizacion (Bayas, 2016).
1.2.11 Actividad antimicrobiana.

Al igual que con Campylobacter, la mayoria de los casos de enteritis y bacteriemia causada
por Arcobacter parecen ser autolimitantes y no requieren tratamiento antimicrobiano. Sin
embargo, la gravedad o prolongacién de los sintomas puede justificar el uso de tratamiento
antibiotico. Diferentes técnicas han sido utilizadas para establecer su comportamiento frente
a los antimicrobianos; como aun no existe un método estandarizado y tampoco se cuenta con
puntos de corte, se han utilizado como referencia aquellos propuestos por el CLSIy EUCAST
para Campylobacter u otros patégenos intestinales (Fernandez y Jaramillo, 2016), es decir,
E-test, dilucion en agar, difusion en agar disco o microdilucién en caldo (Collado y Figueras,
2011).

Los resultados han demostrado que muchas cepas de A. butzleri son resistentes a
clindamicina, azitromicina, ciprofloxacina, metronidazol, carbenicilina y cefoperazona. Se han
sugerido fluoroquinolonas y tetraciclina para el tratamiento de infecciones humanas y
animales producidas por Arcobacter, porque mostraron buena actividad contra cepas de
varios origenes. Sin embargo, se han detectado cepas resistentes al acido nalidixico y a la

ciprofloxacina (Collado y Figueras, 2011).

Hasta ahora se habia demostrado que dos cepas de A. butzleri y una cepa de A. cryaerophilus
resistentes a la ciprofloxacina (con CIMs que hiban de 6 a 12 mg ml') muestran una mutacién
en la quinolona determinante de la resistencia del gen gyrA, que también podria estar presente
en otras cepas. Por otra parte, la cepa de A. butzleri (RM4018) a partir de la cual se secuencio
el genoma completo mostr6 una alta resistencia a los antibiéticos asociada con la presencia
0 ausencia de genes especificos que regulan la susceptibilidad a los antibiéticos. Con
respecto a esto, la presencia del gen cat (que codifica una O-acetiltransferasa de
cloranfenicol) estaba relacionada con la resistencia al cloranfenicol, tres genes putativos de
beta - lactamasa o el operon IrgAB estaban asociados con la resistencia a beta - lactama y la
ausencia del gen upp (que codifica uracilo fosforribosiltransferasa) se asocié con la resistencia

a 5-fluorouracilo (Collado y Figueras, 2011).
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Es importante sefialar que sélo ha habido algunos estudios de susceptibilidad antimicrobiana
con cepas clinicas de Arcobacter recuperadas de casos humanos o animales y en ausencia
de un tratamiento especifico recomendado, el tratamiento es empirico. Se ha sugerido que
las infecciones producidas por Arcobacter spp. probablemente requieren un tratamiento
diferente al aplicado a las infecciones producidas por las especies comunes de Campylobacter
(Collado y Figueras, 2011). Por lo tanto, es necesario seguir realizando muchas mas pruebas

con el fin de establecer el tratamiento mas adecuado en cada caso especifico.
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2.1 Muestreo.

Durante el periodo mayo-julio se recolecté 110 muestras fecales humanas con y sin diarrea,
de las cuales 50 muestras correspondieron a nifios menores de 5 afios de los centros de Salud
del Distrito N°1 de la ciudad de Loja, 30 muestras a personas mayores de 65 afios de la “Casa
Hogar Betania” y 30 muestras a nifios menores de 5 afos del centro infantil del Buen Vivir
“Caritas de Angel” de la provincia de Zamora Chinchipe.

Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Microbiologia de la Seccion Genética
Humana y Bioquimica Clinica del Departamento Ciencias de la Salud de la Universidad
Técnica Particular de Loja (Figura 4).

Figura 4. Procesamiento de muestras fecales.
Fuente: El autor.
Elaborado por: El autor.

2.2 Aislamiento.
2.2.1 Campylobacter.

Para el aislamiento de las especies del género Campylobacter se sembré en el medio de

cultivo presentadas en la (Tabla 5) y se utilizé las siguientes condiciones de incubacion.
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Tabla 5. Condiciones para el aislamiento de Campylobacter y Arcobacter.

Campylobacter Arcobacter

Caldo de enriquecimiento Figura 5

Agar sangre 5 % con suplemento  suplementado con sangre y solucion
selectivo Butzler mas extracto de antibiética de Houf modificada

levadura al 1 % (Anexo 1). (Anexo 3).
Agar sangre 5 % mas extracto de

levadura al 1 %.

Medio de cultivo

Temperatura de Incubacion 42 - 43 °C 30 °C
Tiempo de Incubacion 48 horas 48-72 horas
Microaerofilia (10 % Oz, 5 %
Atmosfera de Incubacién COg2, N2) para balance Aerobiosis
Anaerobiosis

Fuente: (Calvo et al., 2013; Fernandez et al., 2016)
Elaborado por: El autor.

2.2.2 Arcobacter.

Para el aislamiento de las especies del género Arcobacter se sembré en las condiciones de

incubacion presentada en la (Tabla 5).

i |'H_IH_“|

Figura 5. Inoculaciéon en caldo de enriquecimiento.

Fuente: El autor.
Elaborado por: El autor.

Pasado las 72 horas de incubacion en el caldo de enriquecimiento, se sembré en el medio de

cultivo Agar sangre enriquecido con extracto de levadura al 1 % y utilizando el método de
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filtracion pasiva a través de una membrana de triacetato de celulosa de 47 mm de diametro y

0,45 um de porosidad (Figura 6), se incub6 en aerobiosis por 48 a 72 horas a 30 °C.

Figura 6. Filtracion pasiva
Fuente: El autor
Elaborado por: El autor

2.3 ldentificacion fenotipica.
2.3.1 Campylobacter.

Para la identificacion del género Campylobacter se realizé la tincion de Hucker y Gram para
observar la morfologia caracteristica de bacilos en forma de alas de gaviota, ademas de

realizarse las pruebas de catalasa, oxidasa e hidrélisis de hipurato (Anexo 7).
2.3.2 Arcobacter.

Para el género Arcobacter se realizé un frotis a las colonias sospechosas, donde se observo
bacilos gram negativos, cortos o ligeramente curvos en forma de S o espiral y de igual forma
se evalud la actividad catalasa, oxidasa (Anexo 7) y el crecimiento en Agar MacConkey
(Anexo 3).

2.4 ldentificacidon genotipica.

2.4.1 Extraccion de ADN.
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La extraccion de ADN se realizé utilizando el Kit de extracciéon Wizard® Genomic DNA

Purification (Anexo 9).
2.4.2 Reaccion en cadena de la Polimerasa PCR-Mdltiplex.

2.4.2.1 Campylobacter.

Para la identificacion molecular del género Campylobacter se utiliz6 la técnica de la PCR-
Multiplex (Anexo 2) descrita por (Yamazaki et al., 2007) (Tabla 6).

Tabla 6. Secuencias de primers de la PCR-Mdiltiplex utilizadas en la identificacién de género y
especies de Campylobacter.

ESPECIES  TAMARNO GEN PRIMER SECUENCIA (5’ a 3")
(pb)
Género , ,
Camayobacter 816 165 CAL2F 5-GGATGACACTTTTCGGAGC-3
RNA
c.

- 23S C1228R* 5-.CATTGTAGCACGTGTGTC-3'
Qh’gfs”;es“”a"s 611 |RNA HYOIF 5-ATAATCTAGGTGAGAATCCTAG-3'
hyointestinalis

5-GCTTCGCATAGCTAACAT-3'
C. coli 502 Askt  QLgeE oooR  5-GGTATGATTTCTACAAAGCGAG-3'
e 5-ATAAAAGACTATCGTCGCGTG-3
C. fetus 350 CstA MG3F 5.GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT-3,
CF359R 5'-AGCCAGTAACGCATATTATAGTAG-3'
c o 51 o CLF 5-TAGAGAGATAGCAAAAGAGA-3’
: YA CLR 5. TACACATAATAATCCCACCC-3
C. jejuni 161 o4l Ci 5-CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3
4s  C3 5'-CCATAAGCACTAGCTAGCTGAT-3'
C. upsaliensis 86  LpxA CUGIF 5-CGATGATGTGCAAATTGAAGC-3
CU146R 5.TTCTAGCCCCTTGCTTGATG-3

Fuente: (Yamazaki et al., 2007).
Elaborado por: El autor.

Los amplicones generados en la PCR-Mdltiplex se sometieron a electroforesis en gel de

agarosa al 1,5 % utilizando un marcador de peso molecular de 100 bp (Fernandez et al., 2016).
2.4.2.2 Arcobacter.

Para el género Arcobacter se utilizo la técnica de la PCR-Multiplex (Anexo 4) descrita en el
2010 por Douidah (Tabla 7).
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Tabla 7. Secuencias de primers de la PCR-Mdltiplex utilizadas en la identificacién de género y
especies de Arcobacter.

ESPECIES TAMANO GEN PRIMER SECUENCIA (5’ a 3)
(pb)
A. butzleri 2061 23S rRNA ButR 5-TCCTGATACAAGATAATTGTACG-3'
A. thereius 1590 23S rRNA TherR 5-GCAACCTCTTTGGCTTACGAA-3’
A. cibarius 1125 23S rRNA CibR 5-CGAACAGGATTCTCACCTGT-3'
A. skirrowii 198 23S rRNA SkiR 5-TCAGGATACCATTAAAGTTATTGATG-3'
A. GyrasF  5-AGAACATCACTAAATGAGTTCTCT-3'

395 Gyrase A

cryaerophilus GyrasR 5-CCAACAATATTTCCAGTYTTTGGT-3'

Fuente: (Douidah et al., 2010).

Elaborado por: El autor.

Se utilizé un gel de agarosa al 2 % y las bandas generadas se revelaron en un transiluminador
de UV (Douidah, De Zutter, Vandamme, & Houf, 2010) (Anexo 10).

Adicionalmente, se consideraron cepas control para las especies C. jejuni, C. coli, A. butzleri,
A. cryaerophilus y A. skirrowii las cuales fueron proporcionadas por el Instituto de

Microbiologia Clinica de la Facultad de Medicina de la Universidad Austral de Chile.
2.5 Determinacion de la actividad antimicrobiana.

Se realizé mediante el método de difusion por disco (método Kirby — Bauer) en agar Muller-
Hinton (Anexo 6) enriquecido con sangre al 5 %. Se probaron 5 antibiéticos: eritromicina
(macrdlido), gentamicina (aminoglucésido), ciprofloxacina (fluoroquinolona), ampicilina

(penicilina) y tetraciclina (tetraciclinas) (Fernandez et al., 2016).

Tabla 8. Puntos de corte segun el SFM y EUCAST 2017.

L Diametro del punto de corte (mm)
Concentracion

Antibidticos
del disco (ug) S> R<
Eritromicina 15 20 20
Gentamicina 10 17 17
Ciprofloxacina 5 26 26
Ampicilina 10 19 14
Tetraciclina 30 30 30

Fuente: (SFMy EUCAST, 2017).
Elaborado por: El autor.
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La interpretacion de los resultados para Campylobacter se llevd a cabo en base a los puntos
de corte establecidos por el Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad segun el SFM y
EUCAST (2017); las mismas se usaron para Arcobacter ya que en la actualidad no se han
desarrollado puntos de corte estandarizados para la evaluacién de la susceptibilidad de esta
bacteria (Tabla 8).
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3.1 Identificacion de Campylobacter en poblacién de Loja y Zamora Chinchipe.

Los datos presentados en el presente estudio demuestran que de las 110 muestras analizadas

se presentd una prevalencia del 3,63 % (Tabla 9).

Tabla 9. Prevalencia de Campylobacter en poblacién pediatrica y geriatrica de Loja y Zamora
Chinchipe.

. . Muestras Muestras no % N° de
Poblacion de estudio Campylobacter o — o — muestras
Centros de Salud del 3 3 0 5 50
Distrito N°1 - Loja.
Centro infantil  del
Buen Vivir “Caritas de
. ” 1 0 1 3.3 30
Angel”. Zamora
Chinchipe.
“Casa Hogar Betania”. 0 0 0 0 30
Zamora Chinchipe.

TOTAL 4 3 1 3,63 110

Fuente: El autor.

Elaborado por: El autor.
Existen datos reportados en todos los continentes, asi por ejemplo en Europa y Norte América
la prevalencia es alta en relacion a los presentados en esta investigacion; en paises como
Inglaterra y los Estados Unidos constituye la mayor cantidad de casos de gastroenteritis
(Mardones y Lopez, 2017) y en este Ultimo representa un 41,7 % de prevalencia, en Portugal

también se reportan porcentajes altos con el 31.9 % (Kaakoush et al., 2015).

En los Paises Bajos entre marzo y abril de 2011, se reveld que el 71.4 % de los 493 casos de

gastroenteritis estudiados fueron positivos para Campylobacter (Kaakoush et al., 2015).

Sin embargo, existen otros estudios donde se presentan prevalencias muy cercanas como el
realizado en la India, en un hospital de enfermedades infecciosas en Calcuta donde se informé
que, en el periodo de enero 2008 a diciembre 2010 el 7,0 % (222/3.186 muestras) de
pacientes hospitalizados con gastroenteritis dieron positivo para Campylobacter. Ademas otra
investigacion reportd también que el 16,2 % (11/68 muestras) de muestras de heces diarreicas
de pacientes en la misma regién dio positiva para Campylobacter, y que la mayor prevalencia

estaba en nifios menores de 5 afios (Kaakoush et al., 2015).

En Asia y Medio Oriente los datos epidemiologicos sobre Campylobacter son limitados, pero

una investigacion de la etiologia de gastroenteritis en tres hospitales en Yangzhou China a
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menores de 7 afos entre julio de 2005 y diciembre del 2006 demostré una prevalencia del
4.84 %, otro estudio en un hospital en Beijing China entre el 2005 y 2009 revel6 una

prevalencia mayor del 14.9 % (Kaakoush et al., 2015).

E. coli, Salmonella y Shigella en América Latina son los patdgenos importantes de diarrea
(Mardones y Lépez, 2017), pero Campylobacter se mantiene muy cercano con una
prevalencia importante, asi lo demuestran los porcentajes en paises como Argentina con el
6,1 % (Fernandez, 2015), aunque otros estudios en este mismo pais revelan porcentajes
hasta el 15,2 % (Tamborini et al., 2012).

En Peru se presenta una prevalencia del 15,0 a 23 %, Colombia 16,8 %, Uruguay 14,3 %
(Mota, 2010), Chile 12 % (Martinez, 2008) y 14,1 % (Fernandez, 2015), Brasil 11,2 %, Bolivia
10,5 %, Venezuela 9,2 a 9,6 % y Ecuador 7,5 a 10 % (Fernandez, 2015).

En Paraguay, en la comunidad del Chaco central en un estudio realizado a pacientes entre 2
meses y 16 afios de edad, Campylobacter se establece en un 4,19 % de prevalencia (Da

Silva, 2011) dato muy cercano a los reportados en el presente trabajo.

En Ecuador, en el Hospital Manuel Ignacio Monteros de la ciudad de Loja se presentd una
prevalencia similar del 6,8 % en el 2014 (Narvaez, 2014), y 5,2 % en el 2016 (Cabrera, 2016),
en el Hospital Regional Isidro Ayora, 8 % en el 2014 (Cuenca, 2015) y 7,60 % en el 2016
(Villavicencio, 2016) y en el Hospital del dia el 9 % en el 2014 (Cuenca, 2014).

Estos datos de prevalencia de Campylobacter presentados en la poblacién de Loja mantiene
porcentajes similares al del presente estudio, sin embargo, esta investigacion establecio en la
poblacion de Zamora Chinchipe una prevalencia mas baja, por lo que seria interesante ampliar

estos datos estadisticos direccionando més estudios en esta poblacion.

Ademas de los datos de prevalencia de Campylobacter en seres humanos realizados en el
Sur del Ecuador, también existen otros estudios realizados en animales como en perros donde
se report6 una prevalencia del 10 % (Nufiez, 2016), en pollos de traspatio, en el cual se incluy6
a poblacion avicola de Vilcabamba, Loja y Zamora se presentd una prevalencia del 41,5 %,
37,5 %y 44,7 % respectivamente (Fernandez, 2016).

Porcentajes que indudablemente son mayores, principalmente en pollos donde siendo estas
aves un alimento de consumo diario se debe tomar en cuenta las altas prevalencias que

existen ya que puede también ser la mayor fuente de infeccion al ser humano.

Otro grupo de estudio fueron los adultos mayores a 65 afios de la poblaciébn de Zamora

Chinchipe donde no se observo presencia de Campylobacter, por lo que esta investigacion
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evidencia que la mayor prevalencia de este enteropatdgeno se presenta en nifios de corta
edad.

Asi lo demuestran diferentes estudios, como en Dinamarca donde una investigacion presenté
mayor frecuencia de Campylobacter en nifios pequefios (1 a 4 afios) y en adultos jévenes (15
a 24 anos) (Kaakoush et al., 2015), aunque es necesario mencionar que Campylobacter es

de distribucién mundial y afecta a todas las razas, edades y sexos (Fernandez, 2015).

Estos datos de prevalencia de Campylobacter, demuestran que esta bacteria sigue siendo de
gran importancia en Salud Puablica, por lo que se deberia establecer politicas claras de salud

en cuanto a deteccion y prevencion de este enteropatégeno.
3.2 Especies del género Campylobacter en poblacion de Loja 'y Zamora Chinchipe.

Mediante técnica moleculares se identificaron las especies de Campylobacter evidenciandose

bandas que se muestran en la (Figura 7).
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Representa el analisis molecular de género y especies de Campylobacter. bp: Pares
de bases; M: Marcador de peso molecular; C1: Control positivo C. jejuni; C2: Control
positivo C. coli; M1-M4: muestras; B: Blanco

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % para especies de Campylobacter.

Fuente: El autor

Elaborado por: El autor.
Es asi, que al aplicar métodos fenotipicos y genotipicos se llegé a identificar a las especies
C. jejuni y C. coli, siendo esta ultima la especie de mayor prevalencia (Tabla 10); estos
resultados confirman los datos bibliograficos que mencionan que desde 1970 estas dos

especies han sido aisladas de una amplia gama de aves silvestres y domesticadas (Sheppard
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y Maiden, 2015), ademés de ser reconocidas en los seres humanos como las especies de

Campylobacter mas importantes causantes de gastroenteritis (Hernandez et al., 2013).

Tabla 10. Prevalencia de especies de Campylobacter en poblacién de Loja y Zamora Chinchipe.

Poblacion de estudio C. jejuni % C. coli %

Centros de Salud del Distrito N°1 - Loja.

1 33,3 2 66,7
Centro infantil del Buen Vivir “Caritas
de Angel”. Zamora Chinchipe. ¢ ¢ 1 1o
“Casa Hogar Betania’. Zamora 0 0 0 0
Chinchipe.
TOTAL 1 3

Fuente: El autor.

Elaborado por: El autor.
C. jejuni es la especie que se ha establecido como la principal causante de gastroenteritis en
los paises desarrollados, asi lo demuestra el Institute of Food Research que menciona, que
la especie mas aislada y asociada con la enfermedad infecciosa intestinal es C. jejuni (>50%),

mientras que 10-15% de los casos lo atribuyen a C. coli.

La mayoria de lo que se conoce sobre estas especies proviene de aislamientos obtenidos de
seres humanos, de la cadena alimentaria, la agricultura y el ambiente; y entres sus datos de
prevalencia como en el Reino Unido y los Estados Unidos representa el 90 % de los casos

para C. jejuni y el 10 % para C. coli (Sheppard y Maiden, 2015).

Otros estudios revelan porcentajes similares, asi en el Sur de Irlanda en una investigacion
para siete miembros del género Campylobacter se revel6 que C. jejuni era la especie
predominante, la misma que represento el 66 % de todas las especies detectadas, mientras
tanto que C. coli mostr6 el 6.7 % (Kaakoush et al., 2015), en el sudoeste de Alberta, Canada,
el 36.9 % y el 5,4 % de los pacientes con diarrea informadas desde el 31 de mayo al 31
Octubre de 2005 fueron positivos para C. jejuni y C. coli, respectivamente (Kaakoush et al.,
2015).

En Ecuador, en la ciudad de Quito en un trabajo realizado a una poblacion infantil la especie
con mayor prevalencia pertencia a C. jejuni con el 30.7 % (Vasco, Graham y Trueba, 2016),
en la ciudad de Loja en el Hospital Manuel Ignacio Monteros en el (2014) el 91,7 %
correspondié a C. jejuniy el 8,3 % C. coli (Narvaez, 2014), y en el (2016) el 89 % a C. jejuni
y el 11 % a C. coli (Cabrera, 2016).
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En el Hospital Regional Isidro Ayora en el (2015) se encontré una prevalencia del 60 % para
C. jejuniy el 40 % a C. jejuni mas C. coli (Cuenca, 2015); (2016) el 71,43 % perteneci6 a C.
jejuni y el 28,57 % a C. coli (Villavicencio, 2016) y en el Hospital del Dia (2014) el 71 % a C.
jejuniy el 29 % a C. coli (Cuenca, 2014).

Estudios en otros reservorios como en aves y mamiferos consideran porcentajes similares de
prevalencia en relacion a estas dos especies, asi por ejemplo en un estudio realizado en el
sur de Chile en el 2005 menciona que las especies mas frecuentemente aisladas fueron C.

jejuni con el 25,3 % y C. coli con el 18 % (Fernandez, Vera y Villanueva, 2007).

Otras investigaciones realizadas en el Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
de la Universidad de Georgia (EE.UU), a pollos de engorde, identificd entre las especies mas
prevalentes a C. jejuni con el 87.6 % y C. coli el 12.4% (Son, Englen, Berrang, Fedorka y
Harrison, 2007); el Departamento de Biotecnologia de Universidad Politécnica de Valencia
Espafia publicé un trabajo realizado en pollos y agua, el cual indica que el 80 % (16/20)
correspondio a C. jejuni y el 20 % (4/20) a C. coli (Gonzélez, Ferrus, Gonzalez y Hernandez,
2007).

El presente estudio evidencia un dato interesante, ya que estableci6 a C. coli con el 66,7 % y
100 % como la especie con mayor prevalencia, y aunque esta no es la especie mas comun
de este genero, seria interesante ampliar la cantidad o el tiempo de recoleccion de muestras
para poder asi evidenciar el aumento de la prevalencia de C. coli en estas poblaciones; si
embargo estos resultados no dejan de ser importantes ya que esta especie también es

causante de un gran porcentaje de gastroenteritis en humanos.

Ademas, C. coli tiene los mismos reservorios que C. jejuni y ha sido aislado de humanos,
pollos, perros, conejos, cuyes, vacas, agua etc, por lo que estos datos de prevalencia
presentados en este estudio tanto en la poblacién de Loja y de Zamora Chinchipe son de
valiosa importancia en Salud Publica y despierta el interés de ampliar los datos estadisticos y

de conocer cuéles son los medios de transmision de este enteropatdgeno.
3.3 Actividad antimicrobiana de 5 antibioticos frente a especies de Campylobacter.

La mayoria de las infecciones causadas por Campylobacter son autolimitantes y no requieren
intervencion terapéutica que no sea terapia de apoyo, como mantenimiento de la hidratacion
y equilibrio electrolitico. No obstante, los antibidticos se emplean en pacientes
inmunocomprometidos, pacientes cuyos sintomas son severos o persistentes, y en aquellos

con sintomas extraintestinales (Kaakoush et al., 2015).
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Ciprofloxacina es la fluoroquinolona que se usa a menudo para el tratamiento empirico de la
gastroenteritis. Los principales objetivos de las quinolonas en las bacterias son el DNA girasa
y IV topoisomerasa, que son enzimas esenciales para la replicacion, la transcripcion, la

recombinacion y la reparacion del ADN (Kaakoush et al., 2015).

Sin embargo, en el caso de campilobacteriosis, los macrolidos son la opcion preferida de
terapia ya que estos se unen a los nucleétidos 23S rRNA y en la subunidad 50S ribosomal, lo
que resulta en el bloqueo de la etapa de translocacion de la sintesis de proteinas, lo que
ademas impide después de la formacién de enlaces peptidicos la liberacion de tRNA y que

resulta en la terminacion de alargamiento de la cadena peptidica (Kaakoush et al., 2015).

Es asi, que se evalué la actividad antimicrobiana frente a 5 antibidticos: eritromicina,
gentamicina, ciprofloxacina, ampicilina y tetraciclina donde se observé una resistencia del 100
% a la ciprofloxacina y tetraciclina, el 50 % a ampicilina 'y el 25 % a eritromicina y gentamicina
(Figura 8), estos resultados generan evidente preocupacion porque frente a las infecciones

causadas por este enteropatégeno el tratamiento terapéutico se veria limitado.

Las altas tasas de resistencia a la ciprofloxacina, es la razén del aumento de macrélidos para
el tratamiento de las infecciones por Campylobacter (Kaakoush et al., 2015), algo que también
se puede observar en este estudio ya que el porcentaje mayor de sensibilidad corresponde a

eritromicina y gentamicina con un 75 %.
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Figura 8. Actividad antimicrobiana de 5 antibiéticos frente a especies de Campylobacter.
Fuente: El autor
Elaborado por: El auto
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En un trabajo realizado en el Hospital del nifio Jesus de Madrid-Espafia, se evalu6 la
susceptibilidad de las cepas aisladas de muestras clinicas de nifios frente a 8 antibioticos,
estos datos muestras cercania al del presente estudio y se evidencia que frente a quinolonas

y tetraciclinas se presenta el 61,7 % de resistencia (Domingo, 2003).

La resistencia antibiética adquirida por Campylobacter tanto para C. jejuni como C. coli se ha
venido evidenciando a lo largo de muchos estudios realizados para este género, es asi que
en paises desarrollados como los Estados Unidos, para el 2010, el 43 % de los aislamientos
de C. jejuni de humanos eran resistentes a la tetraciclina y el 22 % a la ciprofloxacina. En el
mismo afio en la Union Europea (UE), el 21 % de C. jejuni en humanos eran resistentes a la

tetraciclina y el 52 % a las fluoroquinolonas (WHO, 2012).

En paises de Sur América como Chile entre el 2002 y 2007 se evidencié que C. jejuni era
resistente a la ciprofloxacina en 24 cepas de las 73 aisladas, es decir en un 32,4 %, y en el
2010 un 33,3 % (Rivera et al., 2011).

En Lima (Peru), el 78 % de C. jejuni aislado de casos clinicos demostraron ser resistentes a
ciprofloxacina. En 2012, (Pollet et al., 2012) informaron que entre los afios 2001 y 2010, la
resistencia a las fluoroquinolonas aumentado en tres regiones del Perd, en Lima, lquitos y
Cusco donde las cepas de C. jejuni resistente a ciprofloxacina aumenté de 73.1 a 89.8 %, de
24.1 a 48.9 %, y de 72.6 a 82.8 % respectivamente. En el mismo periodo, se observaron
aumentos similares en la resistencia a la ciprofloxacina entre las cepas de C. coli, del 48.1 al
88.4 % en Lima, desde 10 a 65.9 % en Cusco y de 19.5 a 30 % en Iquitos (Fernandez y Pérez,
2016).

Buenos Aires (Argentina), el 59.6 % de las cepas de C. jejuni y 49.1% de C. coli aisladas de
un hospital pediatrico también presentaron resistencia a ciprofloxacina. Otros, estudios como
el realizado en la ciudad de Cérdoba de este mismo pais evidencio que el 74 % de las cepas
de Campylobacter aisladas de heces diarreicas humanas durante el 2006 a 2008 fueron

igualmente resistentes a ciprofloxacina (Fernandez y Pérez, 2016).

Un dato importante a tener en cuenta, es que la resistencia de C. jejuni y C. coli a las
fluoroquinolonas aparece inicialmente en Europa en la segunda mitad de los afios 80 después
de la introduccién de las fluoroquinolonas en la practica veterinaria y posteriormente aparece
en muchos paises industrializados y en paises en vias de desarrollo; es por ejemplo que en
el sur de Chile las primeras cepas resistentes aparecen en 1995 al igual que en otros paises
de América del Sur (Fernandez, 2015).
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En el Ecuador, en la provincia de Loja también se ha presentado porcentajes considerables
de resistencia, en el Hospital Manuel Ignacio Monteros (2014) se reporté el 91,7 % de
resistencia a la ciprofloxacina y tetraciclina (Narvaez, 2014) y en el (2016) el 67 % de

resistencia a la ciprofloxacina (Cabrera, 2016).

En el Hospital Regional Isidro Ayora (2015) también se reportd el 100 % de resistencia a
ciprofloxacina y el 60 % a tetraciclina (Cuenca, 2015) y en el (2016) el 86 % de resistencia a
ciprofloxacina (Villavicencio, 2016), de igual manera en otro estudio realizado en el (2014) a
nifos del Hospital del Dia se observo que el 71 % de las cepas aisladas eran resistentes a
ciprofloxacina y tetraciclina (Cuenca, 2014), todos estos datos demuestran cercania a la

resistencia presentada en este estudio.

Otros datos de resistencia a considerar son los reportados en las ciudades de Loja,
Vilcabamba y Zamora en pollos de patio trasero donde la resistencia a ciprofloxacina es del
62,5 al 100 % y de la tetraciclina del 80 al 100 % (Ochoa et al., 2016), informacion que podria
sugerir que la resistencia estaria siendo adquirida desde las aves de corral provocando asi un

grave problema epidemiolégico.

La situacion es preocupante, tanto asi, que la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) publicé
en el afio 2017 los denominados “patdgenos prioritarios” resistente a los antibiéticos, en la
gue se incluyen las 12 familias de bacterias méas peligrosas para la salud humanay en el cual
Campylobacter se ubica en la prioridad 2 “elevada” con una resistencia a las fluoroquinolonas,
dato que deberia despertar el interés de promover la investigacion y desarrollo de nuevos
antibiéticos que puedan combatir la creciente problemética mundial de resistencia a los
antimicrobianos (OMS, 2017), ademas de direccionar estudios que permitan dilucidar el origen

de los genotipos resistentes a estos antibidticos.

Es importante mencionar, que es muy poca la vigilancia por parte de la Organizacién
Panamericana de la Salud (OPS) referente a la resistencia a fluoroquinolonas, por lo tanto, la
mayoria de los datos generados en América Latina sobre la resistencia de Campylobacter a
son principalmente esfuerzos esporadicos por grupos académicos de investigacion
(Fernandez y Pérez, 2016).

Este aumento de la resistencia a las fluoroquinolonas podria deberse a la infeccion de
humanos con cepas ya resistentes. Dado que la fuente de infeccion humana méas importante
son los pollos, la emergencia de mutantes resistentes en los pollos de consumo humano
podria ser el origen de la infeccion humana, tanto asi que en América Latina esta permitido el

uso de quinolonas como la ciprofloxacina para el tratamiento veterinario y la alimentacién de
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aves (Notario et al., 2011), y ya que estas aves son un alimento de consumo diario se sugiere

la posibilidad que la resistencia sea transmitida desde estos reservorios

No obstante, los datos establecidos de sensibilidad en esta investigacion también son
importantes, ya que revelan que eritromicina y gentamicina presentan un 75 % y un 50 % a
ampicilina (Figura 8). Sensibilidad que comparada con otras investigaciones demuestran, por
ejemplo, que eritromicina mantiene porcentajes cercanos, asi en un estudio en Madrid-Espafia
este antibiético mostré el 96,3 % de sensibilidad (Domingo, 2003), en Estado Unidos en el
2010 el 99 % y en la Unién Europea (UE) el 98 % (WHO, 2012).

En Sur América, en estudios presentados en Chile se menciona un 100 % de sensibilidad a
la eritromicina (Rivera et al., 2011), en Ecuador en la poblacién de Loja en el 2014 (Cuenca,
2015) y 2016 eritromicina y gentamicina presentaron el 100 % (Cabrera, 2016), otros estudios
realizados en esta misma ciudad en el 2016, mencionan el 86 % de sensibilidad a eritromicina
y el 100 % a gentamicina, porcentajes que reflejan importante cercania a las reportadas en la

presente investigacion.

3.4 Identificacion de Arcobacter en poblacién de Loja y Zamora Chinchipe.
De las 110 muestras analizadas para el género Arcobacter se identificé una prevalencia del
7,27 % (Tabla 11).

Tabla 11. Prevalencia de Arcobacter en poblacion pediatrica y geriatrica de Loja y Zamora
Chinchipe.

Poblacién de estudio Arcobacter Muestras Muestras no % N° de
diarreicas diarreicas muestras

Centros de Salud del
Distrito N°1 -Loja 3 1 2 6 50

Centro infantil del Buen
Vivir “Caritas de Angel” - 2 0 2 6.7 30
Zamora Chinchipe.

“Casa Hogar Betania’ -
Zamora Chinchipe. 3 0 3 10 30

TOTAL 8 1 7 7,27 110

Fuente: El autor.

Elaborado por: El autor.
Estos resultados evidencian que las poblaciones infantiles y adulta mayor de la poblacién de
Loja y Zamora muestran similar prevalencia a los reportados en EE.UU y Europa con el 8 %
(Rojas, 2011), pero porcentajes mayores se observan en Sudafrica con el 12.9 % (Calvo et

al., 2013) y en lItalia con el 46,5 % (Rojas, 2011); en un estudio realizado en muestras fecales
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humanas entre 1991 y 2010 demuestran datos que incluyen a paises como Inglaterra con

porcentajes muy menores del 0,13 % y Dinamarca con el 0,1 % (Collado y Figueras, 2011)

En paises como Peru, se ha identificado prevalencias de Arcobacter mas bajas hasta del 2 %
(Zerpa et al., 2014), en el sur de Chile en muestras diarreicas de nifios una prevalencia del
3,6 % (Fernandez, Villanueva, Mansilla, Gonzalez y Latif, 2015), en un estudio del 2008 al
2013 en Bélgica el 1,31 % (Van den Abeele et al., 2014), en Francia el 1,2 %, en Tailandia el
2,4 % (Rojas, 2011) y en la India el 2 % de prevalencia (Mohan et al., 2014), lo que refleja que

los datos obtenidos son inferiores al del presente estudio.

El estado actual sobre la prevalencia de Arcobacter en América muestra que el patégeno ha
sido reportado desde Argentina, Brasil, Chile, Costa Rica y también de México, por otro lado,
el uso de varias herramientas moleculares en diferentes paises como Portugal ha revelado

que Arcobacter es mas frecuente en poblacién pediatrica (Ramees et al., 2017).

También esta demostrado que la prevalencia en muestras humanas es menor en relacion a
otros huéspedes, asi lo demuestran algunos reportes, como por ejemplo en vacunos los
porcentajes de prevalencia han llegado hasta un 52,5 %, en ovejas el 40 %, en cerdos el 60
%, en gallinas el 38 %, en patos el 40 %, en pavos el 29 %, en perros el 23 % y en gatos el
61 % (Rojas, 2011).

En ganado sano de diferentes paises del mundo como en Turquia el 9,5 %, en lItalia el 22,2
% y en Bélgica el 39 % (Ramees et al., 2017); de sus derivados como la leche también se ha
reportado datos, en un estudio realizado en una granja se identifico el 22,3 %, y en lecheros,
alimento, agua, pezones de animales, y demas animales que viven en la granja (palomas y

gatos) la prevalencia varia entre 15y 83 % segun la muestra (Giacometti et al., 2015).

Esta amplia gama de animales huéspedes, incluidos el ganado bovino, las aves de corral, los
pequefios rumiantes, los cerdos, las aves silvestres, las mascotas portan Arcobacter
asintomaticamente y los excretan por las heces, por lo que pueden ser fuentes de
contaminacion de alimentos o agua y, en consecuencia, un riesgo para la salud humana
(Giacometti et al., 2015).

En Perq, en un estudio de especies de mariscos se presentaron prevalencias altas: choro 24
% (12/50), langostinos 22 % (11/50) y en peces como jurel el 10 %, lisa el 6,6 % y carajito 6,6
% (Zerpa et al., 2014), datos interesantes y preocupantes ya que todos ellos son de consumo

humano y pueden llegar a contaminar al ser humano.

En ambientes acuéticos, que es una posible via de transmision también se ha presentado

estudios de este género, y al haber sido recuperados de varios rios, lagos, aguas residuales,
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aguas subterrdneas y agua de mar se plantea la hip6tesis de que las especies de Arcobacter

son autdctonas de ambientes acuéticos (Collado y Figueras, 2011).

Debido a una alta prevalencia de estas bacterias observadas en las heces de ganado se
podria pensar que esas son las fuentes de contaminacion del agua superficial, en donde estas
especies entran al agua de mar con el agua dulce contaminada y llegan a colonizar diferentes
especies marinas (Collado y Figueras, 2011), esto también tendria sentido ya que estudios
han estimado que cerca del 63 % de las infecciones en humanos se debe al consumo o

contacto con agua contaminada (Calvo et al., 2013).

La poblacion de Zamora Chinchipe tiene dentro de sus actividades econdmicas la ganaderia,
la produccion de leche, criaderos de peces, etc. y ain mas cuenta con afluencias de muchos
rios que podrian por lo antes citado contribuir como una via transmisién de esta bacteria, por
lo que seria muy importante direccionar estudios que permitan verificar posibles fuentes de
transmision ya que Arcobacter podria en el futuro evidenciar un impacto importante en la salud

humana.
3.5 Especies del género Arcobacter en poblacion de Loja y Zamora Chinchipe.

Este estudio identific6 como Unica especie A. butzleri y sus bandas se muestran en la (Figura
9).

bp M Ci1 C2 C3 M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 B bp

2000 2061 A. butzleri

1000

800

700

600

500 395 A. cryaerophilus
400

300

200 198 A. skirrowii

bp: Pares de bases; M: Marcador de peso molecular; C1: Control positivo A. butzleri; C2:
Control positivo A. skirrowii; C3: A. cryaerophilus; M1-M8: muestras; B: Blanco.

Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa al 2,0 % para especies de Arcobacter.
Fuente: El autor.

Elaborado por: El autor.

Y la prevalencia de esta especie en las poblaciones de estudio se indican en la (Tabla 12).
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Tabla 12. Prevalencia de especies de Arcobacter en poblacion de Loja y Zamora Chinchipe.

Poblacién de estudio A. butzleri %
Centros de Salud del Distrito N°1 - Loja. 3 6
Centro infantil del Buen Vivir “Caritas de
Angel”. Zamora Chinchipe. 2 Bt
“Casa Hogar Betania”. Zamora 3 10
Chinchipe.
TOTAL 8 7,56

Fuente: El autor.

Elaborado por: El autor.
En relacion a los datos obtenidos es necesario mencionar que en EE.UU, Europa, Guatemala,
México e India A. butzleri es la especie que con mayor frecuencia se aisla de muestras
diarreicas en comparacion con pacientes no diarreicos en la denominada diarrea del viajero
con una prevalencia del 8 %, aunque también en un brote donde no presentaron diarrea pero
si otros sintomas como calambres abdominales en nifios de una guarderia y escuela primaria
en ltalia, A. butzleri fue el Unico patdégeno entérico aislado durante el brote (Ramees et al.,
2017).

Estudios realizados en el Hospital Sint-Lucas en Gante-Bélgica en muestras fecales humanas
mencionan prevalencias bajas en relacion a A. butzleri con el 0,4 % en el 2008, 0,5 % en el
2009, 0,9 % en el 2010, 0,4 % en el 2012 y el 1,6 % en el 2013 (Van den Abeele et al., 2014).

En Portugal, en 298 muestras de heces de pacientes con diarrea, recolectadas en 22
hospitales entre septiembre y noviembre del 2012 se observé que el 1.3 % de las muestras
fueron positivas para A. butzleri seguido de A. cryaerophilus con el 0.3 % (Ferreira, 2014), en

Venda Sudéafrica el 6.2 % correspodié a A. butzleri (Samie et al., 2007).

En el Sur de Chile, en 83 muestras de nifios con diarrea se obtuvo una prevalencia del 3,6 %
para a A. butzleri (Fernandez et al., 2015), mientras que en otro estudio en circunstancias
similares en Valdivia-Chile se reportdé que de las cepas aisladas de Arcobacter el 100 %
pertenecian a A. butzleri (Jara, 2006), situacion similar al reportado en el presente trabajo

donde se aislé el mismo porcentaje.

Es importante hacer referencia otros importantes aislamientos, principalmente en reservorios
gue puedan ser fuente de contaminacion al ser humano, asi que por ejemplo en el Sur de
Chile en el 2007 se report6 un estudio en muestras fecales de algunos animales entre los que

se aislé una considerable prevalencia de A. butzleri, en perros el 3,3 %, en bovinos el 25 %,
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en pelicanos el 13,3 %, en gorriones el 6,7 %, en gallinas el 20 %, en patos el 40 %, en pavos
el 28,6 % (Fernandez et al., 2007), en heces de pollo el 10% (Fernandez et al., 2015),
porcentajes que comparados con este estudio en muchos de los casos son mayores, esto

debido a que estos animales alojan este patdgeno de manera asintomatica.

En EE. UU, en investigaciones realizadas en muestras de canales de engorde en una planta
de procesamiento de aves de corral comercial, la especie mas prevalente fue A. butzleri con
el 79.1 %, lo cual evidencia una contaminacion significativa de canales de pollo de engorde
(Son et al., 2007); ademas, A. butzleri también ha sido aislado de muestras de aguas
residuales con el 78.5 % de prevalencia, seguido de carne de pollo con el 41.6 % y carne
picada el 33.3 % (Elmalii y Can, 2017).

En Novo Amburgo (Brasil) también hay un reporte, donde de un total de 32 muestras de leche
se evidencié una prevalencia del 3,1 % para A. butzleri (Pianta, Passos, Hepp y Oliveira,
2007).

La prevalencia de las especies de Arcobacter depende de muchos factores propios de la
metodologia de deteccion, aunque hasta ahora no existe un protocolo oficial y un método de
aislamiento que actué como estandar de oro para la identificacion de Arcobacter y sus
especies ya se han venido reportando casos que evidencian que existe un impacto importante

por parte de esta bacteria en la salud humana y animal.

Este porcentaje de prevalencia de A. butzleri encontrado en las poblaciones de Lojay Zamora
refieren gran importancia ya que como se ha mencionado estos datos son superiores a los
reportados en otros paises, y a al ser uno de los pocos estudios realizados en nuestro pais es
necesario seguir generando mas informacion con la finalidad de conocer mas datos
estadisticos que permitan implementar metodologias diagnosticas para su aislamiento

rutinario.
3.6 Actividad antimicrobiana de 5 antibioticos frente a especies de Arcobacter.

Varios estudios existentes han informado la actividad antimicrobiana frente a las arcobacterias
del medio ambiente, animales y humanos (Ferreira et al., 2016), lo cual ha revelado que

algunas cepas de A butzleri son resistentes a la ampicilina y ciprofloxacina (Calvo et al., 2013).

A. butzleri es comparativamente mas resistente que A. cryaerophilus y A. skirrowi (Ramees et
al., 2017), ademas es importante mencionar que de lo que se conoce la mayoria de las

enteritis causadas por Arcobacter son autolimitadas y no requieren de terapia antimicrobiana.
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La presente investigacion evalud la actividad antimicrobiana de las especies aisladas de
Arcobacter y se evidencié que gentamicina y ampicilina presentaron mayor resistencia con el

62 %, mientras que ciprofloxacina y tetraciclina mostraron el 38 % (Figura 10).

Estos porcentajes establecidos en el presente estudio son de gran importancia ya que serian
los primeros trabajos investigativos donde se evalla la actividad antimicrobiana de Arcobacter
en seres humanos en la region Sur del Ecuador, por lo que estos datos deberian despertar el
interés por conocer la susceptibilidad y resistencia de Arcobacter en otros origenes que
puedan ser fuente de contaminacién, ya que como se ha mencionado Arcobacter esti
distribuido en diferentes ambientes y puede considerarse en un futuro como un patégeno que

puede tener gran efecto en la salud humana.
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Figura 10. Actividad antimicrobiana de 5 antibi6ticos frente a especies de Arcobacter.
Fuente: El autor.
Elaborado por: El autor.

Los estudios sobre la actividad antimicrobiana de Arcobacter en nuestro pais ain son pocos,
por lo que es necesario mencionar y comparar algunos estudios realizados tanto en seres
humanos como en otras fuentes de contaminacion, ya que en algunos de los casos son de

consumo diario o comparten el habitat con el hombre.

Asi, por ejemplo, en Turquia en 39 cepas de A. butzleri aislados de pollos de engorde se

mencionan porcentajes importantes, donde frente a la accion de la ampicilina se observa el

64,1 % (25/39) de resistencia (Atabay y Aydin, 2001); en Iran en un estudio en ganado y ovejas

una resistencia del 88 % (8/9) (Shirzad, Tabatabaei, Khoshbakht y Raeisi, 2016); en Chile en
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un estudio realizado en muestras de mariscos compradas desde julio de 2010 hasta marzo
de 2013 ampicilina mostro el 45, 2 % de resistencia (Collado et al., 2014), porcentajes que

aunqgue son de otras fuentes resultan cercanos al establecido en el presente estudio.

Otros datos referentes a la resistencia de ampicilina se reportan en Republica Checa, en
donde se aisl6 cepas de A. butzleri de carne de aves de corral, aguas residuales y muestras
de heces humanas y se obtuvo el 83,6 %, 94,4 % y el 85,7 % respectivamente (Silha,
Pejchalovéa y Silhova, 2017).

En relacién a la accion de la gentamicina, estos dos estudios antes mencionados sefialan que
este antibiético presentd porcentajes inferiores del 3,9 % (Atabay y Aydin, 2001) y 11,1 %
(Shirzad et al., 2016) respectivamente, en inclusive en Republica Checa la resistencia de
gentamicina es baja llegando al 0 % en muestras de heces humanas (Silha et al., 2017), esto

en relacion al 62 % establecido en el presente estudio.

También existen reportes de resistencia en algunos alimentos, como leche cruda, carne
picada, muestras de matadero de ganado y aguas residuales, en el cual de un total de 60
muestras ampicilina mostré el 100 % de resistencia (Elmalii y Can, 2017), siendo un porcentaje
mayor al de este estudio, donde de las cepas aisladas de Arcobacter de la poblacion de Loja

y Zamora Chinchipe se observa una menor tasa de resistencia. .

En cuanto a los datos de sensibilidad, este estudio determin6 un 75 % a la eritromicina y el 62
% a la ciprofloxacina y tetraciclina; estos 3 antibiéticos son los que mostraron mayor eficacia
terapéutica, por lo que es importante mencionar que existen estudios como el realizado en
Bélgica a pacientes con gastroenteritis en el periodo entre el 2008 y 2014, donde se aisl6 A.
butzleri y se evalué la actividad antimicrobiana y frente a tetraciclina se obtuvo el 49 % de
sensibilidad (Van den Abeele et al.,, 2016), porcentaje que resulta menor al del presente

estudio.

Este mismo estudio determiné el 97 % de sensibilidad a la ciprofloxacina (Van den Abeele et
al., 2016), mientras que en Republica Checa en muestras fecales humanas se menciona el
100 %, en aves de corral 100 % y en aguas residuales 94,4 % (Silha et al., 2017), porcentajes
gue resultan superiores al que se determind en este trabajo donde este antibibtico reporta el
62 % de sensibilidad, pero que coinciden con el presente estudio en que frente a la mayoria

de cepas de Arcobacter estas aun pueden tener una alta eficacia en el tratamiento.

En una investigacion en la India frente a la accidon de la eritromicina, ciprofloxacina y

tetraciclina el porcentaje de sensibilidad fue del 100 % (Shirzad et al., 2016), y en Turquia la
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eritromicina y tetraciclina el 100 % y el 87,1 % a ciprofloxacina (Atabay y Aydin, 2001), datos

que por sus porcentajes cercanos resultan comparables al presente trabajo.

De los estudios hasta ahora realizados para el tratamiento de las infecciones por Arcobacter
tanto en humanos como en animales las fluoroquinolonas y tetraciclinas son las que
mayormente se han propuesto, ya que estas presentan una buena actividad contra las cepas
de Arcobacter (Calvo et al.,, 2013), situacion que se observa en este estudio donde

ciprofloxacina y tetraciclina muestra porcentajes considerables de sensibilidad.

Es también preciso indicar, que el porcentaje del 38,5 % de resistencia a la ciprofloxacina que
presenta este estudio es mucho mayor al reportado en otros trabajos donde ciprofloxacina
presenta el 3,2 % (Collado et al., 2014), en vegetales el 11,76 % (Gonzéalez et al., 2017), en
humanos el 7,4 % (Pérez, 2017) y el 28 % (Van den Abeele et al., 2016), datos que sin duda
alguna deja abierta la posibilidad de que un futuro con el uso incontrolado de este antibiotico
podria también presentarse como resistente, ya que como se conoce las fluoroquinolonas son
uno de los agentes antimicrobianos mas comunmente recetados en el mundo y se usa para

tratar una variedad de infecciones bacterianas en los seres humanos (Gonzalez et al., 2017).

Como se ha mencionado los porcentajes de resistencia y sensibildad son variables entre los
diferentes estudios, pero en lo que la mayoria coinciden es que la ampicilina es un antibiotico
resistente a la mayoria de cepas de Arcobacter y que las fluroquinolonas, macrolidos y
tetraciclinas aun resultan eficaces frente a una enteritis causada por Arcobacter; no obstante
es necesario encaminar estudios que permitan identificar el mecanismo de resistencia que

permitan detener la indudable resistencia que podria a futuro llegar a tener esta bacteria.
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CONCLUSIONES

De la identificacion de Campylobacter y Arcobacter en la poblacién de Loja y Zamora
Chinchipe, Campylobacter present6 una prevalencia del 3,63 % y Arcobacter el 7,27
%.

En los centros de Salud del Distrito N°1 de la ciudad de Loja se identificé dos especies
del género Campylobacter donde C. jejuni mostré una prevalencia del 2 %y C. coli. el
4 %; en el centro infantil del Buen Vivir “Caritas de Angel” de la provincia de Zamora
Chinchipe se identific6 como Unica especie a C. coli con una prevalencia del 3,3 % y
no se evidencié ningun porcentaje de prevalencia de las especies de Campylobacter
en adultos mayores de 65 afios de la “Casa Hogar Betania” de la provincia de Zamora

Chinchipe.

Del estudio realizado en los centros de Salud del Distrito N°1 de la ciudad de Loja para
el género Arcobacter se evidencio el aislamiento de la especie A. butzleri con una
prevalencia del 6.0 %; en el centro infantil del Buen Vivir “Caritas de Angel” de la
provincia de Zamora Chinchipe para el género Arcobacter se observé una prevalencia
de la especie A. butzleri del 6,7 % y en adultos mayores de 65 afios de la “Casa Hogar
Betania” de la provincia de Zamora Chinchipe la prevalencia de la especie aislada A.
butzleri fue del 10 %.

Campylobacter y las especies aisladas en este estudio presentaron una resistencia a
ciprofloxacina y tetraciclina del 100 % y una sensibilidad para eritromicina y
gentamicina del 75 % y para Arcobacter la especie aislada evidencié una resistencia
a gentamicina y ampicilina del 62 % y una sensibilidad del 75 % a eritromicina 'y 62 %

a ciprofloxacina y tetraciclina.
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RECOMENDACIONES

Seguir realizando mas estudios tanto en medicina humana como veterinaria para
dilucidar la prevalencia, la epidemiologia, el papel patogénico y los posibles factores
de virulencia de Campylobacter y Arcobacter ya que es evidente que estas bacterias

estan involucradas en enfermedades intestinales.

Establecer politicas de salud publica en nuestro pais a fin de que los géneros y
especies de Campylobacter y Arcobacter formen parte de la rutina de diagndstico de
diarreas bacterianas en los laboratorios clinicos y poder asi ir generando mas datos

estadisticos de estos dos enteropatégenos.

Es necesario que nuestro pais confronte la situacion de resistencia a las drogas
creando a nivel de Salud Pudblica una entidad capaz de controlar la resistencia
antimicrobiana, que regule la comercializaciéon de antimicrobianos, promueva su
consumo racional y prudente con la finalidad de que no se dearrolle una

multiresistencia antibiotica.
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ANEXOS



a. Protocolos de identificacion de Campylobacter.

Anexo 1. Preparacion de medios de cultivo.

Agar sangre modificado con suplemento selectivo Butzler.

Volumen 500 ml

1. Pesar:
Nutriente Broth N2 12.5gr
Agar Extracto de levadura 11.5¢r
Extracto de levadura 3.50r
2. Agregar:
Agua Destilada 470.0 ml

Mezclar y ajustar el pH a 7.0 utilizando acido clorhidrico diluido al 25 %.

Autoclavar a 121 °C por 20 minutos.

Cuando el medio este a 50 °C adicionar el vial Campylobacter Selective Supplement
Butzler y homogenizar.

Composicién de Campylobacter Selective Supplement Butzler en 5ml de agua estéril

Bacitracina 25000 U.1
Colistin 10000 U.I
Noboviocina 5 mg
Cicloheximina 50 mg
Cefazolina 15 mg
6. Agregar:
Sangre 25 ml

Homogenizar
7. Dispensar 20 ml aproximadamente en las cajas Petri de 94 x 16 mm y esperar que
solidifique el medio.

8. Rotular y almacenar las cajas de forma invertida a 4 °C.
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Anexo 2. PCR- Mdltiplex para identificacion de especies de Campylobacter
REACTIVOS

= Buffer de carga

= dNTPs

= MgCI2

= Tag Polimerasa

= Agua destilada desionizada estéril
=  Primers

MATERIALES Y EQUIPOS

= Tubos de microcentrifuga (eppendorf) 1,5 ml estériles
= Puntas y micropipetas

= Tubosy tapas de PCR de 0,2 ml estériles

= Vortex

= Microcentrifuga

= Termociclador

PROCEDIMIENTO

1. Preparar todos los reactivos, materiales y equipos a utilizar, dejar que los reactivos se

descongelen mientras son mantenidos en frio.

2. En un tubo eppendorf de 1,5 ml hacer el master mix con las cantidades establecidas
en la tabla (Master MIX para PCR-Multiplex) a excepcion del ADN.
Nota: la Taq Polimerasa debe mantenerse todo el tiempo en frio, ademas se recomienda agregarla al mix
al final

3. Invertir cuidadosamente para homogenizar el mix sin crear burbujas. Centrifugar por 5

segundos a méxima velocidad para juntar las gotas esparcidas.

4. A partir del master mix, tomar alicuotas con el volumen de reaccion establecido y
repartir en tubos de PCR, luego a cada tubo el volumen final de muestra (ADN) para
un volumen final de reaccién, en este caso 25 ul. Mantener en hielo hasta llevar al
Termociclador.

Nota: trabajar con un blanco (mix sin ADN para verificar que la reaccion esta libre de contaminantes) con

un control positivo cuyo patrén de bandas amplificado sea conocido y un control negativo
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Master MIX para PCR-Multiplex Campylobacter

Género y especies Componentes Volumen (ul)

H20 1(%,);2

Buffer 5.0

dNTPs 0.50

Cl2Mg 1.50

Primers

Género Campylobacter C412 F 0,05
Género Campylobacter C1228 R 0,05
C. Jejuni c1 0,05
C. Jejuni c2 0,05
C. coli CC18F 0,05
C. coli CC519R 0,05
C. upsaliensis CUG1F 0,05
C. upsaliensis CU1L46R 0,05
C. fetus MG3E 0,05
C .fetus CE359R 0,05
C. lari CLE 0,05
C. lari CLR 0,05
D 0

HYOFET235R '

Taq 0,125

DNA 1.0
Volumen final 25,00

5. Condiciones del Termociclador para la identificacion de Campylobacter.

Etapas Temperatura (°C) Tiempo (min) N° de ciclos
Desnaturalizacién 95 2 )
inicial
Desnaturalizacion 95 0.5
Anillamiento 68-56 {2 6
Extensién 2 1,0

. 95 0,5
Desnaturalizacion
Anillamiento 56 1.5 30
Extension e 1

72 10 -

Extension final

Mantenimiento “ i :

6. Una vez finalizado el proceso en el Termociclador, almacenar el producto final a 4 °C.
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b. Protocolos de identificacion de Arcobacter.
Anexo 3. Preparaciéon de medios de cultivo.
Agar sangre modificado

Sin antibi6ticos

Volumen 500 ml

1. Pesar:
Nutriente Broth N2 12.5¢r
Agar Extracto de levadura 11.50¢r
Extracto de levadura 3.5¢r
2. Agregar:
Agua Destilada 475.0 ml

3. Mezclar y ajustar el pH a 7.0 utilizando acido clorhidrico diluido al 25 %.
Autoclavar a 121 °C por 20 minutos.
Cuando el medio de cultivo esté a 50 °C agregar:

Sangre 25 ml

Homogenizar

6. Dispensar 20 ml aproximadamente en las cajas Petri de 94 x 16 mm y esperar que
solidifique el medio.

7. Rotular y almacenar las cajas de forma invertida a 4 °C.

Figura 11. Agar sangre modificado sin antibidticos.
Fuente: El autor.
Elaborador por: El autor.
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Caldo de enriquecimiento

Con antibi6ticos

Volumen 500 ml

Pesar:
Nutriente Broth N2 12.5¢gr
Agar-Agar 0.25 gr
Extracto de levadura 3 or
Agregar:
Agua Destilada 475.0 ml

Mezclar y ajustar el pH a 7.0 utilizando acido clorhidrico diluido al 25 %.

Autoclavar a 121 °C por 20 minutos.

Cuando el caldo de enriquecimiento esté a 50 °C adicionar la mezcla de la solucion
antibiotica.

Preparacion de la solucién antibiética:

(Solucion antibidtica de Houf)

Trimetropin 900 ul (500 ml)
5-Fluoracilo 900 ul (500 ml)
Noboviocina 500ul (500 ml)
Cefoperazona 500 ul (500 ml)
Agregar:
Sangre 25 ml 10 ml (250 ml)

Homogenizar
Dispensar en tubos coénicos de 7 a 8 ml aproximadamente.

Rotular y almacenar los tubos a 4 °C.
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o o s ow

Agar MacConkey

Volumen 500 ml

Pesar:

Agar MacConkey 26 gr
Agregar:

Agua Destilada 500 ml

Mezclar y homogenizar la mezcla.

Medir y ajustar el pH a 7.0.

Autoclavar a 121 ° por 20 minutos.

Cuando el medio de cultivo esté a 50 °C dispensar 20 ml aproximadamente en las
cajas Petri de 94 x 16 mm y esperar que solidifique.

Rotular y almacenar las cajas de forma invertida a 4 °C.

Figura 12. Medios de Agar MacConkey.
Fuente: El autor.
Elaborador por: El autor.
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Anexo 4. PCR- Mdltiplex para identificacion de especies de Arcobacter.
REACTIVOS

= Buffer de carga

= dNTPs

= MgCI2

= Tag Polimerasa

= Agua destilada desionizada estéril
=  Primers

MATERIALES Y EQUIPOS

= Tubos de microcentrifuga (eppendorf) 1,5 ml estériles
= Puntas y micropipetas

= Tubosy tapas de PCR de 0,2 ml estériles

= Vortex

= Microcentrifuga

= Termociclador

PROCEDIMIENTO

1. Preparar todos los reactivos, materiales y equipos a utilizar, dejar que los reactivos se

descongelen mientras son mantenidos en frio.

2. En un tubo eppendorf de 1,5 ml hacer el master mix con las cantidades establecidas
en la tabla (Master MIX para PCR-Multiplex) a excepcion del ADN.
Nota: la Taq Polimerasa debe mantenerse todo el tiempo en frio, ademas se recomienda agregarla al mix
al final

3. Invertir cuidadosamente para homogenizar el mix sin crear burbujas. Centrifugar por 5

segundos a méxima velocidad para juntar las gotas esparcidas.

4. A partir del master mix, tomar alicuotas con el volumen de reaccién establecido (20 ul)
y repartir en tubos de PCR, luego a cada tubo el volumen final de muestra (5 ul ADN)
para un volumen final de reaccion, en este caso 25 ul. Mantener en hielo hasta llevar
al Termociclador.

Nota: trabajar con un blanco (mix sin ADN para verificar que la reaccion esta libre de contaminantes) con

un control positivo cuyo patrén de bandas amplificado sea conocido y un control negativo
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Master MIX para PCR-Mdltiplex Arcobacter

Género y especies Componentes Volumen (ul)
1x
H20 9,375
Buffer 2
dNTPs 0.5
ClaMg L
Primers
Género Arcobacter Arco F 0,5
A. therelus Ther R 0,5
A. cibarius Cib R 0,5
A. skirrowii SKi R 0,5
A. Butzleri But R 0,5
A. Cryaerophilus Gyras F 0,5
A. Cryaerophilus Gyras R 0,5
Tag 0,125
DNA >
Volumen final 25,00
5. Condiciones del Termociclador para la identificacién de Arcobacter.
Etapas Temperatura (°C) Tiempo (min) N° de ciclos
Desnaturalizacién 95 2 min 1
inicial
Desnaturalizacion 95 45 seg
Anillamiento 61 HoEny 8
Extension 2 2,0
Desnaturalizacion 22 49 EEE
Anillamiento 56 45 seg 27
Extension i 2 Gl
72 10 min 1

Extension final

6. Una vez finalizado el proceso en el Termociclador, almacenar el producto final a 4 °C.
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c. Protocolos de identificaciéon de Campylobacter y Arcobacter.

Anexo 5. Preparacién de caldo de Tioglicolato.

Volumen 100 ml

6. Pesar:
Tioglicolato 2.98 gr
Extracto de levadura 1ogr
7. Agregar:
Agua Destilada 100 ml

8. Mezclar y ajustar el pH a 7.0 utilizando acido clorhidrico diluido al 25 %.

9. Autoclavar a 121 °C por 20 minutos.

10. Cuando el medio de cultivo cuando esté a 50 °C dispensar en tubos cénicos de 7 a 8
ml aproximadamente.

11. Rotular y almacenar los tubos a 4 °C.

Figura 13. Caldo de Tioglicolato.
Fuente: El autor.
Elaborador por: El autor.
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Anexo 6. Medio de cultivo para evaluar la actividad antimicrobiana.

Agar Mueller Hinton

Volumen 500 ml

1. Pesar:
Agar Mueller Hinton 26 gr
2. Agregar:
Agua Destilada 475 ml
3. Mezclar y homogenizar la mezcla.
4. Mediry ajustar elpHa 7.0
5. Autoclavar a 121 °C por 20 minutos.
6. Cuando el medio de cultivo esté a 50 °C agregar 5 % de sangre al medio.

Sangre 25 ml

7. Homogenizar y dispensar 20 ml aproximadamente en las cajas Petri de 94 x 16 mmy
esperar que solidifique.

8. Rotular y almacenar las cajas de forma invertida a 4 °C.
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Anexo 7. Pruebas fenotipicas y bioquimicas.

A.

w N RO o o M w

w N = O

A w DN EmMm

Tinciéon de Hucker (Campylobacter y Arcobacter).

De las colonias sospechosas un frotis en una placa porta objetos y fijar a calor.
Colocar de una gota de colorante violeta y una gota de bicarbonato de sodio al 1 %
por 2 min.

Lavar con agua y dejar secar la placa.

Finalmente observar al microscopio con el lente de inmersion de 100X.

Tincidon de Gram (Campylobacter y Arcobacter).

Tomar las colonias sospechosas y ponerlas en un portaobjetos, dejar secar a
temperatura ambiente o con la ayuda de un mechero.

Cubrir durante 1 minuto la superficie donde estén las bacterias con unas pocas gotas
del colorante cristal violeta (lavar con agua eliminando el exceso).

Cubrir durante 1 min con Lugol (lavar con agua eliminando el exceso).

Cubrir durante 1 min con alcohol acetona (lavar con agua eliminando el exceso).
Afadir Safranina o Fushina basica durante 30 segundos y volver a lavar.

Finalmente dejar secar y observar al microscopio con el lente de inmersion de 100X.

Catalasa (Campylobacter).
Agregar en una placa porta objetos colonias puras.
Colocar una gota de perédxido de hidrogeno al 3 %.

Si hay la presencia de burbujas se considera POSITIVO, la ausencia es NEGATIVO.

Oxidasa (Campylobacter).

Tomar con la ayuda de un palillo colonias puras.

Colocar el inoculo en las tiras Oxistrip de Hardy Diagnostics.

Si se presenta una coloracién violeta de 10 a 30 seg se considera POSITIVO, la
ausencia de color es NEGATIVO.

Hidrolisis de hipurato (Campylobacter).

Adicionar colonias puras en un tubo con 400 ul de solucion de hipurato de Na al 1 %.
Incubar a 37 °C durante 2 horas.

Agregar 200 ul de ninhidrina y reposar por 10 minutos.

Si se presenta una coloracion azul-purpura se considera POSITIVO, la ausencia de
color es NEGATIVO.
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Anexo 8. Criopreservacion de cepas.

1. Tomar con un hisopo estéril las colonias del cultivo fresco e inocular dentro del vial
criopreservante con perlas porosas de Microbank ™.
Homogenizar por inversion y dejar los tubos invertidos por 20 minutos.

3. Aspirar el exceso de criopreservante y eliminar.

Almacenar los tubos a — 80 °C.

(A) (B)

Figura 14. Criopreservacion. Cepas de Campylobacter (A), cepas de Arcobacter (B).
Fuente: El autor
Elaborador por: El autor
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Anexo 9. Protocolo de extraccion de ADN genomico de bacterias gram negativas.

El siguiente protocolo est4 basado en el empleo del kit de purificacién del ADN gendmico de
Wizard® disefiado para el aislamiento de ADN procedente de células blancas de la sangre,
cultivos celulares (tejidos en general, tejidos animales), tejido vegetal, levaduras y bacterias
gram positivas y gram negativas. Este Kit se basa principalmente en 4 pasos: 1) Lisado o
rotura de la membrana celular, asi como de la membrana nuclear. 2) Digestidbn enzimatica
mediante el uso de RNasas. 3) Las proteinas celulares son eliminadas por un paso de
precipitacién salina, dejando Unicamente el ADN gendmico de alto peso molecular en la
solucion. 4) EI ADN gendémico es concentrado y desalinizado mediante precipitacién con
isopropanol.

Nota: Almacenar el Kit a temperatura ambiente (15-30°C).

REACTIVOS

= Solucién de lisis Nuclear (kit)

= Solucién de precipitacidn proteica (kit)
= Solucion de Rehidratacion de ADN (Kit)
= RNasa A (kit)

= |sopropanol (T° ambiente)

= Etanol al 70 % (T° ambiente)

= Agua destilada estéril

MATERIALES Y EQUIPOS

= Tubos de microcentrifuga (eppendorf) de 1,5 ml
= Bafio maria o termobloque
= Centrifuga

= Vortex
= Puntas y micropipetas
= Hielo

PROCEDIMIENTO

1. Tomar una asada de colonias de un cultivo de bacteriano puro sembrado en medio

sélido y colocarlo en 600 ul de agua destilada estéril, dar vortex.

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

pellet. Eliminar el sobrenadante.

3. Aidadir 600 ul de Solucién de Lisis Nuclear. Resuspender las células con movimientos
suaves hasta que se disuelva el pellet.

4. Incubar a 80 °C durante 5 min para lisar las células, luego enfriar hasta temperatura
ambiente.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

Anadir 3 ul de RNasa al lisado celular. Invertir suavemente los tubos de 2 - 5 veces

para mezclar.

Incubar a 37 °C durante 15 - 60 min. Enfriar las muestras hasta temperatura ambiente
(5 min).

Afadir 200 ul de la Solucion de Precipitacién Proteica al lisado celular tratado con
RNAasa. Dar vortex vigorosamente a alta velocidad durante 20 segundos para

mezclar.
Incubar la(s) muestra(s) en hielo durante 5 min.

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

Transferir el sobrenadante que contiene el ADN hacia un tubo eppendorf de 1.5 ml

estéril que contenga 600 ul de isopropanol.

Nota: Se recomienda dejar un poco de sobrenadante en el tubo original para evitar contaminar la solucion

de ADN con residuos de proteinas.

Ademas, de no obtenerse un pellet de proteinas puede deberse a que la muestra no
fue enfriada hasta temperatura ambiente por lo que se debe temperar al menos por 5
min, o colocar en hielo por el mismo tiempo, dar vértex por 20 seg y centrifugar durante
3 min de 13.000 a 16.000 rpm.

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

conglomerado visible.
Centrifugar a 13.000 - 16.000 durante 2 - 5 min.

Cuidadosamente eliminar el sobrenadante (isopropanol) y conservar el pellet (ADN).
Afnadir 600 ul de etanol al 70 % y mezclar suavemente invirtiendo el tubo varias veces

para lavar el pellet de ADN.

Centrifugar a 13.000 - 16.000 rpm durante 2 - 5 min. Cuidadosamente aspirar el etanol

y desechar.

Conservar el pellet y dejar secar al aire durante 10 -15 min o dejar unos segundos a

60 °C para evaporar el etanol.

Afadir 100 ul de solucion rehidratante de ADN al tubo e incubar a 65 °C durante una
hora. Periddicamente mezclar la solucion con ligeros golpecitos en el tubo y
alternativamente rehidratar el ADN incubando la solucién toda la noche a temperatura

ambiente o a 4 °C.
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17. Mezclar con ligeros golpes y conservar el ADN obtenido a 2-8 °C.

Figura 15. Kit de extraccién Wizard® Genomic DNA Purification.
Fuente: El autor.
Elaborado por: El autor.
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Anexo 10. Protocolo de Electroforesis en Gel de Agarosa.

REACTIVOS

Agarosa Ultrapura

Buffer TBE 1X (para gel y corrida)
GEL RED 3X en agua

Marcador de peso molecular

MATERIALES Y EQUIPOS

Micropipetas y puntas de 1 — 10 ul
Matraz Erlenmeyer 250 ml

Probeta de 50 mi

Espatula

Camara de electroforesis horizontal
Balanza analitica

Plancha térmica/microondas
Transiluminador UV

PROCEDIMIENTO

Gel de Agarosa al 1,5 % (Campylobacter) y 2,0 % (Arcobacter) en 35 mi

Medir con una probeta (11,6 ml de GEL RED més 3,5 ml de TBE 10X) y aforar a 35 ml

con agua destilada.

Pesar, para una concentracion del 1,5 %( 0,525 gr de Agarosa Ultrapura) y para el 2

% (0,7 gr de Agarosa Ultrapura) y agregar a la solucién antes medida.

Disolver con la ayuda del calor.

Nota: Evitar el exceso de ebullicion ya que puede evaporarse demasiado y alterar la concentracion final

de la agarosa.

Homogenizar suavemente sin formar burbujas y dejar enfriar hasta aproximadamente

60 °C, luego verter la solucién sobre el contenedor del gel y colocar el peine.

Una vez solidificado el gel, colocarlo en la cubeta de electroforesis y afiadir el buffer
de corrida (TBE 1X) de modo que cubra completamente el gel. Retirar cuidadosamente

el peine para formar los pocillos.

Cargar los pocillos con los productos de PCR, las muestras (3 ul), controles (3ul) y el

marcador de peso molecular de 100 pb (1,5 ul).

Programar la corrida: 120 V, 30 min, 300 mA.
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8. Mediante un transiluminador UV visualizar y hacer un registro fotografico de las bandas
obtenidas.

Figura 16. Electroforesis en gel de Agarosa.
Fuente: El autor.
Elaborador por: El autor.
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