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RESUMEN

Campylobacter es una bacteria zoonética que posee una amplia distribucion en la
naturaleza tanto en animales domésticos como animales de vida silvestre, es considerado
como uno de los agentes principales causantes de gastroenteritis bacteriana a nivel mundial.
Con la finalidad de conocer la prevalencia de Campylobacter en las principales fuentes de
infecciobn para el hombre en nuestra region, se realiz6 un estudio epidemiolégico de los
reservorios mas comunes de Campylobacter spp en el sur del Ecuador. Se recolectaron 120
muestras de hisopados cloacales de gallinas de campo, donde la prevalencia para
Campylobacter spp fue del 42%; el 78% de C. jejuni y 22% C. coli. En la materia fecal de
perros se analizaron 70 muestras cuya prevalencia fue del 10% para Campylobacter spp
con el 57% de C. coliy 43% C. jejuni. Los analisis de la actividad antimicrobiana presentaron
100% de resistencia a la ciprofloxacina y 100% de sensibilidad frente a la eritromicina,

gentamicina y amoxicilina/acido clavulanico en cepas aisladas de gallinas y perros.

PALABRAS CLAVE: Campylobacter, C, jejuni, C. coli, gallinas, perros.



ABSTRACT

Campylobacter is a zoonotic bacterium, which has a wide distribution in nature, specifically in
pets and wildlife animals. It is considered one of the major agents responsible of the bacterial
gastroenteritis worldwide. In order to know the prevalence of Campylobacter of the main
sources of infection for humans in our region, an epidemiological study of the most common
reservoirs of Campylobacter spp was performed in the South of Ecuador. One hundred
twenty samples of cloacal swabs of hens were collected, where the prevalence of
Campylobacter spp was 42%; with a rate of 78% of C. jejuni and 22% of C. coli. Seventy dog
feces samples were analyzed. The prevalence was 10% for Campylobacter spp with a rate
of 57% of C. coli and 43% of C. jejuni. The analysis of antimicrobial activity showed a
resistance of 100% to ciprofloxacin and 100% of sensitivity to erythromycin, gentamicin and

amoxicillin/clavulanic acid in hens and dogs.

Keywords: Campylobacter, C, jejuni, C. coli, chickens, dogs.



INTRODUCCION

El género Campylobacter es un agente patdgeno de fundamental importancia en la Salud
Publica en todo el mundo, debido a que ha sido catalogado como una bacteria zoonética de
amplia distribucién en la naturaleza y responsable de varios casos de enfermedades
diarreicas transmitidas por alimentos. Con frecuencia Campylobacter afecta a humanos en
todos los grupos de edad, pero tienen mayor incidencia en nifios menores de 5 afios. En
Espafa, un estudio reportd que el 56% de los casos era de nifios menores de 5 afios y el
13% de los casos oscilaba entre 5 y 9 afios. Los casos clinicos estan asociados a cuadros
clinicos de diarrea complicada que requiere hospitalizacion, sin embargo la manifestacion
clinica del paciente es muy variable (Rivera et al., 2011). Las especies termotolerantes que
han tenido mayor influencia en los brotes epidemioldgicos en humanos han sido C. jejuni

seguido de C. coli.

El principal reservorio de Campylobacter spp es el tracto intestinal de aves y mamiferos
tanto domésticos como salvajes. La variedad de reservorios se encuentra asociado de
acuerdo a la especie, por ejemplo C. jejuni es la especie que estd mayormente difundida en
los animales mientras que C. coli ha sido aislada con mayor frecuencia en cerdos. La
campylobacteriosis estd vinculada al contacto directo con sus reservorios naturales o al
contacto indirecto por el consumo de alimentos contaminados como agua, leche y carnes,
principalmente carne de pollo. No obstante, se debe también considerar la contaminacién
por convivencia con animales domésticos, ademas de encontrarnos permanentemente
expuestos a animales de vida silvestre como palomas, gorriones, roedores, etc. En las
infecciones producidas por las especies de Campylobacter el 80% corresponde a C. jejuni y
el 10% a C. coli (AESAN, 2012).

En Estados Unidos, se registra a Campylobacter spp como una de las causas mas comunes
de enfermedad diarreica, ademas datos de la FoodNet, red de vigilancia activa del pais,

reporta que se diagnostican 14 casos cada afio por cada 100000 habitantes (CDC, 2013).

En los paises de América del Sur la incidencia de C. jejuni es mas frecuente, aunque la
incidencia de C. coli es mayor a la que se presenta usualmente en paises industrializados,
con un valor del 25% de casos de diarrea producidas por especies del género frente a una

frecuencia del 5-10% en paises industrializados (Fernandez, 2011).

La contaminacion de alimentos por Campylobacter spp constituye la fuente de infeccion mas
comun en las personas. En el Ecuador, la produccion de pollos de carne se ha desarrollado
y diseminado a lo largo de la historia debido a que existe una gran demanda por parte de la

poblacion por las carnes blancas. Existen registros del régimen alimenticio entre los afios
3



2011 al 2013 que revelan cifras del 18% correspondiente al consumo de carne de pollo, 8%
carne de res, 8% pescados y mariscos, y el 47% restante se atribuye a otras proteinas de
origen diferente. El consumo per capita de carne de pollo en el pais actualmente es de 43,5
kilos al afilo (ENSANUT-ECU, 2011-2013).

En Chile, se registra que en el 2013, la carne de aves representdé un 42% del total de
consumo carnico interno, resaltando que la carne de pollo es mas cotizada debido a su bajo
costo y accesibilidad de los consumidores (ODEPA, 2014).

En Bolivia, el consumo promedio de carne de pollo ascendié en los ultimos siete afos del
2007-2014 de 23,43 a 35,52 kilos (Manzilla, 2015).

En Paraguay, un estudio de la cadena avicola que realiz6é el Viceministerio de Ganaderia
refleja que el consumo de carne de pollo en el 2004 era de 6,3 kilos por persona, por afo;
mientras que en la actualidad surge una elevacion de la tasa de consumo a 18,5 kilos por

persona, por afo.

Un estudio de proyecciones donde participaron importantes instituciones del sector agrario
determina que la demanda mundial de carne y las importaciones presentaran un fuerte
crecimiento del 1,8% al afio. Segun la Organizacién de Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacion (FAO) y la Organizacién para la cooperacién y el Desarrollo Econémico
(OCDE) presumen que el crecimiento de consumo de carne de pollo sera del 2% al afio en
esta década (COBB, 2015).

En cuanto a perros domésticos, casi no existen estudios que indiquen la incidencia de
Campylobacter spp en este reservorio. Sin embargo, se asocian infecciones producidas por
esta bacteria en humanos por el contacto con animales domésticos, resaltando que los
grupos mas vulnerables comprenden nifios menores de 3 afios que cohabitan con perros y

en algunos casos aves de corral (Tenkate & Stafford, 2001).

Un estudio en Chile revela que la tasa de aislamiento de Campylobacter fue mas comun en
perros jévenes y se observd una incidencia significativamente mayor en perros callejeros
que en perros domésticos. También los resultados obtenidos en esta investigacion
relacionan las infecciones de parvovirus canino y el transporte de Campylobacter;
estableciendo que la colonizacion intestinal con Campylobacter puede predisponer a los
perros a la infeccion con parvovirus o producir una infecciébn secundaria aumentando la

gravedad de la infeccion primaria (Gatica, 2013).

En Ecuador, demostraron en un estudio que Campylobacter fetus, es un importante agente

enteropatogénico en las zonas periurbanas de la ciudad de Quito y se encuentra vinculado a
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condiciones sanitarias deficientes y contacto con personas y animales infectados (Guderian
et al., 1987).

En Barbados, en una investigacion para determinar los reservorios de Campylobacter,
reflej6 que en una poblacién de estudio de 596 animales, las tasas de aislamiento para
Campylobacter spp fueron del 94,2% en pollos, 90,5% en cerdos, 46,9% en perros, 37,3%
en gatos, 39,3% en aves silvestres y 17,1% en monos. Los resultados obtenidos sugieren
que los perros son depdsitos significativos de Campylobacter y contribuyen a infecciones
entéricas en humanos y que la carne de pollo es un vehiculo con altas probabilidades de
transmision de esta bacteria a los seres humanos (Workman et al., 2005).

La actividad antimicrobiana es otro factor de importancia clinica en el tratamiento de
infecciones producidas por agentes patégenos previniendo la generacion de bacterias
resistentes. Actualmente no existen estudios que refieren datos de resistencia
antimicrobiana de Campylobacter en animales de corral y perros en el Ecuador. Sin
embargo, el Instituto de Salud Publica (ISP) de Chile, reporta que las tasas de resistencia se
presentan con mayor incidencia frente a la ciprofloxacina y tetraciclina del afio 2008-2012,
en el afio 2011 la eritromicina presenta un aumento de la resistencia antimicrobiana del
15%.

Considerando a la campylobacteriosis como una zoonosis frecuente a nivel mundial
transmitida principalmente por el consumo de carne de pollo y el contacto con animales
domésticos, es de gran interés en esta region realizar un estudio de prevalencia de las
especies de Campylobacter en animales de corral y en perros, sobre todo al no existir
trabajos actualizados en el Ecuador, ademas al ser estos reservorios vehiculos de grandes
proporciones de esta bacteria, existe un alto riesgo de contaminacion en los humanos que
puede desencadenar en enfermedades gastrointestinales debido a la frecuencia de
consumo de carnes blancas en la poblacion y la elevada tasa de mascotas como el perro

presentes en la mayoria de los hogares.
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1.1 Antecedentes

Las primeras especies caracteristicas del género Campylobacter fueron descritas
entre los afios 1903 y 1913 en el area de microbiologia veterinaria. En un estudio de abortos
epizodticos en ganado bovino y ovino realizado en el afio de 1918 por Mac Faydean y
Stockmann junto con la colaboracion de Smith, descubrieron la participacion de una bacteria
espiral y movil en fluidos fetales y vaginales con caracteristicas semejantes a la morfologia
del género Vibrio por lo cual, se le asign6 el nombre de Vibrio fetus (Herrera et al., 1984).

En el afio de 1931, Jones aislé un microorganismo con caracteristicas tipicas de “un

vibrion” a partir de bovinos con afecciones intestinales al cual llamaron Vibrio jejuni.

En 1944, Doyle aisl6 de muestras de disenteria de cerdo un microorganismo con

caracteristicas propias de un espirilo al que denominaron Vibrio coli.

Levy, en el afio de 1946, realiza un estudio en un brote de gastroenteritis que afect6 a
357 pacientes en un penal en lllinois, y observa en examenes directos la presencia de un 20
% de Vibrios en las muestras, resultado que confirmé la primera idea de asociacién de

“vibriones” microaerofilos con diarreas en humanos.

En 1947, en Francia se describi6é el primer caso humano comprobado de un aborto

séptico provocado por Vibrio fetus (Herrera et al., 1984).

En 1957, estudios realizados por E. King en muestras de diferentes fuentes, revelaron
que no todas las caracteristicas de Vibrios obtenidas en el estudio corresponden a Vibrio
fetus y determind dos grupos con caracteristicas seroldgicas y bioguimicas diferentes,
mientras algunos eran capaces de crecer a 25y 37° C, otros lo hacian a 42° C; asi King,
asigno a éstas bacterias el nombre de “Vibrios relacionados”, confirmando que son agentes
causales de diarrea aguda. A partir de este informe, es considerado un agente patégeno en

humanos ademas de animales (Malbran C, 2001).

En 1963, Sebald y Veron, proponen un nuevo género: Campylobacter, nombre
asignado por los investigadores basado en su morfologia, separandolo del género Vibrio por
no fermentar carbohidratos y por el diferente porcentaje de guanina + citosina en el ADN
(Vibrio: 42 mol%; Campylobacter 33-35 mol%) (Herrera et al., 1984).

Butzler y Skirrow, Bolton y Robertson, Blaser y colaboradores, desarrollaron medios
selectivos que permitieron aislar estos microorganismos con relativa facilidad y establecer su

participacion en diferentes cuadros infecciosos en el hombre (Malbran C, 2001).



En 1972 Dekeyser y Butzler aislaron los microorganismos de las heces de pacientes
con enteritis aguda y mediante una técnica de filtracion obtuvieron bastones curvos

caracteristicos de Campylobacter (Malbran C, 2001).

1.2 Género Campylobacter

Los diversos nombres con los que se han definido a las especies de Campylobacter
en el transcurso de las investigaciones han generado dificultad en la utilizacién de una
nomenclatura universal, siendo clasificado en sus primeros estudios dentro del género
Vibrio. Sin embargo, en afios posteriores destacan diferencias fundamentales en sus
caracteristicas moleculares y bioquimicas como son la constitucion del ADN y su
incapacidad de fermentar hidratos de carbono obteniendo su energia de aminoécidos o
intermediarios del ciclo del &cido tricarboxilico no derivados de hidratos de carbono, ademas
son oxidasa positivas; por lo tanto, han sido agrupadas en un nuevo género denominado
Campylobacter de la familia Campylobacteriaceae, compuesta por dos géneros:

Campylobacter y Arcobacter (Malbran, 2001; Narvaez, 2015).

1.2.1 Morfologiay crecimiento

El género Campylobacter comprende bacterias Gram negativas pequefas que miden
entre 0,3-0,6 um de diametro y 0,5-5,0 um de largo, tienen forma bacilar con aspecto de
Vibrio, presentan una estructura curva o en forma de S, ademas poseen un flagelo no
envainado Unico o en ambos extremos, otorgandole una movilidad rapida a modo de
sacacorchos. En cultivos viejos degeneran en formas esféricas u ovoides perdiendo su
viabilidad.

Microfotografia electrénica de Campylobacter spp

Fuente: Hernandez et al., 1984



Campylobacter spp crece generalmente en condiciones microaerdfilas requiriendo
una cantidad de oxigeno que varia entre un 3-10 % a temperaturas de 37 °C y 42 °C +1 °C.
La temperatura de crecimiento es una de las caracteristicas fundamentales que diferencia al
género Campylobacter del Arcobacter, puesto que Arcobacter crece a temperaturas que
varian entre los 15-34°C ademas de poseer un solo flagelo en su estructura.

La velocidad de crecimiento de Campylobacter es mas lenta que la de las bacterias
de la microbiota entérica normal, por lo que para su aislamiento a partir de materias fecales

requieren medios de cultivo selectivos que inhiban la microbiota acompanante.

1.2.2 Reservorios

La distribucién de Campylobacter spp es muy amplia en la naturaleza, una gran
variedad de animales domésticos y de vida silvestre tales como ganado vacuno, cerdos,
ovejas, aves de corral, cabras, perros, gatos y roedores, entre otros, son reservorios
naturales de esta bacteria. Las aves de consumo y sus subproductos constituyen uno de los
principales reservorios y fuentes de infeccion para la poblacion que consume éstos

alimentos (Cervantes & Cravioto, 2007).

El espectro de reservorios varia con la especie de Campylobacter, sin embargo la
adquisicion primaria del agente contaminante por los animales ocurre en la mayoria de los
casos a una edad temprana en su vida y en algunos casos puede ser motivo de morbi-
mortalidad, pero gran parte de éstos animales son portadores del germen de por vida
(Franco & Williams, 1999).

En el grupo de los reservorios ambientales han sido considerados el suelo y aguas
contaminadas como principales fuentes de brotes de campylobacteriosis, debido a la
exposicion de los alimentos consumidos por los humanos con el medio ambiente. Aguas
estancadas y residuales provenientes de diversas fuentes, como las provenientes de
mataderos, plantas de tratamiento de aguas residuales, pantanos y agua de consumo son
fuentes donde sobreviven durante semanas Campylobacter spp, siendo vias potencialmente

infectantes para animales y el hombre (AESAN, 2012).

1.2.3 Mecanismos de transmision

En los paises industrializados Campylobacter spp se transmite principalmente a

través de alimentos de origen animal principalmente en el consumo de carne de aves de
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corral y carne de otros animales con poco tiempo de coccion o mal cocidas, siendo
responsables del 50-70% de las infecciones esporadicas (Rivera et al., 2011). Las moscas
domésticas pueden participar como vectores mecanicos como fuentes de contaminacion. El
consumo de carne obtenida de animales infectados, la leche no pasteurizada constituye una

fuente frecuente de infeccion (Franco & Williams, 1999).

En humanos la via de contaminacion es fecal-oral principalmente en personas que
son propensas a permanecer en lugares que tengan condiciones sanitarias deficientes y en
nifos sin control esfinteriano. Otra via de infeccion humana menos frecuente es el contacto
directo con animales que han sido infectados, ya sean domésticos 0 como accidente
ocupacional en personas que se encuentran expuestas al ganado, por sus actividades

rutinarias.

Los reportes de infecciones en humanos adquiridas en el laboratorio son escasos; la
transmisién perinatal “in Gtero”, durante el pasaje a través del canal de parto o durante los
primeros dias de vida; y la via transfusional a partir de pacientes infectados (un caso

documentado) son casos poco frecuentes para adquirir la infeccion (Malbran, 2011).

Los animales de granja como el ganado bovino, ovino y caprino se pueden infectar
con Campylobacter fetus subsp fetus después del contacto con materia fecal, las descargas
vaginales, los fetos abortados y las membranas fetales. Este microorganismo y C. fetus
subsp venerealis también se transmiten por via venérea en el ganado bovino. Las
infecciones genitales por C. fetus se pueden diseminar a través de foémites, entre ellos el
semen, instrumental quirdrgico y las camas contaminadas. Los toros pueden transmitir C.
fetus durante varias horas, después de aparearse con una vaca infectada; algunos toros se
pueden convertir en portadores permanentes. Las vacas también pueden ser portadoras

durante varios afios (The Center for Food Segurity & Public Health, 2005).

En animales de corral asi como animales domésticos la transmisién del germen es
horizontal, debido a que la infeccién surge pocos dias después del nacimiento cuando el
animal entra en contacto con materia fecal, otros animales infectados, aguas contaminadas

y el medio ambiente.

1.2.4 Viabilidad y periodos de Incubacién

Campylobacter spp generalmente pueden sobrevivir en ambientes humedos, algunas
cepas soportan temperaturas de -20 °C, tanto C. jejuni como C. coli pueden permanecer

activas en las camas humedas de aves de corral durante periodos prolongados, C. fetus

10



puede sobrevivir 24 horas en el estiércol liquido y hasta 20 dias en el suelo. En el caso de
C. jejuni, puede sobrevivir algunas semanas hasta unos pocos meses bajo condiciones de
humedad y oxigeno reducido a 4 ‘C; pero a temperatura ambiente solo pueden sobrevivir
unos pocos dias. Su viabilidad puede permanecer hasta 9 dias en las heces, 3 dias en la
leche, y de 2-5 dias en el agua. Puede sobrevivir en las descargas vaginales o en las
pasturas durante varios dias bajo condiciones a campo (The Center for Food Segurity &
Public Health, 2005).

Los factores que dificultan la viabilidad de Campylobacter spp en alimentos
contaminados son el pH y la desecacién, la tension de oxigeno en el aire les inactiva, tienen
poca probabilidad de supervivencia a temperaturas inferiores a los 30 °C. La congelacion de
alimentos es considerado un sistema viable de control de Campylobacter spp. Sin embargo,
hay que considerar que existen cepas que pueden sobrevivir en estas condiciones durante
meses (AESAN, 2012).

El periodo de incubacion de las infecciones entéricas por Campylobacter en animales
suelen ser cortos. Los sintomas de enteritis aparecen dentro de los tres dias en los
cachorros gnotobidticos, y rdpidamente en pollos y pavos recién nacidos. Los abortos en los
bovinos suelen ocurrir después de 7-25 dias de haber contraido la bacteria (The Center for
Food Segurity & Public Health, 2005).

1.2.5 Patogenia

La campylobacteriosis es una infeccion producida en el hombre por C. jejuni y en
menor grado por C. coli. Se han descrito episodios de enteritis similares con sintomatologia
y lesiones en ovinos, bovinos, porcinos y caninos. Sin embargo en todas estas especies
animales la infeccion es muy frecuente y puede involucrar a todos los individuos de una

poblacién, los que generalmente no demuestran signos clinicos de la enfermedad.

Los mecanismos de patogenicidad deben considerar factores de adherencia,

colonizacién, invasion y produccion de toxinas.

El primer contacto que tiene Campylobacter con el hospedador, ocurre en la mucosa
intestinal. El patégeno logra adherirse a la mucosa de la pared intestinal, permaneciendo en
contacto con la flora intestinal acompafante. Cuanto mayor es el nimero de bacterias que
logran adherirse y atravesar esta capa, mas grande sera la probabilidad de que logren

unirse con las células epiteliales.
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En las células epiteliales intestinales la adhesion celular es un proceso reversible,
complejo, que se encuentra influenciado por numerosos factores. El flagelo polar compuesto
por una flagelina mayor FlaA y una menor FlaB, juega un papel importante para el abordaje
de los sitios de union sobre las células epiteliales del intestino y posterior invasion, incluye
quimiotaxis y la secrecion de proteinas debido a que Campylobacter no posee sistemas de
secrecion tipo 3 o tipo 4 (SST3 y SST4); que son indispensables en otras especies
patégenas (Guerry, 2007; Konkel et al., 2001).

La adhesion de Campylobacter a las células epiteliales se ve favorecida por diversos
componentes, especialmente por las glicoproteinas de pared (Karlyshev et al., 2000), y por
algunas proteinas codificadas por genes como flaA (Newell et al., 1985), cadF (Ziprin et al.,
2001), ciaB (Rivera-Amill et al., 2001) y pldA (Ziprin et al., 2001).

Una vez adherido Campylobacter a las células epiteliales intestinales, se produce
una reorganizacion del citoesqueleto de las células entéricas para el ingreso del patégeno,
esta invasion esta mediada por la produccion de sustancias extracelulares por parte de la
bacteria, denominadas invasinas, que afectan los mecanismos de defensa del hospedador y
gue se encuentran codificadas por genes, principalmente el ciaB y el pldA (Ziprin et al.,
2001).

Cuando Campylobacter ha invadido al hospedador puede sobrevivir por largos
periodos de tiempo dentro del epitelio celular, hasta que las condiciones ambientales sean
Optimas para la induccion de la respuesta citotéxica (Konkel et al., 2001).

Las citotoxinas de distensién (CDT's) son responsables del arresto del ciclo celular y
la muerte celular en cultivos celulares humanos, la CDT's que produce Campylobacter spp
esta constituida por tres subunidades codificadas por los genes cdtA, cdtB y cdtC. La
proteina CdtB ingresa en la célula hospedera y se une en la superficie celular con las
proteinas CdtA y CdtC produciendo dafio en el ADN celular. La subunidad CdtB tiene
actividad DNAasa que rompe el ADN iniciando el mecanismo de reparacién que concluye

con el arresto celular y la muerte de la célula (Cuenca, 2015).

1.2.6 Sintomatologiay lesiones en aves de corral y perros

Los animales infectados con Campylobacter en su tracto digestivo tienen un
comportamiento como portadores asintomaticos, rara vez desarrollan la enfermedad

presentando sintomatologia.
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La contaminacion con Campylobacter spp en animales de corral esta asociada con
casos de hepatitis presentando muerte repentina, los pollos que sobrevivieron fueron

encontrados con temperaturas altas e higados agrandados (Burch, 2005).

La colonizacion de C. jejuni en pollos recubre las células epiteliales principalmente
del ciego e intestino delgado, pudiendo alcanzar la contaminacion del bazo e higado. La
dosis infectante en pollos es muy baja 40 ufc/mL pero pueden alcanzar una proliferacion de
10° UFC en el contenido cecal. Los pollos son conocidos como copréfagos y mediante la
eliminacion de materia fecal es el medio por el cual se difunde la bacteria infectando

extremadamente rapido a bandadas de pollos (Newell & Fearnley, 2003).

La colonizacion de Campylobacter spp esta asociada con la edad del pollo, en pollos
recién nacidos no presentan la existencia de la bacteria hasta la segunda o tercera semana
después de la colonizacion en las naves de pollos sin presentar sintomatologia de la
infeccion, se cree a que esta manifestacion se presenta debido a la presencia de

anticuerpos maternos protectores (Wassenaar, 2011).

Otro factor determinante en la colonizacién de la bacteria es la especie de ave que
ha sido contaminada; asi, las gaviotas pueden ser negativas para Campylobacter spp hasta
un periodo de 4 semanas. La inmunidad adquirida en los pollos induce la respuesta de
anticuerpos circulantes y en la mucosa que limitan la colonizacién de Campylobacter spp
(Newell & Fearnley, 2003).

En perros domésticos se ha asociado Campylobacter spp con algunos procesos
entéricos, se describe anomalias intestinales graves asociadas con este agente, como
flacidez del intestino delgado y grueso, y contenido espumoso maloliente, a veces con
aspecto mucoide. En un examen microscépico del intestino delgado se puede evidenciar
uniones y atrofia de las vellosidades e infiltrados linfoplasmociticos en la lamina propia,
mientras que en el colon se pueden llegar a observar erosiones superficiales, aumento del
namero de linfocitos y células plasmaticas en la lamina propia e hiperplasia epitelial en las

criptas (Brown et al., 1999).

1.2.7 Diagndéstico

En animales de corral solo se considera realizar un diagndstico epidemioldgico
debido a que estos reservorios no manifiestan enfermedad, para lo cual se debe tomar un
lote definido para evaluar la presencia de Campylobacter spp, también debe considerar
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incluir en el estudio otros animales que se encuentren cercanos a la poblacién de aves de

corral.

En el laboratorio, el protocolo de andlisis comienza con un coprocultivo realizado a
partir de muestras de materia fecal o hisopados cloacales, este método sigue siendo el que
se utiliza de forma rutinaria en la mayoria de los laboratorios de microbiologia para
deteccién de agentes patdgenos que produzcan enfermedades diarreicas (Abubakar et al.,
2007).

En el caso de sospechar de una posible cepa de Campylobacter se utiliza un medio
selectivo que contenga antibidticos que inhiba la microbiota acompafiante del intestino
(Medio Selectivo Butzler, CAT o Blaser) en condiciones de microaerofilia durante 48-72
horas.

El examen microscépico de materia fecal fresca, ya sea con la tincion de Gram o con
el microscopio de contraste de fases permite la identificacion de la morfologia espiral y los
movimientos rotatorios caracteristicos de Campylobacter, confirmando la presencia de la
bacteria en el cultivo primario, para posteriormente aislar la cepa pura de la flora microbiana
acompafiante. La identificacion de especies de Campylobacter se realiza mediante el
andlisis de las pruebas bioquimicas como la oxidasa, catalasa o hidrélisis del hipurato
(Butzler, 2004).

La hidrdlisis del hipurato se fundamenta en la produccién de hipuricasa que resulta
en la hidrélisis del hipurato de sodio con la formacion de benzoato de sodio y glicina; es
utilizada para diferenciar las cepas de C. jejuni de otras especies de Campylobacter siendo
la Unica especie positiva para esta prueba (Bolton, 2001).

Una de las técnicas que han revolucionado el diagndéstico microbiolégico es la
técnica MALDI-TOF MS (Matrix Assisted Laser Desorption/lonization Time-Of-Flight Mass
Spectrometry) que es un método rapido y preciso que permite identificar el microorganismo
en minutos a partir de colonias en los medios de cultivo mediante ionizacion de las proteinas
ribosémicas que proporcionan un espectro proteico Unico y especifico de género, especie e
incluso subespecie (Torralbo, 2013).

Los andlisis serologicos en humanos estan indicados cuando a pesar de obtener
cultivos negativos, se sospeche de una infeccion con Campylobacter en personas que
presentan complicaciones como artritis reactiva o sindrome de Guillain-Barré, se pueden

realizar otros ensayos como ELISA o el uso de anticuerpos monoclonales (Torralbo, 2013).
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La técnica més sensible y especifica para la identificacién de Campylobacter, la cual
reduce el tiempo de deteccién en comparacion con los métodos tradicionales es la reaccion
en cadena de polimerasa (PCR). La PCR permite la identificacibn de especies de
Campylobacter incluyendo especies poco comunes y dificiles del cultivar, confirma los
resultados de las reacciones fenotipicas que pueden ser variables y dificiles de leer (Silva et
al., 2011).

La identificacion de subespecies utiliza métodos moleculares mas avanzados entre
los cuales se encuentra la PCR mudltiplex basada en el locus nap, disefio de cebadores y
sondas especificas para cada especie, que son necesarios para efectuar estas pruebas y
también otro tipo de ensayos como hibridacion.

En perros domésticos el andlisis presuntivo de posibles cepas de Campylobacter
implica considerar algunos factores que pueden relacionarse con la adquisicion de la
bacteria en el huésped, como es la alimentacion que reciben estos animales, principalmente
cuando existe contacto directo con pollos y contaminacion indirecta por el consumo de carne

de pollo 0 aguas contaminadas.

En el caso de que Campylobacter causara procesos entéricos en perros, habria que
realizar el diagnostico diferencial que permita la identificacion de otros organismos que
pueden provocar diarrea en estos animales como parasitos, virus y bacterias, que pueden
estar asociados con esta patologia: Giardia, Isospora, Cryptosporidium, Parvovirus,
Calicivirus y Norovirus y bacterias como Clostridium difficile, Escherichia coli, Brachyspira,
Salmonella, etc. El protocolo de andlisis de laboratorio para identificacion de posibles cepas

de Campylobacter es el mismo que se realiza en aves de corral.

1.3 Principales especies zoon6ticas de Campylobacter

El género Campylobacter comprende 25 especies, tomando como principales C. jejuni,
C. coli, C. upsaliensis, C. lari y C. fetus, las ultimas tres especies asociadas con menor
frecuencia en infecciones en humanos, C. jejuni tiene dos subespecies (C, jejuni subsp.

jejuni y C. jejuni subsp. doylei (Gomes, 2013).

1.3.1 Campylobacter jejuni

En 1970, las especies C. coli, C. lari y C. upsaliensis fueron denominadas “especies

termotolerantes” debido a su capacidad para crecer en ambientes con intervalos de
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temperaturas entre 42-43°C. En esta especie se reconoce como taxones independientes a
las subespecies C. jejuni subsp. jejuniy C. jejuni subsp. doylei.

C. jejuni carece de fimbrias y se ha demostrado que elementos estructurales como el
flagelo, algunas proteinas de membrana externa y el LPS actian como adhesinas que le

permiten fijarse a la célula epitelial y a la mucosa intestinal (Fernandez et al., 2008).

La diversidad fenotipica y genética que presenta C. jejuni, le condiciona de acuerdo a
las caracteristicas que manifieste expresar sus factores de virulencia, presumiendo que este
fendmeno se debe a la plasticidad del genoma dependiendo del orden y localizacion de sus

genes.

C. jejuni presenta una estructura antigénica diversa derivada de sus componentes
LPS (lipopolisacaridos) o lipooligosacéridos. El lipido A de los LPS de la pared celular de C.
jejuni posee actividad endotéxica por lo que la infeccién sistémica que desarrolla puede

originar sepsis y shock, presumiblemente por la liberacion de LPS.

C. jejuni subespecie jejuni es considerado el agente causal de enteritis en animales
domésticos y en humanos, produciendo mayor virulencia y resistencia a la fagocitosis, luego

le sigue C. coli, la cual produce diarreas mas benignas.

C. jejuni subsp. doylei fue inicialmente descrita como GCLO-2 (Gastric
Campylobacter like organisms type 2) en el afio 1985 en Europa y, posteriormente, en
Australia y Africa. Su distribucién ha sido extendida en todos los continentes. Se
caracterizan por ser bacilos Gram-negativos curvos, con un Unico flagelo en uno o ambos
extremos. Son microaerdfilos, de desarrollo relativamente lento, cuya temperatura Gptima
de crecimiento es de 35-37°C. Los reservorios animales identificados de esta bacteria son

las gallinas y perros (Fernandez et al., 2008).

1.3.2 Campylobacter coli

Campylobacter coli es a menudo la segunda especie mas aislada después de C.
jejuni y responsable de casos de campylobacteriosis humana. Esta especie presenta
caracteristicas muy semejantes a C. jejuni. No existe grandes diferencias entre ambas
especies en relacibn a su patogenicidad, composicién antigénica, bacteriologia vy
caracteristicas epidemioldgicas relacionadas con los mecanismos de transmision y
distribucién en animales y en el medio ambiente, pero C. coli tiene como reservorio natural

al cerdo. Ambas especies se diferencian bioquimicamente por la hidrélisis del hipurato que
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es positiva para C. jejuni y negativa para C. coli. En los paises desarrollados, C. coli es
responsable de mas o menos el 3% de los casos de diarrea producidos por las especies
termotolerantes del género. En los paises en vias de desarrollo esta frecuencia puede llegar
hasta el 25% (Fernandez et al., 2008).

1.3.3 Campylobacter lari

Esta especie inicialmente fue denominada NARTC (nalidixic acid resistant
thermophilic Campylobacter) y después, C. laridis. Actualmente C. lari se le considera como
agente responsable de importantes brotes de diarrea y septicemia en el hombre producidos
por la ingestion de agua contaminada, tiene menor frecuencia de aislamiento que C. coli. El
reservorio mas preponderante de esta especie son las aves marinas, particularmente las
gaviotas. También se puede aislar de otros animales como perros y terneros (Fernandez et
al., 2008).

Una caracteristica que la diferencia de C. coli y C. jejuni, es la prueba de indoxyl acetato
siendo para C. lari negativo.

1.3.4 Campylobacter upsaliensis

Esta especie fue aislada inicialmente en 1983 a partir de perros con y sin diarrea,
presentando como principales caracteristicas fenotipicas su capacidad de crecer a 37 y a
42°C y una débil o nula produccion de catalasa. Por esta Ultima caracteristica fueron
denominadas CNW (catalase-negative or weakly positive group). Estas bacterias también
han sido aisladas de la materia fecal de gatos. Es dificil aislar esta especie debido a que la
mayoria de las cepas son sensibles a los antibiéticos -particularmente las cefalosporinas-
incluidos en los medios selectivos para Campylobacter. Es recomendable usar técnicas de
filtracion de suspensiones fecales a través de membranas de 0,45um para su aislamiento
(Fernandez et al., 2008).

C. upsaliensis es responsable de bacteriemias en  hospedadores
inmunocomprometidos, pueden sobrevivir en sangre debido a que presentan resistencia al
poder bactericida del suero de la sangre. Su identificacion se encuentra relacionada con

aislamientos en perros, otros animales y alimentos no pasteurizados.
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1.3.5 Campylobacter fetus subsp. fetus

Esta especie ha sido aislada de diversos animales. Es capaz de producir aborto
esporadico en el ganado bovino y ovino. Para el hombre es considerada un patégeno
oportunista por su capacidad de producir infeccion en pacientes inmunocomprometidos. Su
participacion etiologica en la diarrea es escasa, siendo mas importante como agente de
infecciones sistémicas. La presentacion clinica mas frecuente es la septicemia, la que a
veces se puede presentar como una bacteremia simple. Excepcionalmente puede participar
en infecciones supurativas localizadas, tales como artritis, pleuritis o abscesos sub
cutaneos. A diferencia de las especies termotolerantes, salvo raras excepciones, las cepas
de C. fetus subsp. fetus deben ser cultivadas a 37°C. También pueden crecer a 26°C,

caracteristica que se utiliza para su identificacién (Fernandez et al., 2008).

En el humano C. fetus subsp. fetus es causante de infecciones sistémicas en
pacientes inmunocomprometidos, ha sido aislado del intestino de ovejas, vacas y cerdos; C.
fetus subsp. veneralis es responsable de infertilidad en las vacas al ser aislados de su

aparato genital.

C. fetus subsp fetus (también conocida como C. fetus subsp intestinalis y Vibrio fetus
var intestinalis), C. fetus subsp venerealis y algunas cepas de C. jejuni, causan infertilidad y
abortos en el ganado ovino y bovino (Center for Food Segurity & Public Health, 2005).

1.3.6 Campylobacter hyointestinalis

Esta bacteria, que originalmente fue aislada de cerdos con ileitis proliferativa, ha sido
aislada también del contenido intestinal de bovinos y hamsters. En el hombre ha sido
encontrada en asociacion con diarrea y proctitis en homosexuales. C. hyointestinalis
también ha sido aislado de casos de diarrea en adultos y nifios inmunosuprimidos e

inmunocomprometidos (Fernandez et al., 2008).

C. hyointestinalis crece a 42°C y produce SH, en Triple Sugar Iron Agar (TSI), tiene
reacciones similares a C. fetus subsp. fetus, se ha recuperado de hisopados rectales de

hombres homosexuales con proctitis (Malbran, 2001).
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1.4 Actividad Antimicrobiana

A lo largo del tiempo, en el tratamiento antibidtico para pacientes sintomaticos con
campylobacteriosis se utiliza la administracion de fluidos y electrolitos, pero en los casos
mas graves y/o prolongados se aplican macrolidos, azélidos y fluoroquinolonas para
combatir las infecciones sistémicas. Sin embargo, existen diversos reportes donde ya se
presenta resistencia a las fluoroquinolonas y tetraciclinas (Butzler, 2004; Cardinale et al.,
2003). Considerando esta informacion clinica la OMS recomienda no aplicar un tratamiento
empirico en los casos de campylobacteriosis sino combatir la infeccion previo un analisis de

susceptibilidad antimicrobiana.

A pesar del conocimiento de estos antecedentes, no se ha realizado la vigilancia
epidemioldgica profunda debido a los requerimientos que demanda Campylobacter spp para
su crecimiento in vitro (Garcia, 2009).

En América Latina esta permitido el uso de quinolonas para el tratamiento veterinario y
la alimentacion en aves. Se emplean antibiéticos como enrofloxacina, danofloxacina,
norfloxacina, ofloxacina, ciprofloxacina, sarafloxacina, difloxacina, flumequina y &cido

oxolinico (Serrano, 2011).
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2.1 Poblacion de Estudio.

El estudio para la determinacion de Campylobacter en aves de corral fue realizado en
fincas de criaderos de gallinas criollas en la ciudad de Zamora perteneciente a la provincia
de Zamora Chinchipe y en la parroquia de San Pedro de Vilcabamba en la provincia de Loja
(Figura 1), en el periodo de septiembre-noviembre 2014. En el mismo periodo también se
recolectaron muestras de materia fecal de perros en los parques: Parque Recreacional Jipiro
y Parque Lineal La Tebaida, en la ciudad de Loja. Las muestras fueron procesadas en el
Laboratorio de Microbiologia Clinica del Departamento de Ciencias de la Salud de la

Universidad Técnica Particular de Loja.

LOJA ZAMORA CHINCHIFE

Figura 1. Localizacion de las provincias muestreadas.

Elaborado por:
https://es.wikipedia.org/wiki/Provincia_de_Loja#/media/File:
Loja_in_Ecuador_(%2BGalapagos).svg

2.2 Caracteristicas generales del lugar de muestreo.

Las muestras recolectadas en el periodo septiembre-noviembre del 2014 en animales
de corral se realizaron en época seca, las temperaturas en la ciudad de Zamora oscilaban
entre los 26°C hasta los 30°C; mientras que en San Pedro de Vilcabamba, de la provincia de

Loja las temperaturas variaban entre los 22°C y 25°C.

Las condiciones fisicas y ambientales en las que se encontraban las gallinas criollas
fueron: estar en contacto fisico con otras aves como pavos 0 patos, estar expuestas a la
presencia de aves silvestres propias del lugar, y estar cercanas a animales de compafia
como perros. Las estructuras de la construccion del corral para gallinas son hechas con
mallas de alambre que lo rodean, las jaulas también son elaboradas con alambre y madera

para las camas (Figura 2). Los lotes de aves de corral muestreadas no recibieron ningin
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tratamiento antibiotico desde su dia de llegada hasta el dia de la toma de la muestra,
tampoco se utiliza tratamiento desinfectante para las camas de las mismas. Las personas
encargadas de cuidar la crianza de las aves alternan entre hombres y mujeres, donde
algunos no usan una indumentaria adecuada para prevenir una posible contaminacion con

éstos animales y su materia fecal.

La recoleccion de la materia fecal de perros en la ciudad de Loja se realizé en época
seca con temperaturas que oscilaban entre los 18°C y los 22°C en los parques: Parque
Recreacional Jipiro y Parque Lineal La Tebaida, las muestras fueron tomadas al azar. No
existen datos clinicos especificos de la poblacion muestreada.

Figura 2. Aves de corral muestreadas en Vilcabamba-Loja.

Elaborado por: La autora

2.3 ldentificacién fenotipica de Campylobacter spp en aves de corral y perros.

La toma de muestras en aves de corral se detalla en el Anexo 1. En el caso de perros
callejeros como perros de casa, el procedimiento de la recoleccion de muestras se

encuentra detallado en el Anexo 2.

Las cepas C. jejuni DMS 4688 y C. coli DMS 4689 fueron utilizadas como cepas
control, los mismos que fueron donados por el Instituto de Microbiologia Clinica de la

Facultad de Medicina de la Universidad Austral de Chile.

2.3.1 Siembrae Incubacién

En la siembra del in6culo primario se utilizo placas de agar sangre suplementado con

antibiéticos Butzler, CAT o Blaser (Anexo 4), e incubadas en jarras de anaerobiosis creando
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un ambiente de microaerofilia con sobres CampyGen™ 2.5L (Thermo SCIENTIFIC) a 42°C +
2°C durante 48 horas.

Los tubos con medio de transporte (Anexo 3) fueron incubados en microaerofilia por
24 horas a 42°C * 2°C, y posteriormente sembrados en el medio de cultivo selectivo Butzler

en las mismas condiciones del cultivo del in6culo primario.

2.3.2 Aislamiento y Purificacion

Transcurrido el tiempo de incubacion, en el cultivo primario se identificaron colonias
planas no hemoliticas, de aspecto acuoso, color grisaceo, brillantes con bordes irregulares
que siguen la linea del estriado; posteriormente se confirmaron las colonias aisladas
mediante la tincién Hucker (Anexo 5), donde identificamos su morfologia caracteristica. En
los casos de cepas de Campylobacter spp contaminadas por flora bacteriana acomparfante,
se realizaron resiembras por aislamiento en cuadrantes en el medio selectivo Butzler con el

fin de recuperar las cepas (Figura 3).

-~

8 ]

Figura 3. Cepas de Campylobacter spp aisladas en aves de corral.

Elaborado por: La autora

Otro método utilizado para la purificacion de las cepas de Campylobacter spp es
mediante la filtraciobn en membrana de nitro-celulosa de 0.45 micras (Anexo 6). Una vez

obtenidas las cepas puras se crioconservaron a -70°C (Anexo 7).
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2.3.3 Pruebas bioquimicas

La identificacion de las especies termotolerantes de Campylobacter spp fueron
determinadas mediante las pruebas bioquimicas oxidasa, catalasa e hidrolisis del hipurato
(Anexo 8), siendo esta Ultima prueba de gran importancia para diferenciar las especies C.

jejuniy C. coli (Figura 11).

2.4 Identificacion molecular de Campylobacter spp.

La identificacion molecular se realizé por medio del andlisis de la PCR Multiplex
(Anexo 10), para lo cual fue extraido previamente el ADN bacteriano de cada una de las
cepas estudiadas segun el protocolo del Kit de extraccion EZNA*Tissue ADN Protocolo Kit-
Células Cultivadas OMEGA Bio-Tek (Anexo 9).

Los cebadores utilizados se encuentran detallados en la Tabla 1; el volumen de la
PCR Mdltiplex para cada reaccion fue de 25 pl; la amplificacion se realizé en el
termociclador Veriti® 96 Well-Thermal Cycler PCR. Los resultados se revelaron en un gel de
agarosa al 1,5% (Anexo 11, Figura 12) a 300 nm de luz ultravioleta en el equipo
Translluminador UV Labnet. El marcador molecular utilizado fue de 100 bp (Trackit™ 100 pb
DNA Ladder INVITROGEN). La identificacién molecular de Campylobacter fue analizada de

acuerdo al peso molecular de las especies correspondientes.
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Tabla 1. Secuencias de cebadores utilizados para PCR Mdltiplex para identificacion de especies de Campylobacter spp.

TAMANO | GenBank ,
ESPECIE Primer Secuencia (5'a 3')
(bp)
C412F 5'-GGATGACACTTTTCGGAGC-3'
Género Campylobacter 816 16S rRNA
C1228R* | 5'-CATTGTAGCACGTGTGTC-3'
C. hyointestinalis
. o 611 23S rRNA HYO1F | 5" -ATAATCTAGGTGAGAATCCTAG-3'
subsp. hyointestinalis
C. coli 502 Askt CC18F | 5'-GGTATGATTTCTACAAAGCGAG-3'
S
CC519R | 5'-ATAAAAGACTATCGTCGCGTG-3'
MG3F 5' -GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT-3'
C.fetus 359 CstA
CF359R | 5'-AGCCAGTAACGCATATTATAGTAG-3'
) CLF 5' -TAGAGAGATAGCAAAAGAGA-3'
C. lari 251 glyA
CLR 5'-TACACATAATAATCCCACCC-3'
o ) C-1 5" -CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3'
C. jejuni 161 cj04148
C-3 5' -CCATAAGCACTAGCTAGCTGAT-3'
CUB1F 5" -CGATGATGTGCAAATTGAAGC-3'
C. upsaliensis 86 [pxA
CU146R 5" -TTCTAGCCCCTTGCTTGATG-3'

Fuente: (Yamazaki-Matsune et al. 2007).

2.5 Actividad Antimicrobiana.

El andlisis de la actividad antimicrobiana de las cepas puras de Campylobacter fueron

determinadas mediante el método de difusion en agar o Kirby Bauer (Anexo 12), se utilizo

seis tipos de antibiéticos: ciprofloxacina (CIP-5 ug), tetraciclina (TE-30 ug), amoxicilina-acido

clavulanico (AMC-20/10 pg), ampicilina (AMP-10 ug), gentamicina (GM-10 ug), y eritromicina

(ER-15 pg). Los resultados fueron interpretados de acuerdo a las recomendaciones del

Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad (EUCAST) y el Comité de Antibiogramas de
la Sociedad Francesa de Infectologia (CA-SFM) (Tabla 9).
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3.1 Prevalencia de Campylobacter spp en aves de corral.

De las 120 muestras obtenidas de hisopados cloacales de aves de corral (gallinas
criollas), se determiné una prevalencia del 42% (50) de Campylobacter spp (Tabla 2), dato
concordante con un estudio realizado en una comunidad de bajos recursos en Buenos
Aires-Argentina, donde se aislé el 40% de Campylobacter spp en aves de corral (Lopez et
al. 2002). En Perq, otro estudio en pollos domésticos registraron el 54% de Campylobacter

spp (Tresierra et al. 1995).

Tabla 2. Prevalencia de Campylobacter spp en aves de corral.

RESULTADOS | N° de muestras | Porcentaje (%)

Positivo 50 42
Negativo 70 58
Total 120 100

Elaborado por: La autora

También se reportan tasas superiores a los valores obtenidos en nuestra
investigacion, en un estudio en Chile, la frecuencia de aislamiento de Campylobacter spp fue
66,7% en aves sometidas a explotacion (Fernandez et al. 1993). En Brasil, registraron el
71,3% de prevalencia de Campylobacter spp en canales de pollos de engorde,
recomendando cocinar adecuadamente los alimentos antes del consumo (Franchin et al.
2007). La EFSA reporté una de prevalencia del 75,8 % de Campylobacter en canales de
pollo en diferentes paises de la Uni6n Europea. En Espafia, una investigacion determiné que
la prevalencia de Campylobacter spp en pollos fue del 82,02%, lo cual supone un alto riesgo
para el consumidor debido al marcado factor de estacionalidad que favorece el crecimiento
de esta bacteria (Urdaneta, 2013).

Sin embargo existen datos donde existe una tasa disminuida de Campylobacter spp;
en Dinamarca determinaron el 36% de aislamientos de Campylobacter spp en carne de pollo
(Yan et al. 2005). En tres ciudades del Sur de Chile reportaron una incidencia de

Campylobacter spp del 25,7% en muestras fecales de gallinas (Fernandez et al. 2000).

La colonizacion de Campylobacter a través de la coprofagia es un factor
determinante para propagar la bacteria con gran rapidez, a la vez infecta aguas y alimentos
destinados al consumo del lote de pollos, asi revelan datos de estudios realizados en
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plantas productoras de pollos, practicamente el 100% de los pollos presentes en las plantas
son contaminados en unos pocos dias (Miflin et al., 2001; Shreeve et al., 2000). En Espafia,
una investigacion realizada en pollos recién nacidos negativos para Campylobacter spp, al
ser alojados por siete dias junto con las aves inoculadas con la bacteria, el 100% del lote de
pollos resultaron positivos para Campylobacter spp, confirmando la extrema sensibilidad del
reservorio para adquirir la bacteria (Biarnés et al. 2010). La colonizacion por Campylobacter
spp en los pollos de engorde se relacionan con la edad, y una vez producida la colonizacién,
la transmision por coprofagia es muy rapida y alcanza el 100% de contaminacion de los
pollos en un periodo de 72 horas (OIE, 2008).

Los brotes de infeccion de Campylobacter en los lotes de pollos también estan
determinados por factores de estacionalidad, mostrando mayor proporcion de lotes
infectados en periodos calidos que en épocas frias. En Europa, se ha sefialado al verano y
otofio como las estaciones donde hay mayor incidencia de Campylobacter. En Espafia se
observaron en el afio 2011 picos de incidencia de junio a noviembre con una tasa del 91,3-
100 % y de diciembre a febrero un indice del 60,8-68,4 % (Instituto de Salud Carlos I,
2013). El factor de estacionalidad no es muy marcado en la region estudiada debido a que
Ecuador sufre cambios climaticos muy variables sin poder determinar una estacion

especifica sino época seca o lluviosa.

El consumo de carne de pollo ha sido considerado a nivel mundial como una de las
principales fuentes de contaminacion de Campylobacter spp. La Unién Europea de acuerdo
a un informe de la EFSA en el 2012, reporta 698 brotes de Enfermedades de Transmision
Alimentaria, donde el 3,9% de los casos se le atribuye a Campylobacter. En EEUU el 1,9%
de las infecciones fueron atribuidas a Campylobacter; en Inglaterra, en el afio 2011,
registran que la mayoria de los brotes de Campylobacter estuvieron asociados al consumo
de productos de pollo principalmente paté de higado de pollo poco cocinado (16 casos de un
total de 20). En América Latina se estima que del 1-5% de los casos de diarrea del viajero
son provocados por este agente infeccioso. Otro estudio reporta que se aislaron 50% de
especies de Campylobacter en palomas urbanas, 35% en aves migratorias y del 20-70% en
gaviotas (Center for Food Segurity and Public Health, 2005), factor que deberia ser
considerado para futuras investigaciones. El foco de propagacion de esta bacteria son las
carnes mal cocidas, hecho que requiere la implementacion de programas de vigilancia
sanitaria para que la poblacion tome medidas preventivas al momento de consumir estos

alimentos.

Las diferencias del porcentaje de aislamiento de Campylobacter spp entre los paises
se deben a diferentes factores determinantes en la adquisicion, asi como la diseminacién de
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esta bacteria que incluyen la edad de las aves, nivel de contaminacion del lote, sistemas de
manejo del area productiva y procesamiento, densidad de animales, reglamentaciones
zoonosanitarias establecidas en cada pais, etc. Las condiciones ambientales tanto
fisiolégicas como climaticas juegan un papel muy importante en la supervivencia de esta
bacteria, en el caso de las aves de corral la temperatura corporal (42°C) predispone al
animal a ser el principal reservorio de Campylobacter spp, condiciones Optimas para el
crecimiento y desarrollo del agente infeccioso (Horrocks et al., 2008), asi también los
periodos climaticos calidos hiumedos incrementan las posibilidades de supervivencia de esta

bacteria.

Las condiciones higiénico-sanitarias por parte del personal en los criaderos de
gallinas, infraestructura, asi como la exposicién con otros animales domésticos, silvestres y
aves migratorias son vehiculos determinantes en la propagacion de Campylobacter spp;
datos que deberian ser considerados para la implementacion de protocolos de seguridad
industrial con el fin de disminuir la contaminacién de los reservorios y proteger a la

poblacion.

3.2 Identificacion de especies de Campylobacter en aves de corral.

La especie predominante en el estudio epidemiolégico de Campylobacter en aves de
corral fue C. jejuni alcanzando una cifra del 78% (39) seguida de C. coli con 22% (11),
(Tabla 3).

Tabla 3. Identificacién de especies de Campylobacter en aves de corral.

N° de muestras )
RESULTADOS o Porcentaje (%)
positivas
C. coli 11 22
C. jejuni 39 78
Total 50 100

Elaborado por: La autora

Datos similares obtenidos en un estudio en Chile en la materia fecal de aves de
corral demostré que el 77% (13) correspondian a C. jejuni y el 23% (4) a C. coli (Rivera et

al., 2011). Sin embargo, se registran tasas de prevalencia de C. jejuni superiores en relacion
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con las otras especies. En Argentina, en una comunidad de bajos recursos se obtuvo el 94%
de C. jejuni en aves de corral incluyendo otros reservorios (Giacoboni et al., 2002).

Otros estudios reportan una incidencia menor a los datos obtenidos en nuestra
investigacion. En Brasil un estudio realizado en pollos reporta una tasa del 66,9% de
aislamientos de C. jejuni y 17,8% de C. coli (Fernandez, 1983). En Peru, se aislo C. jejuni en
un 61% y C. coli 22% en pollos (Grados et al., 1988). En Chile registran 45% de C. jejuni y
C. coli 15% en aislamientos realizados en pollos (Ferndndez, 2011). En un estudio realizado
en varios laboratorios de los EEUU, se comprobd que alrededor del 30% (300) de las
muestras de pollos contenia C. jejuni (Stern et al., 1985). La EFSA reporté que dos tercios
de las muestras, tanto fecales como en canales, se aislo C. jejuni y un tercio de las mismas
C. coli. Se estima que las aves de corral de granja son colonizadas sobre todo por C. jejuni
entre un 65-95%, con menos frecuencia por C. coli y raramente por otras especies (Newell
et al., 2000).

En los animales como pollos y otras aves de corral C. jejuni puede colonizar en un
nimero elevado que rebasa 10'° unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de
intestino infectado, siendo el sitio de colonizacion principal el ciego, donde C. jejuni se aloja
en las células epiteliales del intestino (Achen et al., 1998).

En un estudio en humanos y muestras provenientes de origen aviar en Valdivia, se
determind que el 18% de las muestras de carne de ave estaban infectadas con C. jejuni
subespecie jejuni; el 28% de las muestras infectadas correspondian a humanos,
demostrando que los alimentos actian como vehiculo de infeccion para producir

campylobacteriosis en humanos (Fernandez et al., 2005).

La prevalencia de aislamientos de C. jejuni y C. coli frente a C. upsaliensis y C. lari,
se debe a que estas especies son muy sensibles a los antibiéticos que contienen los medios
de cultivo (Fernandez et al., 2008), siendo uno de los motivos de no encontrar estas
especies en ésta investigacion, pero podria utilizarse otro tipo de protocolos para recuperar
esas cepas en investigaciones futuras. De las especies de Campylobacter, C. jejuni, es la
que mas frecuentemente se aisla tanto en humanos como en animales, le sigue C. coliy C.
lari (EFSA, 2011).

El congelamiento no inactiva a C. jejuni instantdneamente, las temperaturas de
congelacién reducen la carga inicial en un ciclo logaritmico para luego extenderse a la
reduccion gradual durante el almacenamiento que varia en relacion al tipo de alimento y
temperatura. La capsula de la cepa de C. jejuni brinda resistencia al complemento humano,
lo que permite junto con otros factores de virulencia invadir el epitelio intestinal y causar
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enfermedad diarreica, este hecho le brinda a esta especie mayor probabilidad de
supervivencia (Lynch et al. 2010). Sin embargo, el proceso de enfriamiento por aire que por
inmersion reduce la incidencia de C. jejuni y C. coli sobre canales de pollo de engorde.

3.3 Prevalencia de Campylobacter spp en perros.

De las muestras recolectadas (70) provenientes de materia fecal de perros se
determiné una prevalencia del 10% (7) de Campylobacter spp en este reservorio (Tabla 4).

No se encontraron datos similares a los resultados obtenidos en este estudio.

Tabla 4. Prevalencia de Campylobacter spp en materia fecal de perros.

RESULTADOS | N°de muestras | Porcentaje (%)

Positivo 7 10
Negativo 63 90
Total 70 100

Elaborado por: La autora

Otras investigaciones reportan datos que presentan una incidencia mas elevada. En
Ecuador, un estudio realizado en Loja reporté una incidencia de Campylobacter spp del 65%
en perros que presentaban sintomatologia clinica (Manzanillas, 2012). En Barbados, en un
estudio para determinar los reservorios de Campylobacter spp en algunos animales reporté
el 46,9% (596) de Campylobacter spp en perros (Workman et al., 2005). En Suiza, en el
Instituto de Bacteriologia de la Universidad de Berna se realiz6 un estudio comparativo de
las tasas de transporte de Campylobacter spp en animales de compafiia sanos y diarreicos
donde se incluyeron perros y gatos, registrando una prevalencia del 31% (714) de la
presencia de la bacteria; donde presentaron una incidencia del 44% en perros diarreicos y
21% en perros asintomaticos (Burnens et al., 1992). En Guatemala determinaron una
incidencia del 19,6% de Campylobacter spp en perros diarreicos (Saenz, 2007). En Brasil,
en el Hospital Veterinario de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Federal
de Uberlandia, reportaron una incidencia de Campylobacter spp del 18,3% (22/120) en
perros y gatos (Rodrigues, 2011). En Argentina en una comunidad de bajos recursos

economicos registraron el 16,96% de Campylobacter spp en perros (Giacoboni et al., 2002).

Existe un estudio que reporta una tasa inferior a la incidencia determinada en éste
estudio. En Brasil, una investigacion reportdé que la frecuencia de aislamientos de especies
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de Campylobacter fue del 9% en cerdos y del 5-8% de las muestras estaban relacionadas
con perros y gatos (Aquino et al., 2002).

Los resultados obtenidos sugieren que los perros son depdésitos significativos de
Campylobacter y contribuyen a infecciones entéricas en humanos y que la carne de pollo es
un vehiculo con altas probabilidades de transmision de esta bacteria a los seres humanos
(Workman et al., 2005). La diferencia de las tasas de prevalencia de infeccion por
Campylobacter spp en las mascotas depende de las condiciones fisicas y fisiolégicas a las
gue se encuentre expuesto el animal. Las tasas de incidencia son relativamente bajas en
perros domésticos o de casa pero elevada en refugios de animales callejeros y animales de
campo que estan en contacto con el ganado (Center for Food Segurity & Public Health,
2005). Las condiciones de hacinamiento es uno de los factores que favorecen la
colonizacion de Campylobacter spp en personas y animales. Existe un alto porcentaje de
caninos y casi la totalidad de los felinos que deambulan por las calles en el mundo,
incrementando la tasa de riesgo de contagio con otros animales infectados con
Campylobacter spp. Otro factor de riesgo para contraer la infeccion en animales domésticos
es la edad, en Loja un estudio presenté mayor frecuencia de contaminaciéon en cachorros y
gatos entre 1-6 meses de edad, los veterinarios lo relacionan con el desarrollo prematuro de
anticuerpos protectores, también pueden estar asociados a otros patdégenos que pueden

actuar sinérgicamente para producir la infeccién (Manzanillas, 2012).

La ausencia de diarrea en perros no indica que este reservorio no esté libre de la
infeccion por Campylobacter spp, pueden haber animales infectados que eliminen la
bacteria por las heces sin presentar sintomatologia, siendo necesario clasificar las
poblaciones de animales estudiados en (perros sintomaticos y asintomaticos) para poder

obtener datos mas precisos (Saenz, 2007).

3.4 Identificacion de especies de Campylobacter en perros.

La tasa de prevalencia de C. jejuni en muestras de materia fecal de perros fue del 43%

(7) y el 57% (4) fueron positivas para C. coli (Tabla 5).
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Tabla 5. Identificacion de especies de Campylobacter en perros.

N° de muestras ]
RESULTADOS o Porcentaje (%)
positivas
C. coli 4 57
C. jejuni 3 43
Total 7 100

Elaborado por: La autora

En otros estudios se registran valores superiores en la incidencia de especies de
Campylobacter como en un estudio en Brasil, se registrd6 un 58% (19/33) de aislamientos
que contenian C. jejuni, 33% (11/33) C. coli y 9% (3/33) en otras especies (Rodrigues,
2011).

Existen reportes de valores inferiores en otros paises en comparaciéon a los
resultados obtenidos en esta investigacion. En Chile en un estudio en deposiciones de
perros se aislé el 34,7% de cepas de C. jejuni y 16,7% de C. coli (Fernandez et al., 2002);
otro estudio en Brasil reporté que el 35,2% de muestras contenian C. jejuniy el 7,6% C. coli
(Fernandez et al.,, 1983). En paises desarrollados la tasa de prevalencia de C. jejuni en
caninos sanos va del 20-34% (Moreno et al., 1993); mientras que en los paises que se
encuentran en vias de desarrollo se determina una incidencia del 26-51,4% (Fernandez et
al., 1994).

Otro estudio realizado en Brasil reporta cepas aisladas de C. jejuni y C. coli de
muestras fecales de nifios asociadas al contacto con éstos animales que sufrieron episodios
de diarrea (Rossi et al., 2008).

Los resultados obtenidos evidencian la importancia epidemiolégica que tiene
Campylobacter spp en sus reservorios debido a que son potenciales fuentes de infeccion
para el hombre y en especial para nifios ya que mantienen una estrecha relacién de

convivencia (Jara, 2006).
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3.5 Andlisis molecular de Campylobacter spp en aves de corral y perros.

En el andlisis molecular se pueden apreciar las bandas que distinguen las especies de
Campylobacter, el género Campylobacter se marca con intensidad aproximadamente a 816
pb, C. colia 502 pb y C. jejuni a 162 pb (Figura 4).

MP CjCc B M1 M2 M3 M4 M5 M6 M7 M8 M9

Género Campylobacter
(816 pb)

C. coli (502 pb)

C. jejuni (162 pb)

Figura 4. Electroforesis de especies de Campylobacter spp.
(MP=marcador de peso molecular 1Kb; C.j=control positivo C. jejuni;
C.c= control positivo C.coli; B= Blanco; M1-M9= muestras estudiadas)

Elaborado por: La autora

Sin embargo, es importante recalcar que para conseguir la amplificacion de cada una
de las especies es necesario conocer con precision las temperaturas de anillamiento de
cada cebador (Tabla 8), debido a que puede haber grandes variaciones en los intervalos de
temperatura de los cebadores. Las temperaturas de anillamiento fueron calculadas por

medio del software Oligo Calculator Tool de Gen Script.

El proceso de amplificacién del producto de la PCR en esta experimentacion, se
efectud realizando una PCR Touch-down previa a la etapa del cycling, para amplificar las
especies de Campylobacter. La etapa de Touch-down permitié6 aumentar la especificidad del
anillamiento de cada cebador en un mismo proceso, realizando mdultiples reacciones en una
sola PCR. Esta etapa fue incorporada al proceso de la PCR basado en un Manual de
Procedimientos para Aislamiento y Caracterizacion de Campylobacter spp (Farace M &
Vifias M, 2007).

El tiempo y temperatura de desnaturalizacion inicial estd determinado por el tipo de
polimerasa que se utilizara en la PCR debido a que en tiempos muy cortos o prolongados a

lo establecido por el fabricante puede ocasionar que no se active la polimerasa, esta
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referencia que se encuentra descrita en el inserto adjunto al kit con las especificaciones del
fabricante.

3.6 Actividad antimicrobiana de seis antibiéticos frente a Campylobacter spp en
aves de corral.

La actividad antimicrobiana de seis antibidticos frente a Campylobacter spp en aves de
corral registr6 una resistencia del 100% a la ciprofloxacina y 96% a la tetraciclina; los
antibidticos: amoxicilina/acido clavulanico, eritromicina y gentamicina presentan una
sensibilidad del 100% y ampicilina del 78% (Grafica 1); datos concordantes a un estudio
realizado en Argentina donde reportaron el 100% de resistencia frente a la ciprofloxacina de
materia fecal de pollos en establecimientos industriales (Notorio R, 2011). En Chile a partir
del aflo 2003, presentan resistencia antimicrobiana a la ciprofloxacina del 42,5% vy
tetraciclina del 20% (Gatica, 2013).

Sensible Resistente

100 9% 100 100 100
100

78 AMP= Ampicilina
—\? 80 AMC= Amoxicilina
< /acido clavulanico
% 60 TE= Tetraciclina
"E 10 CIP= Ciprofloxacina
g 2 ER= Eritromicina
o 2 GM= Gentamicina
o 4 0

0 — |
AMP AMC TE CipP ER GM

Antibioticos

Grafica 1. Actividad antimicrobiana de seis antibiéticos frente a Campylobacter spp en aves de corral.
Elaborado por: La autora

La resistencia a las fluoroquinolonas por Campylobacter, esta asociado al uso
frecuente de este antibiético en la produccion animal, a diferencia de la ciprofloxacina; en la
familia de los macrolidos, el desarrollo de resistencia de Campylobacter spp requiere una
serie de mutaciones y una exposicion prolongada al antibiético; este antecedente se ve

reflejado en los niveles bajos de resistencia que presenta la eritromicina (Gatica, 2013).
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Las bajas tasas de resistencia a los aminoglucésidos por Campylobacter estan
relacionadas a que la gentamicina es una droga no utilizada en la produccion aviar a pesar
de esto, existen cepas resistentes que han sido probadas mediante un estudio donde
revelan que cuatro cepas aisladas de carnes de pollos Broilers fueron resistentes a la
gentamicina, mientras que otras investigaciones también han dado a conocer cepas de C.
coli en aves de corral resistentes a este antimicrobiano, esto puede ser debido a un proceso

que favorece la seleccion de cepas con resistencia cruzada (Marinou et al, 2012).

3.7 Actividad antimicrobiana de seis antibidticos frente a Campylobacter spp en

perros.

La actividad antimicrobiana de seis antibidticos frente a Campylobacter spp en las
muestras de perros registré que existe una resistencia del 100% frente a la ciprofloxacina y
86% a la tetraciclina (Grafica 2), datos similares a un estudio realizado en Argentina donde
las tasas de resistencia son elevadas frente al 4cido nalidixico 60% (3/5), tetraciclina 80% y

ciprofloxacina que contrasta con una incidencia del 20% (1/5) (Pantozzi et al., 2010).

Se present6 un 100% de sensibilidad antimicrobiana frente a la ampicilina, amoxicilina-
acido clavulanico, eritromicina y gentamicina. En el mismo estudio de Argentina se
comprob6 que Campylobacter registra 100% (5/5) de sensibilidad antimicrobiana frente a
ampicilina y eritromicina.

Sensible Resistente

100 100 100 100 100
100 86 -
AMP= Ampicilina
S 80 - AMC= Amoxicilina
—
o /acido clavuldnico
‘o 60 1 TE= Tetraciclina
)
5 a0 - CIP= Ciprofloxacina
bt ER= Eritromicina
<) 14 GM=G ici
o 20 - i = Gentamicina
0 0
n .
AMP AMC TE Cip ER GM

Antibidticos
Grafica 2. Actividad antimicrobiana de seis antibitticos frente a Campylobacter spp en perros.

Elaborado por: La autora
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El mayor porcentaje de resistencia y multirresistencia se observa animales de cria
intensiva como bovinos y produccion avicola; sin embargo existen muy pocos estudios de
actividad antimicrobiana en animales domeésticos como el perro. La atencion veterinaria
puede ser un factor asociado a la resistencia bacteriana en estos reservorios, debido a que
algunos tratamientos son aplicados de forma empirica. En América Latina esta permitido el
uso de quinolonas para el tratamiento veterinario y la alimentacion de aves. Se emplean
enrofloxacina, danofloxacina, norfloxacina, ofloxacina, ciprofloxacina, sarafloxacina,

difloxacina, flumequina y acido oxolinico (Serrano, 2011).
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CONCLUSIONES

La prevalencia de Campylobacter spp en aves de corral fue del 52% (50/120).

La prevalencia de Campylobacter spp en perros fue del 10% (7/70).

La prevalencia de las especies de Campylobacter en las aves de corral fue del 78%

(39) para C. jejuni y el 22% (11) restante para C. coli.

En las muestras de perros la prevalencia de las especies de Campylobacter fue del
57% (4) para C. coliy el 43% (3) restante C. jejuni.

La actividad antimicrobiana de Campylobacter spp en aves de corral determiné el
96% de resistencia a tetraciclina y 100% a la ciprofloxacina. La sensibilidad
antimicrobiana para amoxicilina—4acido clavulanico, gentamicina y eritromicina fue del

100%; mientras que para ampicilina fue del 78%.

La actividad antimicrobiana de Campylobacter spp en perros mostré que el 86% de
las muestras presenta resistencia a la tetraciclina y 100% a la ciprofloxacina. La
sensibilidad antimicrobiana fue del 100% para los discos de ampicilina, amoxicilina —

acido clavulanico, gentamicina y eritromicina.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar los estudios epidemiolégicos de los reservorios de
Campylobacter spp en otros puntos del pais, considerando la participacién de
equipos de vigilancia sanitaria para aportar esta informacion a Instituciones de Salud
Publica.

Implementar programas de prevencibn y control de contaminacion por
Campylobacter spp, dirigidos a la poblacion que tiene permanente contacto con
animales de produccion por sus actividades laborales con el fin de reducir el riesgo

de contaminacion.

Educar a la poblacion en general sobre los riesgos que implica el consumo de
alimentos mal procesados posiblemente infectados con Campylobacter spp y las
medidas preventivas que pueden tomar para consumirlos, principalmente en el caso
de carne de aves y sus productos derivados puesto que son el principal reservorio de
esta bacteria.

Impedir que las mascotas deambulen por las calles, debido a que pueden contraer la
bacteria por contacto con otros animales infectados o en la basura y porque los

animales portadores contribuyen a la contaminacién ambiental.

Evitar el uso indiscriminado de antibiéticos en animales de produccién debido a que
esa podria ser una fuente indirecta de generacion de resistencia bacteriana para el

hombre por el consumo de los mismos.

Profundizar en el estudio bioquimico y molecular de Campylobacter spp, debido a
que se ha observado con diverso grado de frecuencia, complicaciones clinicas
producidas por este agente en humanos, degenerando en enfermedades que

comprometen la vida de los pacientes.

Realizar estudios de la actividad antimicrobiana de diferentes tipos de antibiéticos en
medicina humana como medicina veterinaria, con el fin de establecer los antibiéticos
de eleccion para el tratamiento de las infecciones provocadas por Campylobacter

spp, con el fin de evitar la multirresistencia bacteriana.
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ANEXOS



PROTOCOLOS

ANEXO 1: Toma de muestras en aves de corral

Coger a las gallinas de manera que la cloaca quede expuesta en la parte superior.
Introducir el hisopo estéril en la cloaca de la gallina con una profundidad de 3 cm
aproximadamente.

Recolectar la materia fecal de la pared de la ampolla rectal realizando movimientos
rotatorios con el hisopo.

Realizar un inéculo primario en el medio selectivo Butzler.

Colocar el hisopo en el medio de transporte (Anexo 3), romper el mango para evitar
contaminacion externa, cerrar el tubo y rotular el nimero o cédigo que corresponda
(Figura5).

Nota: En el caso de no disponer del medio Butzler en el momento de la toma de la
muestra, se puede realizar el in6culo primario del medio de transporte en el medio
Butzler en un periodo maximo de dos horas, caso contrario se puede recurrir a la

refrigeracion temporal de la muestra (4°C).

Figura 5. Hisopado cloacal en aves de corral.

Elaborado por: La autora.
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ANEXO 2: Toma de muestras en perros

Recolectar la materia fecal fresca de perros preferiblemente de consistencia blanda o
diarreica.

Introducir el hisopo estéril en la materia fecal realizando movimientos rotatorios,
procurar no tocar el suelo o césped.

Realizar un inéculo primario en el medio selectivo Butzler.

Colocar el hisopo en el medio de transporte (Anexo 3), romper el mango para evitar
contaminacion externa, cerrar el tubo y rotular el nimero o cédigo que corresponda
(Figura 6).

Nota: En el caso de no disponer del medio Butzler en el momento de la toma de la
muestra, se puede realizar el inéculo primario del medio de transporte en el medio
Butzler en un periodo maximo de dos horas, caso contrario se puede recurrir a la

refrigeracion temporal de la muestra (4°C).

Figura 6. Recoleccidn de muestras de materia fecal en perros.

Elaborado por: La autora.

51



ANEXO 3: Medio de transporte para Campylobacter

Nota: Para un volumen de 250 ml.

© N o a0k~ wdhBE

10.
11.
12,
13.

Pesar 9,3 g de BHIB (Brain hearth infusion broth)

Pesar 2,5 g de Extracto de levadura

Pesar 0,3 g de Agar- Agar

Colocar en un Erlenmeyer de 500 ml el BHIB, extracto de levadura y el Agar- Agar.
Medir 237,5 ml de agua destilada y verter en el Erlenmeyer.

Mezclar la solucion hasta disolver completamente el medio.

Ajustar elpH a 7.

Esterilizar mediante calor himedo en una autoclave a 121°C y 1,5 atm de presion por
20 minutos.

Enfriar el medio a 50°C.

Agregar 7,5 ml de suplemento y 2,5 ml de antibiético CAT previamente reconstituido.
Adicionar 2,5 ml de sangre y homogenizar la mezcla.

Dispensar 3ml del medio de transporte en tubos con tapa rosca estériles.

Conservar el medio a 4°C.
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ANEXO 4: Preparacién de medios de cultivo

Nota 1:; Para un volumen de 500 ml.

1.

Pesar 20 g de Agar Sangre Base y 2,5 g de Extracto de levadura, colocarlos en un
frasco estéril de 1000 ml.

Agregar 470 ml de agua destilada.

Ajustar el pH a 7 utilizando &cido clorhidrico diluido al 25%.

Esterilizar mediante calor humedo en una autoclave a 121°C y 1 atm de presion por
20 minutos.

Reconstituir los antibioticos (Campylobacter selective supplement Butzler, CAT o
Blaser) Ver Nota 2.

Adicionar el contenido del vial seleccionado en el medio de cultivo autoclavado
cuando se encuentre a 50°C.

Agregar 25 ml de sangre al medio de cultivo y homogenizar evitando la formacion de
burbujas.

Dispensar aproximadamente 20 ml del medio por cada caja Petri o Bipetri de 94 x 16
mm, y esperar a que se solidifique el medio.

Guardar las cajas de forma invertida a 4°C previamente rotulada la fecha de
elaboracion del medio de cultivo.

Nota 2: Contenido de antibidticos de cada vial. Reconstituir cada uno con 5 ml de agua

estéril.
a. Butzler:
e Bacitracina 25000 U.I.
e Colistin 10000 U.I.
¢ Novobioncina 5 mg
e Cicloheximina 50 mg
e Cefazolina 15 mg
b. CAT:
e Cefoperazona 16 mg
e Anfotericina B 5 mg
c. Blaser:

e Polimixina B 2500 U.I.

¢ Vancomicina 10 mg
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e Anfotericina B 2 mg
e Trimetroprim 5 mg

e Cefalotina 15 mg

ANEXO 5: Tinciéon de Hucker

Realizar un frotis de las colonias sospechosas en una placa porta objetos y fijar con
calor.

Colocar sobre el frotis una gota de colorante violeta y una gota de bicarbonato de
sodio al 1% por 2 minutos.

Lavar la placa con agua de la llave y dejar secar.

Observar en el microscopio 6ptico de campo claro con el lente de 100X.

Nota: Los cultivos viejos pueden variar la morfologia de Campylobacter spp tomando

una forma esférica no viable.

Figura 7. Campylobacter spp visto desde microscopio 6ptico
lente 100 X.

Elaborado por: La autora
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ANEXO 6: Método de filtraciobn en membrana de nitrocelulosa

Tomar de dos a tres asadas de las colonias de Campylobacter spp, colocarlas en
250 pl de solucion salina y dar un Vortex.

Colocar el filtro de membrana de nitro celulosa sobre las placas de medio selectivo
(Butzler, Blasser o CAT).

Colocar los 200 pl de la disolucién sobre el poro del filtro con una micropipeta,
esperar hasta que se complete la filtracion por un tiempo minimo de 30 minutos.
Retirar el filtro con la ayuda de pinzas estériles.

incubar las placas de forma invertida en una atmésfera de microaerofilia a 42°C+2°C
durante 48 horas.

Verificar la pureza de las cepas mediante una tincién Hucker.

Figura 8. Filtracion en membrana de Nitro-celulosa.

Elaborado por: La autora
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ANEXO 7: Crioconservacion

Tomar con un hisopo estéril las colonias puras de un cultivo fresco.

Inocular asépticamente el hisopo dentro del criotubo CRIOBANK™ MIXED (COPAN
Diagnostics, Inc.).

Agitar el criotubo por 10 segundos.

Dejar los criotubos invertidos por 20 minutos.

Retirar el exceso de glicerina con la ayuda de una micropipeta.

Almacenar los criotubos a -70°C.

Figura 9. Crioconservacion de Campylobacter spp.

Elaborado por: La autora
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ANEXO 8: Pruebas bioquimicas para identificacion de Campylobacter spp.

a. CATALASA

1. Tomar con un asa estéril colonias puras de un cultivo fresco y colocar en un porta
objetos.
Adicionar una gota de peréxido de hidrogeno al 3%.
Leer los resultados.
Positivo: Formacion de burbujas (Figura 10a).
Negativo: Ausencia de burbujas.

b. OXIDASA

Tomar con un asa estéril las colonias puras de un cultivo fresco.
Inocular en tiras reactivas Oxistrip de Hardy Diagnostics.

Leer los resultados.

Positivo: Coloracion azul-violeta en la tira reactiva (Figura 10b).

Negativo: Ausencia de coloracién en la tira reactiva.

a.CATALASA

Figura 10. Catalasa y oxidasa en Campylobacter spp.
Elaborado por: La autora

c. HIDROLISIS DEL HIPURATO

1. Tomar 400 pl de solucién de hipurato de sodio al 1% en un tubo.

2. Colocar de tres a cuatro asadas del cultivo puro en la solucion de hipurato y dar
un vortex.

3. Incubar en un bafio Maria a 37°C por un periodo de dos horas.
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4. Agregar 200 pl de solucién de ninhidrina y reposar 10 minutos més en el bafio
Maria.

5. Leer los resultados.

Positivo: Coloraciéon azul-violeta intenso

Negativo: Coloracién azul tenue o ausencia de coloracién.

Reaccién Positiva Reaccién Negativa

Figura 11. Hidrdlisis del hipurato.

Elaborado por: La autora
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ANEXO 9: Extraccion de ADN bacteriano

1. Preparacion de la muestra

e Colocar 200 pl de PBS en un tubo de 1,5 ml libre de nucleasas.

e Colocar en el tubo que contiene PBS de tres a cuatro asadas del cultivo

fresco y dar vortex.

e Centrifugar por 30 segundos a velocidad maxima (13000 rpm).

¢ Eliminar el sobrenadante y colocar 200 pl de PBS y dar vértex.

e Centrifugar por 30 segundos a velocidad maxima.

e Eliminar el sobrenadante y colocar 200 pul de PBS, seguir al paso 2.
Afadir 25 pl de OB Proteasa Solution, dar vortex para homogenizar la mezcla.
Anadir 220 pl de BL Buffer.

Incubar a 70°C durante 10 minutos, dar vortex durante la incubacion.

Afadir 220 pl de etanol al 100% dar vortex para homogenizar la mezcla.

o g~ w N

Insertar una mini columna (HIBind® DNA Mini Column) en un tubo de recogida de 2

ml.

7. Transferir toda la muestra a partir del paso 5 a la columna HIBind® DNAMini
incluyendo cualquier precipitado que pueda haberse formado.

8. Centrifugar a velocidad méaxima durante 1 minuto.

9. Descartar el filtrado y reutilizar el tubo de recogida.

10. Afadir 500 pl de HBC Buffer.

11. Centrifugar a maxima velocidad durante 30 segundos.

12. Descartar el tubo de recogida.

13. Colocar la columna en un nuevo tubo de 2 ml.

14. Afadir 700 pl de ADN Wash Buffer.

15. Centrifugar a maxima velocidad durante 30 segundos.

16. Descartar el filtrado y reutilizar el tubo de recogida.

17. Repetir los pasos 14 y 16 para una segunda etapa de lavado con ADN tampén de
lavado.

18. Centrifugar la columna a velocidad méaxima durante 2 minutos y secar.

19. Transferir la columna en un tubo de 1,5 ml libre de nucleasas.

20. Afadir 100-200 pl del tampdn de elucion caliente a 70°C.

21. Dejar reposar a temperatura ambiente durante 2 minutos.

22. Centrifugar a velocidad maxima durante 1 minuto.

23. Repetir los pasos 20 a 22 para la segunda etapa de elucion.
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ANEXO 10: PCR Multiplex para Campylobacter spp.

Tabla 6. Master mix para PCR Mdltiplex.

Componentes Volumen Concentracién
Nombre de la bacteria 1X (i) final
Buffer 5,00 1x
dNTPs 0,50 200uM
Cl2Mg 1,50 1,5mM
Primers:
Género Campylobacter C412F 0,08 0,2uM
C1228R 0,08 0,2uM
C. jejuni C-1 0,08 0,2uM
C-3 0,08 0,2uM
C. coli CC18F 0,08 0,2uM
CC519R 0,08 0,2uM
Taq 5U/pl 0,125 1.25U
H20 16,39
DNA 1,00
Volumen final 25,00

Tabla 7. Condiciones de temperaturas para PCR Mdltiplex.

ETAPAS PARA PCR Temperatura (°C) Tiempo (min) N° de ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2
§ Desnaturalizacion 95 0,5
3
‘S | Anillamiento 68-56 15 6
3
F | Extensién 72 1
> Desnaturalizaciéon 95 0,5
[
O | Anillamiento 56 15 30
@)
Extension 72 1
Extension final 72 10 ——--
Mantenimiento 4
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Tabla 8.Temperaturas de anillamiento para PCR Mdltiplex.

_ Temperaturade | Temperatura
Primers
anillamiento (°C) final (°C)
Género C412F 58 c6
Campylobacter C1228R* 54
Campylobacter C-1 65,3
. 67,4
jejuni C-3 69,5
| cc1sF 67,6

Campylobacter coli 67,25

CC519R 66,9

Elaborado por: La autora
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ANEXO 11: Electroforesis en gel de agarosa.

NOTA: Para preparacion de un gel de 35 ml al 1,5%.

1.

w

© N o g s

10.

11.
12.

13.
14.

Pesar 0,525 g de Agarosa UltraPure™ de Invitrogen y colocar en un vaso de
precipitacién de 50 ml.

Adicionar 35 ml de buffer TBE 1X.

Disolver por calentamiento la solucién evitando llegar a la temperatura de ebullicion
para no perder producto con la evaporacion.

Adicionar 3 pl de SYBR safe DNA de Invitrogen™.

Verter la solucién en la bandeja para electroforesis.

Colocar la peineta para la formacion de pocillos.

Retirar la peineta cuando se haya solidificado el gel.

Colocar la bandeja que contiene el gel en la cubeta para electroforesis horizontal
Enduro™,

Llenar la cubeta con el buffer TBE 1X hasta cubrir completamente el gel.

Adicionar 1ul del marcador de peso molecular y 2 ul de los productos de la PCR
Multiplex (controles y muestras).

Tapar la cubeta conectando a la fuente de poder Enduro™ marca Labnet.

Programar la corrida inicial por 10 minutos a 100 Volt y 300 mA, para que descienda
todo el producto de los pocillos al gel.

Programar la corrida por 40 minutos a 28 Volt y 300 mA.

Revelar el gel mediante luz UV a 300 nm en el Translluminador UV Labnet.

Figura 12. PCR Mdltiplex en gel de agarosa.

Elaborado por: La autora
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ANEXO 12: Determinacion de la Actividad Antimicrobiana

Tomar con un hisopo estéril las colonias del cultivo puro.

Colocar el hisopo en un tubo que contenga 4 ml de solucién salina, homogenizar y
ajustar a una turbidez de 0.5 en la escala McFarlan.

Hidratar el Medio Agar Mueller Hinton ajustando el pH a 7.

Esterilizar el Medio Agar Mueller Hinton.

Suplementar con 5% de sangre el Medio Agar Mueller Hinton cuando alcance una
temperatura de 50°C.

Sembrar mediante hisopado continuo las placas.

Colocar los discos de antibiéticos con una pinza estéril a una distancia de 30 mm del
borde de la caja y entre los discos.

Incubar las placas a 42°C por 48 horas en una atmdésfera de microaerofilia.

Leer los resultados en base a la Tabla 8.

Tabla 9. Puntos de corte para lecturas de antibiogramas.

ANTIBIOTICO S2 R<
Amoxicilina+éacido clavulanico 19 14
Ampicilina 19 14
Ciprofloxacina 26 26
Eritromicina 20 20
Gentamicina 17 17
Tetraciclina 30 30

Fuente: CA-SFM/EUCAS, 2014.

Figura 13. Antibiograma de las cepas de Campylobacter spp.

Elaborado por: La autora
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