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RESUMEN

Campylobacter spp es uno de los patdgenos de gastroenteritis mas frecuentes a nivel mundial
tanto en paises desarrollados como en paises en vias de desarrollo. Campylobacter se
encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, uno de los principales reservorios y fuente
de infeccién humana lo constituyen las aves de corral y sus subproductos. La utilizacion de
antimicrobianos como terapia constituye un acontecimiento importante tanto para el
tratamiento como para la resistencia bacteriana. Considerando su importancia en el
diagndstico clinico y la falta de datos sobre resistencia bacteriana, se determiné el aislamiento
de especies de Campylobacter resistentes a fluoroquinolonas en aves de corral en la provincia
de Loja durante el periodo Abril — Junio del 2016. Se recolectaron 60 muestras de heces de
gallinas de las cuales el 68.33% (41) resultaron positivas para Campylobacter. Considerando
la especie se aislo 90.24% (37) de C. jejuniy 9.75% (4) de C. coli. Para la determinacion de
la resistencia bacteriana se utiliz6 6 antibidticos, de los cuales se encontré resistencia a
ciprofloxacino de 82.92%, eritromicina 7.31%, amoxicilina/acido clavulanico 2.43%, ampicilina
12.19% y gentamicina 4.87%.

PAABRAS CLAVES: Campylobacter, C. coli, C. jejuni, fluoroquinolonas, resistencia.



ABSTRACT

Campylobacter spp is one of the most frequent pathogens of gastroenteritis worldwide in both
developed countries and developing countries. Campylobacter is widely distributed in nature,
one of the main reservoirs and source of human infection is poultry and its by-products.The
use of antimicrobial therapy is an important event for both treatment for bacterial resistance.
Considering its importance in clinical diagnosis and lack of data on bacterial resistance, the
isolation of Campylobacter species resistant to fluoroquinolones in poultry in the province of
Loja was determined during the period April - June 2016. 60 samples were collected chicken
feces of which 68.33% (41) were positive for Campylobacter. Whereas the species 90.24%
(37) of C. jejuni and 9.75% (4) of C. coli was isolated. 6 antibiotics was used for the
determination of bacterial resistance, which were resistant to ciprofloxacin of 82.92%, 7.31%

erythromycin, amoxicillin / clavulanate 2.43%, 12.19% ampicillin and gentamicin 4.87%.

KEYWORDS: Campylobacter, C. coli, C. jejuni, fluoroquinolones, resistance.



INTRODUCCION

La campylobacteriosis es una zoonosis de distribucion mundial que se transmite de animales
a seres humanos y es una de las principales causas de enfermedades diarreicas en el ser
humano. El género Campylobacter es considerado uno de los principales agentes etioldgicos
de gastroenteritis en el mundo entero, las especies de Campylobacter se encuentran
habitualmente como comensales del tracto gastrointestinal de una gran variedad de
mamiferos y de aves, tanto domésticos como de vida libre. Los principales factores de riesgo
de la transmisién de Campylobacter que han sido identificados en paises en desarrollo son la

manipulaciéon y consumo de carne de pollo (Cevallos, 2008).

En Latinoamérica se ha realizado varios estudios en aislamiento de Campylobacter en aves
de corral, tanto en muestras fecales como en su carne. Paises como: Argentina, Brasil, Chile
y Perl han aislado Campylobacter desde ya mas de una década con importantes resultados
en cuanto al nimero de muestras procesadas (Tresierra, et al 1995). Tanto Argentina como
Brasil catalogados como paises desarrollados, Campylobacter se presenta como agente
importante de enfermedades diarreicas, ésta importancia de salud publica se refleja en los
resultados de aislamiento de 66% para C. jejuni y 19% C. coli en Brasil y 94% en Argentina

para Campylobacter spp (Fernandez, 2000; Fernandez, 2011).

El problema de que Campylobacter sea un agente causal de gastroenteritis no solo le
pertenece a paises desarrollados, al contrario, en varios paises subdesarrollados la presencia
de ésta bacteria es de gran importancia en salud publica como Chile y Pert que han dado
importancia al aislamiento de Campylobacter, los estudios realizados en éstos paises
presentaron un 25% de muestras positivas en Chile (Fernandez, 2000) y en Perd un 54% que

en su mayoria fueron C. jejuni (Tresierra, et al 1995).

El riesgo de la enfermedad varia de acuerdo con las medidas y practicas de control
implementadas a lo largo de la cadena de elaboracion, desde la produccion primaria hasta la
preparacion final del alimento para el consumo humano (FAO and WHO, 2009). Muchas
personas con infeccién por Campylobacter buscan atencién médica y tratamiento antibiético,
especialmente las personas con infeccion persistente, los agentes antimicrobianos comunes
prescritos para la infeccion por Campylobacter son: eritromicina para los nifios y

fluoroquinolonas como ciprofloxacino para los adultos (Nelson, et al 2007).

En 1985, en los EE.UU. las fluoroquinolonas eran los agentes mas activos frente a C. jejuni
con una sensibilidad cercana al 100%. La proporcion de cepas resistentes a las

fluoroquinolonas aumento rapidamente ocasionando un problema mundial en el tratamiento
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de la enteritis en general y particularmente por Campylobactery el tratamiento empirico
propuesto para la diarrea. Un dato simplificado es el de un estudio en Argentina con un
porcentaje de resistencia frente a fluoroquinolonas que supera el 60% (Notario, et al 2011).
En cambio que en Chile se muestra un porcentaje de resistencia del 32,4% a ciprofloxacino
(Garcia, et al 2009).

A pesar de la importancia del incremento de Campylobacter en paises desarrollados y en vias
de desarrollo en los ultimos afios en salud publica, particularmente como agentes de diarrea
infecciosa para el ser humano, muchos de éstos no poseen sistemas de diagndstico ni
estudios sobre resistencia bacteriana a fluoroquinolonas. Esto no es ajeno a nuestro pais en
especial en la ciudad de Loja en el que no existen suficientes informacién referente y datos
estadisticos sobre aislamiento de Campylobacter en heces de aves de corral y su resistencia
bacteriana, y los problemas que pueden causar al ser humano puesto que el principal factor
de transmision de Campylobacter es por consumo de carne de pollo.



CAPITULO |
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1.1 Antecedentes

Se conocen que existen mas de 250 tipos de enfermedades transmitidas por los
alimentos y el agua. La mayoria son causadas por bacterias, virus, hongos y parésitos,
cada afio alrededor de 48 millones de personas se enferman debido al consumo de
alimentos contaminados de los cuales se estima que 2.4 millones de personas se
infectan de Campylobacter por lo que el género se identifica como una causa
importante de enfermedad diarreica bacteriana en todo el mundo, incluso en los paises
desarrollados. Los informes elaborados por la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (AESA) demostraron que las infecciones del género Campylobacter
encabezan la lista de enfermedades zoonoéticas con mas de 200 mil casos registrados
en 2007 en toda la Unién Europea (Costa, 2011)

Los primeros aislamientos del género Campylobacter en el area de la microbiologia
veterinaria fueron en los afios 1909 y 1913 (Farace, et al 2007), sin embargo los
primeros aislamientos a partir humanos se hicieron en 1886 por el investigador
Theodor Escherich en el cual utilizé muestras del colon de nifios que tenian diarrea y
fallecieron debido a la enfermedad. Gracias a la ayuda microscépica se encontraron la

presencia de bacterias de forma espiral (Costa, 2011).

Entre los afios de 1909 y 1913 los médicos cirujanos veterinarios Mac Fadyean y
Stockmann se encontraron con una bacteria de caracteristicas microaerofilos parecida
a los vibriones que se aislaron de los fetos abortados de ganado bovino y ovino
(Farace, et al 2007; Costa, 2011; Pérez, 2014; Cervantes, et al 2007). La confirmacion
de aquellos estudios los realizé6 Smith en 1918 cuando aislé microorganismos muy
similares en los fetos abortados en los ganados, gracias a este estudio los denomin6
Vibrio fetus (Costa, 2011).

La aparicion de las especies de Campylobacter por primera vez fue en 1931 cuando
Jones y Little aislaron a partir de bovinos con problemas intestinales una bacteria
parecida a la documentada por Smith, en ese momento la llamaron Vibrio jejuni, mas
tarde en 1944 Doyle aisl6 nuevamente a partir de los intestinos de cerdos con diarrea

una bacteria parecida a un vibrién a la cual la denomind Vibrio coli (Farace, et al 2007).

El primer caso relacionado a humanos se conoci6é en 1947 cuando una mujer
embarazada sufrié un aborto involuntario causado por una infeccién que se asocia con
el microorganismo conocido en la época como Vibrio microaeréfilo (Costa, 2011). Un
estudio realizado por E. King en 1957 analizé las caracteristicas de los llamados vibrios

aislados de diferentes fuentes, concluyé la existencia de dos grupos con
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caracteristicas serologicas y bioquimicas diferentes de los llamados Vibrio fetus,
mientras algunos eran capaces de crecer a 25y 37°C, otros lo hacian a 42°C (Farace,
et al 2007).

Finalmente en 1963 aparece el género Campylobacter propuesto por Sebald y Verén
que significa bacterias curvas, Estos investigadores evaluaron y concluyeron que las
caracteristicas eran muy diferentes de Vibrio spp, tanto en el metabolismo como en la
composicion de pares de bases de materiales genéticos (Costa, 2011).

1.2 Campylobacteriosis

La campylobacteriosis es una zoonosis de distribucién mundial, puede ser transmitida
de animales a seres humanos y es una de las principales causas de enfermedades
diarreicas en el ser humano. El género Campylobacter es considerado uno de los
principales agentes etiolégicos de gastroenteritis en el mundo entero (Cevallos, 2008).
Se adquiere tras la ingestiéon de comida o0 agua contaminada y leche sin pasteurizar
(Rivera, et al 2011)

Uno de los primeros casos de campylobacteriosis diagnosticados fue atribuido al

consumo de carne de pollo (Brouwer, et al 1979).

Las campylobacterias fueron descubiertas por primera vez en 1970 como un patégeno
humano. Escherich en 1886 lo describié como un microorganismo espiral que aislo6 del

colon de nifios fallecidos al cual los denominé como “Cholera infantum” (Costa, 2011).
1.3 Campylobacter: Morfologia e Identificacion

Campylobacter spp es uno de los patégenos de gastroenteritis mas frecuentes a nivel
mundial tanto en paises desarrollados como en paises en vias de desarrollo (Rivera,
et al 2011). Campylobacter aparece como causa importante de cuadros diarreicos,
predominantemente en nifios menores de dos afios, disminuyendo su frecuencia a
medida que los nifios aumentan en edad (Fernandez, 2011). Las especies del género
Campylobacter son bacilos Gram negativos curvos, espirilados o en forma de S que
presenta un flagelo Gnico en uno o ambos extremos (Farace, et al 2007). Tienen forma
de alas de gaviota con dimensiones de 0.2 a 0.9 um de ancho y hasta 5 um de largo.
Son estrictamente microaerofilos no pueden crecer en aerobiosis, para su crecimiento
necesita una atmésfera de 5 0 6% de O? para poder multiplicarse (Fernandez, 2008).
Es un organismo que requiere condiciones especiales de cultivo, ésta bacteria crece

relativamente lento, para su crecimiento requiere de un periodo de incubacién de 48



horas y a una temperatura de 42°C para poder asegurar el crecimiento en ciertas
especies (C. jejuni, C. coliy C. lari) y un periodo mas largo aproximadamente de 5a 7
dias para el crecimiento de otras especies (Vadamme, 2000).

Para su desarrollo son necesarios los aminoacidos y no utilizan los hidratos de carbono
como fuente principal de energia, una de la caracteristica bioquimica principal es que
éstas son oxidasa positiva (Snelling, et al 2005). La energia que producen proviene
del metabolismo de aminoacidos (Levin, 2007)

1.3.1 Campylobacter jejuni

Campylobacter jejuni es la especie mas frecuentemente aislada, tanto en los paises
en vias de desarrollo como en los paises industrializados. Es un agente causal de
diarreas, siendo considerado el mas virulento por su mayor resistencia a la fagocitosis
(Fernandez, 2011). Fue identificado como patégeno humano intestinal por primera vez
en 1972 (Garcia, et al 2009). Este microorganismo ha sido aislado de una gran
variedad de animales domésticos y silvestres, especialmente gatos, perros, vacunos,
ovinos, porcinos y aves, en los cuales se pueden encontrar en calidad de comensales
y comportarse como fuente de contaminacién para el ser humano (Ayala, et al 2006).
Campylobacter jejuni se encuentra entre los gérmenes que mas frecuentemente se
relaciona con la aparicion del sindrome de Guillain Barre (Hernandez, et al 2013). En
las aves de corral se describe que el 90% de éstas son portadoras de Campylobacter

spp, sin afectar su crecimiento (Rivera, et al 2011).

C. jejuni es una de las especies mas importantes, la cual comprenden dos
subespecies: C. jejuni subsp. jejuni y C. jejuni subsp. doyli. Desde 1970 se reconoce
como la bacteria mas aislada a partir de humanos con gastroenteritis. Ademas esta
relacionada con diferentes enfermedades como proctitis, septicemia, meningitis,

abortos y enfermedades autoinmunes (Hernandez, et al 2013).

Campylobacter jejuni tiene un genoma relativamente pequefio que quizds sea el
requisito para un medio de crecimiento complejo, es la Gnica especie que posee el gen
gue caodifica la enzima hipuricasa, pero se ha identificado que existen C. jejuni con
hipuricasa negativa por lo que es imposible diferenciarla de otras especies usando

pruebas bioquimicas (Snelling, et al 2005).

Al igual que otras bacterias posee factores de virulencia como la membrana externa
gue contiene un lipopolisacarido con la tipica actividad endotoxica, la capsula para la

virulencia, la adhesion a las células epiteliales y la invasion. C. jejuni se caracteriza por
8



colonizar en un numero elevado de unidades formadoras de colonia (UFC),
aproximadamente 1010 UFC son suficientes para colonizar un gramo de intestino, el
sitio anatomico principal de colonizacion es el ciego, donde C. jejuni se encuentra en

la capa mucosa de las células epiteliales (Hernandez, et al 2013)

Fue aislada por primera vez en el afio de 1931 a partir de bovinos con alteraciones
intestinales, el cual era capaz de producir diarreas en éstos animales sanos infectados
experimentalmente, ahi fue cuando fue relacionado por primera vez con enfermedades

gastrointestinales. Lo denominaron Vibrio jejuni (Fernandez, et al 2003).
1.3.2 Campylobacter coli

Es un organismo zoondtico de amplia distribucién en la naturaleza y se caracteriza
como un importante agente causante de cuadros diarreicos en humanos (Ayala, et al
2006). Se considera que la diarrea que produce este patdégeno es mas benigna, se la
puede encontrar en el tracto gastrointestinal de una variedad de aves de corral, a las
cuales se ha adaptado perfectamente, es por ello que su temperatura 6ptima de
desarrollo es a 42-43°C (Farace, et al 2007).

En los paises industrializados C. coli es reconocido como agente de diarrea entre el 5
y el 10% de todos los casos de diarrea. Sin embargo, en Sudamérica, Campylobacter
coli ha sido aislado con mayor frecuencia, representando cerca del 25% de los casos
de diarrea producidos por especies del género (Fernandez, 2011).

Ha sido aislado a partir de agua de rio, de higados de pollo para consumo humano y
de diversos reservorios animales tanto domeésticos como silvestres, incluyendo
especies de la fauna amazénica, materia fecal de pollos, carne de aves y aguas

servidas (Fernandez, 2011).
1.4 Reservorio

Campylobacter se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza, teniendo como
reservorio natural una amplia variedad de animales tanto domésticos como salvajes
en los que se encuentran: cerdos, aves de corral, perros, gatos, vacas, cabras y
roedores. Uno de los principales reservorios y fuente de infeccion humana lo

constituyen las aves de corral y sus subproductos (Cervantes, 2007).

Aunque colonizan diferentes animales mamiferos y comparten con diferentes

bacterias, Campylobacter spp suele encontrarse en las aves de corral o silvestres.



Inclusive se ha visto que también las moscas, cucarachas y escarabajos son vectores
de transmision habituales. Algunas especies de Campylobacter se adaptan
especialmente en las aves puesto que estos animales se encuentran a una
temperatura corporal normal de 42°C. Las aves albergan éstas bacterias en el ciego
pero también se las puede aislar del higado gracias a su capacidad de invasion
(Terzolo, 2010).

El agua contaminada es otro tipo de reservorio natural de Campylobacter, asi como
también lo es la contaminacién fecal del suelo por lo que los vegetales cosechados en
suelo contaminado o lavados en agua contaminada se pueden infectar por dicha
bacteria (Elika, 2013).

Tabla 1: Principales especies de Campylobacter y su reservorio.

Especies Reservorio
C. jejuni subsp. jejuni Aves y mamiferos
C. coli Aves y mamiferos
C. fetus Bovinos y ovinos

Fuente: Fernandez, 2011

La amplia distribucion de Campylobacter también dificulta la elaboracion de estrategias
de control a lo largo de la cadena alimentaria. Sin embargo, en los paises que han
adoptado estrategias especificas para reducir la prevalencia de Campylobacter en las
aves de corral vivas, se ha observado una reduccion similar en los casos humanos
(OMS, 2011).

1.5 Mecanismos de Transmision

Muchos de los casos de enteritis humana han sido asociados al contacto con animales,
agua contaminada o alimentos de origen animal (Farace, et al 2007; Skirrow, 1994).
Se considera que un alto porcentaje de infecciones es provocado por consumo de
carne de aves de corral mal cocida (Farace, et al 2007). A medida que se aumenta el
consumo de carne de aves también aumentara las intoxicaciones causadas por esta

bacteria (Terzolo, 2010).

La bacteria Campylobacter puede transmitirse al hombre por diferentes factores, a
través del contacto directo con animales o canales infectados con Campylobacter, por

falta de higiene e inadecuada manipulacion de los alimentos. Los alimentos asociados
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con Campylobacter son muy variados, ademas del consumo de carne de aves de corral
mal cocidas, también se encuentra la leche sin pasteurizar o sin hervir que es otra
fuente importante de transmisién. En cuanto a las frutas y verduras hay que considerar
como fuente de transmisién aquellas que en la produccion agricola son regadas y
lavadas con agua contaminada, asi mismo el pescado y los moluscos pueden estar
contaminados si el agua donde se encuentran esta contaminada con Campylobacter.
También se pueden encontrar en alimentos que son preparados bajo atmosfera

modificada como comidas preparadas listas para el consumo (Elika, 2013).

En las aves la principal via de transmisién de Campylobacter es gracias a la via
horizontal ya que ésta bacteria se puede encontrar en el medio ambiente proximo a la
granja tales como: aves silvestres, animales propios de la granja o animales salvajes

y una variedad de insectos entre ellos las moscas (Newel, et al 2003).

Campylobacter jejuni y Campylobacter coli son causas importantes de diarreas agudas

en viajeros que visitan zonas en vias de desarrollo. (Farace, et al 2007).
1.6 Patogenia en aves de corral

Ambas especies de Campylobacter colonizan la mucosa intestinal de la mayoria de
animales de sangre caliente, incluyendo aquellos que son productores de alimentos,
el ambiente de colonizacién de Campylobacter son los intestinos de todas las aves de
corral, silvestres, pavos, codornices, patos y hasta avestruces. Aunque también
pueden llegar a colonizar el bazo y el higado (Newel, et al 2003). Generalmente se
considera que Campylobacter coloniza el intestino aviar como un comensal y que no
esta asociado con patologia alguna en las pollos, tan solo 35 UFC pueden ser
suficientes para la colonizacion exitosa en los pollos (Hermans, et al 2011; Meade, et
al 2009).

Después de la ingesta, la bacteria alcanza el ciego y procede a multiplicarse lo que
resulta en una establecida poblacion colonizadora de Campylobacter dentro de las 24
horas después de la entrada. La mayoria de las aves de corral son colonizadas
después de dos o cuatro semanas de edad, estos debido a que adquieren inmunidad
innata gracias a la presencia de anticuerpos maternales que les sirven de proteccion
(Hermans, et al 2011; Newel, et al 2003).

La respuesta inmune innata es un factor clave para la activacion inmune adaptativa, la
inmunidad innata es iniciada por receptores de reconocimiento de patdégenos que

pueden responder directamente al patbgeno o a componentes del patdbgeno mediante
11



el inicio de una cascada de sefializacion celular (Meade, et al 2009). La eficacia de
tales anticuerpos en la prevencion o limitacion de la infeccién sigue siendo

desconocida (Newel, et al 2003).

Al igual que el medio ambiente, el intestino de las aves de corral se puede encontrar
factores de estrés ambiental que comprometen el crecimiento O&ptimo de
Campylobacter, la colonizacién persistente indica que la bacteria alberga
caracteristicas que le confieren proteccién hacia un ambiente hostil no solo al interior
del tracto digestivo sino también fuera del huésped. La quimiotaxis parece ser un factor
importante para promover su migracién hacia las condiciones favorables ayudando su
supervivencia y colonizaciébn de la mucosa intestinal asi como también es

indispensable la presencia de flagelos intactos y méviles (Hermans, et al 2011).

Una vez que se detecta la colonizacion en una de las aves de corral, mas del 95% de
las aves son colonizadas varios dias después y permanecen asi hasta su muerte
(Hermans, et al 2011; Newel, et al 2003).

1.7 Patogenia en Humanos

Campylobacter spp es una bacteria patégena que afecta al hombre, causando diarrea
y otras enfermedades como septicemia, meningitis o complicaciones, como artritis

reactivas (Lapierre, 2013).

Cuando la bacteria entra al organismo humano provoca una enfermedad llamada
campylobacteriosis que se presenta como una forma grave de diarrea, sin embargo,
la mayoria de las personas que poseen la enfermedad tienen un periodo de
recuperacion de dos a cinco dias, es raro observar que la infeccion por Campylobacter

dure por un tiempo prolongado (Costa, 2011).

Generalmente los individuos afectados por ésta bacteria se recuperan sin necesidad
de un tratamiento, pero a diferencia de ancianos débiles o enfermos pueden llegar

hasta morir a causa de infeccién por Campylobacter spp (Terzolo, 2010).

La infeccion por Campylobacter comienza como una enteritis la cual evoluciona a otras
enfermedades e incluso puede ocasionar infecciones sistémicas (O Ryan, et al 2005).
El periodo de incubacién varia de dos a cinco dias pero puede extenderse hasta diez
dias (Costa, 2011). Se caracteriza por lo general con diarrea acuosa, dolor abdominal
y fiebre leve (Cervantes, 2007). Por lo general estas infecciones conducen a la diarrea

tipo inflamatoria que se manifiesta como calambres severos en personas procedentes
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de paises desarrollados, suele ser diarrea estacional y afecta directamente a adultos,
jovenes y niflos pequefios, a diferencia de los paises en desarrollo que afecta

principalmente a nifios (Vliet, et al 2001)

La dosis infectante es de 10* microorganismos ya que es muy sensible al Ph gastrico
(ISP, 2014), los cuales se multiplican en el intestino delgado, destruyen la mucosa
intestinal, invaden el epitelio y producen inflamacion con infiltracion de leucocitos en la
lamina propia, pudiendo observarse la presencia de leucocitos en las heces en 25 a
80% de los casos (Rivera, et al 2011). Se cree que la capacidad de este patdgeno para
alcanzar el tracto intestinal, es debido en parte a su resistencia al acido gastrico y

también a su resistencia a las sales biliares (Lapierre, 2013).

Para establecer una infeccidn suficiente para causar la enfermedad, el microorganismo
debe sobrevivir al estrés fisioldégico asociado con ambientes internos y externos como
la fluctuacién de temperatura, variaciones del Ph, diferentes sitios de alojamiento, la
inmunidad del huésped, el estrés oxidativo y la disponibilidad limitada de nutrientes
(Costa, 2011)

1.8 Factores de Patogenicidad
1.8.1 Motilidad

La movilidad de la bacteria es gracias a la presencia de flagelos el cual le permite
colonizar diferentes tipos de células (Mills, et al 1998). Los flagelos son necesarios
para la colonizacion del intestino delgado, desde alli el patégeno se traslada hasta el
colon, el flagelo esta constituido por una flagelina mayor FlaA y una menor FlaB. La
funcibn de motilidad se realiza mediante las condiciones ambientales del tracto
gastrointestinal (Jagannthan, et al 2005; Lapierre, 2013). La motilidad de estas
bacterias producidas por flagelos es muy rapida, ayuda a superar la peristalsis
intestinal y se relaciona directamente con la activacion de procesos infecciosos gracias
a su alta patogenicidad. Ademas de la importancia de motilidad por parte del flagelo,
éste también tiene la funcién de producir proteinas de virulencia (Guerry, 2007; Lodge,
2007). En si el flagelo es importante para la colonizacion intestinal sin embargo este
factor no es solo requerido para la locomocién y quimiotaxis sino ademas tiene un rol

importante en la participacion de otros proceso complejos (Lapierre, 2013).
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1.8.2 Adherencia

El responsable de la capacidad de adherencia celular de Campylobacter es el gen flaA
(Teixeira, et al 2011). Poseen varias proteinas en la membrana externa, de diferentes
pesos moleculares que median la adherencia o union de Campylobacter a las células
del huésped (De Melo, et al 1990).

Otro gen involucrado en la adherencia es CadF que se expresa en todas la cepas de
Campylobacter jejuni y coli, participan en la adhesién celular uniéndose a la
fibronectina (Lapierre, 2013).

1.8.3 Invasiodn

La invasién puede ser uno de los mecanismos para que se produzca diarrea, al parecer
la invasion de tejidos provoca inflamacién celular junto a la actividad de toxicidad
produce una disminucién importante en la capacidad de absorcién del intestino, factor
causante de la enteritis y por consiguiente la produccion de diarrea (Brooks, 2011;
Lapierre, 2013). Todas las cepas de Campylobacter tiene propiedades invasivas muy
diferentes lo cual presenta variabilidad en las diferentes cepas de una misma especie
(Terzolo, 2010).

1.8.4 Produccion de citotoxinas

Campylobacter tiene la capacidad de producir citotoxinas de distencion o CDT, ésta
citotoxina tiene la capacidad de producir muerte celular, estd conformada por 3
subunidades codificadas por los genes cdtA, cdtB y cdtC. CdtB es la que ejerce el
efecto, ingresa a la célula y se une en la superficie celular con las proteinas CdtA,
CdtC, rompiendo el ADN celular y activando el mecanismo de reparacion celular que

concluye con la muerte celular (Lapierre, 2013).
1.9 Tratamiento

La mayoria de casos de gastroenteritis causada por Campylobacter no
necesariamente necesitan de la aplicacion de una terapia antimicrobiana, ya que estos
eventos suelen ser sintomas pasajeros y auto limitados. Pero cuando los sintomas se
presentan de manera prolongada o a su vez se presentan gravemente es necesatria la
aplicacion de terapia antimicrobiana. Algunas especies de Campylobacter son
resistentes a diferentes antibiéticos como: penicilina, ampicilina y cefalosporinas
(Hernandez, et al 2013).
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Cabe destacar que Campylobacter spp. es sensible a diversos tipos de antibiéticos,
incluido macrolidos, especialmente eritromicina y quinolonas como ciprofloxacino,
siendo estos farmacos considerados de primera linea a la hora de aplicar el tratamiento
clinico (Rivera, et al 2011).

Al aplicar macrolidos para el tratamiento como la azitromicina y eritromicina se
recomienda usarla en los primeros episodios de diarrea aguda, que principalmente es

causada por C. jejuni y C. coli (O'Ryan, et al 2005).

En general el uso de agentes antimicrobianos en la terapia de las enfermedades
infecciosas, ha constituido un acontecimiento sin precedentes, porque el control de las
infecciones permiti6 modificar favorablemente el panorama de la morbilidad y

mortalidad del paciente (Machado, et al 1998).
1.10 Resistencia Bacteriana

La resistencia bacteriana es un problema que se ha ido incrementando en las Ultimas
décadas, a medida que se han sintetizado nuevos farmacos aumenta la resistencia a

los mismo por ciertas cepas (Machado, et al 1998)

Las bacterias tienen la capacidad de desarrollar mecanismos de resistencia, las cuales
consisten en la produccion de enzimas que inactivan los antibidticos e impiden la
llegada del farmaco al punto diana. Una bacteria o0 una cepa bacteriana es sensible a

un antibiético, cuando el antibiotico es eficaz frente a ella (Pérez, 1998).

El estudio de comportamiento de Campylobacter a diferentes antimicrobianos ha sido
motivo de interés de investigadores de diferentes paises de América del Sur, quienes
han puesto en evidencia la aparicibn de cepas de origen animal resistentes a
quinolonas, encontrdndose que la resistencia a éstas Ultimas ha alcanzado tasas

superiores al 60% (Fernandez, 2011).

Especies de Campylobacter resistentes a fluoroquinolonas se conocié por primera vez
a finales del afio 1980 y se han documentado en diferentes paises. Varias
investigaciones concluyeron que un aumento de la prevalencia de resistencia a
fluoroquinolonas esta relacionada temporalmente con la introduccion de éstas en
medicina veterinaria y que las infecciones por Campylobacter resistentes a
fluoroquinolonas se asocian con sintomas mas largos y hospitalizaciones mas
frecuentes que las infecciones por Campylobacter susceptibles a dicho medicamento
(Nelson, et al 2007).
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1.10.1 Resistencia a Fluoroquinolonas

Las fluoroquinolonas son compuestos derivados del acido nalidixico, pero con la
presencia de un &tomo de fltor en el anillo 6 de la molécula, lo cual le da caracteristicas
determinantes, amplia su espectro bacteriano y limita sus aspectos bacterianos
(Cordiés, et al 1998).

En 1985, en los EE.UU. las fluoroquinolonas eran los agentes mas activos frente a C.
jejuni con una sensibilidad cercana al 100%. La proporcién de cepas resistentes a las
fluorogquinolonas aument6 rapidamente ocasionando un problema mundial en el
tratamiento de la enteritis en general y particularmente por Campylobactery el

tratamiento empirico propuesto para la diarrea (Notario, et al 2011).

El incremento de la resistencia a las fluoroquinolonas coincide gracias a la
administracion de éstas en aves de corral y en medicina veterinaria en general
(Hernandez, et al 2013).

Luego del uso del acido nalidixico en la década de los 60, apareci6é rapidamente la
resistencia a éste, se demostré que el mecanismo de tal resistencia era la alteracion a
nivel de la girasa del DNA. Otro factor importante de resistencia es la disminucién de
la permeabilidad de la membrana celular lo que trae por consecuencia una baja
penetracion intracelular del antibidtico (Cordiés, et al 1998).

En principio los sustituyentes de flior en los carbonos C6, C7 ayudan
considerablemente a la penetracion celular, inhibicion a la ADN girasa, la potencia, la

solubilidad y otras propiedades fisicoquimicas (Leyva, et al 2007).
1.10.2 Resistencia a Beta-lactamicos

Tras décadas de uso clinico de los betalactamicos a pacientes con diferentes
infecciones éstos siguen siendo los antimicrobianos mas prescritos, los betalactamicos
poseen una actividad bactericida lenta independientemente de la concentracion
plasmatica alcanzada (Marin, et al 2003). Los betalactamicos inducen una mayor
liberacion de endotoxinas debido a su rapida capacidad bactericida y, como
consecuencia producen una mayor respuesta inflamatoria. Su funcion es la inhibicion
de la sintesis de la pared bacteriana, interfiriendo en la sintesis del peptidoglicano

mediante un bloguea en la ultima etapa de su produccion (Gémez, et al 2015).
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La resistencia de las bacterias a este tipo de antibiéticos representa un grave problema
ya que es el grupo de antibidticos més utilizado. Para la resistencia, las bacterias
desarrollan mecanismos que le permiten resistirse a la administracion de éstos
antibidticos: alteraciones de las enzimas diana, alteracién de la membrana externa y
produccion de enzimas inactivantes (Pérez, 1998). La produccién de enzimas
betalactamasas representa el principal mecanismo de resistencia frente a los
betalactamicos, especialmente para bacterias gramnegativas y anaerobios como lo es
Campylobacter (Suérez, et al 2009).

1.10.3 Resistencia a Macrdélidos

Los macrolidos son antibidticos que pueden ser de origen natural, semisintético o
sintético (Cosme, 2000), se encuentran constituidos por un anillo macro ciclico unido
a dos azUcares, su funcion es unirse a la subunidad 50S de los ribosomas bacterianos

inhibiendo la sintesis proteica (Portillo, et al 2000), (Gonzales, et al 1998).

Para el tratamiento de campylobacteriosis los macrdlidos son los antimicrobianos de
primera eleccion al igual que otros grupos de antibiéticos, pero recientemente se ha
complicado la terapia debido a que presentan resistencia a estos grupos

antimicrobianos (Gonzéles, et al 2013).

La resistencia bacteriana en bacterias gramnegativos se produce gracias a la
incapacidad del farmaco para penetrar en los sitios receptores (Gonzales, et al 1998),
gracias a su caracteristica hidrofébica los farmacos atraviesan mal la membrana
externa de organismos gramnegativos, lo cual les confiere resistencia natural, al igual
gue otros grupos de antibiéticos existen resistencias gracias a las metilaciones que
pueden impedir la unién del antibiético a la subunidad 50S ribosomal, ésta

caracteristica es propia de organismos anaerobios (Pérez, 1998)

La alteracion de un solo aminoéacido de la proteina diana del ribosoma determina una
disminucion de la afinidad para los macrolidos, esto ha sido demostrado en

Campylobacter spp (Cosme, 2000).
1.10.4 Resistencia a Aminoglucésidos

Los aminoglucosidos son medicamentos que han sido utilizados por méas de 40 afios.
Su actividad antimicrobiana es especifica para bacilos gramnegativos con espectro

terapéutico amplio. Son bactericidas rapidos, inhiben la sintesis proteica bacteriana
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debido a su accion directa sobre las subunidades 30S y 50S de los ribosomas
(Rodriguez, 2002).

Las bacterias anaerobias son resistentes de modo natural por carecer de sistemas de
transporte para captar a los aminoglucésidos (Pérez, 1998). Con la aparicion de la
gentamicina contribuyé mucho en el tratamiento de las infecciones causadas por
bacilos gramnegativos, pero el uso continuo de ésta familia de antibiéticos también
causaba un alto grado de toxicidad, resistencia bacteriana y sobreinfeccion (Palomino,
et al 2003).

1.11 Diagnéstico

Por lo general no existe un método estandar para el diagnéstico de Campylobacter
spp. Varios investigadores han descrito diferentes métodos sencillos y asequibles que
han sido utilizados y han dado resultado eficaz para el diagnéstico. Estos métodos se
han descrito con respecto a las especificaciones de crecimiento que necesita
Campylobacter, por ejemplo un método que facilite la produccién de la atmosfera como
se lo hizo en Brasil, en otros paises se vieron obligados a combinar sangre de cerdo y

bovino para el crecimiento de Campylobacter (Fernandez, 2011).

Existen multiples técnicas para el aislamiento de Campylobacter spp, que van desde
la utilizacion de medios no selectivos, la utilizacién de medios de recuperacion, medios
enriquecidos, caldos enriquecidos Y filtracion (Prieto, 2010). Para la deteccion directa
se la puede realizar por medio de una tincion de Gram (Forbes, et al 2007) o tincion
de Hooker directo de la muestra fecal, la identificacion se basa en el conocimiento

morfol6gico de ésta bacteria (Fernandez, 2011; Brooks, 2011).

Para el aislamiento se recomienda usar medios enriquecido para aumentar la
sensibilidad del cultivo de microorganismos que pueden estar estresados por
condiciones ambientales o en el caso que tengan bajos niveles de microorganismos
en la muestra y la adecuacién de una atmésfera microaeroéfila que consta de 5-10% de
oxigeno y 5-10% de di6xido de carbono. Para determinar la selectividad del medio se
usan diferentes antibiéticos, generalmente cefalosporinas en combinacion a veces con

otros antibioticos como vancomicina (OIE, 2008).
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Figura 1: Colonias de Campylobacter en medio de cultivo Butzler.
Fuente: El Autor.

En cuanto a la identificaciéon de la especie se utilizan pruebas bioquimicas para
determinar caracteristicas metabdlicas bacterianas, una de ellas es la hidrélisis del
hipurato que busca la presencia de la enzima hipuricasa (Fernandez, et al 2010). La
necesidad de confirmar la presencia de la especie de Campylobacter, han llevado a
cabo varios estudios en la utilizacion de pruebas moleculares como reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR), que permite el diagndstico definitivo de especie de
Campylobacter en comparacion a las pruebas bioquimicas como la hidrdlisis del
hipurato la cual puede presentar discrepancias (Martinez, 2008).
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CAPITULO II

METODOLOGIA
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2 Metodologia
2.1 Recoleccion de muestras

Se recolectaron un total de 60 muestras de material fecal de aves de corral (gallinas) que
fueron facilitadas por diferentes sectores de crianza de la ciudad de Loja en el periodo Abril —
Junio 2016. La obtencion de las muestras se las realiz6 por el método de hisopado cloacal en
diferentes sectores de la ciudad, Amable Maria, La Paz y Epoca; se las trasladé
inmediatamente al laboratorio de Microbiologia de la Universidad Técnica Particular de Loja

en donde fueron procesadas.
2.2 Aislamiento e Identificacion de Campylobacter
2.2.1 Siembra e incubacién

Las muestras fueron sembradas en un medio de cultivo agar sangre 5%, suplementado con
antibidtico Butzler. Se incubd en atmédsfera microaerofilia (Sobre CampyGen de Thermo

Scientific) a 42°C por un periodo de 48 horas.
2.2.2 Identificacion Macroscopicay Microscoépica

Del cultivo primario se escogieron aquellas colonias presuntivas con crecimiento tipico de
Campylobacter, éstas colonias se caracterizan por tener una forma redonda, bordes regulares
o irregulares de color grisaceas que siguen su crecimiento en las lineas del estriado. Para la
confirmacion se realizé tincion de Hucker (Anexo 4), las caracteristicas observadas fueron:

bacilos curvos gramnegativos con forma de alas de gaviota (Figura 2).
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2.2.3 Purificacién

La purificacion del cultivo se realiz6 mediante filtracion para lo cual se utilizé papel filtro
Millipore de 0.42 um de diametro (Figura 3) (Anexo 5).

'_\ i
Figura 3: Crecimiento de colonias Campylobacter por filtracion
Fuente: El Autor

2.3 Identificacion Bioquimica: Hidroélisis del Hipurato

Este método consiste en la capacidad de Campylobacter para hidrolizar el hipurato de sodio
a acido benzoico y glicina por accién de la enzima hipuricasa, como indicador de ésta reaccion
se utilizé ninhidrina. El resultado positivo se interpreté en el cambio del color cuando existe
hidrdlisis, presentando un color azul intenso o azul pUrpura, caracteristica que presentan C.
jejuni, y cuando no existe hidrdélisis no hay coloracién alguna siendo un resultado negativo
(Anexo 6).

2.4 ldentificacion Molecular; PCR — MULTIPLEX

Para éste ensayo previamente se procedio a la extraccion de ADN bacteriano de cada una de
las muestras, para este proceso se uso el protocolo del Kit de extraccion Wizard Genomic
DNA Purification (PROMEGA) (Anexo 7).

Se realiz6 PCR — MULTIPLEX con un volumen total de reaccion de 25ul para cada muestra,
la amplificacion del ADN se la realizé en el termociclador SimpliAmp Thermal Cycler, para
observar los resultados de la PCR se corrio en gel de agarosa al 1.5% en el cual se utilizé un
marcador molecular de 100 bp Tracklt™ DNA Ladder INVITROGEN y se revel6 el gel bajo luz
ultravioleta en el equipo ENDURO™ GDS TOUCH Labnet (Anexo 7 y 8).
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2.5

Tabla 2: Secuencia de Primers usados en la PCR — MULTIPLEX

TAMAN o
ESPECIE (bp) 0 GenBank Primer Secuencia (5’a 3")
Género C412F 5’ -GGATGACACTTTTCGGAGC- 3’
816 16S rRNA - :
Campylobacter C1228R* 5-CATTGTAGCACGTGTGTC-3
C. hyointestinalis HYO1F 5 -ATAATCTAGGTGAGAATCCTAG-3’
subsp. 611 23S rRNA ] ]
. L HYOFET23SR 5"-GCTTCGCATAGCTAACAT-3
hyointestinalis
. CC18F 5’-GGTATGATTTCTACAAAGCGAG-3’
C. coli 502 Askt - -
CC519R 5°-ATAAAAGACTATCGTCGCGTG-3
MG3F 5’-GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT-3’
C. fetus 359 CstA 5'-
CF359R .
AGCCAGTAACGCATATTATAGTAG-3
. CLF 5"-TAGAGAGATAGCAAAAGAGA-3’
C.lari 251 glyA - -
CLR 5"-TACACATAATAATCCCACCC-3
c1 5
C. jejuni 161 cj0414 s CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3’
C-3 5’-CCATAAGCACTAGCTAGCTGAT-3’
L CU61F 5-CGATGATGTGCAAATTGAAGC-3’
C. upsaliensis 86 IpxA - -
CU146R 5°-TTCTAGCCCCTTGCTTGATG-3

Fuente: Yamasaki, et al 2007

Susceptibilidad Antimicrobiana

La actividad antimicrobiana de las cepas aisladas de Campylobacter se las determin6

mediante el método de difusién en agar Muller Hinton con 5% de sangre segun lo establece
EUCAST 2016 (Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad Antimicrobiana) (Anexo 9).

Los antibidticos utilizados para medir la resistencia y sensibilidad bacteriana fueron: acido

nalidixico (NA-30ug), ciprofloxacino (CIP-5ug), eritromicina (E-15ug), gentamicina (GM-10ug),

amoxicilina/acido clavulanico (AMC-20/10ug) y ampicilina (AM-10ug). Para la incubacién se

la realiz6 a una temperatura de 42°C junto a sobres generadores de microaerofilia por un

periodo de 48 horas.
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Tabla 3: Puntos de sensibilidad y resistencia de Campylobacter

Grupos Antibioticos S2 R<
Fluoroquinolonas Ciprofloxacino 26 26
Beta-lactamicos Ampicilina 19 14
Amoxicilina/Acido 19 14
Clavulanico
Macrdlidos Eritromicina 20 20
Aminoglucosidos Gentamicina 17 17

Fuente: EUCAST, SFM, CASFM (2016)

2.6 Crioconservacion

Luego de obtener cultivos purificados fueron conservadas en criotubos CRYOBANK a una
temperatura de -80°C (Anexo 10).
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSIONES
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En la presente investigacion se analizaron un total de 60 muestras de materia fecal, de las
cuales se obtuvo un aislamiento del 68% para Campylobacter spp (Tabla 4).

Tabla 4: Frecuencia de aislamiento de Campylobacter spp y especies en materia fecal de aves
de corral.

N de Cepas Especies
Muestras Positivas

C. jejuni % C. coli %
60 41 68,33 37 90,24 4 9,75

Fuente: El Autor

Los datos obtenidos en la presente investigacion se correlacionan con los obtenidos en
Argentina con un 65% para Campylobacter spp procedentes de pollos de granjas familiares y
de establecimientos industriales avicolas (Notario, et al 2011). En Chile se encontraron

resultados similares con un 66,7% (Fernandez, 2007).

Resultados menores a los nuestros se encontraron en varias localidades tanto nacionales
como internacionales, en la ciudad de Loja se encontr6 un porcentaje del 42% para
Campylobacter spp (Nufez 2015). En Chile dos estudios de 30,87% (Escobar 2009) y 38,1%
(Jara, 2006). En Perl mediante una investigaciéon en la flora amazénica obtuvieron un
resultado del 25% de aislamiento de Campylobacter spp (Tresierra, et al 2006), en granjas
escogidas al azar en la ciudad de Iquitos — Peru se obtuvo un resultado de 44% de efectividad
(Tresierra, et al 1995).

En los dltimos afios las especies Campylobacter han aumentado como una causa comun de
gastroenteritis en seres humanos, considerada como el primer agente de cuadros de diarrea
en paises desarrollados y la segunda causa principal de muerte entre nifios menores de 5
afos de edad en paises en desarrollo (Fernandez, et al 2005; Vasco, et al 2014; Fernandez,
et al 2007). En un gran numero de paises industrializados se especifica que la infecciones por
Campylobacter spp son mucho mas frecuentes que por Salmonella, Shigella o E. coli (AESAN,
2012). En USA e Inglaterra se registran que Campylobacter se aisla con mayor frecuencia
gue Salmonella y Shigella. En Dinamarca Campylobacter constituye la causa mas comun de
enfermedad diarreica transmitida por alimentos. En América latina la realidad es diferente, ya
que el diagnéstico de Campylobacter depende de la regién y del origen de la poblacion
estudiada, predomina bacterias como E. coli y Shigella cuando se estudian pacientes con

enfermedades diarreicas (ISPC, 2014).
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Los subproductos de aves son reconocidos como uno de los principales vehiculos de
transmision alimentaria, la manipulacion de éstos es una factor importante de riesgo para la
contaminacién de seres humanos ya que se ha demostrado que lotes de esta carne poseen
colonias de Campylobacter principalmente la especie C. jejuni (Fernandez, et al 2005;
Shreeve, et al 2000). No existe diferencia alguna en el consumo de carne aviar respecto a su

forma de coccién (Loépez, et al 2003).

Muchas aguas superficiales estdn contaminadas con material fecal animal que contienen
Campylobacter spp. Esta bacteria puede mantenerse viva por un periodo de hasta 3 meses
en el lodo y en aguas estancadas (AESAN, 2012). Para minimizar el grado de contaminacion,
tener presente practicas de higiene como método de proteccién para evitar la contaminacion,
ya gque aquellos grupos de aves en condiciones de mayor saneamiento basico y de medidas
higiénicas intensivas presentaban una reduccién de 50% de infeccibn por Campylobacter
(Evans, et al 2000; Fernandez, 2011).

El alto porcentaje de contaminacion por Campylobacter en nuestros resultados se atribuye al
habito de coprofagia y el nivel de sanidad de crianza, las muestras se las adquirié en grupos
de gallinas encerradas en un solo patio ayudando a la proliferacion de Campylobacter de casi

todas las gallinas.

En nuestro estudio luego del aislamiento de Campylobacter se procedio a la determinacion de
la especie. La especie predominante en la presente investigaciéon fue C. jejuni con una taza
de 90.24% (37/41) dato que se correlaciona con el obtenido en Argentina con un 92.8%
(Lépez, et al 2003).

En Loja se reportd que C. jejuni se aislé con un porcentaje de 78% (Nufiez, 2015). En otro
estudio en ésta ciudad se mostraron resultados igualmente inferiores con 68.8% (Simaluiza,
et al 2015), en Argentina, se determind una taza de 65.38 % en relacion con otras especies
(Notario, et al 2011). Chile ha sido pionero en la investigacién sobre aislamiento de estas
especies, tanto asi que en diferentes estudios se reporté un porcentaje de 63.04% (Escobar,
2009), asi mismo se encontr6 en el sur de Chile que C. jejuni predomina con 26.7%
(Fernandez, et al 2007). En la ciudad de lquitos — Pert con 61% (Tresierra, 1995), todos estos
datos de diferentes paises indican un porcentaje menor de aislamiento de la especie C. jejuni

en relacién con los encontrados en nuestro estudio.
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La otra especie identificada en nuestra investigacién fue C. coli con un porcentaje del 9.75%
que es menor a los porcentajes encontrado en Loja con 22% (Nufiez, 2015), y 31.2%, en

muestras de higados de pollo para consumo humano (Simaluiza, et al 2015).

Se ha reportado en diferentes estudios una incidencia mayor de la presencia de C. coli en
comparacion a nuestro estudio. Chile reporté un porcentaje para C. coli de 34.78% (Escobar,
2009). En cambio que en el sur de Chile se encontré 18.3% (Fernandez, et al 2007). En la

ciudad de Iquitos — Perd con un 38% (Tresierra, et al 1995).

En varios estudios se han descrito que la especie colonizadora en las gallinas en mayor
porcentaje es C. jejuni entre 65-95% de los casos seguido con menor frecuencia por C. coli y
rara vez por otras especies (Fernandez, et al 2007; AESAN, 2012; Terzolo, 2010; ISPC, 2014).
En relacion a este dato significativo queda claro que el resultado de nuestro estudio se
encuentra dentro de los porcentajes de referencia que se describen por varios investigadores.
Solo queda afirmar que C. jejuni es la especie que se aisla con mayor frecuencia de las dos

especies comunmente conocidas.

En cuanto al origen de la enfermedad en el hombre se describe que C. jejuni y C. coli son los
primeros agentes de enfermedades diarreicas, C. jejuni se le atribuye el 85% de los casos y
15% para C. coli (Fernandez, et al 2007; Moore, et al 2005; Fernandez, 2011; Cervantes, et
al 2007).

Trabajos de investigacion y de prevenciéon de Campylobacter en México resaltan a C. jejuni
como problema de gran impacto social gracias a su estrecha relacién con la provocacion del
sindrome Guillain-Barré, varios estudios demostraron que los pacientes que padecian este
sindrome era por que anteriormente habian estado infectados por C. jejuni (Hernandez, et al
2013). Se cree que C. jejuni provoca dos tipos de diarreas: la inflamatoria que se asocia con
fiebre, moco y sangre en la materia fecal y la diarrea sin inflamacién con excremento acuoso
(Cervantes, et al 2007).

El conocimiento de las especies prevalentes y la identificacion de las cepas aisladas nos
ayudan a informarnos sobre la epidemiologia y permitirnos relacionarlo con las fuentes de
contagio y el modo de transmision. Existen pruebas genotipicas que permiten realizar una
mejor caracterizacion de las cepas, dejando de lado aquellos métodos convencionales de

tipificacion basados en pruebas bioquimicas (Rivera, et al 2011).

Para poder corroborar los datos obtenidos en cuanto a la diferenciacion de la especie por
medio de la hidrolisis del hipurato éstos se confirmaron mediante el método de reaccién en

cadena de la polimerasa (PCR-MULTIPLEX). En el andlisis molecular se puede observar las
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bandas de pesos moleculares que identifican al género y a ambas especies de
Campylobacter. El peso molecular para Campylobacter es aproximadamente de 816 pb, C.
jejuni 162 pb y para C. coli 502 pb (Yamasaki, et al 2007) (Figura 4).

M Cj Cc M1 M2 M3 M4 M5 M&e M7 M3 M9 M10 M11 M12 M13 M14 M15 Ml6 B

=
ey el tay v —
Genero Campylobocter — - ~ ~ | ot H L N b dl T
(816 pb) _— - et —
C. coli {502 pb)

C. jejuni (162 pb}

Figura 4: Electroforesis de productos de PCR de Campylobacter; M= marcador de peso molecular 100 pares de
base; Cj= control C. jejuni; Cc= control C. colii; M1-M16= muestras estudiadas; B= blanco. Observado en gel de
agarosa al 1.5%
Fuente: El Autor

El ensayo de PCR-MULTIPLEX como técnica molecular para la identificacion de especies de
Campylobacter proporciond resultados verdaderos y confiables que confirman los resultados
de las pruebas bioquimicas. El ensayo de PCR-MULTIPLEX se describe como un estudio
adicional que confirma el pobre poder diferencial de las pruebas bioquimicas que se basan en
las caracteristicas metabolicas (Yamasaki, et al 2007) requiere primeramente la extraccion de
ADN de las muestras y posteriormente se complementa con una electroforesis en gel de
agarosa (Denis, et al 1999; OIE, 2008). Varios autores concuerdan en que el método
convencional de cultivo para aislamiento de Campylobacter lleva mucho tiempo y es muy
laborioso, a diferencia de PCR que es un método rapido, sensible y adecuado para la
detecciéon de Campylobacter en muestras masivas de aves de corral (Bang, et al 2001,
Yamasaki, et al 2007; Linton, et al 1996).

Diferentes investigadores de varios paises de Sudamérica motivados por el comportamiento
de Campylobacter frente a diferentes antimicrobianos encontraron cepas tanto de origen
humano como animal que son resistentes a eritromicina, ampicilina y a quinolonas, siendo

ésta Ultima con una mayor resistencia de 60% (Fernandez, 2011).

Se determiné la resistencia/sensibilidad del género Campylobacter frente a 6 diferentes

antimicrobianos que a continuacion se detallan los resultados (Grafico 1).
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Susceptibilidad Antimicrobiana de Campylobacter
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Grafico 1: Susceptibilidad Antimicrobiana de Campylobacter frente a Ciprofloxacino, Eritromicina,
Amoxicilina/Acido Clavulanico, Ampicilina y Gentamicina
Fuente: El Autor.

Se observaron resistencia para ciprofloxacino de 82.92%, ampicilina y eritromicina 12.19% y
7.31%, gentamicina 4.87% y amoxicilina/acido clavulanico 2.43%. Nuestro porcentaje de
resistencia se relaciona con datos publicados en la ciudad de Loja en donde se registré 100%
de resistencia para ciprofloxacino, en cuanto a los demas antibidticos no se reporto resistencia
excepto ampicilina la cual se encontré6 22% de resistencia, casi el doble a lo obtenido en
nuestro estudio (NUfez, 2015). Estudios que se han realizado en muestras de higados de
pollo para el consumo humano mostro resistencia de 93.8% para ciprofloxacino, ampicilina
25%, eritromicina 12.5% superando la resistencia encontrada en nuestro estudio (Simaluiza,
et al 2015).

A nivel Latinoamericano, en Argentina se presentan dos resultados que dependen del lugar
de muestreo, las muestras de materia fecal de gallinas pertenecientes a establecimientos
industriales mostraron resistencia del 100% para ciprofloxacino, mientras que en las que se
recolectaron en gallinas de granjas avicolas familiares presentaron apenas un 38.9% de
resistencia (Notario, et al 2011). Chile pionero en este tipo de investigaciones presenta una

resistencia a ciprofloxacino de 58.2% y para eritromicina 1.8% (Gonzales, et al 2013).

Estudios realizados en Irlanda sobre susceptibilidad de Campylobacter se utilizo
ciprofloxacino para comprobar la actividad antimicrobiana, el resultado fue una menor
resistencia para ciprofloxacino con porcentaje de 17.9%, para ampicilina fue de 44.9%, muy
por encima en comparacion con nuestro dato, la resistencia de la eritromicina
aproximadamente es similar con 10.25% (Fallon, et al 2003).
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Susceptibilidad Antimicrobiana de Campylobacter jejuni
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Gréfico 2: Susceptibilidad Antimicrobiana de Campylobacter jejuni frente a Ciprofloxacino,
Eritromicina, Amoxicilina/Acido Clavulanico, Ampicilina y Gentamicina
Fuente: El Autor.

En cuanto a la especie se obtuvo para C. jejuni resistencia de 81.08% para ciprofloxacino,
eritromicina 5.40%, amoxicilina/acido clavulanico 2.70%, para ampicilina 13.51% y 5.40% de
resistencia para gentamicina (Grafico 2). Nuestros resultados para C. jejuni se relacionan con
los obtenidos en la ciudad de Loja con 90.9% de resistencia para ciprofloxacino, eritromicina
9.1%, ampicilina 27.3% (Simaluiza, et al 2015). Chile con 67.2% de resistencia para
ciprofloxacino (Mata, 2013), 42.3% para ciprofloxacino y eritromicina 7.6% (Gatica, 2013), en
Costa de Marfil 38.5% para ciprofloxacino, eritromicina 17.9% y gentamicina 7.7% de
resistencia (Goualié, et al 2012). En Australia como en Grecia no se encontro resistencia para
ciprofloxacino ni para eritromicina pero si para ampicilina con 17.6% (Miflin, et al 2007), y 50%
(Marinou, et al 2012).
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Susceptibilidad Antimicrobiana de Campylobacter coli.
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Grafico 3: Susceptibilidad Antimicrobiana de Campylobacter coli frente a Ciprofloxacino,
Eritromicina, Amoxicilina/Acido Clavulanico, Ampicilina y Gentamicina
Fuente: El Autor.

En nuestro estudio C. coli presentd resistencia de 100% para ciprofloxacino y 25% para
eritromicina (Grafico 3), los cuales son similares a los encontrados en Loja con 100% de
resistencia para ciprofloxacino y eritromicina 20% (Simaluiza, et al 2015). En Chile 100% de
resistencia para ciprofloxacino (Mata, 2013), resultados menores de resistencia se
encontraron en Costa de Marfil con 43.2% para ciprofloxacino y eritromicina 8.1% (Goualié,
et al 2012). Chile con 42.8% para ciprofloxacino y eritromicina 7.1% (Gatica, 2013). Y el Gnico
resultado menor en comparacion a los demés fue de 11.8% de resistencia para ciprofloxacino
(Rivera, et al 2011).

En el aflo 2002 en Dinamarca decrecid significativamente el uso de fluoroquinolonas en la
produccion de pollos, como resultado ese afio no se aisl6é cepas de Campylobacter resistentes
a fluoroquinolonas (Gonzales, et al 2013). Para reducir la resistencia de Campylobacter se ha
recomendado no utilizar éstos antimicrobianos en animales con fines profilacticos (Rivera, et
al 2011).

Desde la década de los afios 50 se observo que los antibiéticos no solo tenian efectos

terapéuticos sino que también actuaban como promotores de crecimiento en animales sanos

(Rubio, et al 2014). Como resultado varias publicaciones han asociado el aumento de la

resistencia de Campylobacter a fluoroquinolonas con la introduccién de estos farmacos en la

industria avicola (Gonzales, et al 2013). Otras formas de resistencia se generan por

mutaciones puntuales en genes que determinan cambios en la ADN girasa, las bombas de
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eflujo y por dltimo la disminucion de la permeabilidad de la membrana celular (Cordiés, et al
1998; Gonzales, et al 2013; Notario, et al 2011).
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CONCLUSIONES

De las 60 muestras analizadas el 68,33% (41/60) resultaron positivas para el género
Campylobacter, 90,24% (37/41) corresponden a C. jejuni y el 9,75% (4/41) restante a
C. coli.

Campylobacter spp. es resistente a ciprofloxacino 82.92%, eritromicina 7.31%,
amoxicilina/acido clavulanico 2.43%, ampicilina 12.19% y para gentamicina 4.87%.
Campylobacter jejuni es resistente para ciprofloxacino 81.08%, eritromicina 5.40%,
amoxicilina/acido clavulanico 2.70%, ampicilina 13.51% y gentamicina 5.40%.
Campylobacter coli es resistente para ciprofloxacino 100% y eritromicina 25% vy

sensible 100% para amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina y gentamicina.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda ampliar con los estudios de susceptibilidad antimicrobiana para
Campylobacter aisladas en aves de corral en diferentes puntos del pais con la finalidad
de obtener datos que ayuden a entender proximas investigaciones sobre el tema 'y
poder facilitar el tratamiento adecuado a pacientes infectados.

Establecer la prevalencia de Campylobacter en aves de corral y sus subproductos
destinados al consumo humano para identificar los posibles reservorios y focos de
infeccion.

Incorporar el diagnéstico rutinario de Campylobacter en muestras fecales de humanos,
animales mamiferos y aves de corral en diferentes establecimientos microbiolégicos,
como agente causal de enfermedades diarreicas.

Comunicar a los establecimientos de crianza familiares como industriales sobre el
abuso de antibidticos utilizados en el sector avicola, reducir al maximo el uso de
antibiéticos por su estrecha relacion a la resistencia bacteriana.

Facilitar informacién sobre medidas de sanidad durante la crianza de pollos y durante
el proceso de evisceracion ya que el nivel de contaminacién de Campylobacter esta

relacionado con el nivel de saneamiento del lugar de crianza.
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A A

PROTOCOLOS
Anexo 1: Preparacion del medio de cultivo Butzler (volumen total 500 ml)

Pesar 12.5 gr de caldo Nutriente N° 2, 5 gr de extracto de levadura y 8 gr de agar agar
y colocar todo dentro de un frasco estéril

Adicionar 470 ml de agua destilada

Ajustar a PH 6.9

Esterilizar en autoclave por calor himedo a 121 C y una atmosfera de presién
Preparar el antibiético Campylobacter Selective Supplement Butzler adicionando 5ml
de agua estéril para inyeccién y homogenizar

Adicionar el contenido del vial al medio de cultivo cuando éste se encuentre a 50 C y
agitar

Agregar 25 ml de sangre al medio de cultivo a homogenizar

Dispensar en cajas Petri pequefias y esperar que el medio se solidifique, guardar a -
4°C
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Anexo 2: Preparacion de Medio TEC (volumen final 250ml)

Pesar 6.2 g de caldo Nutriente N° 2, 2.5 g de extracto de levadura y 0.3 gr de agar
agar y colocar todo dentro de un frasco estéril

Adicionar240 ml de agua destilada

Ajustar a PH 6.9

Esterilizar en autoclave por calor humedo a 121 C°y una atmosfera de presion por 20
minutos

Preparar el antibiético Campylobacter Selective Supplement Butzler adicionando 5ml
de agua estéril para inyeccién y homogenizar

Adicionar 2.5 ml del contenido del vial al medio de cultivo cuando éste se encuentre a
50° C y agitar

Agregar 7.5 ml de sangre al medio y homogenizar

Dispensar en tubos estériles y guardar a -4°C
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Anexo 3: Aislamiento de Campylobacter spp

Inocular la muestra en un extremo de la caja Petri con el medio de cultivo Butzler.
Estriar la muestra por el método de agotamiento.

Incubar las cajas invirtiéndolas en jarras que contiene sobres de anaerobiosis por un
periodo de 48 horas a 42° C.

Transcurrido las 48 horas realizar tincién de Hucker a las colonias sospechosas.
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Anexo 4: Tincion de Hucker

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

Colocar sobre el frotis una gota de colorante de violeta cristal 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 con el lente de 100X.
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Anexo 5: Método de Filtracién en Membrana de Nitrocelulosa de 0.45 um

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

Colocar el filtro de membrana de nitrocelulosa sobre las placas de medio selectivo
Butzler.

Colocar los 200 pl de la disolucion sobre el filtro con una micropipeta, esperar hasta
gue se complete la filtraciébn por un tiempo minimo de 30 minutos.

Retirar el filtro con la ayuda de pinzas estériles.

Incubar las placas de forma invertida en una atmdsfera de microaerofilia a 42° C
durante 48 horas.

Verificar la pureza de las cepas mediante una tincién de Hucker.
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Anexo 6: Identificacién Bioquimica,

Hidrdlisis del Hipurato

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

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

Incubar en bafio Maria a 37°C por un periodo de dos horas.

Agregar 200 pl de solucion ninhidrina y reposar 10 minutos mas en el bafio Maria.
Lectura de resultados: Positivos: Coloracion azul — violeta intenso, Negativo:

Coloracion azul tenue o ausencia de color.
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Anexo 7: Extraccion de DNA de Células Cultivadas

Materiales y equipos:

Microcentrifuga de 13000 x g

Tubos de 1,5 mL para microcentrifuga.

Bafio Maria, bloque de calor o incubadora a 80 °C y 37°C.
Isopropanol

Etanol al 70%.

Bafio Maria, bloque de calor o incubadora a 65°C (opcional).

PROCEDIMIENTO:

© N o o

10.
11.

12.

13.

Afadir 1 ml de un cultivo de una noche a un tubo de 1,5 ml de microcentrifuga.
Centrifugar a 13,000-16,000 x g durante 2 minutos para sedimentar las células.
Eliminar el sobrenadante.

Anadir 600ul de Nuclei Lysis Solution. pipetear suavemente hasta que se vuelven a
suspender las células.

Incubar a 80 ° C durante 5 minutos para lisar las células; a continuacion, enfriar a
temperatura ambiente.

Anadir 3ul de RNase Solution al lisado celular. Invierta el tubo 2-5 veces para mezclar.
Incubar a 37 ° C durante 15-60 minutos. Enfriar la muestra a temperatura ambiente.
Agregar 200ul de Protein Precipitation Solution al lisado celular tratado con RNasa.
Dar Vortex vigorosamente a alta velocidad durante 20 segundos para mezclar la
Protein Precipitation Solution con el lisado celular.

Incubar la muestra en hielo durante 5 minutos.

Centrifugar a 13,000-16,000 x g durante 3 minutos.

Transferir el sobrenadante que contiene el ADN a un tubo de 1,5 ml de microcentrifuga
limpio que contenga 600ul de isopropanol a temperatura ambiente.

Nota: Algunos sobrenadante puede permanecer en el tubo original que contiene los
pellets de proteina. Dejar este liquido residual en el tubo para evitar la contaminacion
de la solucion de ADN con la proteina precipitada.

Mezclar suavemente por inversion hasta que las hebras de hilo de ADN formen una
masa visible.

Centrifugar a 13,000-16,000 x g durante 2 minutos.
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14.

15.

16.

17.

18.

Vierta cuidadosamente el sobrenadante y drene el tubo sobre papel absorbente limpio.
Anadir 600yl de etanol al 70% a temperatura ambiente y suavemente invierta el tubo
varias veces para lavar el sedimento de ADN.

Centrifugar a 13,000-16,000 x g durante 2 minutos. Y aspirar cuidadosamente el
etanol.

Drene el tubo sobre papel absorbente limpio y deje que el precipitado se seque al aire
durante 10-15 minutos.

Afadir 100 pl de solucién de rehidratacion de ADN en el tubo y rehidratar el ADN
mediante incubacion a 65 ° C durante 1 hora. Periédicamente mezclar la solucion
golpeando suavemente el tubo. Alternativamente, rehidratar el ADN mediante la
incubacion de la solucién durante la noche a temperatura ambiente o a 4 ° C.
Almacenar el ADN a 2-8 ° C.

PCR — MULTIPLEX

10X(ul)

COMPONENTES 1X (ul) 10
BUFFER 5,00 50,00
dNTPs 0,50 5,00
Cl2mMg 1,50 15,00
Primers:
C412F 0,05 0,50
C1228R 0,05 0,50
C-1 0,05 0,50
C-3 0,05 0,50
CC18F 0,05 0,50
CC519R 0,05 0,50
CU61F 0,05 0,50
CU146R 0,05 0,50
MG3F 0,05 0,50
CF359R 0,05 0,50
CLF 0,05 0,50
CLR 0,05 0,50
HYO1F 0,05 0,50
HYOFET235R 0,05 0,50
TAQ 0,125 1,25
H20 16,17 161,7
DNA 1,00

25,00 240,0
VOLUMEN
FINAL 2500
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Condiciones del termociclador

Condiciones: Temperatura Tiempo N°
(°C) (minutos) ciclos
Desnaturalizacién

inicial 94 2 1

Desnaturalizacion 94 0,4
Anillamiento 54 1.4 30

Extension 72 1

Extension final 72 5 1
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ANEXO 8: Electroforesis en Gel de Agarosa al 1.5%

Para preparacion de un gel de 35 ml

© N o O»

10.

11.
12.
13.

Pesar 0.525 g de Agarosa UltraPure™ de Invitrogen y colocar en un vaso de
presipitacion de 50 ml.
Adicionar en una probeta 3,5 ml de buffer TBE 10X y 11.6 ml de gel red y
aforar a 35 ml.
Adicionar la solucién anterior al vaso que contiene la Agarosa.

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

Verter la solucion en la bandeja para electroforesis.

Colocar la peineta para la formacién de los pocillos.

Retirar la peineta cuando se haya solidificado el gel.

Colocar la bandeja que contiene el gel en la cubeta para electroforesis
horizontal.

Llenar la cubeta con el buffer TBE 1X hasta cubrir completamente el gel.
Adicionar 1l del marcador de peso molecular y 2 ul de los productos de PCR
Multiplex (controles y muestras).

Tapar la cubeta conectando a la fuente de poder Enduro™ marca Labnet.
Programar la corrida por 45 minutos a 120 volt y 300 mA.

Revelar el gel mediante luz UV a 300 nm en el Transluminador UV Labnet.
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Anexo 9: Determinacion de la Actividad Antimicrobiana

Colocar una asada del cultivo puro en 1 ml de solucién fisiologica hasta tener una
turbidez de 0.5 en la escala de McFarlan y dar vortex.

Sembrar mediante la técnica de hisopado continuo en medio de cultivo Mueller Hinton
enriquecido con 5% de sangre a un ph de 7.

Colocar los discos de antibi6ticos con una distancia de 2 cm de distancia de cada uno

e incubar de forma invertida a 42° C por 48 horas en atmaosfera de microaerofilia.

55



o g s> w N ke

Anexo 10: Crioconservacion de Muestras

Tomar con un hisopo estéril las colonias puras de un cultivo fresco.
Inocular asépticamente el hisopo dentro del criotubo CRIOBANK™
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
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