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RESUMEN

La campilobacteriosis es una enfermedad que afecta al tracto gastrointestinal, ocasionada
generalmente por C. jejuni y C. coli. Se analizaron 116 cepas de Campylobacter (87 C. jejuni
y 29 C. coli) procedentes de heces de humanos y reservorios animales (vacas, cerdos, perros
y gallinas). Las cepas se subtipificaron por PCR — RFLP del gen flaA; la digestién con la
enzima de restriccion Ddel generd 56 patrones genéticos diferentes. El nimero de patrones
identificados fueron: humanos (22), vacas (11), cerdos (4), perros (7) y gallinas (19). Se
observaron patrones idénticos entre cepas procedentes de los reservorios animales y
humanos, asi como diferentes perfiles de susceptibilidad a fluoroquinolonas en cepas con
iguales patrones genéticos. Estos resultados sugieren que existe una diversidad de cepas de
C. jejuni y C. coli importante, cuya transmision es dinamica hacia el ser humano a partir de
los reservorios animales estudiados, ademas de la diseminacion de cepas que han adquirido
resistencia a fluoroquinolonas. Las fuentes y vias de transmisién de Campylobacter son poco
conocidas en Ecuador, planteandose determinar si existe una posible relacion epidemiolégica

entre las cepas de estudio.

Palabras clave: Campylobacter, RFLP, fluoroquinolonas, vias de transmision.



ABSTRACT

Campylobacteriosis is a disease that affects to the gastrointestinal tract, caused generally by
C. jejuni and C. coli. 116 strains of Campylobacter (87 C. jejuni and 29 C. coli) from feces of
humans and from animal reservoirs (cows, pigs, dogs and chickens) were analyzed. The
strains were subtyped by PCR — RFLP of flaA gene; digestion with the restriction enzyme Ddel
resulted in 56 different genetic patterns. The number of identified patterns were: humans (22),
cows (11), pigs (4), dogs (7) and chickens (19). Identical patterns were observed between
strains from animal reservoirs and humans, as well as different susceptibility profiles to
fluoroquinolones in strains with the same genetic patterns. These results suggest that exist an
important diversity of strains of C. jejuni and C. coli, whose transmission is dynamic towards
the human from animal reservoirs studied, as well as the dissemination of strains that have
acquired resistance to fluoroquinolones. The sources and transmission pathways of
Campylobacter are little known in Ecuador, considering determining if there is a possible

epidemiological relationship between the studied strains.

Key words: Campylobacter, RFLP, fluoroquinolones, transmission pathways.



INTRODUCCION

La campilobacteriosis es una infeccién intestinal ocasionada por especies del género
Campylobacter, de las cuales C. jejuniy C. coli son los agentes productores de la enfermedad
mas frecuentemente aislados, con reportes de tasas de incidencia de un 90% y 10%
respectivamente en paises de todo el mundo (Gillespie et al., 2002). No obstante, también se
ha evidenciado que C. coli puede llegar a ser mas prevalente en paises Latinoamericanos
(25%) que en paises industrializados (5 — 10%), quizas por el hecho de que exista una
poblacion portadora sana significativa, la cual constituye un riesgo para la transmisién de
estas especies, siendo la poblacion infantil la de mayor riesgo de adquirir la enfermedad
(Fernadndez, 2011; Havelaar et al., 2009).

La gastroenteritis producida por estas bacterias se manifiesta generalmente de forma leve,
cursando con una diarrea, dolor abdominal y malestar general que no se extienden por mas
de una semana. En casos mas severos, los sintomas pueden manifestarse de manera
abrupta, a menudo con dolor abdominal intenso seguido de una diarrea profusa que puede
contener moco y/o sangre, fiebre, nduseas, vomito, dolor de cabeza, mialgia y rigidez. La
enteritis inflamatoria que se origina puede afectar el colon y el recto evidenciandose sangre
en las heces, lo que indica la progresion de la infeccion hacia estos lugares (Blaser & Engberg,
2008; Allos & Lastovica, 2011).

Campylobacter inicia su proceso de colonizacion en el intestino delgado, la motilidad que le
confiere el flagelo le permite trasladarse y colonizar otras zonas como el colon (Black et al.,
1988); la invasién celular ocurre con mayor facilidad mediante la produccién de citotoxinas
capaces de inducir apoptosis; también se ha observado que presenta mecanismos implicados

en la evasion de la respuesta inmune (van Deun et al., 2007; Jin et al., 2001).

Pese a que la alta prevalencia de estos patdégenos ha sido demostrada en muchos estudios,
el reporte de brotes de campilobacteriosis es bajo en relacién a otros enteropatégenos con
frecuencias de aislamiento similares o incluso inferiores. Esto puede explicarse debido a que
en muchos de los casos el individuo afectado pasa por el proceso infeccioso de manera casi
asintomatica, o con sintomatologia leve por lo que no acuden a un centro de salud, ademas,
muchos casos de campilobacteriosis son atribuidos a otros agentes etioldgicos. Es por ello,
gue se estima que entre un 3 — 5% de las campilobacteriosis llegan a ser reconocidos como
brotes, en relacién con porcentajes mayores de otros patégenos entéricos como Salmonella
sp. (Ethelberg, Olsen, Gerner & Molbak, 2004).

La campilobacteriosis ocasionada por C. jejuni o por C. coli, puede ser adquirida mediante la
ingesta de alimentos contaminados, especialmente alimentos carnicos, el agua contaminada

con estas bacterias actia como un vehiculo importante en su transmision; el contacto directo
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con animales portadores de las mismas los cuales expulsan las bacterias en sus heces, ya

sean animales silvestres o de compafiia son un importante factor de riesgo (Lastovica, 2006).

En las infecciones por Campylobacter spp. suelen darse diarreas autolimitadas que en la
mayoria de los casos no es necesario aplicar un tratamiento farmacolégico, sin embargo si
son requeridos cuando la infeccion afecta a individuos inmunosuprimidos, se presenten
cuadros clinicos mas graves y/o persistentes, o se den infecciones por Campylobacter a nivel
extraintestinal (Allos, 2001). Los antibioticos de eleccion en el tratamiento de la
campilobacteriosis son los macrolidos en primera linea y las fluoroquinolonas como segunda
opcion. No obstante, las tasas de resistencia a estos antimicrobianos van en aumento, lo que
complica el tratamiento empirico de esta enfermedad (Luangtongkum et al., 2009; Aarestrup
& Engberg, 2001).

En los ultimos afios se ha realizado un gran avance en los procesos de estandarizacion de
metodologias tanto de aislamiento como de identificacion de Campylobacter a partir de
muestras clinicas, sin embargo, debido a las caracteristicas intrinsecas del mismo género es
necesario continuar con esta labor. En su reconocimiento se emplea el estudio macroscépico
de las colonias y microscopico de la morfologia bacteriana y caracteristicas de tincion. Para
su aislamiento suelen ser necesarios medios de cultivo selectivos, y a partir de las colonias
sospechosas se les puede realizar pruebas bioquimicas para una identificacion presuntiva
por sus caracteristicas fenotipicas, finalmente la identificacion y trabajo con técnicas

moleculares permite obtener datos de gran interés (Lastovica, 2006; Vandamme et al., 2005).

El analisis de polimorfismos en la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP por sus
siglas en inglés, Restriction Fragment Length Polymorphism) se emplea como un marcador
molecular en el analisis genético de muchos microorganismos. Se basa en la amplificacién
de un gen mediante el uso de la técnica molecular Reaccion en Cadena de la Polimerasa o
PCR (Polymerase Chain Reaction), para luego mediante el uso de enzimas de restriccion,
obtener fragmentos de distintas longitudes. La tipificacion del gen de la flagelina (flaA) ha
demostrado ser de gran utilidad en investigaciones epidemioldgicas llevadas a cabo con C.
jejuni y C. coli (Wassenaar & Newell, 2000). La diferencia de tamafios de los fragmentos
obtenidos viene dada por la variabilidad en la distribucién de los lugares de restriccion
presentes en el gen flaA de las distintas cepas en estudio, obteniéndose un patrén de bandas

caracteristico de cada cepa (Harrington, Moran, Ridley, Newell & Madden, 2003).

Es asi, que el objetivo de este trabajo es estudiar la diversidad genética mediante la técnica
de subtipificacion RFLP del gen flaA a partir de cepas de C. jejuni y C. coli procedentes de
muestras de humanos y de diferentes reservorios animales en la ciudad de Loja, con el fin de

establecer una posible relacion epidemioldgica.
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1.1. Taxonomia de la Familia Campylobacteraceae

Puede decirse que la primera descripcion mas acertada sobre especies del género
Campylobacter fue realizada en 1906 por McFadyean y Stockman, quienes describieron
bacterias con una morfologia curva que podian aislarse con frecuencia a partir de fetos
abortados de ganado ovino (Butzler, 2004).

En 1919, Smith y Taylor encontraron un microorganismo que ocasionaba abortos en bovinos
y relacionaron esta bacteria al bacilo curvo de McFadyean y Stockman, dandole el nombre
de Vibrio fetus (Smith, 1919). En 1931, se aislaron de heces de terneros, bacilos curvos y
microaerofilos comprobandose que existia una relacion causal entre la presencia de estas
bacterias y la diarrea que presentaban los animales. Sin embargo, debido a pequefias
diferencias morfolégicas se descarté que fuera V. fetus y se le otorgd el nombre de V. jejuni
(Jones, Orcutt & Little, 1931). Mas tarde, Doyle (1948) aislé a partir del intestino de cerdo con
disenteria bacterias similares a las descritas anteriormente y propuso denominarla V. coli
(Doyle, 1948).

Sebald y Veron (1963), observaron en sus estudios que estas bacterias curvas (V. fetus y V.
bubulus) llamadas hasta ese momento vibrios, presentaban a nivel de ADN gendémico una
menor composicion en bases G+C, ausencia de metabolismo de caracter fermentativo y un
crecimiento bajo condiciones de microaerofilia. Estas caracteristicas las hacia bacterias
notablemente diferentes a otras especies del género Vibrio, lo que permitié reclasificarlas en

un nuevo género conocido (hasta la actualidad) como Campylobacter (Sebald & Veron, 1963).

En 1973, Veron y Chatelain instauraron las bases del actual sistema de clasificacion y
propusieron los nombres Campylobacter coli, Campylobacter jejuni, Campylobacter sputorum
y Campylobacter fetus (Veron & Chatelain, 1973). Mediante el empleo de pruebas
bioguimicas y serolégicas, asi como el estudio del contenido de G+C en el ADN bacteriano,
otras especies microaerdfilas reconocidas como vibrios fueron reclasificadas como
Campylobacter spp. (Veron & Chatelain, 1973), y con los afios se sumaron nuevas especies

y subespecies descritas.

En la siguiente década la agrupacién de Campylobacter a otros géneros se realizé basandose
en similitudes morfologicas o fisiolégicas, pero aun no se habian establecido relaciones

filogenéticas, lo que dio paso a continuas reclasificaciones de las especies (Krieg, 1984).

Carl Woese (1987) dio a conocer el término “cronémetro molecular’ un concepto que hacia
referencia al estudio comparativo de genes ampliamente distribuidos entre diversos

organismos, pero funcionalmente conservados (destacandose la subunidad 16S del ARNr
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bacteriano) pero que varian gradualmente a través del tiempo para adaptarse a los cambios
del ambiente. Es asi que en 1989, el estudio del ARNr combinado con rasgos fenotipicos
particulares permitié nuevas reclasificaciones, un claro ejemplo es la apariciéon del género
Helicobacter, al cual algunas especies como C. pylori o C. mustelae fueron renombradas y

transferidas a éste nuevo género (Goodwin et al., 1989).

Entrada la década de los 90, Vandamme y De Ley (1991) propusieron el género Arcobacter,
empleando el concepto descrito con anterioridad. Fueron incluidas especies que habian sido
clasificadas como Campylobacter (A. nitrofigilis, A. cryaerophilus, A. skirrowii y A. butzleri).
Ambos géneros presentaban muchas caracteristicas fenotipicas y genotipicas muy similares,
lo que a su vez los hacia diferentes de otros géneros dando lugar a su agrupacién en una

nueva familia llamada Campylobacteraceae (Vandamme & De Ley, 1991).

En la actualidad se reconoce que la familia Campylobacteraceae comprende un grupo muy
diverso de especies patdgenas, comensales y de gran distribucién en la naturaleza, la cual
esta conformada principalmente por 4 géneros: Campylobacter, Arcobacter, Sulfurospirillum
y Candidatus (Lastovica, On & Zhang, 2014).

1.1.1. Género Campylobacter.

El género Campylobacter estd constituido por bacilos finos gramnegativos, curvos o con
tendencia a adoptar forma helicoidal (aunque algunas especies, como C. showae son bacilos
mas rectos), no son formadores de esporas ni productores de pigmentos. Es comun observar
al microscopio cadenas cortas de estos bacilos formando una “S” o también denominadas

“alas de gaviota” (Vandamme, Dewhirst, Paster & On, 2005).

Miden de 0.5 — 5.0 um de largo y de 0.2 — 0.8 um de ancho, son bacterias muy moéviles (a
excepcion de C. gracilis y C. hominis los cuales carecen de flagelo) cuyo movimiento tipico
es en “sacacorchos” gracias a un flagelo en posicion polar localizado en uno o ambos
extremos (C. showae tiene un haz unipolar de varios flagelos) (Vandamme & De Ley, 1991;

Lawson, On, Logan & Stanley, 2001).

La gran mayoria de las especies son microaerofilas, es decir, para poder sobrevivir requieren
cantidades de O, menores a las que estan presentes en el aire (concentraciones 6ptimas del
5-10% y de CO, de 3 — 5%), esta dependencia de cantidades reducidas de O, se debe a
gue es requerido por la enzima ribonucleétido reductasa para la sintesis de ADN (Sellars, Hall
& Kelly, 2002). No obstante, también se pueden encontrar especies anaerobias localizadas
en la cavidad oral como C. showae, C. gracilis, C. concisus, C. curvus, C. rectus, C. mucosalis,

C. sputorum y ciertas cepas de C. hyointestinalis, algunas de estas especies también



requieren una atmadsfera enriquecida en hidrogeno para su éptimo desarrollo (Lee & Newell,
2006; Vandamme & De Ley, 1991).

Dependiendo de la especie de Campylobacter los niveles de O, presentes afectaran a su
crecimiento. Sin embargo, por lo general niveles mayores al 15% son téxicos debido a la
formacion y acumulacién de radicales libres de oxigeno y peréxidos. Es asi que estas
bacterias son muy susceptibles al estrés oxidativo, lo que dificulta y encarece su aislamiento

en comparacion con otros patégenos como E. coli o0 Salmonella sp. (Lee & Newell, 2006).

La sintesis de distintas reductasas (particularmente de tipo periplasmico) les confiere la
capacidad de emplear diferentes aceptores finales de electrones ademas del oxigeno, como
son los nitratos, nitritos, sulfatos, fumarato, dimetil sulfoxido, etc. (Pittman et al., 2007; Sellars
et al., 2002). Contribuyendo a la respiracion celular y ademas a la detoxificacion de algunas
formas reactivas (oxigeno, nitrégeno) (Pittman et al., 2007). Por otra parte, la mayoria de las
especies de Campylobacter tienen actividad oxidasa (a excepcion de C. gracilis), la actividad
catalasa es débil, pero contribuye a disminuir el dafio oxidativo (Lee & Newell, 2006;
Vandamme et al., 2005).

En cuanto a su metabolismo, éstas no fermentan carbohidratos, debido a la ausencia de la
enzima fosfofructoquinasa, pero si tienen otras enzimas que participan en la oxidacién de la
glucosa y en la via de las pentosas fosfato. Siendo su fuente de energia los intermediarios
del ciclo de los acidos tricarboxilicos, y esencialmente los aminoacidos (serina, aspartato,
glutamato, prolina) (Fouts et al., 2005; Velayudhan & Kelly, 2002; Stahl et al., 2011).

Campylobacter se desarrolla a temperaturas que oscilan entre los 26 — 42°C, siendo su
temperatura 6ptima la de 37°C para la mayoria de las especies. Para especies consideradas
termotolerantes como C. jejuni y C. coli, su temperatura 6ptima es de 42°C. Su crecimiento
en medios de cultivo sélidos suplementados con sangre se evidencia mediante la formacion
de colonias pequefias de color grisaceo, no hemoliticas, con bordes lisos, circulares de 1 — 2

mm de diametro y que tienden a seguir e invadir la linea de estria (Lastovica et al., 2014).

Por otro lado, también es propio de este género el cambio de formas bacilares a cocoides
(también llamadas formas viables no cultivables (FVNC)) este cambio ocurre en cultivos
viejos, 0 como respuesta a condiciones de estrés como es la exposicion a concentraciones
de oxigeno atmosférico, temperaturas extremas o ante la ausencia de nutrientes (figura 1). El
Campylobacter en estado cocoide presenta un metabolismo respiratorio y se consideran
formas infectivas, pero que no es posible ser cultivada en los medios de cultivo disponibles

(Cappelier, Minet, Magras, Colwell & Federighi, 1999).



Figura 1. Imagenes de los diferentes estados morfolégicos de Campylobacter spp. A) Desarrollo
tipico de las colonias de Campylobacter en Agar Sangre (Autor). B) Micrografia electronica de
transmision de C. jejuni, se muestra a la izquierda la forma curva tipica flagelada y a la derecha la
forma cocoide igualmente flagelada. C) Micrografia electrénica de C. coli a partir del centro de una
colonia.

Fuente: Ng, Sherburne, Taylor & Stiles, 1985.

Elaboracion: Autor.

En el género Campylobacter se han descrito 26 especies, 2 especies provisionales y 9
subespecies, gracias a nuevos estudios la reclasificacion de algunas especies continua,
ejemplo de ello es la reclasificacion de Bacteroides ureolyticus como C. ureolyticus
(Vandamme, Debruyne, De Brandt & Falsen, 2010; Kaakoush, Castafio, Mitchell & Man,
2015).

1.1.1.1. Campylobacter jejuni.
Je.ju'ni. M. L. gen. neut. n. jejuni de yeyuno.

C. jejuni es una de las especies del género considerada como termotolerante debido a su
capacidad para desarrollarse a una temperatura de 42°C (inhibiéndose su crecimiento a
temperaturas inferiores a los 25°C). Son pequefos bacilos gramnegativos con morfologia
curva, miden de 0.2 — 0.8 um de ancho y 0.5 — 5.0 um de largo. Gracias a la presencia de un
flagelo polar en uno o ambos extremos puede desplazarse con movimiento tipico “en
sacacorchos”, considerdndose un importante factor de virulencia necesario para la
colonizacién del tracto intestinal (Fields & Swerdlow, 1999; Song et al., 2004). C. jejuni tiene
un genoma relativamente pequefio aproximadamente de 1.6 — 1.7 Mpb de ADN rico en A+T,
la proporcion de G+C oscila alrededor de 28 — 33 mol% (Vandamme, 2000; Vandamme et al.,
2005).

C. jejuni puede dar lugar a dos tipos de colonias, colonias que pueden ser planas, de color
grisaceo y traslucido, con un borde irregular y tendencia a seguir e invadir la linea de estria
sobre el agar sangre. Otro tipo de colonias, pueden observarse como pequefias colonias
redondas de 1 — 2 mm de diametro, convexas, lisas y brillantes, con un borde traslucido y un

centro mas oscuro y opaco (Arimi, Park & Fricker, 1990).



Presenta las caracteristicas mencionadas en el apartado anterior, diferenciandose del resto
de especies por tener la capacidad de hidrolizar el hipurato (Vandamme, 2000). El gen que
codifica la enzima hipuricasa solo o manifiesta C. jejuni, no obstante algunas cepas son
negativas para la prueba de hidrdélisis del hipurato, lo que imposibilita la distincion entre C.
jejuniy C. coli si solo se realizan pruebas bioquimicas (Rautelin, Jusufovic & Hanninen, 1999;
Fields & Swerdlow, 1999).

Dentro de la especie C. jejuni se reconocen dos subespecies, una de ellas es C. jejuni subsp.
jejuni y la segunda es C. jejuni subsp. doylei. Es posible diferenciarlas fenotipicamente
mediante un test de reduccién de nitratos (subsp. doylei no reduce nitratos) y de
susceptibilidad a la cefalotina (la subespecie doylei es sensible). Otras caracteristicas
destacables es la ausencia de actividad enzimética Y-glutamil transferasa y L-arginina aril
amidasa y por lo general la subespecie doylei presenta una reacciéon débil de catalasa
(Vandamme et al., 2010; Vandamme, 2000).

1.1.1.2. Campylobacter coli.
Co’li. Gr. n. colon; M. L. gen. n. coli de colon.

C. coli es muy similar a C. jejuni, también es otra de las especies del género considerada
como termotolerante por su desarrollo a 42°C, es un bacilo pequefio, curvo que mide de 0.2
—0.3umde anchoy 1.5-5.0 um de largo, que pasa a su forma cocoide rapidamente cuando
se expone a condiciones de estrés o cuando su tiempo de vida es prolongado (Ng et al.,
1985). De igual manera forma colonias de aspecto grisaceo, redondas de 1 a 2 mm de
diametro, convexas, brillantes y lisas, dependiendo de las caracteristicas del agar sangre,
éstas pueden también mostrarse planas, que siguen la linea de estria, por lo general son
cepas no hemoliticas y presentan un contenido en G+C de 31 — 35 mol% (Vandamme et al.,
2005).

Aproximadamente un 75% de las cepas de C. coli muestran resistencia a 100U/L de 5-
fluorouracilo y en comparacién con C. jejuni, es comlUn que se encuentre con mayor
frecuencia cepas de C. coli resistentes a la eritromicina (Tenover, Williams, Gordon, Nolan &
Plorde, 1985). Tanto C. jejuni como C. coli internalizan plasmidos, sin embargo, se ha
observado que la presencia de plasmidos conjugativos responsables de originar resistencia
a tetraciclina, kanamicina y al cloranfenicol son mas frecuentemente encontrados en cepas
de C. coli (Taylor & Courvalin, 1988).

Como ya se menciond con anterioridad, la diferenciacion entre C. jejuni y C. coli es
complicada sin pruebas moleculares de alta especificidad. No obstante, para minimizar los

costos se puede emplear la prueba de hidrolisis del hipurato ya mencionada, para la cual C.
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coli es negativa (siempre debe tenerse en cuenta la posibilidad de tener cepas de C. jejuni
gue no hidrolizan el hipurato) (Rautelin et al., 1999).

En cuanto a la patogenia, C. coli es agente causal de diarrea, septicemia y ocasionalmente
se han reportado casos de aborto en humanos. Esta especie estd muy bien adaptada al tracto
entérico del ganado porcino, por lo que también se han descrito casos de diarrea y/o enteritis

proliferativa en cerdos (Vandamme et al., 2005).
1.2. Campilobacteriosis

La infeccibn ocasionada por especies del género Campylobacter es conocida como
campilobacteriosis. Diversas investigaciones han reconocido que de éstas, las especies
productoras de gastroenteritis en el ser humano mas frecuentemente aisladas son C. jejuni,
con una incidencia de entre un 80 — 95% y C. coli con una incidencia del 5 — 10% (Gillespie
et al., 2002).

La gastroenteritis producida por especies termotolerantes se caracteriza generalmente por
una sintomatologia leve, la cual cursa con una diarrea leve, dolor abdominal y malestar
general. En casos mas severos, los sintomas pueden manifestarse de manera abrupta, a
menudo con dolor abdominal intenso seguido de una diarrea profusa que puede contener
moco y/o sangre (hasta 10 deposiciones diarias), fiebre, nduseas, vémito, dolor de cabeza,
mialgia y rigidez. La enteritis inflamatoria que se origina puede afectar el colon y el recto
evidencidndose sangre en las heces que indica la progresion de la infeccién hacia estos
lugares (Blaser & Engberg, 2008; Allos & Lastovica, 2011).

El periodo de incubacion puede ir de 1 a 7 dias, apareciendo los primeros sintomas
comunmente a los 2 — 4 dias post infecciéon. Tanto el periodo de incubacion como el proceso
patolégico pueden verse influenciados por la dosis infectiva, asi como por el estado
inmunolégico del individuo y de la virulencia de la cepa (Blaser & Engberg, 2008). Es posible
a partir del quinto dia desde que empezd el proceso infeccioso detectar anticuerpos séricos
dirigidos contra los antigenos de Campylobacter, con un pico maximo a las 2 — 4 semanas y
disminuyendo a lo largo de varios meses, indicando que al 4 — 5 dia el paciente empieza a
mejorar, pero aun es capaz de excretar Campylobacter en sus heces hasta por 69 dias (Black,
Levine, Clements, Hughes & Blaser, 1988).

En zonas tropicales es comun que especies de Campylobacter infecten a nifios menores de
5 afios, los cuales pueden manifestar hasta 8 episodios al afio. Sin embargo, es importante
mencionar que la mayoria de ocasiones los procesos infecciosos son inadvertidos por ser
asintomaticos. Por otra parte, en zonas templadas la enfermedad se manifiesta como una

gastroenteritis aguda la cual no se distingue del cuadro clinico originado por Salmonella spp.
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o Shigella spp. (Black et al., 1998; Blaser & Engberg, 2008). La frecuencia de casos
reportados en paises desarrollados es mas elevada que en paises en vias de desarrollo,
ocupando el primer lugar entre las gastroenteritis de origen bacteriano (Kirkpatrick & Tribble,
2011; Strachan & Forbes, 2010), las cuales a pesar de no ser consideradas como graves o
de riesgo para el paciente, si suponen una morbilidad a considerar y un coste econémico

importante (Silva et al., 2011).

El registro de brotes de campilobacteriosis es muy infrecuente, esto se debe a que las
personas afectadas que pasan por el proceso infeccioso de manera asintomatica, o con
sintomatologia leve no acuden a un centro de salud. Por otro lado, si las condiciones de la
muestra no son las adecuadas en su toma, transporte, almacenamiento y procesamiento,
sera muy dificil concluir que la causa es Campylobacter, estimdndose que entre un 3 — 5%
de las campilobacteriosis son brotes, pasando desapercibida en relacién con porcentajes
mayores de otros patdgenos entéricos como Salmonella (Ethelberg, Olsen, Gerner & Molbak,
2004).

1.2.1. Sindrome de Guillain — Barre (SGB).

El SGB es una enfermedad neurolégica caracterizada por una paralisis simétrica progresiva
de los miembros, con o sin hiperreflexia, que puede afectar a los musculos nerviosos
respiratorios y craneales, 1o que incluso puede resultar en la muerte (Van Doorn, Ruts &
Jacobs, 2008). El SGB es considerado como una enfermedad post-infecciosa, uno de los
agentes que desencadenan esta enfermedad es C. jejuni (Baker et al., 2012, Jackson et al.,
2014; Poropatich, Walker & Black, 2010). Esto se debe a una reactividad cruzada entre los
anticuerpos del huésped producidos en respuesta a la deteccion del lipooligosacarido (LOS)
presente en C. jejuni, este LOS es muy similar estructuralmente a moléculas (gangliésidos
como el GM1) presentes en las membranas axonales de los nervios motores por lo que el
sistema inmunol6gico no es capaz de discriminar entre las estructuras propias y las
bacterianas, por ello ataca a ambas ocasionando la desmielinizacion de los axones y de ahi
gue se de el SGB como tal (Steinberg & Lee, 2010).

1.2.2. Artritis reactiva (AR).

La AR se manifiesta con mayor frecuencia en adultos de 30 a 40 afios y se puede desarrollar
luego de una infeccion gastrointestinal o del tracto genitourinario. Las articulaciones como las
rodillas y los tobillos, asi como el sistema gastrointestinal y el genitourinario pueden verse
afectados. Los sintomas suelen aparecer pasado 1 mes desde el inicio del proceso infeccioso
y desaparecer al cabo de un afio, aunque no siempre es asi (Pope, Krizova, Garg, Thiessen
& Ouimet, 2007). Se ha asociado la infeccién por Campylobacter con el progreso hacia esta

enfermedad; varios estudios han reportado que individuos tras presentar sintomas
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gastrointestinales desarrollaron AR por haber comido alimentos contaminados con
Campylobacter (Bremell, Bjelle & Svedhem, 1991). Por otro lado, Pope y col. (2007), también
asociaron Campylobacter con una incidencia de AR del 1 — 5%. En otro estudio se reportd
gue el 2,86% de los pacientes infectados con Campylobacter desarrollaron AR, siendo las

especies principalmente aisladas C. jejuni y C. coli (Keithlin, Sargeant, Thomas & Fazil, 2014).
1.2.3. Meningitis.

En los seres humanos se ha documentado que C. jejuni y C. fetus subsp. fetus pueden ser
responsables de originar una meningitis. Sin embargo, es poco frecuente una meningitis por
estas bacterias, la cual se puede dar cuando la salud y el sistema inmunolégico del paciente
estdn muy comprometidos (Tsoni, Papadopoulou, Michailidou & Kavaliotis, 2013; Dronda,
Garcia, Navas & de Rafael, 1998).

1.2.4. Bacteremia.

C. jejuni, C. coliy C. fetus son las especies de Campylobacter que se relacionan con mayor
frecuencia a casos de bacteremia en seres humanos. El riesgo de bacteremia se incrementa
cuando los pacientes son de edad avanzada y/o estan inmunocomprometidos por alguna otra
enfermedad de base, como por ejemplo cirrosis hepatica, neoplasias,
hipogammaglobulinemia o SIDA (Blaser & Engberg, 2008). Bajo estas condiciones, se ha
encontrado que el 10 — 15% fallecen a los 30 dias desde el diagnéstico de la enfermedad
(Liao, Chuang, Huang, Lee & Hsueh, 2012).

1.2.5. Enfermedad intestinal inflamatoria.

El tracto gastrointestinal puede atravesar por diversas complicaciones que conducen al
padecimiento de un proceso inflamatorio crénico, como lo es la enfermedad de Crohn, ésta
se manifiesta por la apariciébn de lesiones que pueden producirse en cualquier regién del
tracto gastrointestinal. Otro ejemplo es la colitis ulcerativa, la cual se caracteriza por una
intensa inflamacion a nivel de la submucosa del colon. La complejidad de estas enfermedades
inflamatorias cronicas puede estar ligada a desequilibrios de la respuesta inmune, que a su
vez también estd vinculada a una alteracién de la microbiota gastrointestinal, factores
genéticos del individuo y a una afectacion del epitelio gastrointestinal por causas ambientales
(Man, Kaakoush & Mitchell, 2011; Mukhopadhya et al., 2011).

La infeccion por C. jejuni del tracto gastrointestinal ha sido asociada con un incremento en el
riesgo de desarrollar una enfermedad inflamatoria crénica (Boyanova et al., 2004), diversas
investigaciones mas recientes también han vinculado y demostrado una clara participacion
de C. concisus como otra especie patdogena de este género que esta asociada con estas

enfermedades (Mukhopadhya et al., 2011).
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1.3. Patogenia

Campylobacter inicia su proceso de colonizacion cuando llega al intestino delgado, para mas
tarde trasladarse hacia el colon, su sitio diana (Black et al.,, 1988). Como ya se ha
mencionado, la incidencia y prevalencia de especies patégenas de este género es bastante
elevada, no obstante se desconocen muchos detalles sobre los mecanismos de
patogenicidad a nivel molecular sobre la enfermedad como tal y las complicaciones que trae
consigo. Esto se debe a que Campylobacter spp. no comparte muchos de los factores de

virulencia encontrados en otras especies patdgenas (Guerry, 2007).

Pese a la poca informacién sobre los mecanismos moleculares por los cuales estas bacterias
actlian, se conoce que existen factores concretos que han sido ampliamente estudiados y de
los cuales cada vez se sabe mas (figura 2). Ejemplo de ello es la presencia de un flagelo,
éste permite el desplazamiento hacia el sitio diana, asi como la colonizacion del intestino
delgado; la produccién de citotoxinas que facilitan la invasion; la presencia en la membrana
externa de lipooligosacaricos y lipopolisacéridos, implicados en la resistencia al suero,

endotoxicidad y adhesion, etc. (van Deun et al., 2007; Jin et al., 2001).
1.3.1. Flagelo.

El flagelo polar de Campylobacter le confiere una potencia de desplazamiento tal, que facilita
Su paso a través de la gruesa mucosa que reviste el tracto intestinal (Ferrero & Lee, 1988),
pero también es responsable de inducir quimiotaxis, esta involucrado en la secrecién de
proteinas no flagelares de virulencia, en la autoaglutinacion, formacién de microcolonias y

evasion de la respuesta inmune innata (Guerry, 2007; Poly & Guerry, 2008).

El flagelo de Campylobacter estd compuesto por dos flagelinas homélogas con un tamafio
aproximado de 59kDa (FlaA y FlaB). El gen flaA esta regulado por el S28, el promotor de
flagelina clasico, mientras que el gen flaB esta regulado por un promotor dependiente S54, el
cual también regula los genes del cuerpo basal y de enganche del flagelo (Jagannathan &
Penn, 2005; Nuijten, van Asten, Gaastra & van der Zeijst, 1990).

Existe evidencia de que el gen flaA es necesario para el proceso invasivo de las células
epiteliales hospederas, ya que su ausencia da como resultado una reduccion casi total de la
motilidad, al contrario de lo que ocurre si se impide la expresién del gen flaB, donde no se
afecta la estructura normal del flagelo. Ademas flaA también permite la adherencia,

colonizacion del tracto intestinal y evasion de la respuesta inmune (Guerry, 2007).

Por otro lado, se conoce que la gran mayoria de las flagelinas bacterianas presentan regiones
altamente conservadas e inmunogénicas, siendo patrones moleculares asociados a

microorganismos (MAMPS) que activan la respuesta inmune innata al estar presentes en el
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organismo. El receptor tipo Toll (TLR5 especificamente) reconoce estas regiones MAMPSs y
envia sefiales para la activacién de células inmunolégicas. En la estructura de las flagelinas
de Campylobacter spp. y de otras bacterias como H. pylori, se ha evidenciado la ausencia de
estas regiones conservadas, por lo cual los TLR5 del hospedero no pueden reconocer la
presencia de las bacterias y muy probablemente es un importante mecanismo de evasién de

la respuesta inmune innata (Smith et al., 2003; Andersen-Nissen et al., 2005).
1.3.2. Toxina Citoletal de Distension (CDT).

Es una toxina sintetizada por una gran variedad de bacterias gramnegativas, por ello es la
toxina que mejor se ha podido caracterizar de las que produce Campylobacter spp. y un
importante factor de virulencia. La CDT es una holotoxina que esta compuesta por 3
subunidades codificadas por los genes cdtA, cdtB y cdtC, los cuales causan en células
eucariotas la detencion del ciclo celular en fase G2/M, evitando la entrada en mitosis y
eventualmente la muerte celular (Ge, Schauer & Fox, 2008; Ceelen, Decostere, Ducatelle &
Haesebrouck, 2006).

La participacion de los productos proteicos CdtA y CdtC aun permanece en investigacion, sin
embargo se piensa que son esenciales para la liberacion de CdtB en la célula hospedera,
siendo responsables de unir la holotoxina CDT a los receptores de superficie de la membrana
celular (Lara-Tejero & Galan, 2001). Una vez se da la union, la subunidad activa de CdtB, se
transloca al nucleo e induce rotura de doble cadena en el ADN del hospedero (Ge et al.,
2008).

Se ha demostrado que cepas de C. jejuni productoras de CDT se adhieren e invaden las
células epiteliales mas eficazmente que aquellas que no producen la toxina (Jain, Prasad,
Sinha & Husain, 2008), facilitando la colonizacion, induccion de inflamacion a nivel del tracto
gastrointestinal y ademas en modelos animales se ha observado una clara resistencia a la

eliminacion de estas bacterias (Ge et al., 2008).
1.3.3. Capa superficial.

Esta capa superficial es como una red paracristalina que recubre la membrana externa
bacteriana y solo dos especies del género Campylobacter la presentan, C. fetus y C. rectus.
A esta capa se le atribuyé el nombre de capa — S, cuyas proteinas confieren a estas dos
especies la capacidad de evadir la respuesta inmune y resistir en la sangre a diferencia de
otras especies. C. jejuni y C. coli, naturalmente carecen de esta capa y demuestran ser
altamente susceptibles a las propiedades bactericidas del suero, asi como a la fagocitosis por

polimorfonucleares (Blaser, Smith, Repine & Joiner, 1988).
1.3.4. Formacién de Biopeliculas.
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Las biopeliculas son agregados microbianos encapsulados en sustancias poliméricas que
estdn ancladas a una superficie. Las microcolonias son a menudo el primer paso en la
formacion de una biopelicula. Se han observado biopeliculas formadas por C. jejuni en tejido
primario del iledn y en superficies inertes (Haddock et al., 2010; Reeser et al., 2007). Es asi
gue actia como barrera fisica que permite a estos patégenos resistir a la accion de sustancias
antimicrobianas, asi como de las células inmunolégicas y sus productos; ademas de
prolongar su supervivencia bajo condiciones ambientales desfavorables y probablemente
facilitar su transmision (Buswell et al., 1998). Por otro lado, varios estudios han indicado que
para la formacion de estas biopeliculas también es necesaria la expresion del flagelo ya
mencionado con anterioridad como factor importante de virulencia en especies de
Campylobacter (Kalmokoff et al., 2006).
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Figura 2. Mecanismo de patogénesis de Campylobacter spp. Durante el proceso de colonizacién
del tracto gastrointestinal, Campylobacter emplea su flagelo para movilizarse a través de la capa de
mucus que reviste el epitelio intestinal. Luego se produce la adherencia e invasion de las células
epiteliales, también pueden translocarse a través del epitelio intestinal por via transcelular (C. fetus)
y/o via paracelular mediante la rotura de uniones estrechas (C. concisus). Durante el proceso de
invasion C. jejuni, puede encapsularse en una vacuola y evitar su inclusién en los lisosomas, alejandolo
de la exposicidn a agentes bactericidas y asi prolongar su supervivencia para luego salir por exocitosis
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(Watson & Galan, 2008). El sistema de secrecion tipo IV (T4SS) permite a las bacterias liberar
proteinas efectoras en el interior de las células hospederas (Cascales & Christie, 2003; Jani & Cotter,
2010). La sintesis y liberacion de diferentes toxinas, como la CDT contribuyen al proceso invasivo e
inflamatorio. Las subunidades CdtA y CdtC de la CDT se unen a la superficie de la célula epitelial y la
subunidad CdtB activa se dirige al nicleo celular donde detiene el ciclo celular e induce apoptosis por
dafio en el ADN. Otras toxinas reportadas son hemolisinas que destruyen los eritrocitos (C. coliy C.
concisus). La capa — S media la resistencia a la fagocitosis y a las moléculas del complemento debido
a la interferencia en su deposicién sobre las bacterias.

Fuente: Man, 2011.

Elaboracion: Autor.

1.4. Diagnéstico clinico

Puede decirse que no existe un método comun o estdndar que permita el aislamiento de todas

las especies de Campylobacter a partir de muestras clinicas.

El primer paso en su reconocimiento es sin duda el estudio microscopico de su morfologia y
caracteristicas de tinciéon. Usualmente se emplea la tincion de Gram, reconociéndose al

microscopio los bacilos curvos gramnegativos descritos en el apartado 1 de este capitulo.
1.4.1. Metodologias de aislamiento.

En su aislamiento se emplean medios de cultivo selectivos suplementados con sangre o
carbén, ya que éstos actian como secuestradores de radicales libres a los cuales
Campylobacter es sensible (Lynch, Cagney, McDowell & Duffy, 2010; Goossens, Vlaes,
Galand, Van den Borre & Butzler, 1989). En el medio de cultivo se usan diversas mezclas
antibioticas para eliminar o disminuir la flora contaminante. No obstante, debido a la
variabilidad de susceptibilidad entre las especies de Campylobacter, el empleo de antibiéticos
para su aislamiento no permite el aislamiento de todas ellas. Por otro lado, emplear medios
de enriguecimiento mejora sustancialmente las tasas de aislamiento a partir de muestras con

bajo numero de células de Campylobacter (Vandamme et al., 2005).

En las metodologias dependientes del cultivo, las colonias son aisladas y purificadas, a las
cuales luego se les puede realizar diversas pruebas bioquimicas para una identificacion
presuntiva por sus caracteristicas fenotipicas. Otras pruebas o parametros Utiles en su
aislamiento es la temperatura de incubacién, recomendandose en muestras clinicas incubar
a 37°C ya que a esta temperatura todas las especies de Campylobacter spp. patégenas para
el ser humano pueden aislarse y mantenerse, y en caso de desear el aislamiento de especies
termotolerantes (C. jejuni y C. coli principalmente) la incubacion es a 42°C (Lastovica, 2006;
Vandamme et al., 2005). De la misma manera, se toma en cuenta el tiempo de incubacién
gue puede ir desde los 2 a los 4 dias; las condiciones atmosféricas para C. jejuni y otras
especies termotolerantes es de microaerofilia (85% de N2, 10% de CO2 y 5% de 02), el

control de la atmosfera puede ser de gran ayuda en la rapida distincion entre Arcobacter y
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cepas de Helicobacter, muy util antes de empezar las pruebas bioquimicas (lwamoto et al.,
2015).

Por otra parte, otro método de aislamiento es mediante la filtracion de las muestras clinicas a
través de filtros de membrana con un poro de tamafio de 0,45 o 0,65 pum colocados sobre la
superficie del agar, evitando asi usar antibiéticos en el medio de cultivo. Pasado el tiempo de
filtracion, se incuban a 37°C o 42°C, en microaerofilia. Este método ha demostrado tener una
alta especificidad, siendo relativamente econdmico para el aislamiento de especies de
Campylobacter (Loades, Reiman & Keevil, 2005; Lynch et al., 2010).

1.4.2. Metodologias de identificacién bioquimica.

La identificacion presuntiva se basa en el empleo de pruebas bioquimicas para diferenciar
especies de Campylobacter de otros géneros relacionados y dentro del mismo género.
Algunas de las pruebas bioquimicas que se pueden realizar se muestran esquematizadas en
la figura 3, la deteccién de la actividad L—alanina aminopeptidasa (L—ALA) puede ser util en
la diferenciacion de especies de Campylobacter, Helicobacter o Arcobacter entre otras
bacterias gramnegativas. Siendo por lo general mas relevante la diferenciacion entre C. jejuni
y C. coli en el campo clinico, el uso de la prueba de hidrdlisis del hipurato ya mencionada con
anterioridad, complementando con pruebas basicas como la de catalasa y oxidasa, para las
cuales la mayoria de Campylobacter spp. son positivas; o el test de reduccién de nitratos
(Lastovica, 2006).

No obstante, los resultados de estas pruebas muchas veces pueden ser inconsistentes
debido a la variabilidad de cepas con distintos comportamientos o rasgos bioquimicos, lo que

encarece y dificulta en gran medida su correcta identificacion.
1.4.3. Metodologias de identificacién molecular.

Hoy en dia el empleo de metodologias moleculares ha mostrado ser méas efectivas y sensibles
al momento de confirmar la especie o la presencia de estas bacterias, siendo el proceso mas
rapido y confiable. El uso de la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
permite trabajar con el ADN o ARN extraido de las muestras clinicas o a partir de un cultivo

puro (lwamoto et al., 2015).

El gen 16S del ARNr se ha utilizado ampliamente para una rapida deteccion e identificacion
de un gran nimero de bacterias, incluyendo especies de Campylobacter (Maher et al., 2003).
Sin embargo, debido a que su grado de discriminacidn entre especies filogenéticamente muy
cercanas es bajo, se suele emplear también el gen 23S del ARNr (contiene secuencias

intermedias especificas de cada cepa) y la region espaciadora transcrita interna (ITS) (region
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variable en tamafio y composicidon de secuencia diferenciando mejor las especies) (Man,
Kaakoush, Octavia & Mitchell, 2010; Christensen, Jorgensen & Olsen, 1999).

En la deteccion de C. jejuni y C. coli también se ha probado con técnicas basadas en
inmunoensayos enzimaticos, con una alta sensibilidad y especificidad, incluso mayor que la

reportada en la metodologia estandar de cultivo en agar (Granato et al., 2010).
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o enriquecida con Hz
m
Indoxil €. jejuni jejuni =) =)
acetato C. jejuni doylei C. fetus C. concisus
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C. jejuni doylei C. upsaliensis C. fari
&) 0 () ) ) ) &)
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Figura 3. Protocolo de pruebas bioquimicas para el aislamiento de Campylobacter spp. Este
procedimiento es empleado luego de una identificacion presuntiva basada en la morfologia
bacteriana y del resultado de la tincién de Gram, asi como una prueba negativa para el test de L-
ALA, o dependiendo de las condiciones de atmosfera bajo las que se desarrollen. Estas pruebas
bioguimicas pueden tomarse como estandares para el diagnéstico de Campylobacter spp. Las
pruebas de susceptibilidad a antibidticos en la actualidad presentan limitaciones importantes debido
a la aparicién de cepas resistentes. NALI: acido nalidixico (30 pg); CEPH: cefalotina (30 ug); S:
sensible; R: resistente.

Fuente: modificado de Lastovica, 2006.

Elaboracion: Autor.

1.5.Epidemiologia

La campilobacteriosis es una enfermedad con alta incidencia a nivel mundial, constituyendo
en paises desarrollados la primera causa de consulta por gastroenteritis bacteriana (Strachan
& Forbes, 2010). Es complicado estimar con exactitud las tasas de mortalidad por
campilobacteriosis, en especial en paises en vias de desarrollo, siendo mas representativos
aquellos casos producidos de forma extraintestinal o cuando degeneran hacia cuadros
clinicos més graves. Muchos otros factores influyen en el seguimiento epidemioldgico de esta
enfermedad: adquisicion de la enfermedad en el extranjero, procesos asintométicos o muy

leves, asociacion del cuadro clinico a otros agentes etiolégicos, etc.
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De los casos de diarrea en humanos, C. jejuni es la especie del género mas frecuentemente
aislada ya sea en paises desarrollados o en vias de desarrollo, mientras que C. coli ha
demostrado ser mas prevalente en paises Latinoamericanos (25%) que en paises
industrializados (5 — 10%), quizas explicado por el hecho de que exista una poblacion
portadora sana significativa, la cual a su vez constituye un riesgo para la transmision de estas
especies, viendose mas afectados los nifios menores de 5 afios (Fernandez, 2011; Havelaar
et al., 2009).

Cabe sefialar que en el afio 2012 se registr6 un incremento del 14% en la incidencia de
campilobacteriosis en comparacion con el afio 2006 — 2008 (Gilliss et al., 2013).
Campylobacter spp. se ha notificado como el segundo patdégeno mas frecuente en las
gastroenteritis representando un 26.5% de 14.782 casos reportados en los afios 2004 — 2009
(Kendall et al., 2012).

En paises Latinoamericanos se ha encontrado una alta incidencia de C. jejuniy C. coli. En el
afio 2006 — 2007, en México, C. jejuni fue el principal responsable de los casos notificados
de gastroenteritis aguda en lactantes y preescolares (15.7% de 5.459 casos) (Larrosa,
Macias, Sanchez, Cortes & Aguilar, 2010). La gastroenteritis producida por C. jejuniy C. coli
también ha sido reportada en otros paises, como en Chile (14.1%), Ecuador (23%), Paraguay
(18.4%), Uruguay (14.3%), Venezuela (13%) y Peru (23 — 41.3%) (Fernandez, 2011).

En paises europeos Campylobacter sigue siendo uno de los patégenos bacterianos mas
comunes productores de gastroenteritis. Por otro lado, diversas investigaciones indican que
la participacion de especies emergentes de Campylobacter en casos de gastroenteritis es

mas fuerte (Tam et al., 2012).

En paises como Australia, la campilobacteriosis es la infeccion transmitida por alimentos
mayormente reportada, incrementandose su prevalencia en un 6% durante el 2010, en
comparacion con los datos recogidos en el afio 2009 (OWG, 2010). Sin embargo, se ha visto
gue debido a estrategias exitosas de intervencion en el sector avicola ha podido controlarse

de mejor manera la transmision de estas bacterias (Sears et al., 2011).

De manera similar a lo que ocurre en paises latinoamericanos, en paises asiaticos la
informacion epidemioldgica es limitada. Entre el 2005 y 2009, en Pekin, fue reportado un
14.9% (142/950) de positividad para la presencia de Campylobacter en casos de
gastroenteritis, siendo la especie mas frecuente C. jejuni seguida de C. coli (Chen, Sun, Zeng
& Yu, 2011).

1.5.1. Principales fuentes de infeccion y transmision.
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La campilobacteriosis ocasionada por C. jejuni o por C. coli, puede ser adquirida mediante la
ingesta de alimentos y agua contaminada con estas bacterias (contaminacion cruzada), por
el contacto con animales portadores de las mismas, como son muchos de los animales de
granja; alimentos derivados de éstos (carne cruda o poco cocida, huevos, leche cruda, etc.);
asi como el contacto con animales de compafiia. Siendo la principal fuente de contaminacion
las heces de los animales que pueden contener una elevada carga bacteriana (Lastovica,
2006).

1.5.2. Aves de corral.

Tanto C. jejuni como C. coli son bacterias comensales en el tracto gastrointestinal de una
gran diversidad de aves, no obstante las de mayor relevancia son aquellas que estan
destinadas al consumo humano. Es asi, que la carne de pollo ha sido reconocida como la
fuente de infeccion en el ser humano mas representativa, estimandose a nivel mundial, que
cerca del 50 — 60% de la carne de pollo para el consumo humano dispensada en mercados

estaria contaminada con Campylobacter (Strachan & Forbes, 2010).

Esto se debe a que son capaces de desarrollarse con gran eficacia en la mucosa de las
criptas del ciego del intestino grueso de las aves de corral, donde la concentracién de oxigeno
es baja otorgandole una atmosfera microaeréfila, ademas de una temperatura corporal de
42°C, lo que facilita su crecimiento, conjuntamente con la presencia de otras bacterias como
Clostridium spp., las cuales favorecen la proliferacién de C. jejuni y C. coli por ser especies
proteo- y sacaroliticas, dando lugar a fuentes nutritivas que pueden ser aprovechadas por los
campylobacter, asi como una atmosfera rica en hidrégeno producto de su metabolismo
fermentativo (Lee & Newell, 2006).

En el ciego y colon del tracto intestinal del pollo puede albergarse una gran cantidad de
células bacterianas, por lo que durante su procesado es posible romper estas zonas y liberar
su contenido contaminando la carcasa, otros érganos e incluso alimentos o utensilios de
cocina (Berrang, Buhr, Cason & Dickens, 2001). Campylobacter es capaz de permanecer en
una pelicula liquida adherida sobre la carcasa, ademas de quedar atrapados en otras zonas
como el cuello, lo que favorece su supervivencia y por ende promueve la contaminacion

cruzada (Chantarapanont, Berrang & Frank, 2003).

La transmision horizontal de cepas de Campylobacter dada por el contacto de los pollos con
el medio ambiente es considerada como la fuente mas probable, produciéndose rapidamente
su dispersion una vez que las aves son colonizadas (Horrocks, Anderson, Nielsbet & Ricke,
2009). Por otro lado, la transmision vertical, en algunos estudios, ha sido sugerida como

posible al encontrar estas bacterias en huevos y en pollos de 1 — 2 dias luego de su eclosion,
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sin embargo no parece ser representativa como fuente de infeccién y transmision de

Campylobacter spp. (Kazwala, Collins, Hannan & Crinion, 1990; van Giessen et al., 1992).
1.5.3. Cerdos.

El tracto intestinal del cerdo puede encontrarse colonizado por especies del género
Campylobacter las cuales son comensales habituales en este animal, siendo C. coli la mas
frecuentemente aislada (Denis et al., 2009). Los cerdos son reservorios naturales de estas
especies, investigaciones recientes han reportado un 43.3% (208/480) de positividad para
Campylobacter spp., del cual el 75% correspondieron a cepas de C. coli (Schweitzer et al.,
2011). En varios estudios se ha sefialado que la carne de cerdo estda mas contaminada que
la carne de vaca o de oveja. Sugiriéndose que puede ser debido a una contaminacion de las
piezas céarnicas durante los procesos de sacrificio y despiece (Nesbakken, Eckner, Hoidal &
Rotterud, 2003).

1.5.4. Animales domésticos.

Campylobacter spp. ha sido también aislado a partir de las deposiciones de animales de
compafia, en especial de perros y gatos, los cuales pueden ser importantes fuentes de
infeccién para el ser humano al no manifestar en muchos casos ningun tipo de sintoma.
Comunmente se ha aislado de perros C. upsaliensis y de gatos C. helveticus, aunque C. jejuni
también se encuentra presente en ambos animales ya sea en sujetos asintomaticos, u
ocasionandoles diarrea (Carbonero et al., 2012). Se ha llegado a reportar una prevalencia de
Campylobacter spp. en perros con diarrea en un 97%, que ademas eran portadores de mas

de una especie (Goossens et al., 1991).
1.5.5. Alimentos y agua contaminada.

Como ya se mencion6 con anterioridad la carne de pollo contaminada con Campylobacter es
la que con mayor frecuencia se encuentra relacionada con brotes de campilobacteriosis. Sin
embargo, existen otros alimentos no carnicos que también son potenciales fuentes de
infeccion, como lo es la leche de vaca sin pasteurizar. Si bien su consumo en este estado no
es frecuente en grandes ciudades, si lo es en zonas rurales. En este alimento puede
encontrarse C. jejuni debido a la contaminacion cruzada con materia fecal del animal durante

el proceso de ordefio, 0 como resultado de un proceso infeccioso de la ubre (Orr et al., 1995).

Investigaciones en las cuales se ha buscado estos patdgenos en verduras y frutas han dado
como resultado una baja presencia (0.2%), no obstante el riesgo recae en el hecho de que
son vehiculos por contaminacién cruzada con alimentos que si se encuentran contaminados
(Verhoeff et al., 2011).
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Por otra parte, el consumo de agua no potable ha sido considerado como un importante factor
de riesgo en adquisicion de la campilobacteriosis, debido a que puede estar contaminada con

materia fecal de animales infectados (Jakopanec et al., 2008).
1.6. Tratamiento y Resistencia a antimicrobianos en C. jejuni y C. coli

En las infecciones por Campylobacter spp. suelen presentarse diarreas autolimitadas que en
la mayoria de los casos no es necesario un tratamiento farmacolégico, sin embargo si son
requeridos cuando la infeccion afecta a individuos inmunosuprimidos por alguna otra infeccion
de base, se presenten cuadros clinicos mas graves y/o persistentes, o se den infecciones por

Campylobacter a nivel extraintestinal (Allos, 2001).

Los antibidticos de eleccién en el tratamiento de la campilobacteriosis son los macrélidos en
primera linea (principalmente la eritromicina) y las fluoroquinolonas (se destaca el uso de la
ciprofloxacina) como segunda opcién. No obstante, las tasas de resistencia a estos
antimicrobianos van en aumento, lo que complica el tratamiento empirico de esta enfermedad

(Luangtongkum et al., 2009; Aarestrup & Engberg, 2001).

La resistencia a la eritromicina mostrada por cepas de origen humano alun puede
considerarse como baja, observandose por lo general una frecuencia de resistencia similar
en varios paises del mundo (Rivera et al., 2011). Cuando se presentan casos severos de
campilobacteriosis, en el tratamiento se emplean aminoglucésidos como la gentamicina (Qin
et al., 2012), siendo la frecuencia de resistencia relativamente baja con porcentajes cercanos
al 3% (Moore et al., 2006).

En cuanto al uso de B-lactamicos (ampicilina y amoxicilina especialmente), estos son agentes
terapéuticos poco empleados en el tratamiento de la campilobacteriosis, por lo que la
investigacion de las tasas de resistencia de éstos en muchas ocasiones no es tomada como
prioritaria por algunas instituciones internacionales como el EUCAST. Pese a esto, se ha
observado que cepas de Campylobacter spp. presentan cierta resistencia intrinseca a
algunos B-lactamicos, mostrando resultados muy variables, que generalmente oscilan entre
un 20 — 40% (Guo, Lin, Reynolds & Zhang, 2010).

En el caso de las tetraciclinas, los datos de resistencia por Campylobacter spp. son muy
variables, ya sea entre paises o dentro del mismo pais (Chen et al., 2010; Zhao et al., 2010).
Asociandose el aumento de las tasas de resistencia en cepas de Campylobacter aisladas de
animales de cria para el consumo humano, con el uso intensivo de clortetraciclina y

oxitetraciclina en el tratamiento de aves y cerdos (Piddock et al., 2008).

En cuanto a la clinica veterinaria, los antibiéticos usualmente empleados para el tratamiento

de animales de abasto son: quinolonas, macrdlidos, tetraciclinas, aminoglucésidos, [-
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lactdmicos y sulfonamidas (Pérez, 2014). Es asi que las fluoroquinolonas son ampliamente
empleadas en la clinica veterinaria, su uso es incluso mayor al que se implementa en la
medicina humana (Millano et al.,, 2011). Con lo cual, es de esperar que en especies
zoondticas como Campylobacter spp. se reporten altas tasas de resistencia a las

fluoroquinolonas (Pérez, 2014).
1.6.1. Resistencia a Fluoroquinolonas.

El motivo por el cual las fluoroquinolonas han sido sustituidas por los macrdélidos como
primera linea de accion en el tratamiento de la campilobacteriosis, es debido a las elevadas
tasas de resistencia a estos antibiéticos por estas especies, consecuencia del extensivo uso
de las fluoroquinolonas en la industria avicola/ganadera, y en menor proporcion en la

medicina humana (Graham, Boland & Silbergeld, 2007).

Cada vez es mas frecuente el reporte de investigaciones en las cuales se han aislado cepas
de C. jejuniresistentes a fluoroquinolonas con frecuencias de entre un 32.4 — 46.6% en paises
como Chile (River et al., 2011; Garcia, Valenzuela, Rodriguez, Leén & Fernandez, 2009), y
datos similares en otros paises (Notario et al., 2011).

Gonzéalez, Cordero, Garcia & Figueroa (2013), encontraron un gran nimero de cepas de C.
jejuni resistentes a la ciprofloxacina, siendo aquellas de origen humano en un 60% y de pollos
broiler en un 58.2%. En el afio 2002 — 2006, un estudio mostré un evidente incremento, del
29.7% al 70.4% en las frecuencias de resistencia a quinolonas y fluoroquinolonas expresadas
por Campylobacter spp. (Chatre et al., 2010). Por otro lado, también se ha demostrado que

C. coli tiende a ser mas resistente a la ciprofloxacina que C. jejuni (Thwaites & Frost, 1999).

El abuso de estos antibidticos en la industria avicola y su relacién con la aparicién de cepas
de Campylobacter spp. resistentes es evidente con las bajas tasas de resistencia en aves y
ganado australiano, donde no se emplean las fluoroquinolonas para su tratamiento, dando
como resultado que en muestras humanas tampoco se encuentre una frecuencia de

resistencia significativa (Cheng et al., 2012; Obeng et al., 2012).

1.6.2. Mecanismos moleculares de resistencia a quinolonas

(fluoroquinolonas).

Se ha podido evidenciar que los mecanismos genéticos responsables de la resistencia de
Campylobacter a las fluoroquinolonas es debida a una alta presion selectiva de estos
antibidticos (Threlfall, 2004). Las quinolonas acttan inhibiendo la actividad de dos enzimas
bacterianas de gran importancia en procesos de modulacion del super — enrollamiento
requerido para la sintesis del ADN, transcripcion y division celular. Una de estas enzimas es

la ADNgirasa, la cual emplea la energia liberada por la hidrdlisis del ATP para introducir super
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— enrollamientos negativos en el ADN, lo que es necesario en el proceso de enrollamiento y
condensacion cromosomal; esta enzima también participa eliminando el estrés torsional
generado frente las horquillas de replicacion (Aldred, Kerns & Osheroff, 2014; Hooper &
Jacoby, 2016).

La otra enzima es la topoisomerasa |V, ésta se encarga de mantener la densidad super-
helicoidal del cromosoma y alivia el estrés torsional en super — enrollamientos positivos
(Hooper & Jacoby, 2016). Ambas enzimas forman puentes covalentes entre los residuos de
tirosina del sitio activo y el ADN, dando lugar a un complejo enzima — ADN, conocido como
complejo de escision. Las quinolonas interfieren en este proceso al unirse reversiblemente al
complejo de escision en la interfase enzima — ADN. La acumulacién de los complejos con las
guinolonas evita que el ADN vuelva a ligarse, deteniéndose el proceso de replicacion y por
ende la sintesis de ADN (Hooper & Jacoby, 2016). A bajas concentraciones del antibi6tico,
se consigue un estado de bacteriostasis, que eventualmente termina en muerte celular
(Redgrave, Sutton, Webber & Piddock, 2014).

La adquisicion de resistencia a las quinolonas (figura 4) se ha asociado con tres mecanismos:
mutaciones que modifican las enzimas diana y su afinidad de union con la droga; mutaciones
gue reducen la acumulacion del antibiotico intracelular por sobreexpresion de bombas de
eflujo o disminucion de su inclusion en la célula; ganancia de plasmidos con genes que
promueven la resistencia por expresion de proteinas protectoras, enzimas modificadoras del
antibiotico, etc. (Aldred et al., 2014).

La resistencia de C. jejuni y C. coli a fluoroquinolonas viene dada principalmente por
mutaciones puntuales en las Regiones Determinantes de Resistencia a Quinolonas (QRDRS)
de los genes gyrA, gyrB, parC y parE. Se ha observado que las mutaciones en el gen gyrA
y, ocasionalmente en el gen parC se dan con mayor frecuencia (Hooper & Jacoby, 2016). La
mutacion mas frecuente en el gen gyrA es una sustitucion en el aminoacido 86, habiendo un
cambio de Treonina por Isoleucina (Thr — 86 — lle), debido a un cambio de pares de bases (C
- T). Observandose que esta mutacién confiere una alta resistencia a quinolonas vy
fluoroquinolonas al disminuir la sensibilidad de la ADNgirasa a estos antibiéticos, y por ende

se requiere una CMI mayor (Alfredson & Korolik, 2007; Alonso et al., 2004).

La membrana externa que poseen las bacterias gramnegativas representa una barrera
adicional para la difusién de los antibiéticos, debido a la presencia de lipopolisacéridos (LPS).
Mutaciones que afectan a la estructura de los LPS han mostrado ser responsables de generar
resistencia a las quinolonas y a otros antibiéticos; ademas la adquisicién de otras mutaciones
puede resultar en la pérdida de porinas, de su desregulacion y/o modificacion en su tamafio

disminuyendo la difusion intracelular de las quinolonas (Fernandez & Hancock, 2012).
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También se ha identificado como otro sistema de resistencia a fluoroquinolonas la activacion

de una bomba de eflujo CmeABC y la sobreexpresion del gen mfd, el cual codifica la proteina

Mfd implicada en procesos de reparacion del ADN durante la transcripcibn y que seria

responsable de aumentar el riesgo de generar espontdneamente mutantes resistentes a

fluoroquinolonas (Gonzélez et al., 2013).
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Figura 4. Mecanismos de resistencia a quinolonas. A) Mutaciones en la QRDR de los genes gyr
de la ADNgirasa y topoisomerasa |V, generan cambios estructurales en dichas enzimas
disminuyendo su afinidad de unién con la quinolona. B) Mutaciones que reducen la permeabilidad
de la membrana por: pérdida de la expresién de porinas (b1); modificaciones en la organizacion de
la membrana externa (b2); mutaciones que incrementan la expresion de bombas de eflujo (C) todo
ello contribuye a la reduccién de las concentraciones citoplasmaticas de quinolona. D) Ganancia de
plasmidos con genes que codifican: proteinas protectoras que no permiten la unién del antibiético a
la enzima diana (d1); enzimas modificadoras de quinolonas, por ejemplo acetiltransferasas (d2);

expresiéon de bombas de eflujo (d3).
Fuente: Correia, Poeta, Hébraud, Capelo & Igrejas, 2017.
Elaboracion: Autor.

1.7. Aplicacion de latécnica de RFLP en el estudio de la campilobacteriosis

La técnica de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) es empleada como un

marcador molecular en el andlisis genético de muchos microorganismos, incluidas las

especies de Campylobacter. Puede ser aplicada en:

- Estudios de caracterizacion/diversidad genotipica de Campylobacter spp. en cepas de

origen animal, conjuntamente con otro marcador como PFGE (Messens, Herman, De
Zutter & Heyndrickx, 2009; Wassenaar & Newell, 2000).
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- Estudios en cepas aisladas de casos clinicos humanos, con el fin de establecer una
relacion entre los perfiles de RFLP-flaA y los perfiles obtenidos de cepas de origen
animal; comparacién con perfiles obtenidos con otras técnicas moleculares;
subtipificacion de serotipos (Petersen, Nielsen, Engberg, On & Dietz, 2001).

- Estudio de brotes de campilobacteriosis como técnica complementaria a otros
marcadores como PFGE (Fitzgerald et al., 2001).

Su uso en el estudio de la campilobacteriosis ha sido promovido debido a que es una técnica
rapida, relativamente econémica y sencilla, que no requiere de equipos excesivamente
costosos y de gran utilidad en la tipificacién de un reducido numero de muestras. Ademas,
presenta la ventaja de que no es necesario cultivar las bacterias, facilitando alin mas el
estudio de Campylobacter spp. ya que como bien se conoce son bacterias bastante exigentes

y que requieren condiciones muy particulares para poder desarrollarse adecuadamente.
1.7.1. Tipificacion de cepas de Campylobacter por RFLP-PCR del gen flaA.

La tipificacién del gen de la flagelina ha demostrado ser de gran utilidad en investigaciones
epidemioldgicas llevadas a cabo con C. jejuni y C. coli (Wassenaar & Newell, 2000). El
método de tipificacién del gen flaA propuesto por Nachamkin, Bohachick & Patton (1993) en
el cual emplea la enzima Ddel ha sido tomado por muchas investigaciones posteriores como
referencia (Nachamkin, Ung & Patton, 1996; Ayling et al., 1996).

La técnica de RFLP-flaA se basa en la amplificacion de este gen mediante el uso de la PCR,
obteniéndose un amplicén de 1728 pb del gen flaA. A continuacién se realiza una digestion
del producto de PCR mediante el uso de enzimas de restriccion, obteniéndose mediante este
proceso fragmentos de distintas longitudes. La diferencia de tamafios de los fragmentos viene
dada por la variabilidad en la distribucién de los lugares de restriccion presentes en el gen
flaA de las distintas cepas en estudio, por lo que al realizar una electroforesis en gel de
agarosa se obtendra un patron de bandas caracteristico de cada cepa (Harrington, Moran,
Ridley, Newell & Madden, 2003).

El locus de la flagelina (proteina flagelar) esta constituido por dos genes en tandem con una
homologia entre ellos del 95%: flaA y flaB. El primero es responsable de la codificacion de la
flagelina, mientras que el segundo, se piensa interviene en procesos de recombinacion
genética con flaA, contribuyendo con la evasion de la respuesta inmune del hospedero. La
presencia de zonas altamente conservadas en estos genes es lo que permite que puedan
disefiarse cebadores con los cuales puedan amplificarse mediante PCR secuencias de estos
genes. Por otro lado, estas zonas conservadas rodean una zona variable, la cual puede ser

atil para la diferenciacion genética de cepas, mediante el estudio de los patrones
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electroforéticos obtenidos tras un proceso de digestién con enzimas de restriccion (Nuijten et
al., 1990).

En la realizacion de esta técnica es de gran importancia una adecuada seleccién de la enzima
de restriccion, ya que el grado de discriminacion de la técnica dependera de ello. Las enzimas
Alul, Ddel, Hinfl, EcoRl y Pstl son las que se usan en este tipo de ensayos, ya sea solas o0 en
combinacién (Nachamkin et al., 1996). Comunmente la secuencia amplificada es digerida
empleado la enzima de restriccion Ddel, ya que ha permitido conseguir un buen grado de
discriminacion, particularmente en cepas de origen animal (Wassenaar & Newell, 2000;
Nachamkin et al., 1993; Harrington et al., 2003).

Los patrones de bandas obtenidos mediante esta técnica podrian ser comparados con los
resultados de susceptibilidad antimicrobiana de las cepas, pudiendo observar coincidencias
fenotipicas de resistencia compartidos en cepas de origen animal y humano, lo que
contribuiria en la identificacion de las posibles fuentes de transmisién de estas bacterias
(Gonzalez et al., 2013).

Cabe sefalar, que la técnica RFLP-flaA presenta una serie de inconvenientes en el estudio
de Campylobacter, y es que la secuencia del gen flaA puede mostrar cierta inestabilidad por
recombinacion intragendémica, sin llegar a darse cambios en los sitios de restriccion, lo que
no seria reflejado en el gel de agarosa. Estos cambios naturales en cepas de Campylobacter
hacen que el uso exclusivo de RFLP-flaA no sea la mejor opcién para estudios

epidemioldgicos de grandes poblaciones o por largos periodos de tiempo (Hernandez, 2007).

1.7.2. Otras Técnicas de tipificaciéon en el estudio de Campylobacter spp.

Las técnicas moleculares han sido extensamente empleadas para la genotipificacion de
especies de Campylobacter, debido a su mayor grado discriminatorio, es relativamente
sencilla la estandarizacion de los procedimientos, son procesos automatizados, lo que los

hace mas reproducibles, rapidos, rentables y sencillos.

1.7.3. Técnica de PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis).

La electroforesis en gel de campo pulsado o PFGE por sus siglas en inglés, consiste en la
migracion de fragmentos de ADN a través de un gel de agarosa, debido a un cambio
constante del campo eléctrico durante la electroforesis (a diferencia de una electroforesis
convencional, el campo eléctrico no es unidireccional). Es asi, que las moléculas de ADN
tienden a reordenarse con cada pulso para movilizarse en el gel. Con esta técnica es posible
separar fragmentos de gran tamafio (hasta 12 millones de pb), empleando como enzimas de

restriccion la Kpnl, Smal, Sall o la BamHI (Herschleb, Ananiev & Schwartz, 2007). Se ha
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utilizado para el estudio de brotes de campilobacteriosis; andlisis de poblaciones de
Campylobacter spp. de origen aviar; estudios de transmision horizontal en granjas avicolas;
investigaciones epidemioldgicas en cepas de Campylobacter de origen humano en la

basqueda de las fuentes de transmision (Messens et al., 2009).
1.7.4. Técnica de SVR (Short Variable Region).

En el gen flaA existe una regién de variabilidad de pequefio tamafio, flanqueada por regiones
conservadas. De manera similar a RFLP-flaA, es posible emplear esas regiones conservadas
para amplificarlas. La técnica Region corta variable, ha sido utilizada para la caracterizacion
de cepas de Campylobacter procedentes de aves, asi como para la comparacion de cepas
aisladas de pollos, como de humanos, usdndose conjuntamente con otras técnicas
(Wassenaar et al., 2009).

1.7.5. Técnica de MLST (Multilocus Sequence Typing).

La tipificacidon multilocus de secuencias o MLST, se basa en el analisis de la secuencia de los
genes que codifican para enzimas metabdlicas, con el fin de determinar la diversidad de
secuencias de multiples loci. Por lo que para cada secuencia diferente dentro de una especie
se le es asignado un alelo distinto, es asi que los alelos de cada loci constituyen un perfil
alélico o lo que es lo mismo, el tipo de secuencia. En el estudio de C. jejuni se ha seleccionado
por ejemplo el gen aspa que codifica a la aspartasa A, el gen gIlnA que codifica para la

glutamina sintetasa, entre otros (Dingle et al., 2001).

Esta técnica ha sido empleada en estudios de diversidad de cepas de C. jejuni y C. coli
aisladas de pollos, asi como de higados de cerdo (von Altrock, Hamedy, Merle & Waldmann,
2013) y también en la comparaciéon de cepas de C. jejuni de origen humano y animal (de

Haan, Lampén, Corander, & Hanninen, 2013).
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2.1. Cepas bacterianas

En el presente trabajo se estudi6 un total de 116 cepas de Campylobacter, pertenecientes a
la colecciébn de microorganismos de la Seccién de Genética Humana, Microbiologia y
Bioguimica Clinica de la Universidad Técnica Particular de Loja (UTPL), recolectadas durante
el afio 2016; las cepas fueron aisladas a partir de muestras fecales de nifios con o sin diarrea
de entre 0 a 12 afos y de diferentes reservorios animales (vacas, cerdos, perros y gallinas)
(tabla 1). Para su inclusion en el cepario, fueron identificadas mediante pruebas bioquimicas
(catalasa, oxidasa e hidrdlisis del hipurato) y pruebas moleculares (multiplex — PCR),

almacenandose a — 80 °C.

Tabla 1. Cepas de Campylobacter de estudio.

o . . -
Fuente de la cepa N° de cepas C. jejuni C. coli
n=116 n= 87 n= 29
Humanos Nifios 32 21 11
Vacas 15 11 4
Animales Cerdos 8 0 8
Perros 20 17 3
Gallinas 41 38 3

Fuente: Cepario de la Seccion de Genética Humana, Microbiologia y Bioquimica Clinica. UTPL.
Elaboracion: Autor.

2.2. Extraccién del ADN

Las cepas fueron descongeladas y sembradas en Agar Sangre enriquecido al 1% con extracto
de levadura (BD Bacto™), incubadas a 42°C durante 48 horas bajo condiciones de
microaerofilia. A partir del cultivo puro se realiz6 la extraccién del ADN bacteriano mediante
el uso del kit de Purificacion de ADN Gendmico de Wizard® (Promega) siguiendo las
recomendaciones del fabricante para bacterias gramnegativas (Anexo 1). Se empleé como
control positivo una cepa pura de Campylobacter jejuni ATCC 33560, y una cepa pura de

Campylobacter coli donada por la Universidad Austral de Chile.

2.3. Amplificacién del gen flaA mediante PCR

La PCR fue llevada a cabo en un volumen final de 25 pl (Anexo 2). Se utilizaron 5 pl del
templado; 5X Green GoTag Flexi Buffer, 10mM dNTPs, 25mM MgCl,, 5U/ul GoTaq Flexi

ADNPolimerasa (Promega).

En la amplificacion del gen flaA se utilizo el primer forward Al (5 uM) cuya secuencia fue 5’ —
GGATTTCGTATTAACACAAATGGTGC — 3’y la secuencia del primer reverse A2 (5 pM) fue
5 — CTGTAGTAATCTTAAAACATTTTG - 3’ (Invitrogen™), segln lo descrito por Nachamkin

et al., (1996). Se empled el termociclador SimpliAmp (Applied Biosystems), las condiciones
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de ciclacién se detallan en la tabla 2. EI amplicon de ~1700 pb se detecté mediante
electroforesis en gel de agarosa ultrapura (Invitrogen™) al 1%, con las siguientes condiciones
de corrida: 120 V, 30 minutos; usandose un marcador de peso molecular de 100 pb (Promega)
(Anexo 3). Su visualizacion se realizé en un Transiluminador UV Enduro™ GDSTOUCH
Labnet.

Tabla 2. Condiciones para la amplificacién del gen flaA.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 30 segundos
Anillamiento 53 1 min 35
Extension 72 1 min
Extension final 72 5 min 1

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

2.4. Digestion con enzimas de restriccion (RFLP)

Para el proceso de digestion se usaron 10 pl de producto de PCR, se utilizd la enzima de
restriccion Ddel 10 U/ul (New England BioLabs), 10X Ddel Buffer de carga y agua destilada
estéril, las condiciones de incubacién fueron a 37 °C por 2 horas (Anexo 4). Los fragmentos
generados tras la digestién se detectaron mediante una electroforesis en gel de agarosa al
3%, con las siguientes condiciones de corrida: 90 V, 90 minutos, seguido de 120 V, 30 min;
usandose un marcador de peso molecular de 100 pb (Promega). Su visualizacion se realizo
en un Transiluminador UV Enduro™ GDSTOUCH Labnet y se realizé un registro fotografico
de los patrones obtenidos.

2.5. Comparacién de los patrones genéticos

Se realiz6 la comparacién de todos los patrones genéticos obtenidos mediante RFLP
empleando el software CLIQS 1D PRO version 1.1 (TotalLab, UK). Para determinar la medida
de coincidencia entre bandas se utiliz6 el indice Dice (tolerancia 1%); los dendrogramas se
obtuvieron empleando el método de Enlace Completo para el agrupamiento de los patrones
y determinar la similitud entre ellos. Se consideraron como cepas de un mismo grupo aquellas
con patrones similares, aquellas diferencias en una o mas bandas bien definidas, se
designaron como un nuevo grupo o patrén genético unico, segun lo descrito por Pérez, Lopez,
Simon & Echeita, (2013).

En este estudio se realiz6 un analisis descriptivo de todas las muestras y la agrupaciéon de

los diferentes conjuntos de datos se realizaron en Excel version 2013 (Microsoft).
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3.1. Patrones genéticos obtenidos

De un total de 116 cepas de Campylobacter, se generaron mediante PCR — RFLP del gen
flaA patrones de bandas que comprendieron entre 5 — 14 fragmentos de restriccion, con

tamaifos de 50 a 1300 pb (figura 5).

MBecceci1 2 34 5 6l MPGU D D PGU X L
ghe— LA L LT T T B
DD s
500 pb [

100 pb P

Figura 5. PCR — RFLP —flaA. A) Amplificacion del gen flaA mediante PCR en cepas de C. jejuni y
C. coli. Se observa un amplicén de aproximadamente 1700 pb. B: blanco; CC: control positivo de C.
coli. CJ; control positivo de C. jejuni; Carriles (1 — 6): muestras. B) Patrones obtenidos por RFLP —
flaA, digeridos con la enzima de restricciébn Ddel. Las letras corresponden a los grupos generados
por la similitud de los patrones. PGU: patrén genético Unico; M: marcador de peso molecular de

100pb.
Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.

Mediante la construccién de dendrogramas con las cepas de C. jejuniy C. coli (figura 6 y 7)
fue posible evidenciar de mejor manera su agrupacién segun su patrén genético y su probable

relacion filogenética.
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Figura 6. Dendrograma de cepas de C. jejuni de origen humano y de reservorios animales. Se muestra la
relacion entre las cepas de estudio empleando los patrones genéticos obtenidos mediante RFLP-flaA (Ddel).
Dendrograma construido con el método Enlace Completo.

Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.
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Figura 7. Dendrograma de cepas de C. coli de origen humano y de reservorios animales. Se muestra la
relacion entre las cepas de estudio empleando los patrones genéticos obtenidos mediante RFLP-flaA (Ddel).
Dendrograma construido con el método Enlace Completo.

Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.
Los resultados obtenidos del ensayo de subtipificacion del gen flaA en cepas de C. jejuniy C.
coli por la técnica RFLP, se muestran en la tabla 3. Se identificaron 56 patrones genéticos
diferentes, de los cuales 30 correspondieron a patrones genéticos Unicos (PGU) y 26 a los
grupos generados por similitud en sus patrones genéticos, adjudicandoles una letra (A — Z)

siguiendo la metodologia propuesta por Giacoboni, Echeverria & Perfumo, (2005).
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Tabla 3. Patrones genéticos de las muestras estudiadas.

Grupos generados N° de patrones obtenidos
Fuente de

Porcentaje Total PGU

la cepa i
P Categoria (N° de cepas) n= 56 n= 30

9.37 % (3/32)
9.37 % (3/32)
3.12 % (1/32)
15.63 % (5/32)
6.25 % (2/32)
6.25 % (2/32)
3.12 % (1/32)

39.28% 50%

Humanos (22/56) (15/30)

XOMmMmooOw>

PGU 46.90% (15/32)

6.67% (1/15)
6.67% (1/15)
20% (3/15) 19.64% 20%

13.33% (2/15) (11/56) (6/30)
13.33% (2/15)

40% (6/15)

Vacas

o —-—I®O>

o
@
Cc

~

50% (4/8)
25% (2/8) 7.14% 6.67%
(4/56) (2/30)

-

Cerdos

By
@
c

25% (2/8)

20% (4/20)
10% (2/20)
20% (4/20) 12.50% 6.67%
35% (7/20) (7/56) (2/30)
5% (1/20)

10% (2/20)

Perros

=SzZom

o
@
Cc

2.44% (1/41)

4.88% (2/41)

9.76% (4/41)

7.31% (3/41)

7.31% (3/41)

12.19% (5/41)

4.88% (2/41)

9.76% (4/41) 33.92% (19/56) 16.06%
4.88% (2/41) (5/30)
9.76% (4/41)

2.44% (1/41)

2.44% (1/41)

4.88% (2/41)

4.88% (2/41)

PGU 12.19% (5/41)

Gallinas

N<X<XS<CHWITOTOTO

Las cepas que presentaron patrones genéticos similares fueron agrupadas y designadas con letras
(A = 2). Las letras resaltadas en negrita muestran el grupo dominante seguin el nimero de cepas.
Los patrones genéticos Unicos (PGU), hace referencia a que se obtuvo un solo patrén genético sin
coincidencia con algun otro dentro de este estudio.

Fuente: Autor.

Elaboracion: Autor.
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En cepas aisladas de humanos se identificaron 22 patrones distintos, representando el
39.28% del total de patrones obtenidos. Se genero un total de 7 grupos, siendo la cepa mas
frecuentemente detectada la del grupo D (C. jejuni) correspondiendo al 15.63% (5/32),
mientras que el 46.90% (15/32) fueron patrones genéticos Unicos. Del total de PGU
identificados, el 50% (15/30) pertenecian a las cepas procedentes de esta poblacion de

estudio.

En cepas aisladas de vacas se identificaron 11 patrones distintos (19.64%), se generaron 5
grupos, de los cuales el mas frecuentemente detectado fue el grupo H (C. jejuni)
correspondiendo al 20% (3/15), mientras que el 40% (6/15) fueron patrones genéticos Unicos.
Del total de PGU identificados, el 20% (6/30) pertenecian a las cepas procedentes de estos
animales. En cepas procedentes de cerdos, se obtuvieron 4 patrones diferentes (7.14%),
generandose 2 grupos, siendo el grupo dominante el K (C. coli) con el 50% (4/8) y el 25%
(2/8) patrones genéticos unicos. Del total de PGU identificados, el 6.67% (2/30) pertenecian

a las cepas procedentes de estos animales.

En cepas aisladas a partir de perros, se identificaron 7 patrones diferentes (12.50%),
generandose 5 grupos, de los cuales el grupo N (C. jejuni) representé el 35% (7/20) y de
todos los grupos de estudio, éste cont6 con el mayor nimero de cepas. Se obtuvieron solo 2
patrones genéticos Unicos (10%) y al igual que en cerdos, del total de PGU identificados,
representaron el 6.67% (2/30). Finalmente, en el grupo de cepas procedentes de gallinas se
observaron 19 patrones diferentes (33.92%), generandose 13 grupos, de éstos el patron
dominante fue el R (C. jejuni) con un 12.19% (5/41), también se obtuvo el mismo porcentaje
de patrones genéticos Unicos. Del total de PGU identificados, el 16.66% (5/30) pertenecian a

las cepas procedentes de gallinas.

De las 87 cepas de C. jejuni analizadas, se identificaron 42 patrones genéticos (48.27%), y
de las 29 cepas de C. coli, se identificaron 14 patrones genéticos (48.27%). En la tabla 4, se
muestran los patrones genéticos obtenidos segun la especie de estudio. Esta distribucién de
los datos permite evidenciar que el mayor nimero de PGU de C. jejuniy C. coli, correspondio
a cepas aisladas de humanos con un 28.57% y 21.42% respectivamente. Por otro lado, de
las cepas procedentes de gallinas se obtuvo un mayor nimero de grupos de C. jejuni
(30.95%), mientras que de C. coli, se obtuvieron mas grupos a partir de las cepas aisladas
de humanos (21.42%).
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Tabla 4. Patrones genéticos segun las especies de estudio.

Fuente de la cepa C. jejuni C. coli
(N° de patrones n=42 n=14
genéticos) Grupos PGU Grupos PGU
Humanos (22) 9.52% 28.57% 21.42% 21.42%
(4142) (12/42) (3/14) (3/14)
Vacas (11) 7.14% 9.52% 14.28% 14.28%
(3/42) (4142) (2/14) (2114)
14.28% 14.28%
Cerdos (4) 0 0 (2/14) @214)
perros (7) 9.52% 2.38% 7.14% 7.14%
(4142) (1/42) (1/14) (1/14)
. 30.95% 11.90% 7.14%
Gallinas (19) (13/42) (5/42) (1/14) 0

Nn: nimero total de patrones genéticos obtenidos de las especies de estudio. PGU: patrones
genéticos unicos.

Fuente: Autor.

Elaboracién: Autor.
De estos resultados, la mayoria de los patrones mas prevalentes no son compartidos entre
las cepas procedentes de humanos y animales, es decir, las mismas cepas se encuentran
infectando a individuos que tienden a ocupar un mismo espacio y modo de crianza, como es
el caso de animales que se mantienen en grupos, por ejemplo las gallinas. Sin embargo, en
6 de los grupos fue posible detectar cepas con un mismo patrén procedentes de reservorios
animales diferentes y también fueron encontradas en muestras procedentes de humanos
(tabla 5). Evidenciandose por tanto una transmision activa de dichas cepas en nuestro medio
a partir de sus reservorios naturales los cuales actian como importantes fuentes de
contaminacion.

Tabla 5. Cepas de C. jejuni y C. coli con el mismo patrén de bandas
aisladas de distintas fuentes.

Fuente de la cepa Grupo Especie
Humanos A C. coli
Vacas
Humanos .
Gallinas C.x C. Jejuni
H L

umanos E C. jejuni
Perros
Humanos
Vacas G C. coli
Perros
Perros L
Gallinas w C. Jejuni

Fuente: Autor.
Elaboracién: Autor.
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Como datos complementarios, se emplearon los resultados sobre el perfil de susceptibilidad
a las fluoroquinolonas de C. jejuni y C. coli. y se observé que algunas cepas pertenecientes
a un mismo grupo expresaban perfiles de susceptibilidad diferentes (tabla 6). En el grupo A,
de las 4 cepas, tres de ellas (2 de humanos y 1 de vaca) mostraron ser resistentes a las
fluoroquinolonas; en el grupo E, de las 6 cepas, una cepa aislada de perro fue resistente a

estos antibidticos y, del grupo F, una cepa procedente de gallina presento resistencia.

Tabla 6. Adquisicion de resistencia a FQ en cepas de C. jejuni y C. coli.

Fuente de la cepa Grupo Susceptibilidad a FQ Especie
R
Humanos S
A R C. coli
Vacas R
S
Humanos S
S L
E C. jejuni
s IS}
Perros S
R
. R .
Gallinas F S C. jejuni

Se evidencia la adquisicion de resistencia por parte de algunas cepas, al mostrar
distintos resistotipos frente a las fluoroquinolonas (FQ). R: resistente; S: sensible.
Fuente: Cepario de la Seccion de Genética Humana, Microbiologia y Bioquimica
Clinica. UTPL; autor.

Elaboracion: Autor.

3.2. Discusién

En el presente trabajo, la tipificacién del gen flaA mediante la técnica molecular PCR-RFLP
permiti6 identificar un gran nimero de patrones genéticos diferentes (56 patrones genéticos),
haciendo evidente la alta diversidad de cepas de Campylobacter distribuidas en nuestro
medio, ademas se observO que las cepas de ambas especies presentaron la misma
diversidad genética. Corcoran, Quinn, Cotter, Whyte & Fanning, (2006) obtuvieron resultados
similares con 58 patrones genéticos diferentes de 66 aislamientos de casos de
campilobacteriosis en humanos; Pérez, et al., (2013) identificaron 51 patrones diferentes de
un total de 352 cepas de Campylobacter. En nuestro pais, en el estudio realizado por Vinueza,
(2017), mostro un total de 64 patrones genéticos diferentes en aislamientos de C. jejuniy C.

coli a partir de pollos broiler de granjas ecuatorianas.

Por otro lado, tal y como se detalla en la tabla 5, algunos de los grupos generados en este
estudio muestran cepas aisladas de distintas fuentes con patrones genéticos idénticos,
planteando la hipétesis que sugiere una posible transmision de estas cepas desde los

reservorios hacia el ser humano, de manera similar a lo reportado en otros trabajos (Corcoran
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et al., 2006; Tsai, Huang, Tsai & Chang, 2006). Es importante mencionar que la transmision
de algunas cepas también parece estar dandose entre los distintos reservorios animales
estudiados, incrementando la posible distribucién de Campylobacter y la potencialidad de que

estas bacterias contaminen e infecten nuevos individuos.

En el presente estudio, se observé que en las cepas procedentes de humanos hubo mayor
diversidad genética que en las cepas aisladas de los reservorios animales, tanto en nimero
de patrones genéticos (39.28%), como en patrones genéticos unicos (46.90%) identificados.
Debido al niumero de cepas analizadas era de esperar que en cerdos se observara una baja
diversidad genética. No obstante, en el caso de gallinas, pese a que en estas aves la
prevalencia de Campylobacter fue mayor que en el resto de las poblaciones estudiadas, el
namero de patrones genéticos obtenidos fue menor que en humanos, con el 33.92% del total
de patrones identificados. Ademas, en cuanto a los patrones genéticos Unicos, éstos solo
representaron el 16.66%.

Es asi que, la transmision de una misma cepa de Campylobacter entre varios individuos
resulta ser bastante probable cuando se cumplen determinadas condiciones, tales como el
contacto directo y/o compartir las mismas fuentes de alimentacion, relacionandose
directamente con la diversidad genética de cepas a ser encontradas. Ertas, Cetinkaya, Muz
& Ongor (2004), también llegaron a esta conclusion al observar en su trabajo que las aves de
estudio que permanecieron bajo un mismo ambiente o recinto, asi como un mismo manejo,
forma de cuidado y crianza, tendian a presentar una baja diversidad genética de cepas de

Campylobacter.

El estudio de las vias de transmisién de las especies de Campylobacter es un trabajo
complejo, siendo una de las principales causas la gran distribucién de estas bacterias en la
naturaleza. En este caso la poblacion humana de estudio fue la infantil, comprendiendo
edades de 0 a 12 afios. Los nifios son uno de los grupos etarios mas vulnerables a la
adquisicion de la enfermedad, son particularmente susceptibles de infectarse por contacto
directo con animales domésticos y por un ambiente contaminado (Tamborini et al., 2012;
Gonzélez et al., 2013).

La transmisién de persona a persona por lo general es poco comun en el caso de adultos,
aungue los brotes de campilobacteriosis de tipo familiar son frecuentes (Zhao et al., 2010).
En el caso de nifios es mas probable que puedan infectarse con mayor facilidad y adquieran
la enfermedad por contacto con un ambiente contaminado, especialmente si se habla de
grupos de niflos que comparten actividades recreacionales donde pueda haber diversos

vehiculos para la transmision de las bacterias (tierra, agua, alimentos, juguetes, arena, etc.)
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(Doorduyn et al., 2010). En este trabajo los grupos A, B y C correspondieron a cepas aisladas
de nifios de un centro de cuidado materno infantil de la ciudad de Loja, la correspondencia
de los patrones genéticos entre las cepas indica que este lugar puede constituir un importante
foco de contaminacién y transmision de estos microorganismos y que es necesario en estas
instituciones instaurar medidas de control. Por otro lado, el gran nidmero de cepas con
patrones unicos observados en la poblacion infantil de estudio hace evidente que existen
multiples focos de contaminacion tanto de C. jejuni como de C. coli en la ciudad de Loja a los

cuales estan expuestos.

Diversas investigaciones han considerado como un factor importante las condiciones socio —
econdmicas del nacleo familiar, esto se debe a que se ha evidenciado que las fuentes o vias
de transmision de Campylobacter pueden variar significativamente dependiendo de si la
poblacién de estudio es rural o urbana. Mughini et al., (2012), concluyen de su estudio que
los nifios que habitan en zonas urbanas son mas susceptibles de adquirir la enfermedad por
el consumo de carne de pollo contaminada, siendo por ende estos animales el principal foco
de infeccién por Campylobacter; en comparacion a aquellos nifios que habitan en areas
rurales, quienes con mayor probabilidad, pueden adquirir la campilobacteriosis por el contacto
con el ganado bovino, que ademas muy posiblemente también sean fuente de contaminacion
del ambiente. La falta de este tipo de informacion en este trabajo constituye una limitacion del

estudio.

Todavia se requiere de mayores investigaciones, los datos disponibles en nuestro pais sobre
estos patégenos son limitados, no obstante, en caso de tomarse medidas en el control y
prevencién de infecciones por Campylobacter en seres humanos seria oportuno formular

planes especificos para cada poblacion de estudio (Garrett et al., 2007).

Investigaciones en todo el mundo reconocen que el reservorio por excelencia de especies de
Campylobacter son las aves de corral, destacandose las gallinas por la gran demanda de su
carne para el consumo humano (Strachan & Forbes, 2010). Tsai et al., (2006), similar a los
resultados mostrados en este trabajo, también obtuvieron un nimero de patrones genéticos
considerables (47) solo en C. jejuni, y manifiestan que, a pesar de que la fuente de infeccion
mas importante para el ser humano son los pollos, por los resultados que obtuvieron recalcan

gue las infecciones por C. jejuni también pueden proceder de diversas fuentes.

Resultd interesante evidenciar que la transmision de Campylobacter entre perros fue
frecuente en este trabajo, destacandose el grupo N al contener el mayor nimero de cepas
idénticas (7 cepas) de todos los grupos generados en este estudio. Diversos estudios

mencionan que convivir con perros portadores asintomaticos de estas bacterias es un factor
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de riesgo significativo en la adquisicion de la enfermedad, debido a que en sus heces
expulsan Campylobacter, constituyendo un foco de infeccidn tanto para otros animales como
para el ser humano, ya sea por contacto directo con residuos fecales o por contaminacion del
ambiente (Robinson & Pugh, 2002; Acke et al., 2006). Se puede considerar que los parques
publicos son el lugar propicio para adquirir estas bacterias por contaminacion de las diferentes
areas con las heces de estos animales, las cuales en muchas ocasiones no son recogidas;
las mascotas se infectan al pasear por estos lugares, al consumir agua contaminada, por
depredacién de aves o roedores infectados, necrofagia y/o coprofagia, es asi que pasan a
ser portadores de Campylobacter y representan en el hogar una fuente de infeccion
importante (Mughini et al., 2012; Tamborini et al., 2012).

Sin duda alguna, la presencia de Campylobacter en el intestino de pollos destinados para el
consumo humano representa un serio riesgo para la salud publica. A pesar de que las
condiciones para el 6ptimo desarrollo de Campylobacter son especiales y son bacterias de
crecimiento lento, se ha sobrestimado su capacidad de resistencia y supervivencia en
ambientes externos hostiles, lo que plantea la idea de que las formas de resistencia de estas
especies, las llamadas FVNC, tienen un rol mas importante del que se pensaba en lo que
respecta a su dispersion, de ahi las elevadas tasas de prevalencia de estos patégenos
(Humphrey, O’Brien & Madsen, 2007).

Reducir los niveles de contaminacién por Campylobacter en alimentos como las carnes,
requiere de la aplicacién de Buenas Practicas Agricolas, ademas de Buenas Précticas de
Manufactura en plantas avicolas y mercados (Allos, 2001). La instauracion de estrictas
medidas higiénicas y puntos criticos de control en industrias alimentarias (asi como la
educacion de la poblacion en general), condiciones que limiten el desarrollo bacteriano (baja
humedad, mantenimiento de la cadena de frio, etc.) y/o proveer fuentes de agua
descontaminadas, son algunas opciones que resultan eficaces para frenar la diseminacion

de estos patdgenos a partir de sus reservorios (Silva et al., 2011).

Cabe destacar que en muchos paises el uso de antibiéticos en la industria avicola, ya no es
considerado como una buena alternativa debido a las elevadas tasas de resistencia a
antibiéticos que se ha registrado en especies de Campylobacter, especialmente en C. jejuni
y C. coli, haciendo mencién a las alarmantes tasas de resistencia a las fluoroquinolonas
reportadas en investigaciones de todo el mundo (Smith & Fratamico, 2010; Gonzélez et al.,
2013; EFSA, 2012), pero que ademas estudios recientes llevados a cabo en Ecuador también
han demostrado no Unicamente una considerable prevalencia de C. jejuniy C. coli en nuestro
medio, sino también indices de resistencia a fluoroquinolonas elevados tanto en cepas

aisladas a partir de muestras fecales humanas como de diversos animales (tabla 7).
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Los datos reportados sefialan que en Ecuador los pollos siguen siendo la fuente de
contaminacion mas importante con porcentajes de prevalencia del género de un 52 a un 72%
(Poma, 2014; Nufiez, 2016; Crespo, 2016; Vinueza, 2017); ademas de mostrar que estos
patdgenos también se encuentran infectando a otros grupos de animales domésticos muy
cercanos al ser humano (Nufiez, 2016; Ordofiez, 2016; Chamba, 2016). Por otra parte, C.
jejuni es la especie mas prevalente en la mayoria de las investigaciones realizadas en
Ecuador, a excepcion de tres estudios. Poma, (2014) y Vinueza, (2017) en su trabajo la
especie mas prevalente en aves de corral fue C. coli (68 — 69%); de igual manera en el estudio
realizado por Nufiez, (2016), los aislamiento de C. coli (57%) a partir de perros fue ligeramente
superior a los de C. jejuni (43%). Son datos interesantes, respaldados desde el punto de vista
de que se ha reportado que C. coli puede ser mas prevalente que otras especies de
Campylobacter en paises Latinoamericanos (Fernandez, 2011). Conocer la prevalencia y

distribucién de estas especies permite identificar de mejor manera sus vias de transmision.

En cuanto a las tasas de resistencia a fluoroquinolonas en cepas de C. jejuni y C. coli que se
han reportado a nivel nacional, son consideradas alarmantes debido a que en la gran mayoria
de los estudios se registraron porcentajes del 100% de resistencia tanto en poblacién infantil
como en las diversas poblaciones animales (Obaco, 2016; Cabrera, 2016; Villavicencio, 2017;
Crespo, 2016; Ordofiez, 2016; Chamba, 2016).

Es por ello, que en este trabajo se considerd importante el uso del perfil de susceptibilidad a
fluorogquinolonas de las cepas analizadas conjuntamente con el patron genético, aportando
con esto datos complementarios de gran interés en el estudio de estas especies patdgenas.
En la mayoria de los casos estas dos variantes fueron coincidentes, sin embargo se observo
en algunos grupos la adquisicién de la resistencia y, a pesar de que en este trabajo no se
evalud el mecanismo por el cual fue adquirida, es probable que la presién selectiva por el
abuso de estos antibioticos contribuya a la aparicion de cepas resistentes a gran velocidad
un hecho que ya ha sido comprobado por otros autores (Threlfall, 2004; Pleydell, Rogers,
Kwan & French, 2010). No se considera que exista una relacion directa entre el perfil de
susceptibilidad a fluoroquinolonas y un patron genético especifico en este trabajo debido a
gue el gen flaA no es responsable de generar resistencia a las fluoroquinolonas, por otro lado
hubiera sido oportuno trabajar con un resistotipo mas completo que permitiera hacer mejores
comparaciones. Otras investigaciones tampoco hallaron esta relacion y apuntan que los
perfiles de susceptibilidad a antibiéticos pueden variar en el tiempo limitando su empleo
(Wittwer et al., 2005; Cardinale et al., 2006; Pérez, Garcia, Abad & Echeita, 2012).
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Tabla 7. Reportes de la prevalencia de Campylobacter y datos de resistencia a fluoroquinolonas.

Fuente de Prevalencia (%) Resistencia a
- m— n Fuente
las cepas Género C. jejuni C. coli FQ (%)
Cuenca, V., 2015
Narvéaez, 2015
. Cuenca, J., 2015
Nifios 5-13 59 -92 8-41 67 — 100 Obaco, 2016
Cabrera, 2016
Villavicencio, 2017
Poma, 2014
Nufez, 2016
Poll 2-72 18 -90 10 -69 3-1 '
oflos 5 6 6 00 Crespo, 2016
Vinueza, 2017
Nufez, 2016
Perros 10-33 43 -85 15 -57 15-100 Ordofiez, 2016
Cerdos 27 0 100 100 Chamba, 2016
Vacas 15 73 27 87 Chamba, 2016

Cepas de Campylobacter procedentes de muestras fecales de humanos y aislamientos a partir de
animales, en distintos periodos y ciudades del Ecuador. FQ: fluoroquinolonas.

Fuente: Cuenca, V. (2015); Narvédez, (2015); Cuenca, J., (2015); Obaco, (2016); Cabrera, (2016);
Villavicencio, (2017); Poma, (2014); Nufiez, (2016); Crespo, (2016); Vinueza, (2017); Ordofiez, (2016);
Chamba, (2016).

Elaboracion: Autor.

La dispersion de cepas multiresistentes de Campylobacter es un problema de salud publica
sobre el cual algunos paises ya han instaurado medidas de contencion (Pérez et al., 2012).
En la industria avicola danesa el uso de las fluoroquinolonas en la cadena de produccion de
pollos broiler estéa restringido, por ello se emplea una metodologia de segregacion llevada a
cabo mediante el empleo de pruebas rapidas basadas en técnicas moleculares para la
deteccién de aves positivas para estos patdgenos, aquellas que son negativas se certifican

como “libres de Campylobacter” (Wagenaar, Mevius & Havelaar, 2006; Havelaar et al., 2007).

El uso de técnicas moleculares es cada vez mas frecuente y accesible tanto en la industria
alimentaria, agricola, asi como en la clinica humana. La subtipificacion de las especies
termotolerantes mas prevalentes del género Campylobacter que proceden de distintos
origenes permite obtener informacion epidemioldgica necesaria para la puesta en marcha de
protocolos oportunos para el control de su diseminacion, contribuyendo a la valoracion del
riesgo de su transmision en la poblacién, hace posible ademas tener un estimado del nimero
de casos de campilobacteriosis en humanos atribuidos a un animal en particular como foco

de la infeccion (Ertas et al., 2004).

Por otro lado, la diseminacién dinamica de cepas resistentes a las fluoroquinolonas observada
en esta investigacion, plantea la necesidad de promover planes de vigilancia y control de

estos microorganismos, impulsado por el trabajo colaborativo de las areas de laboratorio,
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clinica humana y veterinaria. Estas medidas permitirian a largo plazo en el Ecuador generar
datos epidemioldgicos suficientes y completos para una deteccidon mas precisa de brotes de

campilobacteriosis en el pais.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo contribuyen a afianzar que la
campilobacteriosis es un problema de salud publica existente en la ciudad de Loja, estos
datos muestran que el ser humano estd expuesto a multiples fuentes de infeccion,
destacandose aquella procedente a partir de los reservorios animales estudiados en el
presente trabajo.
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CONCLUSIONES

Existe una alta diversidad genética entre las cepas de C. jejuni y C. coli estudiadas, al
observar un total de 56 patrones genéticos diferentes.

La transmisién de estas bacterias hacia el ser humano a partir de los reservorios
naturales es dinamica, con muchas fuentes de contaminacién que representan un
gran riesgo para la poblacion de adquirir no solo la enfermedad, sino de convertirse
en portadores asintomaticos de Campylobacter.

La diseminacién de estas bacterias tanto entre personas como entre los animales,
incrementa el riesgo de que surjan mas cepas resistentes a los antibiéticos mas
empleados en la clinica humana.

El uso de la técnica PCR-RFLP-flaA en el estudio de Campylobacter fue de gran de
utilidad por su sencillez, rapidez en la obtencién de los resultados y se considera que
es un adecuado marcador molecular en estudios epidemioldgicos iniciales, con un
aceptable poder de discriminacion evidenciado por el nimero de patrones obtenidos,
similares a lo reportado por otros autores.

Estos datos pueden ser de gran utilidad en la comprensién de la epidemiologia de
estos patdgenos en nuestro medio, con el potencial de ser empleados para futuras
investigaciones en la recoleccién de datos y en la toma de decisiones en el control y

vigilancia de estos microorganismos.
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RECOMENDACIONES

En futuros estudios epidemiolégicos trabajar con otras herramientas de apoyo como
diferentes técnicas moleculares (PFGE), o el uso conjunto de varias enzimas de
restriccion.

Se sugiere a nivel epidemiolégico el andlisis de otras fuentes y vias de transmision
tales como alimentos de origen animal y en particular fuentes ambientales.

Se considera importante trabajar con datos que permitan un estudio mas detallado del
perfil epidemiologico, pudiendo darse mejores comparaciones entre poblaciones de
zonas rurales y urbanas.

Las tasas de resistencia a fluoroquinolonas evidenciadas en nuestro pais son
alarmantes, el estudio de los mecanismos de resistencia generados por cepas de
Campylobacter procedentes de nuestro medio, serian los primeros estudios

realizados en el Ecuador.
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ANEXO 1

Protocolo de Extraccién de ADN
Genomico de Bacterias Gram negativas

Cédigo:

CBCM-
MC-002

Péagina:

lde?2

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

NOTA: Almacenar el kit a temperatura ambiente (15-30°C).

REACTIVOS

- Solucion de Lisis Nuclear (kit)

- Solucién de Precipitacion proteica (kit)
- Solucion de Rehidratacion de ADN (kit)
- RNasa A (kit)

- Isopropanol (T° ambiente)

- Etanol al 70% (T° ambiente)

- Agua destilada estéril

MATERIALES Y EQUIPOS

- Tubos de microcentrifuga (eppendorf) de 1.5ml
- Bafio maria o termobloque

- Centrifuga

- Vortex

- Puntas y micropipetas

- Hielo

PROCEDIMIENTO

1. Tomar 1ml del cultivo bacteriano (caldo) incubado toda la noche y depositarlo en un tubo

eppendorf de 1.5ml. También se puede trabajar con una asada del cultivo bacteriano puro

sembrado en medio so6lido y colocarlo en 600 pl de agua destilada estéril, dar vortex.

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

pellet. Eliminar el sobrenadante.

3. Anfadir 600 pl de la Solucion de Lisis Nuclear. Resuspender las células con movimientos

suaves hasta que se deshaga el pellet.

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




10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.
18.

Afadir 3 pul de RNasa al lisado celular. Invertir suavemente los tubos 2 — 5 veces para
mezclar.

Incubar a 37°C durante 15 — 60 min. Enfriar la(s) muestra(s) hasta temperatura ambiente.
Afadir 200 pl de la Solucion de Precipitacion Proteica al lisado celular tratado con RNasa.
Dar Voértex vigorosamente a alta velocidad durante 20 segundos para mezclar.

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

Centrifugar a 13.000 — 16.000 rpm durante 3 — 6 min.

Transferir el sobrenadante que contiene el ADN hacia un tubo eppendorf de 1.5 ml estéril
gue contenga 600 pl de isopropanol.

NOTA: se recomienda dejar un poco de sobrenadante en el tubo original por tal de evitar contaminar la

solucién de ADN con residuos de proteinas.

NOTA: cuando no se obtiene un pellet de proteinas puede deberse a que la muestra no fue enfriada hasta T°

ambiente antes de afiadir la solucién precipitante de proteinas.

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

conglomerado visible.
NOTA: no siempre se observan las hebras de ADN, lo que no implica necesariamente que no haya ADN en

el tubo. Se recomienda continuar con el protocolo hasta el final.
Centrifugar a 13.000 — 16.000 durante 2 — 5 min.

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

Centrifugar a 13.000 — 16.000 rpm durante 2 — 5 min. Cuidadosamente aspirar el etanol y
desechar.

Conservar el pellet y dejar secar al aire durante 10 — 15 min.

Afadir 100 ul de Solucién Rehidratante de ADN al tubo, incubar a 65°C durante 1 hora 'y
periédicamente mezclar la solucién con ligeros golpecitos en el tubo. Alternativamente
rehidratar el ADN incubando la solucién toda la noche a T° ambiente o a 4°C.

Conservar el ADN obtenido a 2 — 8°C.
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ANEXO 2 Cédigo: | CBEM-MC
Protocolo de Amplificacién del gen flaA -001
mediante PCR (Polymerase Chain Pagina: 1de 2
Reaction)

REACTIVOS

- Buffer de carga

- dNTPs

- MgCI2

- TagPolimerasa

- Agua destilada desionizada estéril
- Primers

MATERIALES Y EQUIPOS

- Tubos de microcentrifuga (eppendorf) de 1.5ml estériles
- Puntas y micropipetas

- Tubos y tapas de PCR de 0.2ml estériles

- Tapas para tubos de PCR estériles

- Vortex

- Microcentrifuga

- Termociclador

PROCEDIMIENTO

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

descongelen mientras son mantenidos en frio.
En un tubo eppendorf de 1.5 ml, hacer el master mix con las cantidades establecidas en
la tabla de PCR, a excepcion del ADN.

NOTA: la TagPolimerasa debe mantenerse todo el tiempo en frio, ademas se recomienda agregarla al mix al
final.

Invertir cuidadosamente para homogenizar el mix sin crear burbujas. Centrifugar por 5
segundos a maxima velocidad para juntar las gotas esparcidas.

A partir del master mix, tomar alicuotas con el volumen de reaccion establecido (20 pl) y
repartir en tubos de PCR, luego adicionar a cada tubo el volumen de muestra (5ul) para
un volumen final de reaccién, en este caso de 25ul. Mantener en hielo 0 a 4°C hasta llevar

al termociclador.
NOTA: trabajar con un blanco (mix sin adicion del ADN para verificar que la reaccion esta libre de

contaminantes), un control positivo cuyo patron de bandas amplificado sea conocido y un control negativo.
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PCR

Gen Componentes 1X (ul) Cont.:e'nt.racmn Concgntramon
inicial final
H-0 11,875
Buffer de carga 5,00 5x 1x
dNTPs 0,50 10mM 200uM
MgCl, 1,50 25mM 1,5mM
Al 5uM
flaA | Primers: 05 100uM
A2 0,5 100uM 5uM
TagPolimerasa 0,125 5U/ul 1,25U/50ul
ADN 5,00
Volumen de reaccién 25,00
5. Condiciones para el termociclador:

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 30 segundos
Anillamiento 53 1 min 35
Extensién 72 1 min
Extension final 72 5 min 1

6. Una vez finalizado el proceso de amplificacion en el termociclador, las muestras deben
ser almacenadas a 4°C hasta que vayan a utilizarse.
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ANEXO 3 Cédigo: | CBEM-MC
TPL Protocolo de Electroforesis en Gel de : -003
UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA Ag arosa — PCR Pég|na: 1 de 2

Una electroforesis en gel de agarosa al 1% permitird una mejor detecciéon de amplicones de
alto peso molecular, al generarse una matriz de un tamafio de poro mayor.

REACTIVOS

Agarosa Ultrapura

Buffer TBE 1X (para gel y para correr)
Gel RED 3X en agua

Marcador de peso molecular

MATERIALES Y EQUIPOS

- Micropipeta y Puntas blancas 1-10ul

- Matraz Erlenmeyer 250mi

- Probeta de 50 ml

- Espétula

- Contenedor del gel y peine

- Balanza analitica

- Plancha térmica/microondas

- Cubeta de electroforesis y fuente de poder
- Transiluminador UV

PROCEDIMIENTO

1. Preparar un gel de agarosa al 1%, disolviendo la agarosa en Buffer TBE 1X y en el

volumen calculado de Gel RED (3X en agua) mediante la aplicacién de calor ver tabla 3.
NOTA: evitar exceso de ebullicién ya que puede evaporarse demasiado y alterar la concentracion final de
agarosa.

2. Homogenizar suavemente sin formar burbujas, dejar enfriar hasta aprox. 60°C y luego
verter la solucion sobre el contenedor del gel. Colocar el peine.

3. Una vez solidificado el gel, colocarlo en la cubeta de electroforesis y afiadir el buffer de
corrida (TBE 1X) de modo que cubra completamente el gel. Retirar el peine para formar
los pocillos.

4. Cargar los pocillos con las muestras (productos de PCR), los controles y el marcador de
peso molecular de 100pb.

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

obtenidas.
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Electroforesis en Gel de Agarosa 1%

volumen 35ml

Gen Componentes Cantidad
Agarosa 0,359
Buffer TBE 1X 23,33 ml

flaA | Gel RED 3X 11,67 ml
Marcador 100pb 1,5l
Producto de PCR 3ul
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ANEXO 4 CBCM-

PL Protocolo de Tipificacion del gen flaA de Codigo: MC -004
Campylobacter por RFLP (Fragment Pagina: 1de 1
Lenght Polymorphism Analysis) '

REACTIVOS

- Buffer de carga
- Enzima de Restriccion
- Agua destilada desionizada estéril

MATERIALES

- Puntas blancas estériles 1-10ul.

- Puntas amarillas estériles 10-100ul.
- Micropipetas

- Tubos eppendorf de 1.5 ml

- Microcentrifuga

- Termobloque

PROCEDIMIENTO

1. Preparar un mix en un tubo de 1.5ml con los componentes de la tabla siguiendo ese orden.
La enzima debe mantenerse siempre en frio.

2. Realizar alicuotas del mix (10ul por muestra) y afiadir al final el producto de PCR (10pl)
obteniendo un volumen final de reaccion de 20pl.

3. Mezclar suavemente por pipeteo y centrifugar por 5 segundos a maxima velocidad para
juntar las gotas esparcidas.

4. Incubar el mix de digestion a 37°C toda la noche en el termobloque. Se estandarizo el
protocolo a un tiempo de incubacién de 2 horas siguiendo las recomendaciones por el

fabricante.
NOTA: la enzima se inactiva al incubar durante 20 min a 65°C o mas.

5. Conservar los digeridos a 4°C.
6. Realizar una electroforesis en gel de agarosa al 3% (Anexo 3).

RFLP (Digestion)

Gen Componentes 1X () Conc-:e.nt-racién concgntracién
inicial final

H20 59

Buffer de carga 4 5X 1X

Ddel 0,1 1ou/ul 1U/20pl
flaA | Mezclar por pipeteo y luego afiadir:

Producto de PCR 10

Volumen De reaccion 20
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ANEXO 5 Cédigo: | CBEM-MC
TPL Protocolo de Electroforesis en Gel de : -003
UNIVERSIDAD TECNICA PARTICULAR DE LOJA Ag arosa — RFLP Pég|na: 1 de 2

Una electroforesis en gel de agarosa al 3% permitird una mejor deteccién de amplicones de
bajo peso molecular, al generarse una matriz de un tamafio de poro menor. Los fragmentos
de diversos tamafos, en especial aquellos que se encuentren muy proximos es posible
separarlos y detectarlos mas facilmente con geles mas concentrados.

REACTIVOS

Agarosa Ultrapura

Buffer TBE 1X (para gel y para correr)
Gel RED 3X en agua

Marcador de peso molecular

MATERIALES Y EQUIPOS

- Micropipeta y Puntas blancas 1-10ul

- Matraz Erlenmeyer 250mi

- Probeta de 50 ml

- Espatula

- Contenedor del gel y peine

- Balanza analitica

- Plancha térmica/microondas

- Cubeta de electroforesis y fuente de poder
- Transiluminador UV

PROCEDIMIENTO

7. Preparar un gel de agarosa al 1%, disolviendo la agarosa en Buffer TBE 1X y en el

volumen calculado de Gel RED (3X en agua) mediante la aplicacién de calor ver tabla 3.
NOTA: evitar exceso de ebullicién ya que puede evaporarse demasiado y alterar la concentracion final de

agarosa.

8. Homogenizar suavemente sin formar burbujas, dejar enfriar hasta aprox. 60°C y luego
verter la solucion sobre el contenedor del gel. Colocar el peine.

9. Una vez solidificado el gel, colocarlo en la cubeta de electroforesis y afadir el buffer de
corrida (TBE 1X) de modo que cubra completamente el gel. Retirar el peine para formar
los pocillos.

10. Cargar los pocillos con las muestras (productos de PCR), los controles y el marcador de
peso molecular de 100pb.

11. Programar la corrida: 90 V, 90 min. Seguido de 120 V, 30 min a 300 mA.

12. Mediante un transiluminador UV visualizar y hacer un registro fotogréafico de los patrones

de bandas obtenidos.
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Electroforesis en Gel de Agarosa 3%

volumen 35 ml

Gen Componentes Cantidad
Agarosa 1,05¢
Buffer TBE 1X 23,33 ml

flaA |Gel RED 3X 11,67 ml
Marcador 100pb 1,5 pl
Producto de PCR 10 pl
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