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RESUMEN

Arcobacter es un bacilo gram negativo curvo perteneciente a la familia Campylobacteraceae,
considerado como un patdégeno emergente de caracter zoondtico. Los caninos y aves de
corral se estiman que son una importante fuente de transmision de Arcobacter para el
hombre. En el presente estudio se determind la prevalencia de Arcobacter spp., aisladas de
heces de caninos y aves de corral en la ciudad de Loja. Se recolectaron 50 muestras de
heces de caninos. La prevalencia para Arcobacter spp., fue de 12% (6/50), de las cuales
83.3 % (5/6) fueron A. butzleri y el 16.7 % (1/6) A. cryaerophilus. En aves de corral se
recolectaron 50 muestras cloacales con una prevalencia del género Arcobacter de 14%
(7/50), el 85.7% (6/7) de A. butzleri y 14.3% (1/7) A. skirrowii. La actividad antimicrobiana en
las cepas de caninos se determiné una resistencia del 100% para acido nalidixico y 83.3%
para tetraciclina; y un 83.3 % de sensibilidad para ciprofloxacina y gentamicina. Por otro lado
en las cepas de gallinas presentaron resistencia del 100% para acido nalidixico y fueron
susceptibles con un 100% para gentamicina. La deteccién de Arcobacter en caninos y aves
de corral es importante ya que es un patdgeno emergente que representa un riesgo en la
poblacion y constituye un problema de Salud Publica.

PALABRAS CLAVE: Arcobacter, prevalencia, caninos, gallina.



ABSTRACT
Arcobacter is a curved negative Gram bacillus belonging to the family Campylobacteraceae,
considered an emerging zoonotic pathogen. Canines and poultry are estimated to be an
important source of transmission of Arcobacter to man. In the present study, the prevalence
of Arcobacter spp., was determined, isolated from feces of canines and poultry in the city of
Loja. 50 stool samples of canines were collected. The prevalence for Arcobacter spp., was
12% (6/50), of wich 83.3% (5/6) were A. butzleri and 16.7% (1/6) A. cryaerophilus. In poultry,
50 cloacal samples were collected with a prevalence of the genus Arcobacter of 14% (7/50),
85.7% (6/7) of A. butzleri and 14.3% (1/7) A. skirrowii. The antimicrobial activity in the canine
strains was determined to be 100% resistant to nalidixic acid and 83.3% to tetracycline; and
83.3% sensitivity for ciprofloxacin and gentamicin. On the other hand, chicken strains
showed 100% resistance to nalidixic acid and were 100% susceptible to gentamicin. The
detection of Arcobacter in canines and poultry is important since it is an emerging pathogen

that represents a risk in the population and constitutes a public health.

KEY WORDS: Arcobacter, prevalence, canines, chicken



INTRODUCCION

Arcobacter fue aislado por primera vez de fetos abortados de bovinos y porcinos en 1977.
Se lo designé sobre la base de su morfologia, aerotolerancia y crecimiento como un
organismo del género Campylobacter. Mas tarde en 1991, Vandamme propuso el género
Arcobacter, perteneciente a la familia Campylobacteraceae (Wang, Seo, Lee y Choi, 2014).
Es un bacilo gram negativo, curvado o en forma espiral. Presenta un flagelo polar que le
dota movimiento tipico de sacacorchos. Mide entre 0.2 y 0.9 um de ancho y 0.5 -3 um de
longitud. Las colonias de Arcobacter cominmente carecen de pigmentacién. En cultivos
jévenes se encuentran en forma de S y en cultivos viejos en forma cocoide o esférica. En la
actualidad comprende 25 especies, aisladas de una gran diversidad de hospedadores y
nichos ecolbgicos. Diversas investigaciones han reportado que la especie mas
frecuentemente aislada es A. butzleri, seguida de A. cryaerophilus y A. skirrowii (Calvo,
Arias y Fernandez, 2013). Dichas especies han sido identificadas en paises desarrollados
como patégenos emergentes causantes de trastornos en el ser humano incluyendo vémitos,
dolor abdominal, enterocolitis aguda, diarrea, fiebre y ocasionalmente septicemia; también
es causante de abortos, mastitis y diarrea en animales. Existen casos en donde han sido
aisladas de muestras fecales en animales sanos. Se conoce que el agua y alimentos
contaminados juegan un papel muy importante, ya que se han identificado cepas de
Arcobacter spp, siendo un medio de transmisién tanto para el ser humano como para los
animales (Bayas, 2016; Ramees et al. 2017; Ruiz, 2005).

En paises desarrollados y en vias de desarrollo, las infecciones por Arcobacter spp., son
descritas como zoonosis, sin embargo en América Latina existen escasos reportes sobre la
frecuencia de este agente etiolégico en caninos y aves de corral (Larrauri et al., 2014). En el

Ecuador aun no se ha descrito informacién sobre su prevalencia.

Una nueva ruta de transmision de esta bacteria es el contacto cercano con mascotas, en
este caso los caninos, sin embargo existen escasos datos sobre su prevalencia. En un
estudio realizado en el sur de Chile, establece que de 60 muestras solo 3.3% (2) fueron

positivas para Arcobacter presentando una baja frecuencia (Calvo et al., 2013).

Las aves son reconocidas como un reservorio importante para el género Arcobacter, en la
carne de pollo se aisla con mucha frecuencia, sin embargo en el tracto intestinal no se aisla
con la misma frecuencia (Fernandez et al.,2007), posiblemente la temperatura corporal de
los pollos (41°) no contribuye a crear un ambiente favorable para las especies de
Arcobacter. También aduce una mayor prevalencia en pollos de 56 semanas de edad con
respecto a pollos de 8 y 16 semanas. Menciona Larrauri et al., 2014 que en 61 muestras

cloacales de pollos 8 fueron positivas para el género Arcobacter. Por otro lado en un estudio

3



realizado en Chile sefiala que de 60 muestras de pollos 12 fueron positivas para el

microorganismo con una prevalencia del 20% (Fernandez et al., 2007).

En la actualidad los métodos moleculares han proporcionado avances en la deteccion y
diferenciacion eficiente a nivel de género y especie, una técnica convencional basada en la
amplificacién de acidos nucleicos es la multiplex-PCR. Se dirige a genes ribosémicos 16S
rRNA y el gen 23S rRNA, que son ampliamente utilizados para la deteccién de especies de
Arcobacter (Abdelbaqi et al., 2007).

En cuanto a la actividad antimicrobiana actualmente no existen estudios que refieran datos
precisos sobre la susceptibilidad antimicrobiana de Arcobacter en caninos y aves de corral.
Sin embargo existen investigaciones en donde han elaborado ensayos E-test, difusion en
agar disco y métodos de microdilucién en caldo; que han informado que algunas cepas de
Arcobacter son resistentes a clindamicina, ciprofloxacina, azitromicina y ampicilina (Calvo,
Arias y Fernandez, 2013).

Las fuentes y vias de transmisién de Arcobacter en Ecuador aun son desconocidas, por ello
es de gran interés realizar un estudio sobre la prevalencia de Arcobacter en caninos y aves
de corral. Para conocer su distribucion ecoldgica, viabilidad en el ambiente y
comportamiento de las cepas frente a los antimicrobianos. Siendo los animales en algunos
casos reservorios de Arcobacter, que conlleva a un alto riesgo de contaminacion hacia el
hombre que puede ocasionar enfermedades gastrointestinales debido a la tasa elevada de

mascotas, como son los caninos, y el consumo de carne en la poblacién.
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1.1. Antecedentes.

Arcobacter forma parte de la familia Campylobacteraceae. Conocidos en la actualidad como
campilobacterias, observados por primera vez en 1881 por el aleman Escherich a partir de
heces de nifios con diarrea, incluyéndolo en un primer momento dentro del género Vibrio
debido a su morfologia en espiral (Bayas,2016). McFayean y Stockman, en 1913,
describieron como organismos Vibrio/Spirillum por su morfologia curvada, implicada en
abortos e infertilidad en ganado bovino (Vandamme et al., 2008). En 1963, Sebald y Veron,
debido a sus bajas composiciones de base de DNA, su crecimiento y su metabolismo no

fermentativo, propusieron el género Campylobacter (Vandamme y De Ley, 1991).

La disponibilidad de procedimientos para el aislamiento de Campylobacter, llevé a renovar la
investigacion en los afios 80, como resultado se aislaron de una diversidad de fuentes
humanas, animales y nichos ecoldgicos; especies similares a Campylobacter. Las pruebas
bioquimicas clasicas utilizados habitualmente en la identificacion de bacterias producian
resultados negativos o variables para las especies de Campylobacter. Esta falta de
caracteres diferenciales llevé a definir como organismos similares a Campylobacter (Bayas,
2016).

Arcobacter se descubrié por primera vez de fetos abortados de bovinos en el Reino Unido
en 1977. Los miembros de este género al principio fueron nombrados como Campylobacter
cryaerophilus debido a las similitudes en su morfologia, aerotolerancia y crecimiento. Estas
especies fueron posteriormente reclasificadas en el género Arcobacter (Collado y Figueras,
2011; Goni et al., 2017), con ayuda de métodos de inmunotipificacion e hibridacién de DNA-
rRNA se dio la formacion de este género Arcobacter. En donde Campylobacter
cryaerophilus se convirtié en A. cryaerophilus y Campylobacter nitrofigilis en A. nitrofigilis. En
1991, aislaron un grupo de campilobacterias aerotolerantes de humanos y animales con
enfermedades diarreicas, presentaban una homologia DNA-DNA diferente a C.

cryaerophilus, por lo que propusieron una nueva especie C. butzleri (Bayas, 2016).

En el mismo afio se dio la inclusién de una nueva familia Campylobacteraceae, asi como la
agrupacion en la misma de los géneros Campylobacter y Arcobacter, esto se basé en los
caracteres fenotipicos y genotipicos que tenian en comun. Mas tarde se descubrié otra
nueva especie, Arcobacter skirrowii, rescatado de animales enfermos asi como de abortos
(Bayas, 2016; Vandamme et al., 2008).

Se ha logrado avances importantes en los Ultimos afios en la comprension de su taxonomia
y patogenicidad, incluyendo publicaciones sobre el genoma de Arcobacter butzleri
proveniente de una cepa clinica humana, que explica informacion detallada sobre la

fisiologia y la genética de este organismo (Collado y Figueras, 2011).
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1.2. Clasificacion taxon6mica

Arcobacter esta identificado como parte de la superfamilia VI rRNA, dentro de la clase beta
Proteobacterias. En ella incluye los géneros Campylobacter, Helicobater, Wolinella y
Sulfurospirilum. Pero Campylobacter y Arcobacter estdn separados en la familia
Campylobacteraceae, basandose en los caracteres fenotipicos y genotipicos que tienen en

comun y que a su vez los separa de otros géneros (Son, 2005).

Segun la dltima clasificacion en el Bergeys Manual of Systematic Bacteriology (2012),
Arcobacter forma parte de la familia Campylobacteraceae que se puede observar en la
Tabla 1.

Tabla 1. Taxonomia de Arcobacter.

Dominio Bacteria

Phylum BXII Proteobacteria

Clase V Epsilonproteobacteria

Orden | Campylobacterales
Familia | Campylobacteraceae

Género | Arcobacter
Género I Campylobacter
Género Il Sulfurospillum

Fuente.(Collado, 2010)

Elaboracion: Autora
El género Arcobacter fue propuesto en 1991 por Vandamme para acomodar dos especies
aerotolerantes de Campylobacter que son C. cryaerophilus y C. nitrofigilis. La primera
aislada de diferentes fuentes (heces, tractos reproductivos y fetos abortados de varios
animales de granja), la segunda especie fue encontrada de la raiz de Spartina alterniflora y
es una bacteria fijadora de nitrégeno. En 1992, Vandamme modificé y amplio el género, con
la reclasificacion de Campylobacter butzleri como A. butzleri aislado originalmente de
humanos y animales con diarrea, mientras que A. skirrowii se obtuvo principalmente de
fetos abortados de porcinos, ovinos, bovinos y prepucio de toros. Un porcentaje minimo

también se obtuvo de heces de estos animales (Collado y Figueras, 2011).

Dentro de la especie Arcobacter cryaerophilus, se definieron dos grupos llamados 1A y 1B,
mediante técnicas de RFLP (Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion). El
grupo 1B es el mas frecuente que 1A, aislandose hasta el momento simultaneamente de
productos alimenticios y de muestras clinicas de animales y humanos (Collado y Figueras,
2011).



En el 2005, se describieron otras dos especies, una de ellas Arcobacter cibarius aislada de
los canales donde faenan pollos en Bélgica, y el otro Arcobacter halophilus, encontrada de
una laguna hipersalina en Hawai; representando asi la primera especie de Arcobacter con
caracteristica haléfila obligatoria (Ramees, Dhama, Karthik, Rathore, Kumar, Saminathan,
Tiwari, Malik, y Singh, 2017). Recientemente se han afiadido nuevas especies, Arcobacter
mytili, aislado de mejillones en Espafia, es la primera especie del género incapaz de
hidrolizar indoxil-acetato. Arcobacter thereius aislada de higado y rifion de fetos abortados
de porcinos y de muestras cloacales de pato (Houf et al., 2009; On, 2001). Arcobacter
marinus aislada de una muestra de agua de mar, estrellas de mar y algas en Corea
(Kim,Hwang y Cho, 2010).

La taxonomia del género Arcobacter se ha basado en el andlisis del gen 16S rRNA. Algunos
genes de Arcobacter, como gyrA y rpoB —rpoC, los han indagado con el fin de diferenciar las
especies y sus relaciones filogenéticas (Collado, Cleenwerck,Trappen, De Vos y Figueras,
2009;Collado, Guarro y Figueras, 2009).

Han propuesto una nueva especie Arcobacter sulfidicus siendo microaerofilico obligado
capaz de oxidar sulfuros, también a varias nuevas especies como Arcobacter valdiviensis,
recuperado de muestras de pollo (Collado, 2010). Algunas especies como A. cloacae y A.
defluvii se han aislado de aguas residuales, y recientemente recuperaron A. faecalis y A.
lanthieri de un tanque séptico de desechos humanos y de estiércol del ganado porcino

(Banting y Figueras, 2017).

La base de las secuencias del gen 16S rRNA que se encuentran en base de datos
publicados, infiere de la existencia de varias especies de Arcobacter potencialmente
novedosas, de diferentes habitats como los campos de petrdleo, la avicultura de bacalao y

aguas residuales (Collado y Figueras, 2011).

Las diversas especies del género Arcobacter han sido aisladas de diferentes nichos
ecoldgicos y hospedadores, de las 25 especies, 4 se consideran patdgenas para animales y
humanos: A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii y A. thereius. En la tabla 2 se resume las

especies de Arcobacter que estan actualmente aceptadas.



Tabla 2. Especies del género Arcobacter.

Nombre Origen
A. anaerophilus  Sedimentos estuarios Sasi Jyothsna et al.,2013
A. aquimarinus  Agua de rio Levican et al., 2015
A. bivalviorum Mejillones Levican et al., 2012
A. butzleri Heces de humanos Kiehlbauch et al., 1991
A. cibarius Carne de pollo Houf et al., 2003
A. cloacae Residuos urbanos Levican et al. 2013a
] ) ) Neill et al 1985
A. cryaerophilus  Fetos ovinos, porcinos
Vandamme et al., 1991
A. defluvii Aguas residuales Collado et al.,2011
A. ebronensis Mejillones Levican et al 2015
A. ellisii Mejillones Figueras et al.,2011a
] ) Whiteduck-Leveille et al.,
A. faecis Aguas residuales
2015b
A. halophilus Laguna hipersalina Donachie et al 2005
A. lanthieri Cerdo y estiércol de ganado Whiteduck-Léveillée et al 2015
) Aguas de mar, algas y estrella )
A. marinus Kim et al.,2010
de mar
A. molluscorum  Mejillones Figueras et al.,20112,2011b
A. mytili Mejillones Collado et al.,2009b
A. nitrofigilis Raices de Spartina alterniflora McClung et al., 1983
A. pacificus Aguas de mar Zhang et al., 2016
A. skirrowii Heces de ovinos Vandamme et al., 1992b
A. suis Heces de porcinos Levican et al.,2013a
) Abortos de porcinos y cloacas
A. thereius Houf et al.,2009
de pato
A. thophiarum Heces de cerdo y abortados De Smet et al.,2011
A. venerupis Almejas Levican et al.,2012
A. bivalviorum Mejillones Levican et al.,2002
A. acticola Agua de mar Park et al.,2016
. Larvas de vieira y tanques de y
A. lekithochrous Diéguez et al., 2017
agua
A. sulfidicus )
] Aguas costeras Wirsen et al.,2002
(candidato)

Fuente.(Bayas, 2016; Ramees et al., 2017).

Elaboracion: Autora



1.3. Género Arcobacter

Descritos como patdégenos emergentes en 1992 por Vandamme, pertenecen a la familia
Campylobacteraceae. El término Arcobacter en latin significa "en forma de arco”. Este
microorganismo comprende 25 especies de las cuales cinco son de gran importancia A.
cryaerophilus, A. butzelri, A. thereius, A. skirrowii y A. cybarius (Inzunza, 2005; Ramees et
al., 2017; Vandamme et al.,1992)

1.3.1. Morfologiay caracteristicas bioquimicas
El género Arcobacter son bacilos gram negativos, curvados, ligeramente en forma de S o
espiral cuando estan en cultivos jovenes y en cultivos viejos presentan una forma cocoidal o
esférica. Miden entre 0.2 y 0.9 um de ancho y 0.5 — 3 um de didmetro. Es mavil debido a
qgue disponen de un flagelo polar y tienen un movimiento similar de sacacorchos. Las
colonias de Arcobacter normalmente carecen de pigmentacion (Bayas, 2016). Tienen
actividad oxidasa y catalasa positiva, en algunas ocasiones es variable. Reaccién negativa
con el rojo de metilo y con el Voges-Proskauer, no producen indol excepto A. mytili y A.
molluscorum. Reducen nitratos y no hidrolizan el hipurato. Poseen un metabolismo
quimioorganotrofico, utilizando gran variedad de fuentes de carbono como acidos orgénicos

y aminoacidos (Bayas, 2016; Calvo, Arias y Fernandez, 2013; Inzunza, 2005)

La identificacion de especies de Arcobacter utilizando pruebas bioquimicas estandar no es
confiable debido a los requisitos de crecimiento exigentes y a su baja actividad metabdlica

observada dentro de las Proteobacterias (Ellis et al.,1977; Hausdorf et al., 2013).

Fenotipicamente Arcobacter es similar a Campylobacter, pero se distinguen por su
capacidad para crecer a temperaturas mas bajas entre 15-25°C, y bajo condiciones
atmosféricas normales. No requieren de hidrégeno para crecer. La temperatura a la cual el
50% del DNA-rRNA hibrido es desnaturalizado es de 66°C (Calvo, Arias y Fernandez,
2013). El contenido de G+C del DNA de Arcobacter oscila entre 27 y 31% en moles (Son,
2005).

En general las especies de Arcobacter presentan una tolerancia de al menos 5% de oxigeno
(Bayas, 2016). Arcobacter se caracteriza por ser microaerofilico y aerotolerante.
Dependiendo de la cepa o especie, los requisitos de crecimiento muestran un amplio rango
de tolerancia entre 15°C a 37°C con un crecimiento éptimo de 30°C. Dependen del ion
sodio, por lo que requieren concentraciones de sodio que van desde 0.5% al 4%. La especie
A. anaerophilus, recientemente descrita demostrd ser un anaerobio obligado, y la especie A.
halophilus es un haléfilo obligado que requiere de al menos 2% de NaCl en los medios para
crecer (Banting y Figueras , 2017; Sasi Jyothsna, Rahul, Ramaprasad, Sasikala y Ramana,

2013).
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Resisten la congelacion hasta 6 meses a 20°C y hasta 24 meses a 70°C, por lo que
temperatura de 55°C o0 mas, inactivard al microorganismo rapidamente. Las cepas de
Arcobacter toleran un rango de pH de 5.5 a 9.5, pese a que, el crecimiento 6ptimo sucede
entre 6.8-8.0 (Banting y Figueras, 2017).

1.4. Principales especies zoonéticas de Arcobacter.
Las principales especies de Arcobacter spp., son A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii, A.
thereius, A. cibarius; las cuales se han descrito como patégenos en el hombre y en los

animales.

- Arcobacter butzleri

Es un bacilo gramnegativo, no esporulado. Es ligeramente curvado, mientras que las
demas especies tienden a ser mas helicoidal (Son, 2005). Mide entre 0.2 y 0.4 um de
ancho por 1 a 3 um de largo. Su identificacion fenotipica en ocasiones se dificulta
debido a su limitada actividad metabdlica y la escases de pruebas, que pueden llevar
a resultados erréneos (Fernandez y Jaramillo, 2016). Posee un crecimiento mas
rapido en comparacion con las demas especies (Banting y Figueras, 2017).

Parece ser que la especie A. butzleri es la menos exigente ya que muestra
crecimiento en lactosa, glucosa y citrato con algunas cepas que muestran tolerancia
a 42°C, ademas de que crece al 1.5% de NaCl y tiene capacidad de reducir el nitrato
(Levican, Collado y Figueras, 2013; Vandamme et al.,1992)

Es considerado como un enteropatdégeno emergente y potencial agente zoonético. A.
butzleri es la especie mas frecuentemente aislada, tanto de procesos infecciosos,
como de reservorios, de muestras ambientales y de alimentos de origen animal
(Fernandez et al.,2014). En sus inicios fue aislada de muestras humanas y animales
con diarrea, se caracteriza por una diarrea acuosa con dolor abdominal, nauseas y
vomito, asociada con enteritis, calambres abdominales, bacteriemia y apendicitis en
humanos. En animales enteritis y abortos. Se describe su capacidad de adherencia
al epitelio, que causa disfuncién de la barrera epitelial provocando cambios en las
proteinas de unién estrecha, ademas de inducir apoptosis epitelial, con lo que se
produce una diarrea tipo fuga de flujo. Tiene el potencial de invadir otras partes del
cuerpo y producir complicaciones, encontrandose en cuadros clinicos como cirrosis

hepética y apendicitis gangrenosa aguda (Calvo et al., 2013).

-Arcobacter cryaerophilus

Especie predominante asociada en casos de bacteriemia y diarrea en humanos, de

abortos en animales como bovinos, ovinos y porcinos; muestras fecales de ganado

11



vacuno, cerdos, caballos y en casos de mastitis en el ganado. Se establecen dos
grupos (1A y 1B), difieren en sus proteinas y patrones acidos, como también en la
longitud de los fragmentos polimoérficos de los genes rRNA, los cuales fueron
separados mediante diferentes técnicas como RFLP (Polimorfismos de longitud de
fragmentos de restriccion) en genes 16s y 23s. Sugiere que se les podria asignar un
rango taxonomico distinto, sin embargo no han propuesto modificaciones (Calvo,
Arias y Fernandez, 2013; Collado, 2010; Vandamme et al., 2008)

-Arcobacter skirrowii

Aislada de muestras de heces de ovejas con diarrea, de abortos en cerdos, fetos
bovinos y ovinos, y del prepucio de toros. Asociada en pacientes con diarrea crénica
y en ocasiones en pacientes con gastroenteritis, tanto en nifios como en adultos. Su

patogenia sigue siendo desconocida (Calvo et al., 2013; Vandamme et al., 2008).

-Arcobacter thereius

Aislada de higados y rifiones de cerdos con abortos espontaneos y en muestras
fecales de patos (Houf et al.,2009).

-Arcobacter cibarius

Descrita en 2005, aislada de la carne de pollos en Bélgica. Revelan similitudes del
gen 16S rRNA del 97.5 % con A. cryaerophilus y un 96.5 % con respecto a A. butzleri
(Houf et al.,2005).

1.5. Reservorios y rutas de transmisién

Algunas especies de Arcobacter estan asociadas con plantas y animales, se encuentran en
los 6rganos reproductores y en fetos abortados de varios animales, tracto intestinal de seres
humanos y animales. Los reservorios incluyen agua, rios, lagunas, alcantarillado,
comunidades de campos petroliferos, ambientes marinos e hipersalinos, aguas termales de
aguas profundas. El consumo de agua contaminada, alimentos de origen animal o la
contaminacioén directa con la materia fecal, por contacto directo con el individuo enfermo o
reservorios naturales, se consideran vias de transmision para el género Arcobacter (Bayas,
2016).

1.5.1. Transmisién por agua
Probablemente el agua es un componente clave para la transmisiéon de Arcobacter, en la
mayoria de estudios que analizan las tasas de transmision en animales, los suministros de
agua presentaban Arcobacter. Esto es comdn en operaciones agricolas, donde el agua es
consumida por los animales o utilizada para lavar los cadaveres de animales y productos

vegetales (Collado y Figueras, 2011).
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Demostraron que posee la capacidad de formar biopeliculas, sobreviviendo en superficies
abioticas. ldentificaron Arcobacter en biofilms de tuberias de distribucibn de agua y en
equipos de los mataderos de aves de corral. Con la observacion de que Arcobacter puede
sobrevivir a largos periodos en el agua o incluso replicarse a temperatura ambiental y a 4 -
10°C (Ramees et al.,2017).

Propagacion de estiércol o la liberacién de aguas residuales al aire libre, llegando por medio
de la lluvia a los acuiferos o las vias fluviales cercanas, lo que puede provocar la posible
transmisién al hombre. También han descrito la asociacion de Arcobacter con plancton y
organismos unicelulares. Dos brotes se relacionaron en aguas de pozo contaminadas,
siendo el primer informe en EE.UU, aislando A. butzleri del agua subterranea. Las fallas con
el proceso de cloracion utilizado para la desinfeccion del agua potable se han considerado a

causa de la presencia de Arcobacter (Banting y Figueras, 2017).

Las especies de Arcobacter son autoctonas de los ambientes acuaticos, aunque también se
ha observado prevalencia de estas en las heces de animales de granja y en los efluentes de
la exportacion agricola. Sin embargo, A. butzleri, A. cryaerophilus y A. skirrowii son mas
frecuentes en el agua que estd contaminada. Estas especies ingresan al agua de mar,
mediante el agua dulce contaminada, donde coexisten con otras especies como A. marinus
o A. halophilus, que han sido aislados solo en esos ambientes. Un importante reservorio
para este organismo son las aguas residuales, donde mostraron una diversidad de especies
del género Arcobacter, incluso identificaron una nueva especie A. defluvi (Collado y
Figueras, 2011).

El agua sometida a un proceso inadecuado de potabilizacion puede ser sefialada como un
factor de riesgo en la adquisiciobn de enfermedades diarreicas asociadas con Arcobacter
(Collado et al., 2008; Fong et al.,2007). Por ejemplo se confirmé la presencia de Arcobacter

en plantas de tratamiento de agua potable en Alemania y en Espafia (Bayas, 2016).

1.5.2. Transmisién por animales
El contacto con heces de mascotas o simplemente el lamido, es una potencial via de
transmision. Recientemente en un estudio, empleando multiplex-PCR, se reportaron altas
prevalencias de A. butzleri y A. cryaerophilus, las muestras fueron tomadas del hisopado
oral de gatos; también han reportado la presencia de la bacteria en perros, mapaches y
tortuga de galapagos con una prevalencia relativa. Sugiere que estos animales podrian
desempenfar un papel importante en la epidemiologia de este agente etiolégico, ya que

comparten el ambito urbano o suburbano con los seres humanos (Collado y Figueras, 2011).
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Existen algunas especies de Arcobacter que pueden compartir al mismo tiempo nichos
ecoldgicos en especial ambientes himedos, en un estudio que indican que A. butzleri puede
ingresar en amebas (Acanthamoeba castellana) y ubicarse en el interior de vacuolas. En
donde puede sobrevivir al menos por 10 dias, de lo que podria constituir un eventual
reservorio de A. butzleri en el medio ambiente y actuar como vector, para que la bacteria se

transmita de un ambiente o de un hospedador a otro (Fernandez et al., 2014).

Probablemente las aves de corral producidas para el consumo humano son una fuente
importante de Arcobacter. Varios estudios demuestran tasas de aislamiento de Arcobacter
de la carne y en el matadero de aves de corral, hasta el 100%. Las cifras de aislamiento de
Arcobacter son variables ya que actualmente no se adopta un método de aislamiento
estandar. De acuerdo con los informes actuales, las especies de Arcobacter comunmente
aisladas de aves de corral son A. butzleri, A. cryaerophilus y A. skirrowii (esta frecuencia es
similar a la detectada a partir de muestras de heces humanas). Durante afios no estuvo
claro de donde es la fuente de Arcobacter, debaten si Arcobacter se encuentra en el
intestino de los pollos o en el agua de proceso que podria ser la fuente de contaminacion
para los cadaveres de pollo. Sin embargo estudios posteriores demostraron que Arcobacter
puede habitar en el intestino de pollo, pero que la edad de los animales y el método de
recuperacion e identificacion influyen en la prevalencia de Arcobacter (Banting y Figueras,
2017).

Estudios demuestran que existe transmision transplacentaria de Arcobacter en cerdas, y en
lechones por transmisién postnatal o con el ambiente. Ademas, han demostrado que los
tractos intestinales y oviductos de las gallinas reproductoras pueden infectarse con
Arcobacter, aunque no se encontraron evidencias de transmision de gallinas a huevos
(Collado y Figueras, 2011).

1.6. Epidemiologia

La mayoria de infecciones causadas por Arcobacter permanecen asintomaticas por
naturaleza y solo unas pocas presentan condiciones clinicas. La distribucién de Arcobacter
es actualmente aun desconocida debido a la escaza informacién que existe, pero es
probable que tenga una distribucion mas amplia que Campylobacter; debido a su capacidad
de sobrevivir y replicarse en el agua. Hasta el momento hay poca informacion proveniente
de cuatro continentes, lo que puede sugerir una amplia distribucién (Banting y Figueras,
2017). En animales, Arcobacter causa abortos, diarrea y mastitis (Aydin, Gimusgsoy, Atabay,
Ica y Abay, 2007; Collado y Figueras, 2011; On et al.,2002; Ramees et al.,2017).Ciertas
especies del género Arcobacter son consideradas como patégenos entéricos emergentes y

de origen zoonoético (Fernandez et al.,, 2007). Ha sido aislada de ciertos animales
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domésticos como, aves de corral, ganado porcino, ovino, vacuno y canino; en fetos
abortados de porcinos y bovinos, de vegetales y humanos. Algunas especies de Arcobacter
se han aislado de superficies de plantas procesadoras de carne, agua potable, alcantarillas,
agua de rio y de mar. La especie Arcobacter no forma parte de la flora intestinal y el hombre

se puede infectar y verse afectado por dicho organismo (Calvo et al,. 2013).

Menciona en un estudio realizado en Chile que existe una prevalencia del 20 % en muestras
cloacales de pollos y de heces de caninos un 3% (Fernandez et al., 2007). Se ha encontrado
Arcobacter de muestras fecales de aves de corral; mencionando que podrian ser un
reservorio natural de especies de Arcobacter. En varios paises, como Japdén, Australia,
paises bajos y europeos han aislado la especie Arcobacter de muestras de pollo con una
prevalencia del 23 al 100%, lo que les llevo a sugerir que el pollo puede ser un reservorio
significativo (Amare et al., 2011), en América Latina existen escasos estudios sobre la
prevalencia de esta bacteria en caninos y aves de corral, asi mismo en Ecuador no existen

datos sobre su frecuencia.

1.7. Patogenia

Arcobacter spp., se lo ha identificado en abortos y enteritis en el ganado, mientras que las
infecciones humanas se lo asocian principalmente con enteritis y bacteriemia (Wesley y
Miller, 2010). En la actualidad el potencial patogénico de Arcobacter permanece
relativamente desconocido. Usaron modelos tanto in vivo como in vitro para comenzar a
conocer el mecanismo que desencadena la infeccidon por Arcobacter. Utilizaron ensayos in
vitro, en cultivos de células humanas y animales para demostrar que varias especies de
Arcobacter pueden adherirse e invadir células eucariotas, y pueden producir toxinas que
dafian estas células huésped. Por otro lado, también realizaron estudios in vivo para explicar
la fisiopatologia y potencial patogénico de Arcobacter spp. Los datos de la secuenciacion del
genoma resaltaron marcadores potenciales que son Utiles para el estudio y comprension del

mecanismo (Ferreira, Queiroz, Oleastro, y Domingues, 2015).

La determinacién de la secuenciacion del genoma de A. butzleri RM4018, fue un paso
importante para la investigacion de Arcobacter. Identificaron varios factores de virulencia
putativos, de los cuales algunos presentaron homologia con los determinantes factores de

virulencia de Campylobacter jejuni (Miller et al., 2007).

Algunos genes putativos (cadF, cj349, mviN, pldA, tlyA, hecA, hecB, irgA) han recibido una
atencion especial debido a su homologia con genes asociados a la patogenicidad en otros

microorganismos (Ferreira et al., 2015).
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Desarrollaron un ensayo de PCR para detectar estos nueve genes de virulencia putativos y
evaluaron 319 cepas de Arcobacter provenientes de muestras de animales y humanas. En
donde identificaron las especies A. butzleri, A. skirrowii y A. cryaerophilus; los nueve genes
de virulencia putativos se encontraron en 26 de los 182 aislamientos de A. butzleri, en
relacion con las cepas de A. cryaerophilus y A. skirrowii que no se encontraron estos nueve
genes. Lo que sugieren que Arcobacter tiene un comportamiento patogénico diferente o una

mayor heterogeneidad del genoma (Douidah et al., 2012).

Los mecanismos de patogenicidad y virulencia de las especies de Arcobacter son aun muy
poco conocidos, existen varios estudios sobre la capacidad de adhesion, invasion y
citotoxicidad de este microorganismo en varias lineas celulares como HeLa, CHO, Hep-2,
demostrando grandes diferencias. Estudios mencionan que estas diferencias pueden
deberse al origen de las cepas (ambientales o clinicas), asi como las diferentes lineas

celulares utilizadas en los ensayos (Gugliandolo et al., 2008; Collado, 2010).

A. butzleri demostr6 ser la especie mas invasiva en infecciones en animales experimentales
(Wesley, Baetz y Larson, 1996), mientras que A. cryaerophilus la describieron por primera
vez cuando observaron que las cepas indujeron la acumulacién de liquido y electrolitos en

un ensayo in vitro con células Hep-2 de ratas (Collado, 2010).
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Figura 1. Mecanismo de virulencia descrita para Arcobacter.

Fuente y Elaboracion: (Collado y Figueras, 2011)
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Las especies de Arcobacter mostraron la capacidad de ocasionar citotoxicidad, adherencia,
invasion e inflamacion, (Figura 1). Se conoce muy poco sobre cudl es el rol que juegan en la
infeccién las caracteristicas del hospedador, como la edad, sexo y estado inmunoldgico,
pero se estima que son factores predisponentes, que pueden facilitar o propiciar la infeccién
por A. butzleri. La capacidad de adherencia al epitelio por parte de A. butzleri, causa un
desequilibrio funcional de la barrera epitelial, provocando cambios en las proteinas de unién
estrecha y apoptosis celular, produciendo la diarrea secretora. Ademas se ha observado el
efecto citotéxico sobre células Vero, posiblemente a la produccion de citotoxinas

vacuolizantes (Collado y Figueras, 2011).
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Figura 2. Mecanismo de patogenia

Fuente y Elaboracion: (Ramees et al.,2017)

La transmisién de Arcobacter puede darse por diferentes fuentes como animales, alimentos
contaminados o agua. Después de la entrada de Arcobacter a través del tracto digestivo,
coloniza el intestino. Produce una citotoxina que afecta la expresion de la familia de
proteinas de union estrecha, claudina 1-5 y 8, produciendo la liberacién de citocinas
proinflamatorias IL-8 y la disfuncion de la barrera epitelial. Lo que conduce a un desequilibrio

en la barrera epitelial y aumento en el transporte paracelular, resultando en una diarrea de
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fluio de escape (Figura 2). Luego la bacteria es liberada al medio ambiente, donde

contamina el agua y otras fuentes de alimentos (Ramees et al.,2017).

1.8. Sintomatologia en caninos y aves de corral

Arcobacter ha sido frecuentemente aislado de los tractos intestinales y muestras fecales de
diferentes animales de granja, sin embargo tienen la capacidad de causar enfermedad solo
en algunos de ellos. Los efectos mas graves que causan en animales incluyen abortos,
mastitis y diarrea. Arcobacter cryaerophilus es la especie predominante asociada al aborto

animal, mientras que A. butzleri y A. skirrowii son menos frecuentes (Calvo et al., 2013).

En un estudio comprobaron la presencia de Arcobacter en muestras de saliva de humanos y
perros en Dinamarca, observaron que los humanos no sufrian de problemas dentales, pero

en los caninos si (Pejchalova et al., 2016; Petersen, Harrington, Kortegaard y On, 2007).

La presencia de Arcobacter en heces fecales es bien conocido en aves de corral; no existen
informes acerca de la asociacion de la enfermedad en los animales, en algunas estudios
mencionan que, las aves podrian ser un reservorio natural de la especie Arcobacter (Assata,
Roy, Lemay y Montpetit, 2002; Ho, Lipman y Gaastra, 2008). Género Arcobacter se aisla
con mayor frecuencia en la carne de pollo, pero no se aisla con la misma incidencia en su
tracto intestinal. Una razon a ello seria posiblemente a la alta temperatura corporal de los
pollos (41°C) lo que no contribuye a crear un ambiente favorable para el desarrollo de

especies de Arcobacter (Fernandez et al., 2007).

La edad de las aves también influye para que se dé la colonizacibn de Arcobacter
spp.,presentandose la bacteria en pollos de 56 semanas de edad en comparacién con pollos

de 8 a 16 semanas que carecian del microorganismo (Calvo et al., 2013).

1.9. Diagnéstico.

La identificacion de Arcobacter en caninos y aves de corral no es especifico pero de igual
manera se lo realiza con los protocolos que existen para el aislamiento de Arcobacter.
Debido a la falta de métodos de deteccién precisos, no existen datos claros sobre la
prevalencia de Arcobacter en diferentes partes del mundo. El desarrollo de métodos de
diagndstico puede conducir a un informe mas preciso de las infecciones humanas y obtener
una prevalencia exacta de Arcobacter (Merga et al., 2011a; Prouzet-Mauléon, Labadi,
Bouges, Ménard y Mégraud, 2006). Los avances actuales en el desarrollo de diagndsticos
rapidos y especificos han proporcionado diversos métodos moleculares que brindan mayor

sensibilidad y especificidad (Ramees et al.,2017).

El incremento de casos relacionados a infecciones en humanos y animales por parte de

Arcobacter sugiere una importancia en Salud Publica. Su caracter patogénico ha sido
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subestimada, ya que no se ha normalizado un protocolo estandar y especifico para la
identificacion de Arcobacter, uno de los protocolos de aislamiento para Arcobacter
comunmente empleado se basan en el uso de un caldo de enriquecimiento suplementado
con antibioticos, seguido de una filtracion del caldo sobre agar sangre. Johson y Murano
plantearon un nuevo caldo de enriquecimiento suplementado con cefoperazona y 5 —
fluorouracilo, logrando una buena recuperacién de Arcobacter. Otro método muy conocido
fue disefiado por Houf, después de un estudio de susceptibilidad antimicrobiana a
Arcobacter, en donde incorpora cinco antibiéticos tanto en el caldo de enriquecimiento como
en el medio de cultivo; siendo el Unico método validado para muestras fecales (Collado y
Figueras, 2011).

Existe una variedad de métodos para el aislamiento de Arcobacter spp., que van desde
técnicas modificadas de Campylobacter a métodos especificos para Arcobacter. El primer
aislamiento que se informé de Arcobacter, emplearon un medio Leptospira-Ellinghausen-
McCullough-Johnson-Harris (EMJH) suplementado con 5-fluorouracilo (Corry y Atabay,
2001). Algunos cientificos evaluaron el uso de caldo de Arcobacter con un suplemento de
cefoperazona, anfotericina y teicoplanina (Corry y Atabay, 2001). Desarrollo Houf un método
especifico de aislamiento de Arcobacter que implica el uso de cinco antibibticos
(cefoperazona, trimetropin, anfotericina, novobiocina y 5-fluouracilo). Este método se utiliza
actualmente en estudios sobre la prevalencia de Arcobacter. A pesar de la variedad de
métodos de aislamiento, no existe un protocolo estandar pata determinar el aislamiento a

partir de muestras fecales (Merga et al., 2011b).

Los métodos de cultivo generalmente se dividen en dos etapas para la deteccién de
especies de Arcobacter, son la etapa de enriquecimiento y de siembra. El enriquecimiento
se realiza principalmente a una temperatura de 30°C y la siembra, las muestras se inoculan

en la superficie del agar o se inoculan en un medio sélido (Goni et al., 2017).

Para el aislamiento de Arcobacter de muestras de aves de corral, utilizaron agar de
desoxicolato de cefoperazona de carbon modificado suplementado con antibiéticos CAT. En
1996 desarrollaron un caldo medio agar modificado de cefsulodin-irgasanovobiocina (MCIN)
con suplemento CAT para la recuperacion de Arcobacter de aves de corral (Goni et al.,
2017).

Debido a que la identificacion fenotipica no resulta ser especifica para Arcobacter, existen
métodos moleculares que han sido disefiados para su identificacion a nivel de especie. El
método mas usado a nivel mundial es el multiplex-PCR y demostrdé ser una alternativa
rapida y especifica para la deteccion simultdnea de diferentes especies de Arcobacter.

Siendo util para evaluar la prevalencia, control de calidad de alimentos, potencial clinico y
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zoonotico de Arcobacter (Collado y Figueras, 2011;Goni et al., 2017), aunque este método
es muy conocido produce una identificacion errénea de A. nitrofigilis con A. skirrowii debido
a que se obtiene amplicones idénticos. En el afio 2003, planteo otra m-PCR para la
identificacion de las especies consideradas de importancia clinica, es decir, A. butzleri, A.
cryaerophilus y A. skirrowii, que han sido aisladas de muestras fecales y de alimentos. En
2008, un método molecular RFLP (Polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion)
que se basa en el andlisis de los polimorfismos del gen 16S rRNA para especies de
Arcobacter. En donde utiliza una digestion con la enzima Msel y produce patrones
especificos para todas las especies descritos en ese momento (Bayas, 2016); esta técnica
ofrece una serie de ventajas, debido a que es mas discriminatorio que los métodos
fenotipicos y mas rapido y simple que las técnicas moleculares no basadas en PCR, como la
hibridacion de DNA (Hurtado y Owen, 1997). Estos dos métodos suelen ser los mas
utilizados en cuanto a la identificacion de Arcobacter, pero estudios demuestran que se
encontraron resultados incongruentes entre estos métodos, por lo cual recomiendan una
identificacion final por secuenciacién del gen 16S r RNA (Kabeya, 2003).

El ensayo PCR para la detecciébn de especies de Arcobacter, es por medio de DNA
purificado o lisado, en el que los resultados se obtienen en menos de 8 horas en

comparacion con varios dias usando los métodos de cultivo (Goni et al., 2016).

Una técnica que ha existido hace mas de 30 afios e innovado el diagnéstico microbiolégico
es la técnica MALDI-TOF (Espectrometria de masas mediante desorcién de Matriz Asistida
por Laser/lonizacion-TOF). Es un método confiable, especifico y rapido, en donde permite la
utilizacion de la espectrometria de masas en la identificacion de microorganismos, mediante
el andlisis de proteinas, principalmente ribosomales, a través de la creacion de un espectro
de masas que es especifico para cada género y especie (Marshall et al., 1999; Plascencia,
2003).

La electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) y el esquema de tipado de secuencia de
multiples locus (MSLT) también son usadas para la caracterizacion de Arcobacter. La PFGE
evalla las diversas caracteristicas genéticas de los aislamientos de Arcobacter para
caracterizar su epidemiologia y la vigilancia de brotes. Otro método para la deteccion de
especies de Arcobacter es la hibridacién por inmunofluorescencia in situ (FISH) que
proporciona resultados impresionantes debido a su disefio rapido y sensible, también
permite la determinacion de las caracteristicas morfolégicas, tamafio y contenido de rRNA
celular bacteriano (Fera et al., 2009; Goni et al., 2017; Moreno et al., 2003).
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1.10. Resistencia Antimicrobiana

La gravedad o prolongacion de los sintomas puede justificar el uso de tratamiento
antibiético, pero en la mayoria de casos de enteritis y bacteriemia causados por el género
Arcobacter suelen ser autolimitantes y no requieren de tratamiento antimicrobiano. Las
pruebas de susceptibilidad para Arcobacter no estan estandarizadas, por lo que han llevado
a cabo diversos estudios a utilizar diferentes métodos, es decir, dilucion en agar, difusion en
agar disco y micro dilucion en caldo. Resultados demuestran que cepas de A. butzleri son
resistentes a clindamicina, azitromicina, ciprofloxacina, metronidazol, carbenicilina y
cefoperazona. Las fluoroquinolonas y la tetraciclina han sido sugeridas para tratamiento de
infecciones humanas y animales causadas por Arcobacter (Silha, Pejchalova y Silhova,
2017).

Las quinolonas se consideran como los medicamentos de primera linea para el tratamiento
en infecciones por campylobacterias en pacientes humanos, actualmente existen pocos
datos disponibles sobre los niveles de resistencia ante estos antibidticos entre las especies
de Arcobacter. El mecanismo de accién de las quinolonas se basa en interferir en la sintesis
de DNA (Lapongov et al., 2009), penetrar la pared celular a través de porinas, inhibiendo
directamente la replicacion bacteriana al interactuar con dos enzimas: DNA girasa, proteina
tetramérica codificada por los genes gyrA y gyrB (Aldred et al.,2014 y Maruri et al.,2012)y la
topoisomerasa 1V, codificada por los genes prC y parE. Estas enzimas son necesarias para
el superenrollamiento del DNA (Bayas, 2016).A. butzleri y A. cryaerophilus mostraron una
mutacién en el gen gyrA, el cual codifica la subunidad A del DNA girasa, que podria explicar
la resistencia frente a las quinolonas, la presencia del gen cat (codifica una O-
acetiltransferasa) se relacion6é con la resistencia al cloranfenicol, la ausencia del gen
upp(codifica el uracilo fosforribosiltransferasa) se asocié con la resistencia al 5 —fluouracilo
(Collado y Figueras, 2011).

La multirresistencia a farmacos también es de gran preocupacion ya que limita la eleccion
a un tratamiento con antibiéticos y su dosis. Las caracteristicas genéticas como plasmidos,
los trasposones, bombas de efluvio multidrug y los integrones estan involucrados con la
evolucion y diseminacion de la resistencia a mdltiples farmacos en bacterias (Arhin, Draghi,
Pillar, Moeck y Sahm, 2012).
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2.1. Poblacién de Estudio

Se recolectaron 50 muestras de heces de caninos, durante el periodo marzo-abril 2017 en la
ciudad de Loja. La recoleccion de las heces de caninos se realizé con temperaturas que
oscilaban entre los 18°C y los 23°C en los parques: Parque Recreacional Jipiro y Parque

Lineal la Tebaida, las muestras fueron tomadas al azar y de deposiciones recientes.

Figura 3. Muestreo de caninos de las diferentes zonas de Loja.
Fuente: Autora
Elaboracion: Autora.

Se recolectaron 50 muestras de aves de corral de los alrededores de la ciudad de Loja. Las
condiciones fisicas y ambientales en las que se encontraban las aves de corral fueron, en
contacto fisico con otras aves como pavos 0 patos, cerca de animales de compafia como
perros y gatos. La estructura del corral en donde se encontraban las aves, eran en jaulas
elaboradas con alambre y madera. Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de
Microbiologia Clinica del Departamento de Ciencias de la Salud de la Universidad Técnica

Particular de Loja.

Figura 4. Muestreo de aves de corral en las diferentes zonas

de la ciudad de Loja.
Fuente: Autora
Elaboracién: Autora.
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2.2. Siembra e Incubacion
Las muestras se inocularon en caldo de enriquecimiento para Arcobacter (Anexo 1) con la

mezcla antibidtica de Houf, incubadas a 30 °C por 72 horas.

Aislamiento

Las muestras fueron filtradas con una membrana de triacetato de celulosa (poro de
0.45um) sobre el medio de agar enriquecido para Arcobacter (Anexo 2). Se tomé 200 pl
del caldo, homogenizando suavemente por pipeteo se colocé sobre las membranas,
evitando salir del area del filtro y procurando salpicaduras en el agar. Se incubo por 48 a
72 horas a 30 °C en aerobiosis.

Identificacion fenotipica

Pasado el tiempo de incubacion, se procedié6 a revisar las placas observando el
crecimiento de colonias transparentes, convexas, redondas, brillantes o de un ligero tono
blanguecino grisaceo y que sigan la linea del estriado (Figura 5). Seguido a esto se
realiz6 un andlisis microscopico por medio de la tincion de Hucker (Anexo 3),
observando asi la morfologia caracteristica de Arcobacter.

También se realizaron pruebas de catalasa y oxidasa, siembra en agar Macconkey que
se realiza con el fin de identificar presuntivamente a Arcobacter butzleri (Anexo 4).

Las muestras identificadas presuntivamente como Arcobacter fueron crioconservadas a -
80°C en glicerol y en DMSO (Dimetilsulfoxido) al 10% (Anexo 6).

Figura 5. Cepas de Arcobacter spp., aisladas en aves de corral.
Fuente: Autora

Elaboracién: Autora.
2.3. Identificacion molecular.
2.3.1. Extraccién de DNA.
De los controles positivos y de los cultivos puros de las cepas aisladas, se procedio a hacer
la extraccion de DNA, mediante el kit de purificacibn de DNA gendmico Wizard®
(PROMEGA) (Anexo 7). El DNA obtenido fue conservado a -8°C.
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2.3.2. Multiplex PCR.
Las cepas identificadas presuntivamente como Arcobacterspp., seran reconocidas de forma
definitiva mediante la técnica de Multiplex PCR (Laid Douidah, De Zutter, Vandamme y Houf,
2010). El volumen final de reaccién fue de 25ul (Anexo 8). Se utilizdé 5 ul de DNA, 5X Green
GoTaq Buffer, 10 mM dNTPs, 25mM MgCl,, 5U/ul GoTaq Flexi DNA Polimerasa (Promega).
Para la identificacion a nivel de género se amplific6 fragmentos del gen 16S rRNA y a nivel
de especie dirigido al gen 23S rRNA. Se utilizaron los siguientes cebadores (Tabla 3) a una

concentracion de 5uM (Invitrogen™).

La amplificacion de los genes se ejecuté mediante Touch Down, disminuyendo 0.5°C cada 2
ciclos (Anexo 8). Los amplicones obtenidos fueron detectados en un gel de agarosa
Ultrapura (Invitrogen™) al 2%, en condiciones de corrida de 120 V, 60 minutos, 300 mA. Se
empled un marcador de peso molecular de 100pb (Promega). Las bandas se visualizaron en
un transiluminador UV Enduro™ GDSTOUCH Labnet.

Tabla 3. Secuencias de primers utilizados para la Multiplex-PCR para identificacién de especies

de Arcobacter spp.

Especie Tamarfo(bp) Gen Primer Secuencia
Género 16S
ArcoF 5-GCYAGAGGAAGAGAAATCAA-3'
Arcobacter rRNA
. 23S
A. butzleri 2061 RNA ButR 5-TCCTGATACAAGATAATTGTACG- 3
I
. 23S
A. thereius 1590 RNA TherR 5'-GCAACCTCTTTGGCTTACGAA-3'
I
o 23S .
A. cibarius 1125 BNA CibR 5'-CGAACAGGATTCTCACCTGT-3'
r
. . 23S .
A. skirrowii 198 RNA SkiR 5-TCAGGATACCATTAAAGTTATTGATG-3'
r
A. cryaerop 305 Giras  GyrasF 5-AGAACATCACTAAATGAGTTCTCT-3'
hilus aA

GyrasR 5-CCAACAATATTTCCAGTYTTTGGT-3'

Fuente:(Douidah et al.,2010)

Elaboracion: Autora

2.4. Actividad antimicrobiana

La determinacion de la actividad antimicrobiana de las cepas aisladas de Arcobacter se
realizO mediante el método de difusion en disco en agar Muller Hinton (Anexo 10),
enriguecido con extracto de levadura y sangre al 5%. Se utilizé seis antibioticos:
ciprofloxacina (CIP-5ug), acido nalidixico (30ug), eritromicina (E-15ug), gentamicina (GM-
10pg), ampicilina (AM-10ug), tetraciclina (TE-30ug). La interpretacion de los resultados se lo

realizé en base a las recomendaciones por el Comité de Antibiograma de la Sociedad
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Francesa de Infectologia (CA-SFM) y del Comité Europeo de Pruebas de Susceptibilidad
Antimicrobiana (EUCAST) tomando en cuenta los puntos de corte para Campylobacter spp.,
y Enterobacterias (Tabla 4), ya que no existe en la actualidad puntos de corte establecidos

para la evaluacion de la susceptibilidad de especies de Arcobacter.

Tabla 4. Puntos de corte utilizados para determinar la susceptibilidad antimicrobiana.

Antibisticos Concentracién del Diametro del punto de corte (mm)
disco (ug) S=2 R<
Ciprofloxacina 5 26 26
Acido nalidixico 30 19 14
Eritromicina 15 20 20
Gentamicina 10 17 17
Ampicilina 10 19 14
Tetraciclina 30 30 30

Fuente: (EUCAST, 2017).
Elaboracion: Autora
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3.1. Prevalencia de Arcobacter spp., en caninos.

De las 50 muestras recolectadas de heces de caninos el 12% (6/50) correspondieron para
Arcobacter spp., (Tabla 5); en Ecuador no hay informacion sobre la prevalencia de este
microorganismo. Es importante mencionar que las heces de caninos que fueron positivas
para Arcobacter no mostraron anormalidades en la consistencia y color; (Kurt Houf, De
Smet, Baré y Daminet, 2008); por lo que podria haber animales que no presenten

sintomatologia.

Tabla 5. Prevalencia de Arcobacter en heces de caninos.

Muestras de heces Numero de Porcentaje
muestras
Positivas 6 12 %
Negativas 44 88 %
Total 50 100 %

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora

Sin embargo, existen cifras inferiores con respecto a nuestros resultados como por ejemplo
Bélgica registra el 1.9%, en el sur de Chile un 3.3%, Republica Checa 3.7% y Japén el 4%.
Existen datos que indican resultados alarmantes en la identificacion de Arcobacter, Malaysia
con el 54.4%. Es importante indicar que segun investigaciones llevadas en India y Turquia
de las muestras analizadas ninguna de ellas fue identificada para Arcobacter (Aydin et al.,
2007; Fernandez et al., 2007;Goni et al., 2016;Houf et al., 2008; Patyal, Rathore et al.,2011;
Pejchalova et al., 2016). En Latinoamérica existen pocos estudios de Arcobacter en caninos.
De igual manera en paises europeos como en Bélgica, encontraron una prevalencia de
1.9% de Arcobacter en heces de caninos y el 0.7% portaban el microorganismo en la
cavidad bucal (Houf et al., 2008).

Los resultados obtenidos mencionan que los caninos son una fuente significativa para
Arcobacter, por ende es un factor que contribuye a infecciones en humanos. La incidencia
es relativamente baja en perros domésticos pero elevada en caninos que se encuentran en
refugios, callejeros o que estén en contacto con el ganado (Talay et al., 2016). Estudios han
demostrado que Arcobacter causa problemas reproductivos en caninos; a menudo resulta
en infertilidad, problemas cronicos de nacimiento y problemas entéricos (Vandenberg et al.,
2004).

La presencia de Arcobacter en las mascotas en este caso los caninos, tiene implicaciones
altas en la Salud Publica, ya que pueden transmitir la bacteria a los seres humanos a través

de mordeduras o lamidos y a diseminarse hacia el medio ambiente (Rahimi, 2014).
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Se podria decir que los caninos son considerados como un nuevo reservorio para
Arcobacter, siendo un patégeno emergente de caracter zoonatico involucrado en infecciones
entéricas. Es necesario estudiar la distribucibn ambiental de esta especie de la familia
Campylobacteraceae para aportar informacion mas amplia en nuestro pais que permitan

entender o comprender mejor la epidemiologia de este grupo bacteriano.

3.2. Identificacion de especies de Arcobacter en caninos.
En la identificacion de especies de Arcobacter en caninos, la especie predominante en
nuestro estudio fue Arcobacter butzleri con un porcentaje de 83.3% (5/6) mientras que

Arcobacter cryaerophilus alcanz6 un menor porcentaje de 16.7% (1/6). (Tabla 6).

Tabla 6. Identificacion de especies de Arcobacter en caninos.

Numero de muestras

Resultados N Porcentaje
positivas
Arcobacter butzleri 5 83.3%
Arcobacter
1 16.7%

cryaerophilus
Total 6 100 %

Fuente: Autora

Elaboracion: Autora.
Estudios informan que detectaron A. butzleri y A. cryaerophilus a partir de la cavidad bucal
de caninos a través de técnicas moleculares (Talay et al., 2016). En paises como Japén y
Australia, mostraron tasas de ocurrencia de 7% y 2.2% para A. butzleri, A. cryaerophilus y A.
skirrowii (Kabeya et al., 2004; Rivas, Fegan, y Vanderlinde, 2004). Las diferentes tasas de
frecuencia indican que A. butzleri es la especie mas frecuente seguida de A. cryaerophilus y
con una prevalencia baja A. skirrowii (Kurt Houf et al., 2008;Houf, De Zutter, Verbeke, Hoof y
Vandamme, 2003; Ongor, Cetinkaya, Aciky Atabay, 2004). Probablemente A. butzleri es una
de las especies que crece con mayor rapidez. Se encuentra en la enfermedad del viajero
afectando y generalmente causado por el consumo de alimentos contaminados (Goni et al.,
2016). A. cryaerophilus se ha aislado de las heces de humanos, con una prevalencia
comparable a la de los caninos, se han reportado casos de enteritis 0 septicemia en
humanos asociados a esta especie A. cryaerophilus, por ello su patogenia aiun estd bajo
discusién (Kurt Houf et al., 2008). De acuerdo con Houf A. skirrowii y A. cryaerophilus rara
vez se detectaron en caninos, probablemente debido a su naturaleza de crecimiento lento y
de ser susceptibles a los suplementos de antibidticos utilizados en los medios de
aislamiento. La escases de un protocolo estandar dificulté la comparacion de los resultados

de las tasas de aislamiento de otros (Aydin et al., 2007).
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Estudios mencionan (Zacharow, Bystron, Watecka-Zacharska, Podkowik, y Bania, 2015) que
la baja recuperacion de A. cryaerophilus puede deberse por la dificultad de las técnicas de
aislamiento, también por la microflora competidora acompafiante y algunos antibiéticos
utilizados en el medio, ya que han informado que la resistencia de A. cryaerophilus frente a
cefalosporinas es muy baja. En nuestro estudio para el medio de enriquecimiento se utilizé
una cefalosporina por lo que se presume gue posibles aislamientos no se hayan recuperado
del material estudiado, de igual manera hay que tener cuidado sobre la incidencia real de

esta especie.

3.3. Prevalencia de Arcobacter spp., en aves de corral

De las 50 muestras obtenidas de hisopados cloacales de aves de corral, se establecié una
prevalencia del 14% (7/50) de Arcobacter spp., (Tabla 7), con base a las caracteristicas
fenotipicas y analisis bioquimico, las colonias aisladas se mostraron de color blanco a gris
blanquecino, pequefias de 2-4mm de diametro, convexas y opacas, lisas, transparentes; los
presuntos aislamientos de Arcobacter fueron gram-negativos, observandose en el

microscopio en forma de S curvos, oxidasa y catalasa positiva.

Tabla 7. Prevalencia de Arcobacter en aves de corral.

Numero de _
Resultados Porcentaje (%)
muestras
Positivo 7 14
Negativo 43 86
Total 50 100

Fuente: Autora
Elaboracién: La autora.

Existe datos similares con respecto a nuestros resultados como por ejemplo en Japén
registra un 14.5%, en India el 14.67% y en Estados Unidos un 15%. Hay datos que indican
una prevalencia del 20% en Chile y en otras investigaciones como en Malaysia que no
detectaron la presencia de Arcobacter de hisopados cloacales (Amare et al., 2011,
Fernandez, Vera, y Villanueva, 2007; Kabeya, 2003; Patyal et al.,2011; Wesley y Baetz,
1999).

También reportan resultados de tasas superiores a los valores obtenidos de nuestra
investigacion, en un estudio en Tailandia, la frecuencia de aislamiento de Arcobacter fue de
100% de carne de aves, en Bélgica 90%, en Australia 73%, en Japdn 48%, Malasia 39% y
en Paises bajos un 24% (Houf et al., 2001;Kabeya et al., 2004; Morita et al., 2004; Rivas et
al, 2004). En Canada, registraron el 97% de prevalencia de Arcobacter spp., en carcasas de

pollos, en Estados Unidos el 90% y en Francia un 81%. En Turquia, una investigacion
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determind la prevalencia en canales de pollo del 95% (Amare et al., 2011; Festy, Squinazi,
Marin, Derimay y Lior, 1993; Kurt Houf et al., 2001; Lammerding, Breynaert, VanEtterijack,
Revets y Mets, 1997). En Brasil, registraron el 46,25% de prevalencia de canales de aves de
corral (Oliveira et al., 2001). En Espafia, registraron el 53% de prevalencia de Arcobacter de
mercados minoristas (Gonzalez et al.,2000) y en Alemania, aislaron el 52.3% de pollos de
engorde recién sacrificados (Harrab, Schwarz y Wenzel, 1998). Sin embargo, existen cifras
inferiores de Arcobacter spp., en la India determinaron el 12% de aislamientos en carne de
pollo (Patyal et al., 2011).

Las muestras recolectadas en el transcurso de este estudio, especialmente de gallinas,
contenian altas concentraciones de microfloras acompafiantes, concordando con otros
estudios publicados (HO, LIPMAN, Y GAASTRA, 2006) . El bajo nimero de muestras
positivas puede deberse tanto por una baja selectividad del medio de cultivo o por la baja
densidad de Arcobacter en las muestras (Pejchalova et al., 2016). Otro factor que puede
influir en la prevalencia es la edad de los animales, en investigaciones observaron una baja
prevalencia de Arcobacter spp. en pollos de 8 y 16 semanas, mientras que la mayor
prevalencia se presento en pollos de 56 semanas (Wesley y Baetz, 1999).

Estadisticamente deberia significar que solo una minoria de aves posee un alto nivel de
Arcobacter, pero hay informes contradictorios que dan explicacion a que se debe tener un
método de aislamiento mas especifico y también en la del muestreo. Otros estudios
mostraron claramente que el tiempo y el procedimiento de muestreo son cruciales, y puede

afectar el resultado del estudio (Van Driessche y Houf, 2007).

La importancia de las superficies contaminadas en relacion con la posible transmisién de
patégenos es evidente, varios estudios sugirieron que las bacterias sobreviven en esponjas,
utensilios de cocina y superficies durante periodos considerables (Mattick et al., 2003). A.
butzleri puede sobrevivir en superficies de acero y formar biopeliculas, siendo un entorno
adecuado para la transmision de este microorganismo. También el manejo de aves de
corral, la contaminacion cruzada y el consumo de productos avicolas mal cocidos se han
impulsado como posibles fuentes de infeccion (Corry y Atabay, 2001; K Houf, De Zutter, Van
Hoof, y Vandamme, 2002).

Varias bibliografias mencionan que estas diferencias significativas de aislamiento en aves
de corral, se deben a que el microorganismo atraviesa pero no colonizan el intestino del
pollo, por lo que posteriormente contaminan el medio ambiente, como las superficies de las
viviendas y se informé que tienen una gran capacidad para la supervivencia en el medio
ambiente. Ademas sugieren que el tracto intestinal del pollo puede no ser un lugar favorable

para Arcobacter debido a la alta temperatura corporal (42°C) (Ho, Lipman y Gaastra, 2008).
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Otra razon puede deberse a la limitacion del método empleado, el disefio experimental, el
tamafio de la muestra y el método de identificacion/aislamiento que si no son los correctos,
no ayudara en la recuperacion de aislamientos de Arcobacter (Van Driessche et al., 2005;
Van Driessche et al., 2004).También sugirieron una influencia estacional en la prevalencia
de Arcobacter en animales de granja, establecieron que la prevalencia es mas alta en
primavera y verano que en invierno (Ellen Van Driessche et al., 2004)(Manke, Wesley,
Dickson y Harmon, 1998).

Arcobacter siendo aerotolerante sigue el gradiente concentracién de oxigeno, favoreciendo
su ubicacién en la parte superior aerdbica (ileon), que la parte inferior mas anaerébica
(ciegos) del intestino del pollo. Por lo que, el hisopado cloacal puede no ser una buena
muestra para determinar la presencia de Arcobacter o posiblemente las muestras fueron
negativas. Sin embargo, (Atabay et al., 2006) aislaron Arcobacter de hisopados cloacales en
un 72% y de heces frescas un 4.3% y detectaron la presencia de Arcobacter en el 62.5% de
heces de pollo. Existe la necesidad de realizar investigaciones para determinar la
susceptibilidad de colonizacién de Arcobacter en aves de corral y las posibles fuentes de
contaminacion a las mismas (Amare et al., 2011; Morita et al., 2004).

En cuanto a los alimentos se ha reportado mayor prevalencia en carne de aves de corral,
seguida de carne de cerdo, ternero y cordero. Arcobacter se ha identificado en carne de
pollo con tasa de prevalencia del 23 a 100%. Por ello, sugieren que el pollo es un reservorio
significativo para Arcobacter. La contaminacién cruzada durante el manejo de la carcasa de

pollo juega un papel importante en la diseminacion de Arcobacter.

3.4. Identificacion de especies de Arcobacter en aves de corral.

En la identificacién de especies de Arcobacter en aves de corral; la especie predominante
en nuestro estudio fue A. butzleri con un porcentaje de 85.7% (6/7) mientras que A. skirrowii
representa el 14.3% (1/7) (Tabla 8).

Tabla 8. Identificacion de especies de Arcobacter en muestras de aves

de corral.
_ Numero de _
Especies Porcentaje (%)
muestras
Arcobacter butzleri 6 85.7
Arcobacter skirrowii 1 14.3
Total 7 100

Fuente: Autora

Elaboracion: Autora.
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Un estudio en Malasia, reportaron una tasas inferiores a la de nuestros resultados, un 39%
para A. butzleri en carne de pollo (Amare et al., 2011), en Dinamarca obtuvieron una
prevalencia de 62.5% para A. butzleri, 27% A. cryaerophilus y 9.7% para A. skirrowii (Atabay
et al., 2006), en Corea un 18.9% para A. butzleri y un 3.3% para A. cryaerophilus (Lee et al.,
2010). En la India, identificaron el 19.4% para A. butzleri y 11.1% para A. skirrowii (Patyal et
al., 2011). En Francia, el 81% fueron para A. butzleri (Festy et al., 1993).

Arcobacter butzleri es la especie mas comun y predominante aislada de aves de corral con
tasas de hasta el 100% (Amare et al., 2011; Corry y Atabay, 2001;Kabeya et al., 2004)(
Collado et al.,2009). A. skirrowii no se lo aisla a menudo, debido a que existe una baja

prevalencia en la carne o por el hecho de que es mas dificil de aislar (Patyal et al., 2011).

3.5. Andlisis molecular de Arcobacter spp., en caninos y aves de corral.
Se representa (Figura 4 y 5) un gel de electroforesis mostrando la aplicacion directa del
protocolo de multiplex-PCR utilizando muestras de heces de caninos y de aves de corral.

A. butzleri(20
61 pb)

A. cryaerophilus
(395 pb)

A. skirrowii
(198 pb)

(M: marcador de peso molecular 1000 pb; B: blanco; C1: control
positivo, A. butzleri; C2: control positivo, A. skirrowii; C3: control positivo,
A. cryaerophilus; P1-P6: muestras de caninos)

Figura 6. Electroforesis de especies de Arcobacter spp., de
muestras de heces de caninos.

Fuente: Autora

Elaboracion: Autora.
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A. butzleri
(2061 pb)

A. cryaerophilus
(395 pb)

A. skirrowii
(198 pb)

(M: marcador de peso molecular 1000 pb; B: blanco; C1: control positivo,
A. butzleri; C2: control positivo, A. skirrowii; C3: control positivo, A.
cryaerophilus; G1-G7: muestras de aves de corral)

Figura 7. Especies de Arcobacter aisladas de muestras de heces
de aves de corral.

Fuente: Autora

Elaboracion: Autora.
Es importante conocer con precision las temperaturas de anillamiento de cada cebador,
debido a que pueden existir grandes variaciones en los intervalos de temperatura de los
cebadores. El proceso de amplificacién del producto de PCR en esta experimentacion, se
realizd utilizando una PCR Touch-down previa a la etapa del cycling lo que permitié
aumentar la especificidad del anillamiento de cada cebador en un mismo proceso,

realizando multiples reacciones en una sola PCR (Farace y Vifias, 2007).

La temperatura y tiempo de desnaturalizacion inicial est4d determinado por la clase de
polimerasa que se usara en la PCR, debido a que en tiempos cortos o prolongados a lo
establecido por el fabricante puede ocasionar que no se active la polimerasa (Farace y
Vifas, 2007).

La identificacion y deteccion de especies de Arcobacter se realiza de manera mas confiable
por medio de técnicas moleculares, siendo la multiplex PCR una alternativa rapida y
especifica en la deteccién simultanea de diferentes especies de Arcobacter (Fera et al.,
2004), por lo tanto es favorable a gran escala para evaluar la prevalencia y definir la

potencialidad clinica y zoonética de Arcobacter (Celik y Unver, 2015).
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3.6. Actividad antimicrobiana de seis antibiéticos frente a Arcobacter spp., en
caninos.

La actividad antimicrobiana de seis antibiéticos frente a las cepas de Arcobacter spp., en

caninos demostraron una resistencia del 100% al acido nalidixico, seguido de un 83.30% a

la tetraciclina, 66.67% a la ampicilina y una susceptibilidad del 83.3 % para ciprofloxacina y

gentamicina (Gréfica 1).

100,00% 100,00%
90,00%  g3,30% 83,30% 83,30%
80,00%
70,00% 66,67%
60,00%
50,00% 50,00%
50,00%
40,00% 33,33%
30,00%
20.00% 16,67% 16,67% 16,67%
10,00%
0,00%
0,00%
cIp NA E GM AM TE

B Sensible Resistente

Gréfica 1. Actividad antimicrobiana de especies de Arcobacter en caninos.
Fuente: Autora

Elaboracién: Autora.

El uso frecuente de antibidticos en animales domésticos puede ser una de las principales
causas de desarrollo a una resistencia a antibiéticos en Arcobacter. Siendo de importancia
en la Salud Publica ya que estan en contacto cercano con humanos y puede transmitirse

estos organismos resistentes (Ferreira, Fraqueza, Queiroz, Domingues y Oleastro, 2013).

Estudios informan que Arcobacter al igual que otros microorganismo zoonéticas que causan
enfermedades, son cada vez mas resistentes a los antibiéticos, principalmente al uso
excesivo generalizado en animales. Las especies de Arcobacter resistentes pueden
transferirse a los seres humanos a través de la ingesta de alimentos contaminados o
mediante el contacto con animales (Angulo, Nargund y Chiller, 2004;Goni et al., 2017).
Existen pocos estudios sobre el mecanismo de resistencia de las especies de Arcobacter,
sin embargo estudios revelaron que el Unico mecanismo de resistencia es su naturaleza
cromosomica, identificaron que en los plasmidos se encuentra esta resistencia a antibioticos
(Harmon y Wesley, 1997; Ramees et al., 2014).
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En 2015, menciona en un estudio que la tetraciclina y los aminoglucosido presentaron mayor
susceptibilidad contra las especies A. butzleri y A. cryaerophilus pero en nuestros resultados
existe una sensibilidad del 83.3% para gentamicina y ciprofloxacina, en cambio hay una alta

resistencia para tetraciclina (Zacharow et al., 2015).

3.7. Actividad antimicrobiana de seis antibiéticos frente a Arcobacter spp., en aves
de corral.

La actividad antimicrobiana de seis antibiéticos frente a Arcobacter spp., en aves de corral

registr6 una resistencia del 100 % al acido nalidixico, 71,40% a tetraciclina, 57,1% a

ampicilina y 42 % a ciprofloxacina y eritromicina; la gentamicina presenta una sensibilidad

del 100% y ciprofloxacina y eritromicina 57.1% (Grafica 2).

100,00% 100,00% 100,00%

90,00%

[v)
80,00% o
70,00%
60,00% >714% 57,10% 57,10%

[v)
°0,00% 42,00% 42,00% 42,00%
40,00%

28,57%
30,00%
20,00%
10,00%
0,00% ,00%
0,00%
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Gréfica 2.Actividad Antimicrobiana de especies de Arcobacter en aves de corral.
Fuente: Autora

Elaboracion: Autora.
En la mayoria de aislamientos de A. butzleri presenté una resistencia multiple, las muestras
aislados en el caso de gallinas fueron susceptibles a la gentamicina con un 100%, dato
concordante con un estudio en Portugal e Irdn que reportan 100% de susceptibilidad
(Ferreira et al., 2013; Rahimi, 2014). Otros autores también indican que las cepas de
Arcobacter en general suelen ser susceptibles a los aminoglucésidos (Fera et al., 2003;

Hidenori Kabeya et al., 2004; Son, Englen, Berrang, Fedorka-Cray, y Harrison, 2007).

Encontraron que cepas de A. butzleri aisladas de aves de corral tenian una susceptibilidad
disminuida a ciprofloxacina en comparacion con las cepas encontradas en humanos (Houf et
al., 2004).

36



La resistencia a la ampicilina ha sido reportado previamente para A. butzleri, con una tasa
de resistencia del 64.1% de pollos de engorde en Turquia (Atabay y Aydin, 2001), y otro
estudio en Irdn reportd una resistencia del 60% (Rahimi, 2014); otros autores también
concuerdan con los mismos datos para ampicilina (Atabay y Aydin, 2001; Kiehlbauch, Baker
y Wachsmuth, 1992; Shah et al., 2013); estas cifras son similares a la de nuestro estudio.
Sin embargo, en Japdon informan que, el 90% de las cepas de Arcobacter spp., fueron
susceptibles para ampicilina (Kabeya et al., 2004). Investigaciones en Polonia mencionan
gque existen aislamiento de especies de Arcobacter que resultaron ser altamente resistentes

a los antibiéticos B-lactamicos (Zacharow et al., 2015).

Encontraron que las cepas de A. butzleri aisladas de aves de corral tenian una
susceptibilidad disminuida a ciprofloxacina (Houf et al., 2004). En cambio en otros estudios
registraron una alta resistencia a la ciprofloxacina (Ferreira et al., 2013; Houf et al., 2004;
Son et al., 2007). También informaron (Atabay y Aydin, 2001; Son et al., 2007) una menor
prevalencia de resistencia al &cido nalidixico, mientras que en Japén registraron un 63.5%
de resistencia al &cido nalidixico (Kabeya et al., 2004), en cambio en nuestros resultados

presentan una alta resistencia a este antibiético.

La falta de un método estandarizado para determinar la susceptibilidad a antibidticos y las
recomendaciones de puntos de corte para Arcobacter, hace dificil comparar resultados de
diferentes estudios. El uso de antibiéticos para el control de enfermedades en animales,
conduce a la propagacion de bacterias resistentes a los antibioticos (Aarestrup et al., 2008;
Rathlavath et al., 2017)

Diversas investigaciones informan que Arcobacter, al igual que otros organismos zoonéticas
emergentes causantes de enfermedades, son cada vez mas resistentes a los antibiéticos.
Principalmente debido a su uso excesivo generalizado en los animales (Davies y Davies,
2010). Lo que mas preocupa es que las especies de Arcobacter resistentes se pueden
transferir a los seres humanos a través de la ingestion directa de los alimentos
contaminados o mediante el contacto directo con animales. La Organizacion Mundial de la
Salud (OMS) sugiere suspender el uso de antibioticos que pertenecen a una clase de
antimicrobianos utilizados en la medicina humana (OMS, 2018). También el uso continuo
excesivo de antibioticos en animales hace que sean mas susceptibles a la adquisicion de las

cepas resistentes (Angulo et al., 2004; Goni et al., 2017).
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CONCLUSIONES
La presencia de Arcobacter en muestras fecales de caninos y aves de corral
(gallinas) en la ciudad de Loja, siendo su frecuencia de aislamiento de 12% y 14%
respectivamente.
Las especies identificadas de Arcobacter en caninos correspondieron a: 83.3% A.
butzleriy 16.7% A. cryaerophilus.
Las especies aisladas de Arcobacter en aves de corral fueron un 85.7% A. butzleri y
un 14,3% A. skirrowii.
La actividad antimicrobiana de Arcobacter spp., en caninos mostré un 100% y 83.3%
de resistencia a acido nalidixico y tetraciclina respectivamente.
En aves de corral la actividad antimicrobiana de Arcobacter determiné el 100% y
71.4% de resistencia a acido nalidixico y tetraciclina.
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RECOMENDACIONES
Ampliar los estudios epidemiolégicos de los reservorios de Arcobacter spp en
nuestro pais, teniendo en cuenta la participacion de equipos de Instituciones de la
Salud Publica.
Implementar programas de control y prevencion a la poblacion en riesgo, es decir
gue se encuentran en contacto permanente con estos animales que son reservorios
de Arcobacter.
Informar a la poblacién sobre los riesgos que implica el consumo de alimentos mal
procesados que pueden estar posiblemente infectados con Arcobacter spp.,
principalmente carnes de aves y productos derivados que son una de las fuentes
principales de reservorios de esta bacteria.
Tener un control en las mascotas ya que pueden contraer la bacteria por contacto
con otros animales o por alimentos contaminados, y asi no contribuyan a la
contaminacion ambiental de esta bacteria.
El uso indiscriminado de los antibiéticos en animales, debido a que es una manera
indirecta de generar resistencia bacteriana y la transmision a diferentes reservorios.
Conocer mas sobre sus caracteristicas bioquimicas y molecular de Arcobacter spp.,
debido a que se ha observado complicaciones clinicas producidas por este agente
no solo en humanos sino que también en animales, generando enfermedades graves

a largo plazo en estos pacientes.
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ANEXO 1: Caldo de enriquecimiento para Arcobacter.

Férmula para 1000 ml

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

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

Pesar 259 de agar Nutrient Broth N°2.

Pesar 10g de Extracto de levadura.

Pesar 1g de Agar technical N°2.

Medir en una probeta 950 mL de agua destilada.

Colocar en un boheco con tapa el agar Nutrient Broth N°2, el extracto de levadura y
el Agar technical N°2, afiadiendo conjuntamente con el agua.

Mezclar hasta homogenizar completamente el medio.

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

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

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

. Agregar mezcla antibiética de Houf.
. Adicionar 50 mL de sangre humana y homogenizar la mezcla.
. Dispensar 8 mL de caldo en tubos corning de 15 mL con tapa rosca estériles.

. Conservar el medio a 4°C.
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ANEXO 2: Medio de agar sangre enriquecido para Arcobacter

Férmula para 1000 ml

Medio base Cantidades

Caldo Nutriente N°2 (OXOID) 259

Extracto de levadura 109

Agar technical N° 2 (OXOID) 149

Sangre 50 ml

Agua destilada 950 ml
1. Pesar 25 de agar Nutrient Broth N°2.
2. Pesar 14g de agar technical N°2.
3. Pesar 10g de extracto de levadura.
4. Medir en una probeta 950 ml de agua destilada.
5. Colocar en un boheco con tapa el agar Nutrient Broth N°2, el agar extracto de

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

6. Mezclar todo hasta homogenizar.
7. Regular a un pH de 7, utilizando &cido clorhidrico al 5%.
8. Esterilizar el medio en el autoclave a 121°C y 1.5 atm de presion por 20 minutos.
9. Enfriar el medio hasta temperatura aproximada de 37°C.

10. Adicionar 50ml de sangre humana y homogenizar suavemente la mezcla con el fin
de no formar burbujas.
11. Dispensar en cajas de Petri, dejar reposar hasta su solidificacion.

12. Conservar el medio a 4°C.

Técnica de filtracion en membrana de triacetato de celulosa de 47 mm de diametro
(0.45pm de tamaiio de poro)

Figura 8. Método de aislamiento de especies de Arcobacter mediante técnica de
filtrado.
Crecimiento de colonias sospechosas tras 72 horas de incubacion a 30 °C.

Fuente: Autora.
Elaboracién: Autora.
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ANEXO 3: Tinciéon de Hucker
Preparacion de 100 ml de reactivo 1 de Hucker

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

Colocar una asada de la colonia sospechosa Yy fijar.

Colocar unas gotas del reactivo 1 de manera que cubra toda la muestra.

Agregar una gota del reactivo 2, dejar actuar la tincion por 2 min. y lavar la muestra
en agua corriente.

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

Figura 9. Microscopia oOptica (100X). Tincion de Hucker.

Se puede apreciar la morfologia caracteristica curva de Arcobacter
spp.

Fuente: Autora.

Elaboracion: Autora.
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ANEXO 4: Pruebas bioquimicas para la identificacion de especies de

Arcobacter.

Prueba de oxidasa

1. A partir de un cultivo puro, tomar una colonia aislada e inocular sobre una tira de

oxidasa.

Esperar 10 segundos y observar si existe 0 no un cambio de coloracion.

Se considera como una prueba positiva en caso de que antes de los 10 segundos se
observe un color oscuro de la colonia. Si no hay cambio de coloracion, la prueba es

considerada negativa.

Prueba de catalasa

1. A partir de un cultivo puro, tomar con un asa estéril plastica una colonia aislada y

depositarla sobre un portaobjetos limpio.
Afadir una gota de peréxido de hidrogeno sobre la colonia.
Se considera como prueba positiva la formacion de burbujas, ya sea abundantes o

no. Una prueba negativa es aquella en la que no se da la produccion de burbujas.

Figura 10. Pruebas Catalasa (izquierda) y Oxidasa (derecha).
Fuente: Autora

Elaboracion: Autora.

Prueba de crecimiento en MacConkey

1.

Tomar una colonia aislada de un cultivo puro sospechoso de Arcobacter e inocular
en un agar MacConkey.

Realizar un estriado por cuadrantes e incubar a 30°C durante 24 a 48 horas.

Segun la bibliografia, A. butzleri es la especie del género que mejor se desarrolla en

este medio de cultivo.
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Figura 11. Crecimiento en Agar MacConkey.
Fuente: Autora
Elaboracion: Autora.
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ANEXO 5: Caldotioglicolato modificado

Férmula para 100 ml

Medio base Cantidades
Caldo Tioglicolato 298¢
Extracto de Levadura 19
Agar technical N° 2 (OXOID) 0.1g
Agua destilada 100 ml

Pesar 2.98 g de caldo tioglicolato.

Pesar 1 g de extracto de levadura.

Pesar 0.1 g de agar technical N°2.

Medir en una probeta 100 ml de agua destilada.

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

Mezclar todo hasta su completa homogenizacion.

Esterilizar el medio en el autoclave a 121°C y 1.5 atm de presién por 20 minutos.
Enfriar y dispensar aproximadamente entre 7 ml a 8 ml en tubos Corning de 15 ml
con tapa rosca estériles.

Conservar el caldo a 4°C.

Figura 12. Caldo tioglicolato inoculado con
una cepa de Arcobacter spp.

Fuente: Autora

Elaboracion: Autora.
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ANEXO 6: Criopreservacion

Criopreservacion en gricerol

o > w0 nhPE

A partir de un cultivo puro, tomar con un hisopo estéril todas las colonias.
Inocular dentro del criotubo que contiene gricerol.

Dejar reposar durante 15 min.

Retirar el glicerol restante e identificar las muestras.

Almacenar los criotubos a -80 °C.

Criopreservacién DMSO

1.

Inocular en caldo tioglicolato la cepa de Arcobacter aislada y dejar incubar a 30 °C de
24-48 h.

Tomar 900 pl de la parte superior del cultivo en tioglicolato y colocar en un eppendorf
de 1.5 ml.

Afadir 100 pl de DMSO, dar vértex e identificar las muestras.

Almacenar las muestras a -80 °C.
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ANEXO 7: Protocolo de Extraccion de ADN Gendémico de Bacterias gram
negativas
Este protocolo fue basado en el empleo del kit de purificacion de ADN genémico de Wizard®
para la obtencion de ADN procedente de células blancas de la sangre, cultivos celulares,
tejido vegetal, verduras y bacterias Gram-negativas y Gram-positivas. Esta extraccion se
realiza en cuatro pasos. 1) lisis o rotura de la membrana celular y nuclear. 2) digestion
enzimatica mediante el uso de RNAsas. 3) Eliminacion de proteinas celulares por
precipitacion salina, quedando el ADN gendmico de alto peso molecular en la solucién. 4) el

ADN es concentrado y desalinizado mediante precipitacion con isopropanol.
NOTA: El Kit debe ser almacenado a temperatura ambiente (15-30°C).
REACTIVOS

Solucion de Lisis Celular

Solucioén de Lisis Nuclear

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

Isopropanol

Etanol al 70%

YV V.V VYV V VYV V

MATERIALES Y EQUIPOS

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

Vortex

Micropipetas

YV V.V V V V

Hielo
PROCEDIMIENTO

1. Tomar 1ml de cultivo de bacterias incubado durante la noche y depositarlo en un
tubo eppendorf de 1.5 ml.

2. Centrifugar a 13.000 — 16.000 rpm durante 5 min hasta obtener un sedimento celular.
Eliminar el sobrenadante.
Afnadir 600 pl de Solucién de Lisis Nuclear. Resuspender las células o dar vortex.
Incubar a 80°C durante 5 min para lisar las células y dejar enfriar a temperatura

ambiente.
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5. Adadir 3 yl de RNAsa, invertir suavemente los tubos de 2-5 veces para mezclar.
Incubar a 37°C durante 15-60 min. Enfriar las muestras hasta temperatura ambiente.
Afadir 200 ul de Solucion de Precipitacion Proteica al lisado celular tratado con
RNAsa. Dar vortex vigorosamente durante 20 segundos para mezclar.

Incubar las muestras en hielo durante 5 min.
Centrifugar a 13.000 - 16.000 rpm de 3-6 min.
10. Transferir el sobrenadante que contiene el ADN hacia un tubo eppendorf que

contenga 600 ml de isopropanol a temperatura ambiente.

NOTA: Dejar una pequefia cantidad de sobrenadante a fin de evitar la contaminacioén del

ADN con residuos de proteinas.

11. Mezclar suavemente invirtiendo los tubos hasta que las hebras de ADN formen un
conglomerado visible.

12. Centrifugar a 13.000 — 16.000 rpm durante 5 min

13. Cuidadosamente eliminar el sobrenadante y conservar el pellet. Afiadir 60 pl de
etanol al 70 °C y mezclar suavemente invirtiendo el tubo varias veces para lavar el
pellet de ADN.

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

15. Dejar secar el pellet durante 10-15 min.

16. Anadir 100 pl de solucion rehidratante de ADN al tubo y rehidratar el ADN, incubar a
65°C durante 60 min.

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

17. Conservar el ADN obtenido a 2-8 °C.
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ANEXO 8: Multiplex-PCR para identificacion de especies de Arcobacter.
Este protocolo esta disefiado para la identificacion de cinco especies (A. butzleri, A.

cryaerophilus, A. skirrowii, A. thereius y A, cibarius) pertenecientes al género Arcobacter.

REACTIVOS

» Buffer Green
dNTPs
MgCl,
TagPolimerasa

Agua destilada estéril

YV V V V V

Primers

MATERIALES Y EQUIPOS
» Micropipetas
» Tubos eppendorf 1.5 ml
» Microtubos y tapas de 0.2 ml para PCR
>

Termociclador

PROCEDIMIENTO

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

Multiplex-PCR
Componentes 1X (pl) Concentracion  Concentracion final
H,O 9.375
Buffer Green 5 5X 1X
dNTPs 0.5 10 mM 200 pM
MgCl, 1.5 25 mM 1.5 mM
Primers ArcoF 0.5 100 uM 5 uM
ButR 0.5 100 uM 5uM
TherR 0.5 100 uM 5 uM
CibR 0.5 100 uM 5 uM
SkiR 0.5 100 uM 5 uM
GyrasF 0.5 100 uM 5uM
GyrasR 0.5 100 uM 5uM
TagPolimerasa 0.125 5 U/l 1.25U/50 pl
ADN 5
Volumen de reaccion 25
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2. Dispensar 20 ul del mix en cada microtubo y afiadir 5 yl de ADN de cada una de las
muestras.
3. Mezclar cuidadosamente el ADN con el mix y llevarlo al Termociclador en base a las

condiciones.

Condiciones de la Multiplex-PCR touchdown.

Etapa Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min. 1
Desnaturalizacion 95 45 seg. 8
Anillamiento 61 45 seg.

Extension 72 2 min.
Desnaturalizacion 95 45 seg. 27
Anillamiento 56 45 seg
Extension 72 2 min
Extension final 72 10 min 1

4. Terminada la PCR los productos de PCR son conservados a 4 °C, hasta su uso.

63



ANEXO 9: Electroforesis en Gel de Agarosa

REACTIVOS

YV V V VY

Agarosa Ultrapura
Buffer TAE 1X
SYBR

Marcador de 100 pb

MATERIALES

YV V. V VYV V V V V

Micropipeta

Matraz de 250 ml

Probeta de 50 ml

Espatula

Cubeta para geles de electroforesis
Balanza analitica

Fuente de poder

Transiluminador UV

PROCEDIMIENTO

Pesar 0.7 g de agarosa UltraPure™ de Invitrogen.

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

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

Afnadir 3.5 pl de SYBR a la solucion y mezclar.

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

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

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

resultantes de la PCR-mudltiple.
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Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa.

Fuente: Autora
Elaboracion: Autora

8. Tapar la cubeta y conectar los electrodos a la fuente de poder.
9. Programar la corrida a 120 V / 300 mA por 60 min.
10. Revelar gel en luz UV en transiluminador UV Enduro™ GDSTOUCH Labnet.
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ANEXO 10. Determinaciéon de actividad antimicrobiana.

Criterios de interpretacion de susceptibilidad antimicrobiana.

Antibidticos Concentracién Diametro del punto de corte (mm)
del disco (pg) S= R<
Eritromicina 15 20 20
Gentamicina 10 17 14
Ciprofloxacina 5 26 26
Acido nalidixico 30 19 14
Ampicilina 10 14 14
Tetraciclina 30 30 30

1. Tomar con un hisopo estéril colonia del cultivo puro y colocarlo en 2 ml de solucion
fisiol6gica, homogenizar y ajustar la turbidez de 0.5 en la escala McFarlan.
Dar vortex.
Sembrar mediante hisopado continuo en Medio Agar Muller Hilton, enriquecido con
extracto de levadura y 5% de sangre.

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

Figura 14. Determinacion de la actividad antimicrobiana

Fuente: Autora
Elaboracién: Autora.
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