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RESUMEN

La campilobacteriosis es una enfermedad emergente transmitida por los alimentos y es la
principal enfermedad gastrointestinal en seres humanos en paises desarrollados. El
desarrollo de resistencia de Campylobacter spp. a los antimicrobianos empleados como
tratamiento en personas es un problema de salud publica que est4 relacionado con el uso
inadecuado de estos agentes en los sistemas de salud y en la produccién animal. Aun se
debe esclarecer la patogenia de esta enfermedad y el mecanismo por el que actdan los

factores de virulencia que no son completamente conocidos.

En el mundo existe escasa informacion de la prevalencia de genes de virulencia de
Campylobacter spp. aislados de pavos y de igual manera poca informacién de la
susceptibilidad antimicrobiana en esta especie. El objetivo de este trabajo fue determinar
los perfiles de resistencia a los antimicrobianos: Ciprofloxacino, Tetraciclina, Eritromicina y
Gentamicina de 105 cepas de Campylobacter spp. aisladas de sistemas de produccion de

pavos, empleando la técnica de Kirby Bauer.

Se obtuvieron 76 cepas resistentes a Ciprofloxacino y 42 a Tetraciclina. Ninguna cepa fue
resistente a Eritromicina ni a Gentamicina. Del total de la cepas resistentes a Tetraciclina,
41 de ellas fueron multiresistentes (Ciprofloxacino y Tetraciclina). Al mismo tiempo las 105
cepas fueron analizadas por PCR en busca de genes de virulencia asociados con
adherencia y colonizacion (cadF, racR, flaA), invasion (ciaB, pldA), produccion de toxinas
(cdtA, cdtC) y mimetismo del LPS (wlaN). La prevalencia de cadF fue de 64,8%, racR
45,7%, flaA 53,3%, ciaB 24,8%, pldA 36,2%, cdtA 65,7%, cdtC, 61% y wlaN 21%. Los
resultados sugieren que existe un potencial patdgeno de algunos de los aislamientos y
demuestra la necesidad de implementar un plan de vigilancia con el fin de resguardar la
Salud Publica.

Palabras claves: Campylobacter spp., resistencia antimicrobiana, genes de virulencia,

pavos.



SUMARY

Campylobacteriosis is an emerging disease transmitted by foods, it is also a main human
gastrointestinal disease in developed countries. The evolvement of Campylobacter spp.
resistance to antimicrobials used for treatment in humans is a public health problem,
related to the inappropriate use of these agents in animal production and health systems.
The pathogenesis of this human disease still needs to be elucidated, since the mechanism
by which virulence factors act are not completely known.

In the world there is insufficient information on the prevalence of the virulence genes of
Campylobacter spp. isolated from turkeys, as well as little information on antimicrobial
susceptibility in this species. The aim of this study was to determine the antimicrobial
resistance profiles to Ciprofloxacin, Tetracycline, Erythromycin and Gentamicin of 105
strains of Campylobacter spp. isolated from turkey production systems using the Kirby-

Bauer technique.

As a result we found 76 strains resistant to ciprofloxacin, 42 to Tetracycline, moreover
Erythromycin and Gentamicin had no antimicrobial resistance. Of the total tetracycline
resistant strains 41 of them were multiresistant (Ciprofloxacin and Tetracycline). These
105 strains were analyzed by PCR for genes associated with virulence adhesion and
colonization (cadF, racR, flaA), invasion (ciaB, pldA), toxins production (cdtA cdtC) and
mimitims of LPS (wlaN). With a prevalence of 64.8% cadF,45.7% racR, 53.3% flaA, 24.8%
ciaB, 36.2% pldA, 65.7% cdtA, 61% cdtC and 21% wlaN. The results suggest that there is
a pathogen potential of some of the isolates and demonstrates the

necessity of implementing a surveillance plan in order to protect public health.

Keywords: Campylobacter spp., antimicrobial resistance, virulence genes, turkeys.



1. INTRODUCCION

Campylobacter es un género bacteriano causante de zoonosis y enfermedad transmitida
por alimentos (ETA), de distribucion mundial y catalogado como patdégeno emergente. En
las ultimas tres décadas se ha convertido en un tema de salud publica importante, ya que
es considerado la mayor causa de enfermedad gastrointestinal en los paises
desarrollados, ocupando el primer lugar en la Union Europea desde el 2004 (EFSA y
ECDC, 2011) y uno de los primeros en los paises en vias de desarrollo. Las especies
principalmente implicadas son Campylobacter jejuni y Campylobacter coli, también en
menor grado han emergido Campylobacter lari y Campylobacter upsaliens (Hermans et al,
2012; Levin, 2007; Moore et al, 2005).

Los casos de campilobacteriosis en humanos se caracterizan por gastroenteritis vy
presentacion aislada de diarrea que en su mayoria afecta principalmente a nifios, adultos
mayores y pacientes inmunodeprimidos. Existen reportes escasos de brotes, entre ellos
algunos ocurridos en el Reino Unido (Teixeira et al, 2011; ACMSF, 2010). Sintomas mas
severos de la infeccién pueden incluir diarrea sanguinolenta, artritis reactiva y una forma
grave del sindrome Guillain-Barré que involucra la paralisis neuromuscular de las
extremidades (Levin, 2007; Moore et al, 2005).

La infeccibn en humanos se asocia principalmente al consumo de productos
contaminados de origen animal y puede proceder de diversas fuentes: leche cruda,
productos de cerdo, destacandose la contaminacion cruzada con agua, vegetales y frutos.
El consumo de productos avicolas, especialmente carne de pollo es categorizado como el

principal factor de riesgo (Maurtua-Neumann y Oberhelman, 2013).

Los mecanismos especificos por los que actlan los factores de virulencia de
Campylobacter spp. no son completamente conocidos, mas conocer la naturaleza y
regulacion de estos mecanismos es primordial para prevenir y tratar adecuadamente la
enfermedad en humanos (Cervantes y Cravioto, 2007). Diversos genes de virulencia han
sido descritos en las cepas de Campylobacter, entre ellos los relacionados con
adherencia y colonizacion como flaA, cadF, racR y dnaJ, con invasion virB11, ciaB y pldA,
con produccion de toxinas CDT: cdtA, cdtB y cdtC y uno relacionado con el sindrome
Guillain-Barré: wlaN (Teixeira et al, 2011; Talukder et al, 2008).

El tratamiento de la campilobacteriosis en pacientes humanos generalmente incluye
tratamiento de sostén como la fluidoterapia, mientras que los antibidticos quedan

relegados a casos prolongados o graves. En los casos que necesitan farmacos la
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antibioticoterapia de eleccion son los macrolidos y fluoroquinolonas, especificamente
Eritromicina y Ciprofloxacino. Actualmente, hay reportes de aislamientos que presentan
resistencia a estos antimicrobianos que hacen dificil el tratamiento (Garcia et al, 2009). La
resistencia en bacterias zoonoticas se relaciona principalmente al uso inadecuado de los
antibiéticos en la cadena de produccién de alimentos de origen animal y al uso
indiscriminado de estos farmacos en los sistemas de salud, que lleva a la seleccion de

bacterias resistentes que pueden transferirse a la poblacion.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA.

2.1 GENERALIDADES.

Campylobacter spp. fue identificado en 1916 por dos Veterinarios Britdnicos que
reportaron un organismo peculiar en el muco uterino de una oveja prefiada. Décadas
después en los afios 40 la bacteria fue aislada de sangre de mujeres embarazadas que
presentaron aborto espontaneo y sepsis, probablemente Campylobacter fetus estaba
relacionado con estos casos. En lo que concierne a la asociacion entre Campylobacter
spp. y casos de diarrea en humanos se produjo hasta la década de los 70, debido a las
dificultades en el cultivo del agente (Butzler, 2004). Actualmente, es el principal agente
causante de gastroenteritis en paises desarrollados y con una prevalencia importante en

los paises en vias de desarrollo (Maurtua-Neumann y Oberhelman, 2013).

2.2 ETIOLOGIA.

El género Campylobacter pertenece a la familia Campylobacteraceae, son bacilos, Gram
negativos, no esporulados, flagelados, méviles, de colonias incoloras que tiene un mejor
crecimiento entre 37° y 42° C. Con forma curva o espiral, poseen medidas que oscilan
entre 0,5 a 6,0 um de largo y 0,2 a 0,8 um de ancho. Su metabolismo respiratorio es
microaerofilico, no fermentadores de carbohidratos, su energia proviene de la
degradacion de aminoacidos y generan resultados positivos a las pruebas bioquimicas de

la Catalasa y Citrocromo oxidasa (Levin, 2007).

Existen 25 especies reportadas de Campylobacter (Allos, 2012), entre ellas sobresalen las
conocidas: Campylobacter termofilicas, C. jejuni y C. coli causantes de cuadros de
campilobacteriosis en humanos en al menos 95% de los casos (Zhang, 2008; Butzler,
2004).

Las especies de Campylobacter llamadas termofilicas crecen éptimamente a 42° C,
conocidas como bacterias fastidiosas, requieren de una atmésfera microaerofilica estricta,
son sensibles ante altas temperaturas, pH acido, oxigeno, desecacion y estrés osmotico
(Zhang, 2008).



2.3 EPIDEMIOLOGIA DE CAMPYLOBACTER EN AVES.

C. jejuni y C. coli se encuentran bien adaptados al tracto intestinal de las aves y estan
ampliamente distribuidos en ellas. El porcentaje de aves portadoras es mayor en la
avicultura que en aves silvestres, ello estd asociado a las condiciones propias de
produccion como la alta densidad que favorece la transmisién del agente. Ademas, no es
un patégeno especifico de las aves, en las que ha sido catalogado como un
microorganismo comensal (Zhang, 2008).

Con respecto a las especies y sistemas productivos infectados se encuentran: pollos de
engorde, reproductoras livianas y pesadas, gallinas ponedoras y pavos en los diferentes
sistemas, con una mayor prevalencia en sistemas organicos y de pastoreo. En todos
estos casos es rara la deteccion de aves infectadas menores de tres semanas de edad,
lo que acrecienta la prevalencia al aumentar la edad de las aves, con un punto maximo de
presencia de Campylobacter spp. en el momento del sacrificio, donde se pueden
encontrar una o varias especies colonizando las aves de un mismo lote (Zhang, 2008). En
pavos se ha aislado Campylobacter spp. en el tracto reproductor de hembras, a pesar de

ello, no se ha demostrado la transmisién vertical (Cole et al, 2004).

En cuanto a la prevalencia de Campylobacter spp. en aves comerciales los estudios se
han centrado en los pollos de engorde. El consumo de pavo aumenta a nivel mundial y
pocos estudios disponibles se encuentran relacionados a esta especie, pese a que es un
reservorio importante como indican los reportes de la European Food Safety Authority
(EFSA) and European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) del afio 2007.
En ellos se encontr6 una prevalencia del 63,2% en 76 lotes analizados en mataderos
(EFSA y ECDC, 2007), mientras Olah y colaboradores en los Estados Unidos, reportan
una prevalencia de 34,9% en el 2003 (Olah et al, 2003).

En producto terminado de pavo la prevalencia reportada por Zhao y colaboradores
alcanza un 15% (Zhao et al, 2001), mientras el Sistema Nacional de Monitorizacién de
Resistencia Antimicrobiana (NARMS) de la agencia de alimentos y medicamentos (FDA)
de los Estados Unidos, en carne de pavo molida, reporta una prevalencia que varia
anualmente del 1% al 6,6% entre el 2002 y el 2011 (NARMS, 2011).



2.4 PATOGENIA DE LA ENFERMEDAD.

Crushell y colaboradores indican que los mecanismos de patogenicidad son diversos y no
completamente conocidos. El primer paso es la invasion de la mucosa intestinal tanto a
nivel del intestino delgado como de colon y es mediado por receptores a la adhesina.
Seguidamente las bacterias sobreviven y replican en vacuolas intracitoplasmaticas y a
través de las proteinas citoletales o citoliticas de distencién (CDT) afectan el ciclo celular,
lo que causa distension y liberacion de citoquinas proinflamatorias. Posteriormente las
bacterias migran a las células aledafas por uniones estrechas dafiadas, lo que da como
resultado una enterocolitis inespecifica (Crushell et al, 2004).

Campylobacter spp. puede también relacionarse con la presentacién de complicaciones
como el sindrome Guillain-Barré (SGB) mediante un mecanismo que implicaria la similitud
entre el 4cido sialico de antigeno O y los gangliésidos humanos (Cervantes y Cravioto,
2007).

2.5 FACTORES DE VIRULENCIA.

En bacterias se han descrito diversos factores de virulencia asociados con adhesion,
invasion, produccién de toxinas y otros, que afectan los procesos de la célula hospedera.
En el caso de Campylobacter los mecanismos especificos no son claros por diversos
factores: a. La carencia de un modelo animal adecuado; b. Diferencia de interaccion con
respecto a otros patdégenos; c. La variabilidad de la virulencia entre cepas y d. La dificultad

inicial para su manipulacion genética (Crushell et al, 2004).

Por factores de virulencia se reconocen: 1. Motilidad mediada por flagelos; 2. Adherencia
a la mucosa intestinal; 3. Capacidad de invasion y; 4. Produccién de toxinas (Teixeira et
al, 2011). Otros factores a considerar son la produccion de CDT y el lipopolisacarido
(LPS) mimético a los gangliésidos humanos presente en cepas aisladas de pacientes del

SGB asociado a la patogenia de la campilobacteriosis (Cervantes y Cravioto, 2007).

Los flagelos estan asociados a la motilidad bacteriana, clave para la colonizacion del
intestino delgado y para la sobrevivencia en diferentes medios que se encuentran en el
tracto gastrointestinal. En C. jejuni el gen flaA se reporta como para la invasion de células
epiteliales y es responsable de la capacidad de adherencia y colonizacion celular en el
tracto gastrointestinal (Teixeira et al, 2011; Jain et al, 2008; Jagannathan y Penn, 2005;).

El gen cadF es asociado a la adherencia por medio de una proteina de membrana externa
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que media la adhesién a la fibronectina de la célula hospedero (Ziprin et al, 2001).
Monteville y colaboradores demostraron la importancia in vitro de CadF, probado en
mutantes knock-out de C. jejuni, obtuvieron una importante disminucion en la capacidad

de adherencia (Monteville et al, 2003).

El gen racR estad relacionado con la capacidad de invasién intestinal por sefiales de
transduccién dependientes de temperatura (Bras et al, 1999). Mientras que, el gen dnal
codifica para proteinas chaperonas con diversas funciones como el transporte y respuesta
al estrés', por lo que ocupa un rol importante en la termotolerancia de C. jejuni y parece
estar bajo el control transcripcional de RacR (Hermans et al, 2011).

En lo concerniente a la proteina CiaB? ingresa a la célula huésped durante el proceso de
invasion. Konkel y colaboradores encontraron que las cepas de C. jejuni carentes de la
proteina CiaB tienen una menor invasividad (Konkel et al, 1999). Krause y colaboradores
sostienen que VirB11 formaria un hexamero en el lado citoplasmatico de la parte interna
de la membrana y proveerian de energia para la secrecion intracelular de sustratos
(Krause et al. 2000). El gen pldA codifica para la produccion de fosfolipasa que ayuda en
la ruptura de la capa de mucina durante la invasion a la célula huésped (Ziprin et al,
2001).

La CDT esta formada por tres subunidades denominadas A, B y C. CdtB es la nucleasa
que unida a CdtA y CdtC forman un complejo ternario que transloca a CdtB en la célula
hospedera donde actia rompiendo el DNA eucarionte. Asi la DNAasa produce ruptura de
la cromatina, lo que causa la muerte celular al detener el proceso de crecimiento y divisién
celular en la fase G2/M (Crushell et al, 2004).

El gen wlaN se presume que esta relacionado con la expresion mimética del SGB
(Talukder et al, 2008).

2.6 RESISTENCIA A LOS ANTIMICROBIANOS.

La resistencia a los antibiéticos utilizados como tratamiento que presenta una cepa
zoonotica es una caracteristica que le da un caracter mas virulento a un patégeno. Este
tema estd en auge en los Ultimos afios, consecuencia del uso y abuso de los

antimicrobianos tanto en sistemas productivos como en sistemas de salud. Debido a este

' Como el calor.
? |dentificada por Konkel y colaboradores.
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uso continuo de antibidticos en la produccién animal aumenta la probabilidad de

emergencia de cepas bacterianas resistentes.

La generacion de la resistencia se da mayormente por la mutacion de la bacteria o por la
adquisicion de genes de resistencia, debido comunmente a la exposicion previa a un
agente, lo que provoca que se perpetie la enfermedad e incluso en algunos casos puede
ocasionar la muerte del paciente. Ello lleva al encarecimiento de los costos en los
sistemas de salud al emplear productos de mayor costo. El uso de medicamentos de mala
calidad, subdosificacion, prescripciones erroneas, deficiencias de control y prevencion de
las enfermedades infecciosas son factores en comuin en los sistemas productivos y de

salud que favorecen la resistencia antimicrobiana (OMS, 2012).

Sussmann y colaboradores sostienen que desde el punto de vista molecular y bioquimico
existen basicamente tres mecanismos por los cuales una bacteria puede convertirse en
resistente a un antibiético: 1. Inactivacion del antibidtico; 2. Alteracion del sitio blanco de
accion del antibiético y; 3. Alteracion de las barreras de permeabilidad bacteriana

(Sussmann et al, s.f)

2.6.1 Resistencia de Campylobacter spp. aislados de pavos.

Luangtongkum y colaboradores realizaron una retrospectiva en el 2009 y sefialan un
aumento en la resistencia a los antimicrobianos de cepas de Campylobacter spp. aisladas
de humanos en los Estados Unidos. En ella reportan una resistencia a Ciprofloxacino
entre 19% y 47%, también se menciona una tendencia al aumento de la resistencia en
paises Europeos al mismo antibiético. Es asi que entre un 17% y un 99% de cepas de
Campylobacter spp. aisladas de humanos y animales fueron resistentes a Ciprofloxacino
en Espafia, y se reporta la misma tendencia en otras regiones como Africa, Asia, Australia

y Nueva Zelandia (Luangtongkum et al, 2009).

Belanger y Shryock reportan un 40% de cepas de C. coli aisladas de pavos y cerdos
resistentes a macrdlidos (Belanger y Shryock, 2007). Taylor y Courvalin, y Luangtongkum
y colaboradores reportan una resistencia intrinseca de Campylobacter spp. a una
variedad de antibidticos entre los que se encuentran: Vancomicina, Trimetoprim,
Rifampicina, Bacitracina. Ello dado por la baja permeabilidad de Campylobacter spp. y a

través su bomba de eflujo activa (Luangtongkum et al, 2009; Taylor y Courvalin, 1988).
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El reporte del NARMS de los Estados Unidos en el 2011 indica que en la carne de pavo
molida del total de aislamientos de C. coli y C. jejuni, no se encontraron cepas resistentes
a aminoglicosidos (Gentamicina) ni fenicoles (Florfenicol). En cuanto a las quinolonas
(Ciprofloxacino) un 43,2%, a macrélidos un 3,5%, a Tetraciclina un 77,9% y a
lincosamidas (Clindamicina) un 1,2% del total de las muestras positivas en ese lapso
resultaron resistentes (NARMS, 2011). Lutgen et al., reporta que C. coli tiende a ser méas
resistente a la Eritromicina y Ciprofloxacino al compararlo con cepas de C. jejuni,
probablemente asociado a una menor diversidad genética en C. coli (Lutgen et al, 2009).

2.7 PRODUCCION Y CONSUMO DE PAVO EN CHILE.

Debido a las externalidades positivas desde la perspectiva nutricional, la carne de pavo es
cada vez mas apetecida, pese a ello el crecimiento de su consumo ha sido lento. La
tendencia de consumo y produccion de pavo en Chile es al alza segun la Asociacion de
Productores Avicolas de Chile (APA). Para el afio 2012, la produccion aument6 un 8,6%
respecto al 2011, ubicAndose Chile como el segundo mayor productor de pavo de
Latinoamérica después de Brasil, Chile exporta a la Unidon Europea, México, Estados
Unidos, Japdén, China, Perl y otros mercados un total de US $80,1 millones anuales
(APA, 2013).

El consumo anual de pavo aument6 un 1,9% en el 2012 con respecto al 2011, similar al
2,1% promedio de los ultimos cinco afios. Chile con un consumo per cépita anual de 3,9
kg encabeza el consumo de pavo en Latinoamérica (APA, 2013), lo que convierte al ave

en una fuente de proteina importante en la poblacién chilena.

2.8 CAMPILOBACTER SPP. AISLADOS DE PAVOS EN CHILE.

Los estudios de prevalencia de Campylobacter spp. a nivel mundial se han enfocado en
cepas aisladas de pollo broiler, pocos estudios han contemplado el estudio en pavos,
existen pocos antecedentes en la literatura, entre ellos. Fernandez describe una
prevalencia del 19,9% de C. jejuni y 17,1% de C. coli, con una prevalencia total de 37%
(Fernandez, 2011).

En cuanto a resistencia antimicrobiana en cepas aisladas de pavos Fernandez sefiala que

un 28% de las cepas de C. jejuni y un 53% de C. coli son resistentes a Levofloxacino, un
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12% y 31% son resistentes a Ciprofloxacino y un 3% y 2% son resistentes a Ampicilina

respectivamente (Fernandez, 2011).

El Decreto Supremo 158 del 2004 de Chile, establece una vigilancia de Campylobacter
spp., mas Fernandez indica que esta pendiente su implementacién y no se establece la
vigilancia a la resistencia de los antibioticos (Fernandez, 2011). De igual manera la
descripcién de factores de virulencia en cepas aisladas de pavos es escasa a nivel

mundial y nula a nivel Latinoamericano.

Con los antecedentes mencionados se postula que las cepas de Campylobacter spp.
aisladas de deyecciones de pavos serian resistentes a los antibiéticos que son empleados
como tratamiento en humanos, ademas de poseer genes de virulencia asociados a

adherencia y colonizacion, invasién, produccién de toxinas y mimetismo a LPS.

3. HIPOTESIS.

Las cepas de Campylobacter spp. aisladas de deyecciones de pavos son resistentes a los

antibiéticos de uso como tratamiento y poseen genes de virulencia.

4. OBJETIVO GENERAL.

Determinar el fenotipo de resistencia a los antimicrobianos y los genes asociados a los

factores de virulencia en cepas de Campylobacter spp. aisladas de pavos de produccion.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1.- Determinar el fenotipo de resistencia a antimicrobianos en cepas de Campylobacter

spp. aisladas de pavos.

2.- Detectar los genes de virulencia asociados a adhesion, invasion y citotoxicidad

encontrados en cepas de Campylobacter spp. aisladas de pavos.

3- Determinar las similitudes fenéticas de resistencia a antimicrobianos y genéticas entre

genes de virulencia.

14



6. MATERIALES Y METODOS.

Los andlisis se llevaron a cabo en el Laboratorio Centralizado de Investigaciones
Veterinarias de la Facultad de Ciencias Veterinarias y Pecuarias de la Universidad de
Chile.

6.1.1 Objetivo especifico 1:

6.1.2 Aislamientos.

Los aislamientos de Campylobacter spp. fueron realizados por el Laboratorio de
Enterobacterias del Instituto de Ciencias Biomédicas de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Chile, 105 aislamientos en total, provenientes de dos planteles de pavos.

Estos aislamientos fueron conservados en glicerol al 25% en ultracongeladores a - 80° C.

6.1.3 Pruebas de Sensibilidad.

Las cepas fueron descongeladas, homogenizadas y sembradas en agar Tripticasa soya +
5% de sangre ovina (TSS) con una toérula estéril e incubadas a 36°+1 C durante 48 horas
en una atmoésfera de microaerofilia entre 5% y 12% de CO,y 5% a 15% de O, residual
creada por CampyPak®. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se realizé un
traspaso a suero fisiologico estéril y se ajusté la concentracion bacteriana a 2x10 8 UFC

por mL.

Una vez ajustada la concentracion se empleé el método Kirby-Bauer, cada suspension fue
sembrada en una placa Mueller Hinton + 5% de sangre ovina. Seguidamente se colocaron
cuatro sensidiscos de Gentamicina, Eritromicina, Ciprofloxacina y Tetraciclina separados
equidistantemente entre si. Posteriormente se incubaron nuevamente por 48 horas a
36+1° C con el mismo ambiente microaerofilico descrito anteriormente. Ademas se utilizd
la cepa C. jejuni ATCC 33560 como control de calidad de los resultados de difusion de

disco.
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6.1.4 Analisis de resultados.

La lectura se llevd a cabo al medir el radio del halo de inhibicion desde el centro del
sensidisco. Ya con los resultados dados, fueron interpretados de acuerdo a tablas
confeccionadas previamente por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008)
y da como resultante cepas sensible y resistente.

Estas placas fueron refrigeradas a 4° C para la posterior extraccion de su DNA que se

necesitd en el analisis de genes de virulencia.

6.1.5 Andlisis de perfiles.

Los aislamientos fueron catalogados como sensibles o resistentes y por el método de la
media aritmética de grupo no ponderado (UPGMA) se creé un dendograma mediante el
software Treecon® con un bootstrap de 1000. Se analizé la asociacion entre especies y
perfiles de resistencia por la prueba del Chi cuadrado de Pearson por medio del software
Infostat®.

6.1.6 Objetivo especifico 2:

6.1.7 Extraccion del DNA.

A las 105 muestras ubicadas en las placas refrigeradas se les extrajo el DNA, en busca

de los genes de virulencia sefialados en el cuadro 1.

A partir de las colonias puras crecidas en placas se extrajo el DNA bacteriano para
realizar un templado. Se colocaron 100 pL de agua libre de nucleasas en un tubo
Eppendorf y una colonia de cada uno de los aislamientos de interés, que se expuso a 99°
C por diez minutos en un termociclador. Luego se centrifugaron a 5000 g durante cinco
minutos y se extrajo el sobrenadante para ser usado como templado y por ultimo, se

cuantifico el DNA por espectofotometria.
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6.1.8 Identificacion de especies.

La identificacion de C. jejuni o C. coli se llevé a cabo por medio de PCR, de los genes
hipO (C. jejuni) y glyA (C.coli), segun lo descrito por Wang y colaboradores (Wang et al,
2002).

6.1.9 Caracterizacion de los genes de virulencia presentes por PCR.

Se realiz6 un PCR para cada gen a ser identificado, los reactivos utilizados fueron: 200
UM de deoxinucleotidos trifosfatos (ANTPs), 20 mM de MgCI?, 2,5 pL de buffer 10X, 1,25
U de Tag polimerasa, 2,5 uL de DNA templado y 0,5 uM de cada uno de los primers (ver
Cuadro 1), se ajusté el volumen final a 25 L con agua calidad biologia molecular.

La amplificacion consistié en un ciclo Unico de denaturacion a 95° C por 6 minutos,
continua con 30 ciclos de denaturacion a 95° C por 30 segundos, el alineamiento para
cada gen es: flaA 53° C, cadF 45° C, racR 45° C, ciaB 42° C, pldA 45° C, cdtA 49° C,
cdtC 47° C y wlaN 46° C por 30 segundos. Se realizé una extension a 72° C por 30
segundos y termina con un ciclo de extensiéon a 72° C por 5 minutos (Talukder et al,
2008).

Los productos de cada PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 2%, a
100 V por 40 minutos, se empled buffer Tris, acetato, EDTA (TAE 1X) y marcador de
peso molecular de 100 pb y como cepas control positivo se utilizaron cepas que tenga el
gen segun previa secuenciacion y se realizé un control de reactivos. Para poder observar
los resultados de la electroforesis, el gel fue tefiido con red gel®, y colocado bajo una

fuente de luz UV, visualizados y capturados mediante de un equipo fotografico.

6.1.10 Analisis de resultados.

Se elaboré un dendograma por UPGMA de la relaciéon genética por medio del software
Treecon® con un Bootstrap de 1000. Se analizd6 la asociacion entre especies y la
presentacion de genes de virulencia por la prueba del Chi cuadrado de Pearson mediante

del software Infostat®.
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7. RESULTADOS

De las 105 cepas de Campylobacter spp. aisladas 61 de ellas resultaron C. jejuni (58,1%),
23 C. coli (21,9%) y en 21 no se pudo determinar la especie (20%) (Tabla 1).

En cuanto a la resistencia antimicrobiana las cepas presentaron una mayor resistencia a
Ciprofloxacino (72,4%), seguido por Tetraciclina (40%), mientras que ninguno de los
aislamientos resultd resistente a Eritromicina, ni a Gentamicina. La resistencia a estos
antibiéticos presenta una asociacion con uno de los planteles de pavos (p <0,0001), el
cual presenté mayores niveles de resistencia (Tabla 3).

C. coli fue la especie mas resistente a Ciprofloxacino y en C. jejuni se obtuvo el porcentaje
mayor de multiresistencia. Estos resultados presentan una asociacion p <0,0001 y las
especies indeterminadas presentan valores intermedios de resistencia (Tabla 1), no se

encontrd asociacion entre las especies y el plantel de procedencia.

La multiresistencia presenta solamente el perfil Ciprofloxacino y Tetraciclina debido a que
no hubo resistencia a Eritromicina ni Gentamicina. La prevalencia de multiresistencia de
C. jejuni resulté mayor, seguido por las especies indeterminadas y C. coli como la de

menor prevalencia de multiresistencia (Tabla 2).

La resistencia a Tetraciclina se encontré en 41 de 42 cepas multiresistentes. Existe una
asociacion significativa de multiresistencia con C. jejuni p<0,0001 (Tabla 2). Del total de

casos hubo un Unico aislamiento de C. jejuni resistente exclusivamente a Tetraciclina.

Los andlisis fenotipicos de resistencia antimicrobiana de las 105 cepas analizadas
formaron solamente cuatro combinaciones diferentes, debido a que todos los aislamientos

fueron sensibles a Gentamicina y Eritomicina (Figura 1).

Respecto a la prevalencia de los genes de virulencia, ella tiende a ser mayor en C. jejuni
(p<0,0035) con respecto a C. coli y a las cepas de especie indeterminada, a excepcion de
cadF que tiene una asociacién similar en C. jejuni y C. coli p<0,005 y wlaN que no posee

asociacion con las especie de Campylobacter (Tabla 4).

Los ocho genes (Figuras de 3 a 9) analizados en las 105 cepas formaron 50
combinaciones diferentes. La mas frecuente fue la ausencia absoluta de genes de
virulencia en 10 cepas (4 C. coli y 6 Indeterminadas), las demas combinaciones se
encuentran entre una y seis veces, lo que expresa una alta variabilidad en los virulotipos

de las cepas probadas (Figura 2).
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8. DISCUSION.

La evolucion de la resistencia antimicrobiana en las cepas de Campylobacter spp tiene la
misma tendencia de incremento en la resistencia que otras especies bacterianas. El-
Adawy y colaboradores indican que en el caso de Campylobacter spp. aislado de pavos la
resistencia de los aislamientos se ha incrementado de forma dramatica en Alemania, ya
que se encontrd un 69,7% de resistencia a Ciprofloxacino y un 55, 3% a Tetraciclina (El-
Adawy et al, 2012).

Fernandez indica un antecedente en Chile de una resistencia a Ciprofloxacino en C. jejuni
del 12% y en C. coli de un 16% en el afio 2011, valores inferiores a los obtenidos en este
estudio (Tabla 1).

Witte sostiene que la emergencia y diseminacién de la resistencia a los antimicrobianos
se genera por dos factores principales: a. La presidén selectiva por el uso de un agente
antimicrobiano y; b. Los genes de resistencia transferibles (Witte, 1999). El que
Campylobacter adquiere resistencia por dos mecanismos: 1. Mediante mutacion o; 2. Por
transferencia de genes de resistencia que se movilizan de forma horizontal y cuyo
proceso ha sido descrito de tres formas: transformacion, conjugacién y transduccion

(Luangtongkum et al, 2009).

El desarrollo principal de resistencia a Ciprofloxacino se deberia a una Unica mutacion
simple en uno de tres puntos diferentes del gen de gyrA, especificamente en la regién
determinante de resistencia a las quinolonas (QRDR), que genera como resultado
resistencia a los antibiéticos de la familia de las fluoroquinolonas. Ademas la bomba de
eflujo de multidrogas ayuda a reducir la concentracién del farmaco que ingresa en las
células de Campylobacter (Luangtongkum et al, 2009). McDermott y colaboradores en el
2002, encontraron que C. jejuni no era eliminado del tracto intestinal de pollos, pero si
seleccionaba la produccion de mutantes resistentes al ser tratados con fluoroquinolonas
(McDermott et al, 2002). Luangtongkum vy colaboradores sefalan que todas las
determinantes de resistencia a fluoquinolonas conocidas son codificadas

cromosomalmente y mediadas por plasmidos (Luangtongkum et al, 2009).

Los porcentajes de resistencia encontrados a Ciprofloxacino (Tabla 1), son mayores a los
descritos por Fernandez en el afio 2011. También se encontrd una asociacion significativa
de mayor prevalencia de resistencia a Ciprofloxacino en C. coli (p<0,0001) al compararlo

con C. jejuni y con las cepas indeterminadas (Tabla 1). Estos datos concuerdan con lo
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reportado por Lutgen y colaboradores, donde describe una mayor resistencia de C. coli a

las flouroquinolonas al compararlo con C. jejuni (Lutgen et al, 2009).

El tratamiento de las aves con Enrofloxacino durante alguna de sus etapas de cria,
desarrollo o finalizacion por enfermedad o prevencion, tipicas de las producciones de
pavos, favorecerian la presion de seleccion de cepas con resistencia a este agente, y se
sefialan como los factores a los que se asocia la alta prevalencia de resistencia a
Ciprofloxacino obtenidos en este estudio, esto es concordante con lo sefialado en
diversos investigaciones in vivo en aves (Farnell et al, 2005; Luo et al, 2003; McDermott et
al, 2002). La prevalencia de resistencia varia segun el plantel (Tabla 3) debido a manejos

propios en la utilizacién de antimicrobianos.

La resistencia a tetraciclinas se relaciona principalmente al cambio conformacional
inducido por el gen de resistencia tet (O) una vez unida la molécula de Tetraciclina al
ribosoma bacteriano (Payot et al., 2006; Luangtongkum et al, 2009). Luangtongkum y
colaboradores indican que esta resistencia conferida por tet (O) es altamente prevalente
en Campylobacter a nivel mundial, tanto en sistemas de produccién convencional como
organicos (Luangtongkum et al, 2009), a su vez Cui y colaboradores reportan una alta
prevalencia de Campylobacter resistentes a este farmaco en pollo organico (Cui et al,
2005).

Luangtongkum y colaboradores sostienen que en sistemas organicos de los Estados
Unidos parece poco probable la seleccidon exposicion previa al antibiotico, en su lugar
existe una posible co-evolucion de Campylobacter que contiene plasmidos con el gen tet
(O) (Luangtongkum et al, 2009), en Campylobacter este gen seria transmitido por
conjugacion. Paralelamente se ha reportado transferencia de genes de resistencia
interespecies e intergénero, involucrando a Campylobacter y existe evidencia de la
transferencia del plasmido conteniendo tet(O) entre cepas de C. jejuni en el tracto
intestinal de pollos, ambas transferencias por conjugacién (Luangtongkum et al, 2009;
Pratt y Koroliv, 2005; Avrain et al, 2004). Asi se explicaria la resistencia a Tetraciclina
encontrada en este estudio, sin descartar la utilizacion del antimicrobiano en los sistemas

productivos, lo que daria como resultado la alta prevalencia del plantel 2 (Tabla 3).

El tnico perfil de multiresistencia presente en este estudio es Ciprofloxacino / Tetraciclina,
asociado a C. jejuni (p<0,0001), pese a que también esta presente en algunas cepas
indeterminadas y en algunas de C. coli (Tabla 2). No se encontrd resistencia a

Eritromicina ni a Gentamicina en ninguna cepa analizada, probablemente debido a que
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estos agentes no son empleados con frecuencia en los sistemas de produccién de pavos
chilenos a excepcién de casos especificos de enfermedad respiratoria crénica o sinovitis,
en los que se usa el macrolido Tilosina como tratamiento que podria dar como resultado
una resistencia cruzada con la Eritromicina. Sin embargo esta situacion no se present6 en
las cepas aisladas en este estudio. Luangtongkum y colaboradores indican que la
resistencia a macrolidos requiere de diferentes mutaciones que determinaran el grado de
resistencia de la bacteria y la reduccion de la presion de seleccion por exposicion al
antibiético, reduce rapidamente la prevalencia de la resistencia de los macrolidos
(Luangtongkum et al, 2009).

Al realizar un andlisis fenético de resistencia antimicrobiana se observan cuatro clusters:
el primero fue el perfil de multiresistencia con 41 cepas, donde predominé C. jejuni con 32
cepas, proveniente en su mayoria del plantel 2. El segundo cluster fue una Unica cepa de
C. jejuni resistente a Tetraciclina proveniente del plantel 2. El tercer cluster fue formado
por 35 cepas resistentes a Ciprofloxacino, donde imperé C. coli (18), 10 indeterminadas y
7 C. jejuni, dos terceras partes del plantel 2 y un tercio del plantel 1. En el cuarto cluster
se obtuvo 28 cepas sensibles a todos los antibiticos donde destacd C. jejuni con 21
cepas, aungque una tercera parte del total de las cepas indeterminadas formaran parte de

este cluster, en su mayoria provenientes del plantel 1 (Figura 1).

La presencia de genes de virulencia abren la posibilidad de que las cepas aisladas sean
mas patdgenas que las que no poseen una gran cantidad de genes. La prevalencia de los
genes de virulencia en C. jejuni (Tabla 3) de este estudio es variable al compararlo con los
hallazgos de Rizal y colaboradores en India en el afio 2010, aislados de intestinos de
pollos y con los de Datta y colaboradores en Japon en el afio 2003, aislados de heces de
pollos. La prevalencia reportada por estos estudios fue cadF 88,53% y 100%, racR
18,33% y 90,5%, flaA 60% y 100%, ciaB 100% (Datta et al, 2003) pldA 26,66% y 100%,
CdtA 13,33% y 100%, cdtC 25% y 100%, wlaN 7,7% obtenido por Datta y colaboradores,
gue demuestra una alta variabilidad en la presentacion de los genes en esta especie de
Campylobacter en tres realidades diferentes y al comparar la prevalencia con aislamientos
realizados de pollos debido a la ausencia de informacién en pavos (Rizal et al, 2010;
Datta et al, 2003).

La alta prevalencia de cadF en C. jejuni y C. coli, y las prevalencias de racR, flaA, pldA,
cdtA y cdtC en cepas de C. jejuni en este estudio (Tabla 4), podrian estar relacionadas

con el potencial patégeno de esos aislamientos debido a que estos genes han sido
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relacionados con las capacidades de adherencia y colonizacién, invasién y produccién de
citotoxinas de las cepas, caracteristicas indispensables para que se presente la

enfermedad en humanos.

El andlisis genético que empled solamente las cepas de C. jejuni y C. coli, y se eliminaron
las cepas indeterminadas que actuarian como variables confusoras dio como resultado
siete clusters, donde se us6 un punto de corte de 50% seleccionado por su cercania al
promedio de prevalencia de los genes en estas cepas. No se encontrd asociacion entre
los genes y la procedencia de las cepas a excepcion de ciaB (p<0,047) y pldA (p<0,013).
Es evidente una alta variabilidad de presencia de genes, aunque los perfiles agrupan
mayoritariamente cepas de la misma especie debido a las asociaciones existentes entre

especie y presencia de genes de virulencia (Figura 2).

Con los resultados obtenidos se acepta la hipétesis de que las cepas de Campylobacter
spp. aisladas de deyecciones de pavos son resistentes a los antibiéticos de uso como
tratamiento en pacientes humanos y ademas, se demuestra que estas cepas poseen
genes de virulencia, lo que da a entender que existe un potencial patégeno en ellas, lo
que demuestra la importancia de implementar sistemas de vigilancia con el fin de

resguardar la salud publica.
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10.

MATERIAL COMPLEMENTARIO

Factor Gen Primers Secuencia5’-3’ T° Alineamiento | Peso (pb)
cadF cadF- F2B TTGAAGGTAATTTAGATATG 15 100
cadF-R1B CTAATACCTAAAGTTGAAAC
Adherenciay racR-25 GATGATCCTGACTTTG
... racR 45 584
colonizacion racR-593 TCTCCTATTTTTACCC
flah FlaA 664 AATAAAAATGCTCATAAAAACAGGTG 53 855
FlaA 1494 TACCGAACCAATGTCTGCTCTGATT
ciaB c./aB-403 TTTTTATCAGTCCTTA 0 986
" ciaB-1373 TTTCGGTATCATTAGC
invasion ldA-84 AAGCTTATGCGTTTTT
pldA |2 45 913
pldA-981 TATAAGGCTTTCTCCA
5 cdtA DS-18 CCTTGTGATGCAAGCAATC 19 370
Produccién de DS-18 ACACTCCATTTGCTTTCTG
toxinas CDT cdec cdtC-192 CGATGAGTTAAAACAAAAAGATA 47 182
cdtC-351 TTGGCATTATAGAAAATACAGTT
Mimetismo wlaN-DL 39 TTAAGAGCAAGATATGAAGGTG
wlaN 46 672
LPS wlaN DL 41 CCATTTGAATTGATATTTTTG

Cuadro 1: Genes analizados, partidores, secuencia, temperatura de alineamiento y el
peso pares de bases del amplificado modificado de Talukder et al, 2008.
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Tabla 1. Numero y porcentaje de aislamientos resistentes a los antibiéticos probados por

especie de Campylobacter.

- o

23t 39 76
(72,4%)

(56%) (100%) (67,2%)

4 5 33 42
(16%) (21,7%) (56,9%) (40%)
0 0 0 0
0 0 0 0
(0%) (0%) (0%) (0%)

Asociacion entre especies y resistencia a antimicrobianos: ! p < 0,0001

Tabla 2: Numero y porcentaje de aislamientos multiresistentes a los antibidticos probados

segun especie de Campylobacter.

4 5 321 41

19,0% 21,7% 52,5% 39%

Asociacion entre especie y perfil de resistencia: * p < 0,0001
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Tabla 3: NUumero y porcentaje de resistencia segun plantel.

25 2

2
50% 4% 4%
511 40! 39t
93% 73% 71%

Asociacion entre resistencia y procedencia: * p < 0,0001.

Tabla 4: Numero, porcentaje y prevalencia total de genes de virulencia segun especie de

Campylobacter.
45t 402 413 244 342 48° 482 14

73,77% 6557% 67,21%  39,34% 55,74%  78,69%  78,69%  22,95%

17t 4 10 2 1 12 7 3
73,91% 17,39%  43,48%  8,70% 435%  52,17%  30,43%  13,04%
6 4 5 0 3 9 9 5

28,57% 19,05%  23,81% 0,00% 14,29%  42,86%  42,86%  23,81%

68 48 56 26 38 69 64 22

64,8% 45,7% 53,3% 24,8% 36,2% 65,7% 61% 21%

Asociacion entre gen y especie: ' p < 0,0005; ? p< 0,0001; 3 p< 0,0015; “p < 0,0002; °p <
0,0035
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Figura 1: Dendograma de perfiles de resistencia de cepas de C. jejuni, C. coli e indeterminadas (spp),
aisladas de pavos
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Figura 2: Dendograma de genes de virulencias de cepas de C. jejuni y C. coli y virulotipos de aislamientos desde

pavo.
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M CN

-1000bp

-500bp

Figura 3: Electroforesis de productos de PCR, deteccion de cadF de 400bp. M: marcador 100bp,

CN: control negativo, CP: control positivo, 1-9 muestras probadas.

Figura 4: Electroforesis de productos de PCR, deteccion de racR de 584bp. M: marcador 100bp,

CN: control negativo, CP: control positivo, 1-8 muestras probadas.

-1000bp

-500bp

Figura 5: Electroforesis de productos de PCR, deteccion de flaA de 855bp. M: marcador 100bp,
CN: control negativo, CP: control positivo, 1-9 muestras probadas.

Figura 6: Electroforesis de productos de PCR, deteccion de ciaB de 986bp. M: marcador 100bp,

CN: control negativo, CP: control positivo, 1-9 muestras probadas.
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-1000bp

-500 bp

Figura 7: Electroforesis de productos de PCR, deteccion de cdtA de 370bp. M: marcador 100bp,

CN: control negativo, CP: control positivo, 1-9 muestras probadas.

Figura 8: Electroforesis de productos de PCR, deteccion de cdtC de 182bp. M: marcador 100bp,
CN: control negativo, CP: control positivo, 1-9 muestras probadas.

-1000bp

-500bp

Figura 9: Electroforesis de productos de PCR, deteccion de wlaN de 672bp. M: marcador 100bp,

CN: control negativo, CP: control positivo, 1-8 muestras probadas.
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