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Resumen
Campylobacter es una bacteria zoonoética de transmision alimentaria causante de
gastroenteritis, con predominio de las especies C. jejuni y C. coli, las cuales utilizan como
principales reservorios: todas las aves de corral, perros, gatos, ganado bovino, ovino, suino y
roedores, la presencia de Campylobacter puede ser como comensal o como patégeno,
causando cuadros clinicos debido a la expresién de factores de virulencia, los cuales se
presentan como: la capacidad de la bacteria para adherirse y colonizar, donde se han
identificado los genes cadF, racR y dnaJ, y los genes virB11, ciaB y pldA, relacionados con la
invasién celular; se determiné su presencia mediante PCR, analizando 29 cepas de
Campylobacter spp, de diferentes reservorios animales (n= 9 gallinas, n= 7 perros, n=13
higados), obteniendo los siguientes resultados de expresion para, cadF (100%), dnjaJ
(93,10%), pldA (82,75%), racR (79,31%), virB11l (62,06%), ciaB (55,17%), logrando
determinar una alta prevalencia en los genes que intervienen en los mecanismos de
virulencia, informacién importante para la realizacion posterior de otros estudios que permitan

obtener mas datos sobre esta enfermedad en el Ecuador.

Palabras clave: Campylobacter, PCR, factores de virulencia.
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Abstract
Campylobacter is a foodborne zoonotic bacterium that causes gastroenteritis, with
predominance of C. jejuni and C. coli species. coli, which use as main reservoirs: all poultry,
dogs, cats, cattle, sheep, swine and rodents, the presence of Campylobacter can be as
commensal or pathogen, causing clinical manifestations due to the expression of virulence
factors, which are presented as: the ability of the bacterium to adhere and colonize, where the
genes cadF, racR and dnaJ, and the genes virB11, ciaB and pldA, related to cell invasion,
have been identified; their presence was determined by PCR, analyzing 29 Campylobacter
spp. isolates from different animal reservoirs (n= 9 hens, n= 7 dogs, n=13 livers), obtaining the
following expression results for, cadF (100%), dnjaJ (93.10%), pldA (82.75%), racR (79.31%),
virB11 (62.06%), ciaB (55.17%), determining a high prevalence for genes involved in virulence
mechanisms, important information for further studies to obtain more data on this disease in

Ecuador.

Key words: Campylobacter, PCR, virulence factors.
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Introduccion
Las enfermedades de transmision alimentaria o ETA, son un conjunto de
enfermedades que se producen por el consumo de alimentos, incluida el agua, los cuales
pueden estar contaminados por diversos agentes como: bacterias, quimicos o parasitos. La
contaminacién se puede producir a lo largo de la cadena alimentaria, directamente desde su
lugar de origen o en la manipulacién de productos ya elaborados. Es importante establecer
medidas adecuadas de control y prevencion de estas enfermedades, minimizando el dafio

producido a la comunidad (Espinosa et al., 2014).

Las enfermedades bacterianas de origen animal, mas comunmente estan
relacionadas con agentes etiol6gicos como Campylobacter spp, Salmonella spp, Listeria spp,
o la familia Enterobacteriaceae, las cuales presentan un riesgo para la salud tanto en paises

avanzados, como los que se encuentran en vias de desarrollo (Chlebicz & Slizewska, 2018).

La campilobacteriosis es una infeccion causada por el género Campylobacter, las
especies que mas se presentan en los seres humanos con enfermedades gastrointestinales
son Campylobacter jejuni y Campylobacter coli, son bacilos Gram negativos, pequefios, con
forma de espiral, por la presencia de flagelos son altamente méviles. Esta enfermedad es una
de las principales causas de enfermedades diarreicas de transmision alimentaria en el mundo

(Solis, 2011).

Campylobacter, es una bacteria con un crecimiento lento, puede tardar hasta 96 horas,
se observa diferencias en la velocidad de crecimiento dependiendo de la especie. Son
microorganismos sensibles al oxigeno y radicales libres, por lo que se consideran bacterias

microaerofilicas (Silva et al., 2011).

La infeccién en humanos se asocia al consumo de productos contaminados, mismos

gue pueden proceder de diversas fuentes: leche cruda, productos del cerdo, contaminacién
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cruzada con agua, vegetales, frutas, y el consumo de productos avicolas, el cual es

categorizado como el principal factor de riesgo para la infeccion (Mata, 2014).

Algunos de los mecanismos de virulencia que se han relacionado con el desarrollo de
la patogenia son: la capacidad de la bacteria para adherirse y colonizar, donde se han
identificado los genes cadF, racR y dnaJ, y los genes VirB11, ciaB y pldA, relacionados con

la invasion celular (Quetz et al., 2012).

Mediante PCR o reaccién en cadena de la polimerasa, se pudo determinar la
presencia de dichos genes o factores de virulencia que intervienen en mecanismos tanto de
adherencia como de invasion de Campylobacter spp., en los diferentes hospedadores, ya sea
como comensal o patdgeno, se realizo la estandarizacion de las diferentes temperaturas de

anillamiento, especificas de cada gen, para lograr identificar su prevalencia.

Determinar la presencia de estos factores de virulencia, sugiere la necesidad de
implementar un mejor diagndstico y vigilancia de los distintos segmentos de la cadena avicola,
de la calidad de los productos y subproductos, ademas durante el proceso evitar cualquier
tipo de contaminacién cruzada, también se ve la necesidad de mejorar los cuidados para

animales de compainiia, para de esta manera prevenir la contaminacién dentro del hogar.
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Capitulo uno

Marco Tebérico

1.1 Campylobacteriosis

La campylobacteriosis es una enfermedad zoonética, causante de gastroenteritis en los
humanos, se reporta la mayor tasa de incidencia entre las enfermedades transmitidas por
alimentos (ETA). El agente causal es una bacteria del género Campylobacter, mas del 90%
de las infecciones son ocasionadas por Campylobacter jejuni y entre 5 a 10% a

Campylobacter coli (Lucas L. et al., 2013).

La campylobacteriosis humana generalmente se desarrolla en un periodo de 1 a 5
dias, después de haber tenido contacto con la bacteria, se caracteriza por diarrea acuosa, a
veces con sangre, fiebre, calambres abdominales y vomitos, sintomas que suelen durar entre
5 a 7 dias. Es una enfermedad autolimitada y a menudo no se requiere medicacion
antimicrobiana, exceptuando en casos graves 0 pacientes con un sistema inmunolégico
comprometido, la infeccién se origina en el yeyuno e ileon, al realizar el andlisis de heces en
pacientes con Campylobacter, se detecta la presencia de sangre y leucocitos, demostrando

su capacidad invasiva (Hernandez et al., 2013; Skarp et al., 2016).

La importancia de la campylobacteriosis se debe a: su alta incidencia, requiere una
dosis baja para infectar y la duracion, ademas puede producir en ocasiones enfermedades
asociadas las cuales pueden ser neuropatias periféricas como sindrome de Guillain-Barré,
sindrome Miller Fisher y enfermedades funcionales del intestino como sindrome de intestino

irritable (Poma, 2014).

Campylobacter, se encuentra como reservorio en el intestino de animales domésticos,
principalmente las aves de corral, sin embargo, los rumiantes, incluidos los bovinos, porcinos,

ovinos y caprinos, también actian como reservorio de Campylobacter, debido a esto se puede
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encontrar esta bacteria en alimentos destinados para el consumo humano, se transmite por
via oral, a través de alimentos, agua, y también por contacto con animales infectados

(Chlebicz & Slizewska, 2018; Mardones & Lépez, 2017).

1.2 Campylobacter spp.

Campylobacter es una bacteria gram negativa, incluido en el orden
Campylobacterales, familia Campylobacteraceae, género Campylobacter. Son bacterias de
pequefio tamafio aproximadamente 0,2-0,8 um de grosor y 0,5-5 um de longitud. Por lo

general son oxidasas positivas, a excepcion de C. gracilis (Silva et al., 2011).

Campylobacter tiene forma de “S” o alas de gaviota, muestran movimiento rapido y
caracteristico en forma de “sacacorchos” debido a la presencia de un flagelo polar, ya sea en
uno o ambos extremos. Existen algunas cepas que son inmoviles de la especie C. gracilis y
C. hominis o con flagelos multiples como algunas cepas de C. showae (Epps et al., 2013;

Lastovica et al., 2014; Pérez, 2014).

En el género de Campylobacter, se puede dar la aparicién de formas cocoides en
aquellos cultivos viejos y en las denominadas formas viables no cultivables (VBNC). Estas
formas aparecen cuando la bacteria estad sometida a condiciones de estrés, tales como

concentraciones altas de oxigeno, temperaturas extremas o falta de nutrientes (Pérez, 2014).

En la actualidad existen 25 especies y 11 subespecies dentro del género
Campylobacter. Las especies mas destacables dentro del género son: C. jejuni, C. coli, C.

lari, C. upsaliensis, C. concisus, C. ureolyticus o C. fetus (Man, 2011).

Estas bacterias son microaerofilicas, por lo que crecen en condiciones de 5% de
oxigeno, 10% de diéxido de carbono y 85% de nitrogeno, la mayor parte de especies
pertenecientes a este género crecen a una temperatura de 37°C, a excepcion de las especies

termorresistentes C. jejuni, C. coliy C. lari, las cuales pueden crecer a 42°C. No fermentan ni
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oxidan carbohidratos, obteniendo su energia a partir de aminoacidos o intermediarios del ciclo

de acidos tricarboxilicos (Silva et al., 2011).

El crecimiento de Campylobacter en medios de cultivos sélidos suplementados con
sangre, se puede observar la presencia de colonias pequefias, grisaceas, no producen
hemolisis, bordes lisos, con un diametro de 1 a 2 mm en forma de circulo y que tienden a

seguir la linea de la estria (Lastovica et al., 2014).

1.2.1 Campylobacter jejuni

C. jejuni es una varilla curva pequefa, gramnegativa y es la principal causante de
enfermedad diarreica, es una bacteria zoonética, debido a que es un comensal en animales
de alimentacion, principalmente de las aves de corral, las cuales constituyen el reservorio

principal para la contaminacién al ser humano (lovine, 2013).

Las colonias de C. jejuni pueden ser de dos tipos, colonias planas, grisaceas, bordes
irregulares, con tendencia a seguir la linea de estria sobre el agar, o colonias redondas,

convexas, lisas y brillantes, y un centro mas oscuro (N. Narvaez, 2017).

C. jejuni es una de las especies mas importantes, la cual comprende dos
subespecies: C. jejuni subsp. jejuni y C. jejuni subsp. doylei. La subespecie jejuni simplemente
es referida como C. jejuni, la misma ha sido aislada con mayor frecuencia en pacientes con
gastroenteritis. Ademas, esta involucrada en otras enfermedades, tales como bacteremia,

meningitis, aborto y enfermedades autoinmunes (Hernandez et al., 2013).

1.2.2 Campylobacter coli

C. coli, es un bacilo pequefio, tienen una forma que varia de espiral, varilla o bien se
puede presentar como alas de gaviotas, son bacterias microaerofilicas, es una especie
termotolerante ya que puede desarrollarse a una temperatura de 42°C (Mardones & Lépez,

2017; Pérez, 2014).
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Las colonias se presentan redondas de 1 a 2 mm de didmetro, convexas, brillantes y
lisas, tienden a seguir la linea de estria en el agar, por lo general son cepas no hemoliticas

(N. Narvaez, 2017).

El cuadro clinico presentado por C. coli, es similar al de C. jejuni, diarrea acuosa, a
veces con sangre, fiebre, calambres abdominales y vomitos, ademas que pueden conllevar a

enfermedades asociadas (Skarp et al., 2016).

1.3 Principales fuentes de transmision e infeccion.

Campylobacter suele encontrarse como comensal en el tracto gastrointestinal de
animales salvajes, domésticos y asi como también puede presentarse en el agua , los
principales reservorios son: ganado bovino, ovino, suino, roedores, todas las aves de corral,
perros y gatos, sin embargo, los reservorios varian con la especie, C. jejuni se encuentra
principalmente en pollos, aunque estas no presentan la enfermedad, conduciendo a éstos a
un estado de portador, mientras que C. coli frecuentemente es aislada de suinos (Solis, 2011).
Los principales reservorios de algunas especies de Campylobacter spp., se muestran en la

tabla 3.

Tabla 1.

Especies y subespecies de Campylobacter y su principal reservorio animal.

Especie/ Subespecie Reservorio principal
Campylobacter jejuni subespecie doylei Aves y mamiferos
Campylobacter jejuni subespecie jejuni Humanos, perros y gallinas
Campylobacter coli Cerdos
Campylobacter lari Aves marinas (gaviotas)

Nota. Adaptado de Mardones y Lépez (2017)

1.3.1 Aves decorral
El principal reservorio de Campylobacter spp., son las aves de corral, el consumo

de carne de pollo y sus subproductos se ha indicado como responsable principal de
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campilobacteriosis en la poblacibn humana, sobre todo en pacientes con el sistema
inmunoldgico comprometido, nifios y ancianos (Cervantes & Cravioto, 2007; Silva et al.,

2011).

En las aves de corral, C. jejuni no produce el cuadro clinico que se observa en los
humanos, el patégeno coloniza las aves en nimeros altos hasta 10° UFC por gramo de
intestino colonizado, se localiza en las criptas del intestino delgado, se encuentra en la capa
de moco cerca de las células epiteliales, la presencia del mucus intestinal de las aves
disminuye en parte la invasién en células humanas, lo cual podria explicar la naturaleza

asintomatica en las aves (Young, Dauvis, et al., 2007).

Campylobacter se desarrolla en la mucosa del intestino grueso de las aves, ya que
hay una concentracién baja de oxigeno, temperatura corporal de 42°C, ademas de la
presencia de otras bacterias como Clostridium spp., la cual puede favorecer la proliferacién
de C. jejuni y C. coli por ser especies proteo y sacaroliticas, originando fuentes nutritivas para
Campylobacter, asi como una atmoésfera rica en hidrégeno producto de su metabolismo

fermentativo (Lee & Newell, 2006).

1.3.2 Animales domésticos

Los perros y gatos, pueden también considerarse como una fuente de infeccion
humana, en muchos casos estos pueden portar asintomaticamente Campylobacter spp.
termofilas, con una prevalencia de alrededor del 40%, en un estudio realizado en Alemania,
se ha demostrado la prevalencia de Campylobacter spp., en un 15,3% en perros y del 11,3 %
en gatos. C. upsaliensis y C. helveticus son las especies que predominan en estos animales,
C. jejuni también suele estar presente, la cria de perros y gatos permite la transmisiéon de

Campylobacter spp a los humanos (Go6lz et al., 2014).
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1.3.3 Cerdos y vacas
El tracto intestinal de un cerdo puede estar colonizado por especies del género
Campylobacter spp, las cuales son comensales en este animal, siendo C. coli la méas

frecuente (Denis et al., 2008).

Se ha observado la presencia de Campylobacter spp termdfilos en especies como
cerdos y rumiantes, la carga bacteriana presente en las heces de estos animales es inferior a
la presente en las aves (alrededor de 102 UFC/g). Ademas, se ha encontrado C. lanienae en

heces de cerdos domésticos (2,22%), cerdos salvajes (20%), jabali (26,98%) (Ugarte, 2015).

1.3.4 Alimentos y agua contaminada

En los alimentos principalmente se da una contaminacion fecal por Campylobacter
spp., durante el proceso de faenamiento y evisceracion de los animales; entre un 50- 80% de
todos los casos de campylobacteriosis demuestran que el pollo y sus subproductos son la
fuente principal de infeccion para los humanos, debido a la manipulacion de la carne cruda
de pollo, falta de coccion, contaminacion cruzada y poca higiene al momento de la preparacion

(Poma, 2014).

La presencia de Campylobacter en el agua se debe a la contaminaciéon fecal por
aves, animales, asi como la presencia de desechos derivados de la agricultura (Whiley et al.,

2013).

Campylobacter spp, se aisl6 de varias fuentes de agua, se mostro la prevalencia de
especies termofilas hasta en un 45% en lagos y rios, las vias fluviales se pueden considerar
como una ruta de migracién para Campylobacter, debido a que puede sobrevivir un corto
periodo en agua salada, algunos crustaceos pueden llegar a contaminarse del patdégeno,
especialmente C. lari, la causa de esta contaminacion son las aves marinas, en particular las

gaviotas, las cuales son el reservorio principal de C. lari (G6lz et al., 2014).
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1.4 Enfermedades asociadas a Campylobacter.

1.4.1 Gastroenteritis

Los sintomas mas comunes de una gastroenteritis son: diarrea, la cual puede ser
sanguinolenta, nduseas, dolor abdominal y fiebre, tras el periodo de incubacién de dos a cinco
dias ocurre la aparicion de los sintomas, los cuales se presentan con un rango maximo entre
uno y diez dias. Sin embargo, esta infecciébn puede cursar de manera asintomatica, pero

autolimitada en el tiempo (P. Gonzélez, 2018).

Se ha observado que en alrededor de 50% de los pacientes que presentan diarrea, es
precedida por un periodo febril, malestar, mialgia, dolor abdominal, la fiebre puede llegar hasta
los 40°C, en ocasiones se puede presentar un periodo prodrémico, con cefalea, mialgia,
fiebre, por lo general entre 12 0 24 h., antes de que inicien los sintomas. Un sintoma muy
comun, en etapas iniciales de infeccion se presenta en la materia fecal la cual es acuosa, a
medida que se da el progreso de la enfermedad, esta se torna sanguinolenta con tenesmo

(Cervantes & Cravioto, 2007).

1.4.2 Bacteriemia

La mayor parte de casos de campylobacteriosis se presenta con una diarrea de corta
duracién, autolimitada y por lo general no se necesita medicacion antimicrobiana, sin
embargo, podria requerirse un tratamiento en el caso de pacientes con infeccion severa,
prolongada, individuos de edad avanzada, o en personas con un sistema inmunolégico
deprimido, debido a que estos son factores que predisponen a la aparicion de complicaciones
extraintestinales, como una bacteriemia, C. jejuni presenta mayor incidencia, confirmando asi

su alta capacidad invasiva (M. J. Gonzalez & Alonso, 2013).
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1.4.3 Meningitis

La meningitis bacteriana aguda (MBA), es una inflamacion de las meninges por
bacterias pidégenas, la epidemiologia de esta enfermedad es variable, y va a depender de
ciertos factores de riesgo, como: edad, agente causal y presencia de enfermedades

subyacentes (Blamey, 2014).

En humanos se ha determinado que C. jejuniy C. fetus pueden ocasionar meningitis,
debido a que es un patégeno oportunista en los humanos y principalmente causa infecciones
sistémicas. Las infecciones tienden a ocurrir en personas con enfermedades debilitantes tales

como neoplasias, alcoholismo y enfermedades cardiovasculares (Acha & Szyfres, 2001).

1.4.4 Sindrome de Reiter

El sindrome de Reiter es una espondiloartropatia, se da una inflamacién de la
membrana sinovial, tendones y fascia, se caracteriza por presentar una triada: artritis reactiva,
uveitis o cojuntivitis y uretritis, lo que conlleva a la aparicion de otras infecciones de origen

gastrointestinal o urogenital (Litardo, 2019).

La infeccién se produce a nivel de la mucosa intestinal o genital, las bacterias que
pueden estar implicadas en este proceso son: Yersinia, Salmonella, Shigella vy
Campylobacter, las mismas que son capaces de sobrevivir en el interior de la célula, ya que
logran evitar los mecanismos de defensa y migran hacia la articulacién, donde producen la

inflamacién y se adaptan a este medio (Litardo, 2019).

1.4.5 Sindrome de Guillain — Barre.
El sindrome de Guillain Barré (SGB) es una afeccion autoinmune del sistema nervioso
periférico que produce pardlisis flacida aguda, se ha determinado que hay una relacion entre

este sindrome y una infeccion previa por C.jejuni (Cervantes & Cravioto, 2007).
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El género de Campylobacter, origina una respuesta en el sistema inmune de origen
humoral y celular, los antigenos de Campylobacter tienen una forma homéloga (en la parte
molecular) con los antigenos del tejido neuronal, lo cual desencadena una reaccion cruzada
con el componente gangliésido de la superficie de los nervios periféricos. En la mayoria de
los casos, se origina la respuesta inmune contra el antigeno “blanco” en la superficie de la
membrana de la célula de Schwann o mielina, resultando en neuropatia desmielinizante
inflamatoria aguda (85%) o, en otros casos la reaccion puede darse contra antigenos

contenidos en la membrana del axén, en la forma axonal aguda (15%) (Acosta et al., 2007).

1.5 Patogenia
Los factores de virulencia de Campylobacter relacionados con patogenicidad son:
la motilidad debido a la presencia de flagelos, la capacidad de adherencia e invasion a la

célula y la produccion de citotoxinas (Janssen et al., 2008).

El primer contacto de Campylobacter con el hospedador, ave, humano u otra especie,
por lo general ocurre en la mucosa del intestino, el patégeno se adhiere a la capa de mucus,
compartiendo nicho con las diversas bacterias de la microbiota intestinal, mientras mas
bacterias logren adherirse, mayor sera la probabilidad de que entren en contacto con las
células del epitelio y por ende logren unirse a ellas, luego de la unién de manera irreversible,
se origina una cascada de sefiales transduccionales en el hospedador, de manera que las
células entéricas reorganizan su citoesqueleto, de esta manera el patégeno atraviesa la
membrana, dando origen a la invasién, el patdbgeno puede sobrevivir largos periodos de
tiempo en el epitelio hasta que las condiciones ambientales le resulten Optimas para iniciar

con la respuesta citotoxica (Martinez, 2009).



Figura 1.

Mecanismo de patogenia de Campylobacter.
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Nota. Campylobacter se adhiere e invade las células epiteliales intestinales (C. coli, C concisus,
C. fetus, C. rectus y C. upsaliensis). Atraviesan el epitelio intestinal, mediante una ruta
transcelular (C. fetus) y/o a través de una ruta paracelular, al romper las uniones estrechas
asociadas a la barrera (C. concisus). Ciertas especies pueden secretar proteinas efectoras en
las células del huésped a través del sistema de secrecion T4SS (C. fetus, C. coli). La
submucosa media la resistencia a la fagocitosis, y también interfiere en la accion del
complemento, al evitar su uniéon con la superficie celular de la bacteria durante la fase sistémica
de la infeccion. Algunas especies también pueden generar una serie de toxinas, como la toxina
de distension citoletal tripartita (C. coli, C. fetus, C. hyointestinalis, C. lari y C. upsaliensis), la
union de esta toxina a la célula del huésped esta mediada por CdtA y CdtC, y CdtB ingresa al
nucleo, dando como resultado la detencion del ciclo celular y el dafio al DNA. Otras toxinas
pueden ser hemolisinas, las cuales pueden lisar los glébulos rojos (C. coliy C. concisus)

Adaptado de The clinical importance of emerging Campylobacter species, Man, (2011).
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1.5.1 Flagelos

Campylobacter se caracteriza por su rapidez y la motilidad mediada por flagelos
polares; estas estructuras son esenciales para la patogénesis. Los flagelos estdn compuestos
de una gran proteina, la flagelina, que es codificada por el gen flaA, y la flagelina menor

codificada por flaB, y son altamente homologas (Caceres, 2013).

Una vez que Campylobacter se encuentra en el huésped, los flagelos son necesarios
para la colonizacion del intestino delgado; logra alcanzar el tracto gastrointestinal, debido a
su resistencia al acido gastrico y a las sales biliares, ademas contrarresta los movimientos
peristalticos del intestino, de esta manera accede y atraviesa la mucosa del epitelio intestinal
para que el patdgeno pueda trasladarse desde alli al colon (Lastovica et al., 2014; Silva et al.,

2011).

El flagelo polar, permite a Campylobacter spp, secretar proteinas relacionadas con
virulencia, similar al sistema secretor tipo Il de otros patégenos. El gen flaA, es necesario
para que la bacteria pueda invadir las células epiteliales del hospedador, ya que se ha
demostrado que la ausencia o0 mutacién del mismo da como resultado una reduccién casi total

de la motilidad, lo cual no ocurre con el gen flaB (Gutiérrez et al., 2015).

La mayor parte de flagelinas bacterianas presentan regiones altamente conservadas,
las cuales llegan a constituir patrones moleculares asociados a microorganismos Yy, activan
una respuesta inmunoldgica innata en el organismo, un receptor tipo Toll (TLR5), reconoce
estas regiones y envia sefales de activacion a las células inmunes, en las estructuras de
Campylobacter, se ha evidenciado la ausencia de estas regiones, considerandose este como

un mecanismo importante de evasion de la repuesta inmune innata (N. Narvaez, 2017).
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1.5.2 Adhesion e Invasion
Campylobacter se adhiere a las células del epitelio intestinal, dando lugar a la
invasion de las mismas, lo cual conlleva a un dafio celular y la consecuente pérdida de

funcionalidad y diarrea (Lastovica et al., 2014).

El gen cadF, participa en la adhesién celular uniéndose a fibronectina. CadF actia
de dos formas, por un lado, su papel en la adhesion a la célula hospedera por union a la
fibronectina, la cual esta localizada en la superficie de la célula y por otro lado, desencadena
diversos procesos de sefializacién que conducen a la activacién de pequefias GTPasas: Racl
y Cdc42, mediante estos factores de virulencia, se activa una fosforilacion de proteinas,
liberando Ca?* de los depésitos intracelulares, se origina una cascada de sefializacién
provocando la abertura localizada de los filamentos, formando protrusiones y de esta manera
se permite el paso mediante endocitosis de Campylobacter, en un estudio realizado se
demostrd la importancia de cadF para la colonizacién, ya que los mutantes de cadF no

pudieron infectar aves. (Crdéinin & Backert, 2012; Hernandez et al., 2013; Lapierre A., 2013).

Los genes racR y dnjaJ, son muy importantes para la colonizacién C. jejuni, ya que se
presume estan encargados de todas las respuestas a las condiciones del microambiente
intestinal, tales como las diferentes temperaturas entre los reservorios animales y los

humanos (Quetz et al., 2012).

El gen racR potencia la capacidad de invasion intestinal por sefiales de transduccion
dependientes de temperatura. El gen dnjaJ codifica para proteinas que intervienen en el
transporte y en el control del estrés, constituyendo un factor fundamental en la termotolerancia
de C. jejuni, ya que codifica una proteina de choque térmico y debido a su cercania con el
gen racR, parece estar bajo su control transcripcional, una mutacion en el gen dnjaJ,

disminuye severamente la colonizacion en aves (Bolton, 2015; Hermans et al., 2011).
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Los genes virB11, codifica un sistema secretor tipo IV, el cual puede contribuir a
procesos tales como la colonizacion bacteriana, asi como también la inyeccion en el
citoplasma de las células del hospedador de los factores de virulencia, estudios in vitro han
demostrado que mutantes de virB11l muestran reducida virulencia, con respecto a la

adherencia e invasion (Ghorbanalizadgan et al., 2014; Kordinas et al., 2005; Vilches, 2007).

El gen ciaB, esté implicado en la invasion de Campylobacter, se ha demostrado que
mutantes de ciaB, muestran una reduccién significativa en la internalizacion. La proteina CiaB,
se transloca al citoplasma de la célula del hospedador, siendo una verdadera molécula
efectora para la invasion de Campylobacter, ademas se demostré que esta proteina requeria
al menos una de las unidades flagelares para su secreciéon (Créinin & Backert, 2012; Quetz

et al., 2012).

El gen pldA, una fosfolipasa A de membrana externa, la cual tiene actividad hemolitica,
teniendo en cuenta que las hemolisinas no son liticas solamente para los eritrocitos, si no
también causan dafio a fibroblastos, plaquetas, monocitos, granulocitos, células endoteliales
y miocardicas. Samie, Ramalivhana, Igumbor y Obi, demostraron en su estudio un alto
namero de cepas hemoliticas en la sangre humana, lo cual estaria correlacionado con las
caracteristicas inflamatorias de Campylobacter, ademas que la actividad hemolitica se
observé de mayor manera en las muestras humanas que en las de cerdo, ademas otro
estudio, pudo determinar que las hemolisinas tenian actividad maxima en muestras de conejo
y minima en muestras de pollos. Esto podria indicar la diferente susceptibilidad de las
especies animales, asi como también la mayor afectacion a las células humanas, lo cual
podria explicar la aparicion de un cuadro clinico (Ghorbanalizadgan et al., 2014; Grant et al.,

1997; Samie et al., 2007; Trindade et al., 2015)

Ademas, la invasion se puede dar por la produccion de sustancias extracelulares

provenientes de la bacteria, invasinas, capaces de afectar los mecanismos de defensa del
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hospedador, las cuales estan codificadas, principalmente por los genes ciaB y pldA (Martinez,

2009).

Se hallegado a determinar que los flagelos pueden llegar a tener una segunda funcion,
adicional a la motilidad, mediante un sistema de secrecion de proteinas no flagelares durante
la invasion al hospedador (T3SS). Los productos de los genes flaC y ciaB, son liberados
dentro del citoplasma de las células, los cuales intervienen en la colonizacion e invasion. Una
mutacion en ciaB ha demostrado que reduce significativamente la adherencia y el potencial

invasivo (Bolton, 2015).

El gen wlaN ha sido relacionado con la expresion de los “mimics” o imitadores de

gangliosidos en el sindrome de Guillian Barré (Talukder et al., 2008).

1.5.3 Citotoxinas de distencion.

Campylobacter spp., produce una citotoxina de distensién o CDT’s, compuesta por
subunidades codificadas por los genes cdtA, cdtB y cdtC. CdtB es la subunidad que tiene
efecto, debido a su actividad DNAasa, bloqueando la cinasa CDC2, la cuél es esencial para
la transicion hacia la fase G2 de la mitosis, ingresa a la célula del huésped y en la superficie
celular se une con las proteinas CdtA y CdtC, las cuales son esenciales para la unién de la
toxina a la membrana celular y para distribuir los productos de cdtB, finalmente rompen el

DNA y causando la muerte celular (Bolton, 2015; Ge et al., 2008).

Esta toxina prolonga la persistencia de la enfermedad gastrointestinal, aumentando la
inflamacién en la mucosa y el dafio hepético, los efectos dependen de las sefales
medioambientales que regulan la expresion de la transcripcion y traduccién de los genes cdt,
en el huésped, como es el caso de los humanos que presentan la enfermedad, mientras las
mismas cepas en pollos broiler no la producen, la forma en la que Campylobacter ocasiona

este dafio en la mucosa se resume en la figura 2 (Lapierre A., 2013). En la cual se muestran
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los primeros pasos para la patogénesis de Campylobacter: quimiotaxis y motilidad, a
continuacion, se adhiere a las células, provocando invasion, y finalmente produce una
citotoxina de distencién letal (CDT), la cual conlleva a dafio celular, inflamacién, pérdida de
fluidos, reduciendo de manera importante la capacidad de absorcidn del intestino y ocasiona

el sintoma principal: diarrea (Bhunia, 2018; Silva et al., 2011).

Figura 2.

Mecanismo de Campylobacter jejuni en el dafio epitelial en el intestino.
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Nota. Los primeros pasos para la patogénesis de Campylobacter en las células intestinales.

Adaptado de Foodborne Microbial Pathogens, Bhunia, (2018).
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1.6 Patogenia en animales

Como anfitrién natural e importante fuente de alimento para los humanos, el pollo es
un buen modelo para estudiar los aspectos basicos de la colonizacion en el hospedador. La
respuesta en las aves a una infeccién por C. jejuni, por lo general no conduce a la misma
respuesta inflamatoria, ni a la sintomatologia que presentan los humanos, el principal sitio de
colonizacién es en las criptas del ciego, alli se encuentra en la capa de mucus, muy cerca de

las células del epitelio intestinal (Young, Dirita, et al., 2007).

Se ha sugerido que el moco intestinal de pollo puede contribuir en la naturaleza
asintomatica en las aves, ya que se demostré una leve inhibicion de la invasion en células
epiteliales humanas, otro rasgo que podria contribuir a la diferencia en la infeccion en
humanos y aves, es la temperatura corporal, la cual en los pollos oscila entre 41y 45 °C, a
diferencia de los 37°C en los humanos, lo que podria ser una sefial especifica para que se dé
la infeccion (Young, Dirita, et al., 2007).

La respuesta inmune innata del pollo a C. jejuni, se ha investigado utilizando células
epiteliales y macréfagos de lineas celulares, observando una produccion de interleucinas IL-
18, IL 6 y ademas también se observd Oxido nitrico sintasa en los dos tipos de células
utilizados, lo que indica que C. jejuni puede estimular una respuesta inmunolégica innata en
los pollos. Sin embargo, los ligandos del patégeno y los receptores en el huésped que se ven
involucrados en este mecanismo son desconocidos (Young, Dirita, et al., 2007).

Ademas, los polluelos jévenes pueden estar expuestos a C. jejuni en un periodo en el
gue se esté desarrollando su sistema inmunolégico, asi como también anticuerpos maternos
gue reconocen al patdégeno pueden estar presentes en pollos de dos semanas de nacidos,
proporcionando asi una proteccion contra la colonizacion de C. jejuni, estos anticuerpos

pueden reconocer componentes de la superficie del patégeno (Lacharme-Lora et al., 2017).
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Figura 3

Caracteristicas moleculares y celulares de la respuesta inmune innata a Campylobacter jejuni en
humanos y pollos.
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Nota. C. jejuni elude a la capa de mucus en los humanos e interactla con las células
epiteliales del intestino, lo que causa la produccion de interleucina (IL-8), el patégeno se une
a estas células y se internaliza en ellas. La induccién de IL-8 provoca el reclutamiento de
células dendriticas, macréfagos y neutrdéfilos, los cudles interactian con C. jejuni, estas
interacciones dan como resultado una respuesta proinflamatoria masiva y aumento de
citocinas. Por el contrario, C. jejuni, reside principalmente en la capa mucosa de los intestinos
de pollo, in vitro se ha demostrado que puede estimular la produccién de IL-18, IL-6 y 6xido
nitrico sintasa intracelular a partir de células epiteliales y macroéfagos, pero la repuesta del
huésped, no provoca la diarrea inflamatoria en los pollos, existen factores desconocidos
amortiguan la respuesta inmunitaria o la redirigen hacia la tolerancia. Heterofilos y macrofagos
también pueden tener un papel en el establecimiento de la colonizacion de C. jejuni en pollos,
pero en las células epiteliales la invasion no se informa tipicamente. Los signos de

interrogacion indican areas que carecen de claridad de interacciones.

Adaptado de Campylobacter jejuni: molecular biology and pathogenesis, Young, (2007).
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1.7 Diagnoéstico de Campylobacter spp.

El diagnostico clinico de Campylobacter spp, se hace con la demostracion de la
presencia del microorganismo en un examen directo de las heces. Ademas, la observacion
de las muestras mediante microscopia de campo oscuro o de contraste de fases, muestran
la movilidad caracteristica de la bacteria y por medio de un frotis tefiido por Gram modificado
se puede observar su morfologia; bacilos gramnegativos, en forma de alas de gaviota (Martiny

et al., 2010).

1.7.1 Aislamiento e Identificacién Bioguimica

La identificacion de las cepas se basa en la tincién de Gram modificada de las colonias
gue crecieron en medios selectivos, observandose la morfologia sinusoide. Los medios de
cultivo para la bacteria deben contener sangre o carbdn con el fin de eliminar radicales de
oxigeno, que debido a la naturaleza microaerofilica de la bacteria resultan toxicos para su
crecimiento, otros medios incluyen: medio de Butzler, medio de Skirrow y medio de Campy
BAP, en todos se adicionan antibidticos para restringir el crecimiento de otras bacterias. Los
cultivos se deben incubar a una temperatura de 42°C, con una atmésfera microaerofilica y

durante un periodo comprendido entre 48 y 72 horas (Alvarez et al., 2008).

En la determinacién de Campylobacter, es frecuente utilizar un método de filtracion,
en el cual se separa Campylobacter del resto de la microbiota presente en las heces como
coliformes, los cuales quedan retenidos en la membrana, los bacilos delgados y pequefios
como Campylobacter atraviesan la porosidad y se depositan en el medio sin antibiético,
ademés de la morfologia se pueden presentar otras caracteristicas que dan indicios de su
presencia, como: el crecimiento, motilidad, caracteristicas que se especifican en la tabla 1

(Chinillach, 2017; I. Narvéez, 2015).

La identificacién bioquimica se basa en la realizacién de pruebas como oxidasa,

catalasa o hidrdlisis de hipurato, esta ultima se utiliza para diferenciar a la especie C. jejuni,
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ya que es la Unica especie hipurato positiva, sin embargo, es una diferenciacién bioquimica

limitada, puesto que se da la existencia de algunas cepas hipurato negativas, los resultados

de estas pruebas para diferentes especies se muestran en la tabla 2 (Malbran, 2001).

Tabla 2

Caracteristicas primarias para identificacion de Campylobacter.

Pruebas para Campylobacter termofilo

Morfologia: bacilos curvados

Movilidad: elevada movilidad caracteristica en forma de sacacorchos

Oxidasa: +

Crecimiento aero6bico a 41,5°C: -

Crecimiento microaerofilico a 25°C: -

Nota. Adaptado de Chinillach (2017).

Tabla 3

Resultados de pruebas bioquimicas para especies de Campylobacter termotolerantes.

C.jejuni C. coli C. lari C. upsaliensis
jejuni doyle
Hidrolisis de + + - - -
hipurato
Oxidasa + + + + +
Produccion de + + + + -/d
catalasa
Reduccion de + - + + +
nitratos
Produccion de - - -/d - -

SH>

Nota. Adaptado de Malbran (2001).
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1.7.2 Identificacién molecular
El diagnostico molecular se basa en la deteccién de proteinas y acidos nucleicos, de
esta manera se acorta el tiempo y también el proceso para el diagnéstico y andlisis, ademas,

estos son métodos sensibles y especificos (Josefsen et al., 2010).

La reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR) y la PCR multiple son las mas
utilizadas, las mismas poseen alta sensibilidad y especificidad al momento de analizar las
muestras, la PCR multiplex, tiene una ventaja sobre la PCR convencional, ya que se puede
amplificar varios segmentos de DNA diferentes en una sola reaccion. Por lo tanto, la PCR
multiplex puede detectar y discriminar entre varias especies 0 cepas bacterianas

simultaneamente (Poma, 2014; Toplak et al., 2012).

Para la diferenciacion de Campylobacter el uso de ensayos moleculares puede ser Util
para la deteccion rapida y especifica. Para este propdsito se incluye el andlisis de varios
genes como fliY, cdt, asp, hipO, glyA, ceuE, cadF. El gen asp codifica una enzima
aspartocinasa, el cual es bastante especifico para C. coli, el gen hipO produce hipuricasa,
una enzima hipurato especifica para la especia C. jejuni, el gen cadF codifica una proteina de
unién a fibronectina que media la unién del microorganismo a las células, este se ha descrito

como un gen conservado y especifico de género (Shams et al., 2017).

1.8 Epidemiologia

La campilobacteriosis humana se ha establecido como la causa mas importante de
gastroenteritis a nivel mundial, tanto en paises en desarrollo como en los paises
desarrollados, las infecciones por Campylobacter spp., suelen ser leves, pero tienden a
causar complicaciones en nifilos, ancianos y personas con el sistema inmunoldgico
comprometido, los serotipos mas detectados en enfermedades humanas son C. jejuni y C.

coli (Chinillach, 2017).
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1.8.1 Epidemiologia en Ecuador

En un estudio realizado en el 2012, en las Clinicas Veterinarias de la Ciudad de Loja
y el Hospital Docente Veterinario de la UNL, se recogieron alrededor de 43 muestras de
canes, para luego aplicar el método de filtracion de membrana de nitro celulosa, se logré un
aislamiento de la bacteria, un 65.12% de las muestras dieron positivas al cultivo de

Campylobacter, y un 34,88 % de las muestras resultaron negativas (Manzanillas, 2012).

En la provincia de Pichincha en el afio 2014, se realizé el andlisis de contenido cecal
de pollos faenados en camales industriales, de las 181 muestras analizadas, 71,8% fueron
positivas para Campylobacter spp, se realiz6 PCR mudltiple para identificar las especies de C.
jejuni y C. coli, 88 muestras (67,69%) C. coli, 23 muestras (17,69%) C. jejuni, 18 muestras
(13,85%) consistieron en muestras mixtas de C. coli y C. jejuni y 1 (0,77%) no pudo ser

identificada mediante esta PCR (Poma, 2014).

En el afio 2014 en un estudio realizado en la provincia de Esmeraldas, en la
comunidad de Borbdn y en Guamani en la ciudad de Quito; en la zona urbana de una muestra
de 200 personas, se observé que 11 individuos presentaban C. jejuni (5,5%) y 5 individuos C.
coli (2,5%), y en la comunidad rural de Borbdén la presencia fue baja, ya que hubo un caso

para C. jejuni y C.coli (G. Vasco et al., 2014).

En la comunidad semirural de Otén — Yaruqui, en la ciudad de Quito se tomaron
muestras de varios animales los cuales eran pollos, ganado, patos, ovejas, cuyes, conejos,
caballos, perros y gatos, asi como también se recolectaron muestras de los habitantes de la
comunidad. En los resultados de las 82 muestras analizadas de animales, se observo la
prevalencia de C. jejuni con un 30,7% junto con otros agentes enteropatdgenos. La
presentacion de Campylobacter spp. en canes fue de un 30% en una muestra de 12 animales

(K. Vasco et al., 2016).
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En un estudio realizado en la ciudad de Loja, se analizaron 253 muestras fecales
obtenidas de nifios entre 7 — 9 afios de edad, que consultaron por un cuadro de diarrea en
dos hospitales de la ciudad. De las 253 muestras analizadas, 16 (6,3%) tuvieron un
coprocultivo positivo para Campylobacter. Las especies aisladas fueron C. jejuni en 13 casos

(5,1%) y C. coli en 3 (1,2%) (Simaluiza et al., 2018).

1.8.2 Epidemiologia mundial

En Estados Unidos, en el afio de 2013 se estim6 una incidencia de Campylobacter por
cada 100.00 habitantes de un 13,82%. En paises como China y Japén, se identificd
Campylobacter spp., en aves broiler, asi como el otros paises de Asia como Tailandia y

Malasia, en animales como patos y aves silvestres (Poma, 2014).

Algunos paises de la Union Europea proporcionaron informacién sobre la presencia
de Campylobacter spp. en parvadas de pollos de engorde, lotes de sacrificio o animales
individuales. La prevalencia en parvadas fue alta en Eslovenia 63,4% y 83,6% en Hungria. En
lotes de sacrificio la prevalencia oscilo del 1,6% en Finlandia a 62,1% en Espafia. En Alemania

la prevalencia fue de 9,2% de pollos de engorde (EFSA & ECDC, 2015).

La gastroenteritis producida por C. jejuni y C. coli ha sido reportada en varios paises,
como Chile (14.1%), Ecuador (23%), Paraguay (18.4%), Uruguay (14.3%), Venezuela (13%)

y Peru (23 — 41.3%) (Fernandez, 2011).
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Capitulo dos

Metodologia

2.1 Cepas bacterianas

Se analizo el DNA de 29 cepas de Campylobacter (24 pertenecientes a C. jejuniy 5 a
C. coli), las cuales fueron aisladas a partir de muestras de materia fecal y visceras de
reservorios animales (Higados). EI DNA previamente fue extraido mediante el protocolo para
gram negativos de Wizard® Genomic DNA Purification Kit, y almacenado a — 80 °C en el
laboratorio de Microbiologia de Investigacibn de la Secciébn de Genética Humana,
Microbiologia y Bioquimica Clinica de la Universidad Técnica Particular de Loja. Se empled
como control positivo las cepas Campylobacter jejuni ATCC 33291 y Campylobacter jejuni

ATCC 29428.

Tabla 4

Cepas de C. jejuniy C. coli aisladas de materia fecal y visceras de reservorios animales

Fuente Numero de muestras C.jejuni C. coli
Perros 7 4 3
Gallinas 9 9 -
Higados 13 11 2

2.2 Amplificacidon de genes de adherencia e invasion mediante PCR.

Se llevo a cabo mediante PCR simple utilizando GoTaq® Flexi DNA Polymerase
(Promega) para los cebadores (cadF y racR), que se muestran en la Tabla 5 en una reaccion
de 25 ul que comprende: 0.1 yl GoTaq Flexi DNA polimerasa, 5 pl 5x Green GoTaq Buffer,

0.5 pl de cada cebador, 4 pl de MgCl2, 0,5 pl de dNTPs, 1,5 ul de ADN.
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Para los cebadores virB11, ciaB, pldA, dnjalJ (Tabla 5) se utilizé Platinum Multiplex

PCR Master Mix (Thermo Fisher Scientific) con un volumen final de 15 ul que comprende: 7,5

pl de Platinum Multiplex PCR Master Mix, 0,5 pl de cada cebador, 1,8 ul de GC Enhancery 3

pl de ADN.

La amplificacién se realizé en termociclador Applied Biosystems, modelo: Proflex PCR

Systems, siguiendo con las condiciones descritas en las tablas 6 y 7.

Tabla 5

Secuencias de cebadores para la determinacién de genes asociados a adherencia, colonizacién e

invasion celular en Campylobacter spp.

) Peso Temperatura de _
Gen Secuenciab' - 3' ] ) Referencias
(pb) Anillamiento (°C)
F- TGG AAG GTA ATT TAG ATATG
cadF R- CTA ATA CCT AAA GTT GAA AC 400 45°C
F- GAT GATCCT GACTTT G
racR R-TCT CCTATTTTT ACCC 584 45°C
F- AAG GCT TTG GCT CAT C
dnjaJ R-CTTTTTGTT CATCGTT 720 38°C
F- TCT TGT GAG TTG CCT TAC CCC Céceres, 2013)
TTTT
virB11 R-CCTGCG TGT CCTGTG TTATTT 494 53°C
ACCC
F-TTTTTATCAGTCCTT A
ciaB R-TTT CGG TAT CATTAG C 986 42°C
F-AGG CTTATGCGTTTTT
pldA 913 41°C

R- TAT AGG GCT TTC TCC A
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Tabla 6
Condiciones de ciclacién en la amplificacion de los genes cadF y racR, utilizando GoTag® Flexi DNA
Polymerase.

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion 95°C 6 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos
Anillamiento 45°C 30 segundos 30
Extensién 72°C 30 segundos
Extension final 72°C 5 minutos 1

Tabla 7

Condiciones de ciclacion en la amplificacion de los genes virB11, pldA, dnjaJ, ciaB, utilizando Platinum

Multiplex PCR Master Mix.

Etapa Gen Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion 95°C 2 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos

virB11 53°C 30 segundos 35
pldA 41°C 1 minuto 30
Anillamiento dnjaJ 38°C 1 minuto 35
ciaB 42°C 1 minuto 30

Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos 1

Finalmente, el producto de la PCR, se detectdé mediante electroforesis en gel de
agarosa ultrapura (InvitrogenTM) al 1,5%, con las siguientes condiciones de corrida: 120 V,
45 minutos; usando un marcador de peso molecular de 100 pb (Promega) (Apéndice 3). Su

visualizacion se realizé en un Transiluminador UV EnduroTM GDSTOUCH Labnet.

2.3 Analisis estadistico
Los genes de virulencia detectados en C. jejuni y C. coli, fueron analizados mediante

IBM SPSS Statistics (version 23). El coeficiente de correlacion de Pearson tiene el objetivo
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de indicar cuan asociadas se encuentran dos variables entre si, en este caso, se utilizo este
método para poder determinar si la presencia de un gen de virulencia estaba relacionada con
la presencia del otro, se ajustaron los valores de presencia o ausencia (1 = presente; 0 =
ausente) de un gen de virulencia y también las dos especies de Campylobacter estudiadas a
este método estadistico. Las estadisticas se consideraron significativas cuando el valor de

probabilidad fue menor a 0.05 (p <0.05).
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Capitulo tres

Resultados y discusion

Campylobacter, se encuentra como reservorio en el intestino de ciertos animales,
principalmente en aves de corral, vacas, cerdos, asi como también se puede encontrar en
animales de compafiia tales como perros y gatos; esta bacteria puede ocasionar infeccion
gastrointestinal en humanos, debido a la ingestion de alimentos contaminados: carnes crudas,
insuficientemente cocidas, por contaminacion cruzada entre alimentos listos para el consumo
con platos, tenedores o superficies, asi como también por el contacto con animales que estan
infectados, lo que generalmente ocurre con las especies de compafiia, lo cual deriva a la
importancia del andlisis de la presencia de Campylobacter en los reservorios animales que

pueden predisponer a una infeccién a la comunidad.

De las 29 muestras de DNA de Campylobacter spp, extraidos a partir de materia fecal
y visceras (higados) de reservorios animales, se determiné la expresion de los siguientes
genes cadF (100%), dnjaJ (93,10%), pldA (82,75%), racR (79,31%), virB11 (62,06%), ciaB

(55,17%), datos que se muestran en la figura 4 y 5.

Figura 4
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Porcentaje de expresiéon de genes asociados con adherencia e invasion en cepas de Campylobacter
spp aislado de materia fecal y visceras de reservorios animales.
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Figura 5

Imagen representativa del gel de agarosa donde se muestran los genes de virulencia investigados para

Campylobacter spp.

Nota. Electroforesis en gel de agarosa 1,5% de

la PCR para la amplificacion de los genes de

virulencia Carril 1: Marcador de peso molecular
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de 100 bp (Promega). Carril 2: Blanco. Carril 3:
Gen cadF (400 pb). Carril 4: Gen virB11 (494
pb), Carril 5: Gen racR (584 pb), Carril 6: Gen
dnjaJ (720 pb). Carril 7: Gen pldA (913 pb),
Carril 8: Gen ciaB (986 pb).
De las 29 muestras, 7 fueron aisladas de materia fecal de perros, n=4 son C. jejuni,
en las cuéles se pueden identificar los siguientes genes de adherencia, cadF y dnjaJ (100%),
racR (75%), e invasion, ciaB y pldA (100%) y virB11 (50%). Mientras que 3 muestras son C.
coli, mismas que presentaron los siguientes resultados de expresion en los genes de
adherencia, cadF y dnjaJ (100%), racR (33,33%), e invasion, virB11 (66,66%), y ausencia de
ciaB y pldA (Figura 6), mostrando semejanza con un estudio realizado en Corea por Cho
(2014), donde se analiz6 50 muestras fecales de perros, 41 pertenecientes a C. jejuniy 9 a
C. coli, reportando altas tasas de prevalencia en los diversos genes, cadF y dnjaJ con un
100% en ambas especies, racR, solo se presentd en C. jejuni con un 73,2%, al igual que
pldA (78%) y ciaB (73,2%), contrastando con los resultados obtenidos por Aslantas (2019),
en la provincia de Hatay en Turquia obtuvo los siguientes resultados al analizar muestras de
hisopado rectal de perros y gatos; cadF 93.6%, racR 57.4%, dnaJ 53.2%, virB11 2.1%, ciaB
12.8%, and pldA 44.7%, en donde se evidencié la presencia de todos los genes relacionados

con la invasion.

En base a los resultados de los diferentes estudios, concuerdan en la expresion mayor
al 50% de todos los genes implicados en la adherencia a las células por parte de
Campylobacter, factor indispensable para que pueda asegurar su supervivencia, utilizando a
este animal de compafia como reservorio, contrastando con los genes relacionados con la
invasion, los cuales en ciertos casos se encontraron ausentes, resultados que podrian

correlacionarse con su naturaleza asintomatica, en la mayoria de los casos.
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De acuerdo con Cho (2014) y Manzanillas (2012), la diferencia entre los resultados va
a depender de factores externos tales como las condiciones en las que se encontraban los
reservorios analizados, debido a que los escenarios tanto de alimentacion, vivienda e higiene
van a variar en funcién del lugar de origen, también en ciertos casos depende de la especie,

la edad, entre otros.

La presencia o ausencia de un gen implicado en adherencia o invasion, puede
depender de factores tales como la expresion variable, asi como también de la funcionalidad
dentro del huésped, en nuestro estudio, no se expresaron ciaB y pldA en C.coli, genes
relacionados con el potencial invasivo, y en especifico pldA, segin Samie (2007), esta
implicado en la afectacion a las células hospedadoras, dando como resultado la aparicién de
un cuadro clinico, como es el caso de un reservorio, en ciertas ocasiones puede llegar a
presentarse como patégeno o como comensal, lo cual podria explicar la presencia o ausencia
de estos genes, respectivamente; otro caso que pudiese explicar esto son las
recombinaciones que pueden tener los genes, dando origen a mutaciones y por ende
truncando la expresion y funciéon de la proteina, donde las cepas de alta virulencia tendran de
igual manera genes especificos de alta virulencia y en contraste estos estaran ausentes en

cepas avirulentas.(Soto, 2006; Velge & Roche, 2010).

Figura 6
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Porcentaje de genes asociados de virulencia analizados en cepas de C. jejuni y C. coli aisladas de

materia fecal de perros.
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En las 9 cepas de C. jejuni provenientes de materia fecal de aves de corral, expresaron
los genes de adherencia, cadF (100%), racR y dnjaJ (88,88%), e invasion, pldA (100%),
virB11 (77,77%), ciaB (55,55%) (Figura 7). En un estudio realizado por Mata (2014), analiz6
muestras provenientes de pavos, donde encontré una prevalencia en las especies mas
comunes de: cadF (73,84%), racR (41,48%), ciaB (24,02%), pldA (30,04%), por otro lado, en
un analisis realizado por Chansiripornchai (2009), en cepas aisladas de pollo tailandés, de la
especie de C. jejuni, mostré alta prevalencia del gen dnjaJ, ya que se mostr6 en 49 de las 50
muestras analizadas (98%), cadF (74%), ciaB (40%), pldA (30%); de manera similar, Caceres
(2013), en un total de 40 muestras aisladas de heces de aves, obtuvo como resultados para
genes que codifican mecanismos de adhesion: 98,1% para cadF, 87,1% en racR, 74,45%
para dnjaJ, genes de codifican mecanismos de invasion 48,6% para ciaB, 14,55% en pldA,

3,85 para el gen virB11.
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En este caso, C. jejuni, fue la Unica especie encontrada en las muestras de aves, por
lo general esta suele ser la especie predominante en estos reservorios, aunque también

puede atribuirse la ausencia de C. coli, al nimero limitado de muestras analizadas.

Los genes de adherencia, en todos los estudios analizados, reportaron alta
prevalencia, debido a su importancia en la colonizacién en aves, por ese motivo se puede
explicar que se encuentre en grandes cantidades en las criptas del intestino delgado,
sumando a eso el excelente microambiente que encuentra alli Campylobacter para su
desarrollo, en los genes de invasion los resultados obtenidos muestran una prevalencia
relativamente alta de estos genes, teniendo relacion con los resultados de los estudios
realizados por Mata (2014) y Chansiripornchai (2009), sin embargo, se pueden observar cierta
disparidad entre: los resultados obtenidos con Céaceres (2013), presentando frecuencias bajas
para los genes de invasion, lo cual podria explicarse por incluir el analisis de C. coli, especie
gue en ocasiones no presentan ciertos genes de invasion por factores tales como
expresividad, recombinacion, mutaciones, también por la diferencia de la cantidad de

muestras, y por la virulencia de las cepas.

Las aves de corral suelen ser el principal reservorio de Campylobacter, principalmente
C.jejuni, en ese contexto se puede explicar la presencia de todos los genes relacionados con
adherencia e invasion, siendo sus productos y subproductos la fuente principal de transmisién

a los humanos como agente patégeno.

Figura 7
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Porcentaje de genes de virulencia analizados en cepas de C. jejuni aisladas de materia fecal de aves

de corral.
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En las 13 muestras de higado analizadas, 11 pertenecen a C. jejuni, expresando en
los genes de adherencia: cadF y racR (100%), dnjaJ (90,91%), e invasion, pldA (81,81%),
ciaB (63,63%) y virB11 (45,45%), Mientras que 3 muestras corresponden a C. coli, las cuales
a su vez expresaron los siguientes resultados en los genes de adherencia, cadF y dnjaJ

(100%), racR (0%), e invasion, virB11 y pldA (100%), ciaB (0%) (Figura 8).

Existe muy poca informacién con respecto al andlisis de factores de virulencia en
visceras animales, como es el caso de los higados, en los cudles los estudios se limitan a
determinar la presencia o ausencia de Campylobacter, la contaminacion en este caso puede
deberse a la posibilidad de una infeccidn extraintestinal, debido a la capacidad invasiva de la
bacteria, o en la mayoria de los casos por contaminaciéon cruzada en el proceso de

faenamiento y evisceracion por materia fecal proveniente del tracto digestivo.

Debido a que la contaminacion por lo general se da en el proceso de evisceracion, se

puede extrapolar los resultados con un estudio realizado por Céceres (2013), donde se
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analizé 35 muestras de C. jejuni aisladas en carne de ave, la frecuencia para genes de
adherencia y colonizacién fue: racR (68,6%), dnaJ (54,3%), cadF (65,7%) e invasion ciaB
(37,1%). En C. coli se analizaron 5 muestras, la prevalencia para genes de adherencia y
colonizacién, racR (40%), dnjaJ (60%), y cadF (80%) y en genes que codifican mecanismos
de invasion, pdIA (60%), ciaB (80%) y virB11 (20%). Tanto en la investigacion realizada por
Céaceres (2013), como en nuestro estudio, se evidencid la expresion de todos los genes
asociados con adherencia e invasién en las visceras animales (higados), ademas en base a
los resultados se puede establecer una relacién adicional con los estudios realizados en
materia fecal, mismos que en efecto muestran la presencia de todos los genes, lo cual lleva

a la deduccion que ambos productos pudieron exponerse a contaminacion fecal en la cadena

de produccion avicola.
Figura 8

Porcentaje de cepas positivas a los genes de virulencia analizados en cepas de C. jejuni y C. coli

aisladas de visceras (higados).
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El presente estudio revel6 la importancia de los factores de virulencia en
Campylobacter; cadF, racR, dnjaJd, juegan un papel muy importante en la adherencia y
colonizacién, los cuales se expresaron con mayor frecuencia en las muestras analizadas tanto
de perros, gallinas e higados; el gen cadF, encargado de la expresion de adherencia mediante
la unién a la fibronectina, fue el factor predominante, debido a que estuvo presente en un
100% en las muestras analizadas y ha demostrado ser vital para la colonizacion, ya que en
estudios realizados se demostrdé que mutaciones del mismo ocasionan que Campylobacter
no pueda infectar aves, dnjalJ y racR, intervienen en los procesos de adaptacion al
microambiente intestinal, factores muy importantes dentro de la supervivencia de
Campylobacter, ya que se ha demostrado que mutaciones en estos genes disminuyen
severamente la colonizacién en aves; por otro lado, la importancia de los genes implicados
en la invasion como virB11, ciaB, pldA, radica en que estos son los encargados de producir
internalizacion, ademas de poder afectar los mecanismos de defensa del hospedador,
aumentando asi el potencial invasivo, mutaciones en estos genes han demostrado reducir
significativamente la invasion de Campylobacter en las células intestinales; en estos genes
se observé una expresion considerable, mayor al 50%, lo que podria deducirse como cepas
bastante invasivas para las células intestinales, aunque también podria atribuirse al no tener
un numero considerable de muestras para poder obtener otras estimaciones, en otros analisis
realizados, la prevalencia no fue tan alta para estos genes, lo cual podria correlacionarse con
el hecho de que la invasién segun Silva (2011) suele causar dafio celular en el intestino,
ocasionando sintomatologia, como es el caso de reservorios, por lo general no suelen

presentar cuadro clinico, lo cual podria explicar dichos resultados.

Ademas, cabe destacar un dato muy importante como es el predominio en la expresion
de los genes implicados tanto en adherencia como invasién en la especie C. jejuni,

informacion que explica perfectamente la mayor prevalencia de esta especie en las muestras
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de materia fecal y visceras, ya que implicaria que son cepas con mayor capacidad de
adherencia, colonizacion e invasion de enterocitos, logrando asi adaptarse facilmente en el
reservorio ejerciendo su accion como comensal o patégeno, ocasionando en el Ultimo caso
un cuadro clinico, lo contrario que podria ocurrir con las cepas que no expresan todos los

genes, causando pacientes asintomaticos, o que presenten la enfermedad de manera leve.

El anadlisis estadistico utilizando la correlacion de Pearson (tabla 8), demostr6
importantes correlaciones positivas entre algunos genes de virulencia. En el caso del gen
racR, se pudo observar una correlacion estadisticamente significativa (p < 0.05), con dnjaJ
implicado con el proceso de adherencia y colonizacion, lo cual podria estar explicado por el
hecho de que ambos genes segun Quetz (2012), se encuentran relacionados con las sefales
para el control de estrés y adaptacion de Campylobacter a la temperatura del hospedador ,
asi como también se correlaciona con ciaB, gen implicado con la invasién, el cual segun
Bolton (2015), estaria ademas implicado en procesos de colonizacién. Sin embargo, para el
resto de genes no se observd una correlacion estadisticamente significativa entre si, ni

tampoco asociados con la especie (p >0.05).
Tabla 8

Comparacioén de las correlaciones de Pearson para genes de virulencia detectados en especies de

Campylobacter a partir de materia fecal de aves, perros y visceras.
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Gen-cadF Gen-dnjaJ Gen-racR  Gen-virB11 Gen-ciaB Gen-pldA Especies de humanos
Campylobacter ¥
animales
{adherencia -colonizacion) {invasion)
Gen-cadF Correlacion de b B B b B B B B
(adherencia - Pearson
colonizacion) Sig. (bilateral) . . . . . . .
M 29 28 29 29 29 29 29 29
Gen-dnjaJ Carrelacidn de b 1 B2 -052 A4 -,204 AT -
(adherencia- Pearson
colonizacién) Sig. (bilateral} . ,004 788 070 .288 065 .
M 29 29 29 29 29 29 29 29
Gen-racR Correlacion E 5217 1 -228 ABE” -173 -155 E
(adherencia- de Pearson
colonizacion  Sig. (bilateral) . 004 235 010 368 422 .
) N 29 29 29 29 29 29 29 29
Gen-virB11 Correlacion & -,052 -,228 1 - 016 025 286 b
(invasién) de Pearson
Sig. (bilateral) . 788 235 933 896 133 .
N 29 29 29 29 29 29 29 29
Gen-ciaB Correlacion & 341 468" -,016 1 -012 -.139 b
{invasion) de Pearson
Sig. (bilateral) . 070 010 933 949 A72 .
M 29 29 29 29 29 29 29 29
Gen-pldA Correlacidn ® -,204 - 173 025 -0z 1 -,008 e
(invasién) de Pearson
Sig. (bilateral) . 288 368 896 949 968 .
M 29 29 29 29 29 29 29 29
Especies de Correlacion E 347 -.1585 286 -.139 -.008 1 E
Campylobac de Pearson
ter 5ig. (bilateral) . 065 422 133 AT2 968 .
M 29 29 29 29 29 29 29 29
humanos y Correlacion E = = b E E E E
animales de Pearson
Siq. (bilateral) . . . . . . .
N 29 29 29 29 29 29 29 29

Nota ** La correlacion es significativa en el nivel 0,01 (bilateral).

*_La comelacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).
a. humanos y animales = animales y visceras

b. No se puede calcular porgue, como minimo, una de las varnables es constante.
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Conocer cudles son los mecanismos de virulencia de Campylobacter spp, puede ayudar

a entender el como se produce la enfermedad tanto en humanos, como en animales en ciertas
ocasiones, el determinar el potencial patogénico de esta bacteria nos permitira implementar
medidas para disminuir la campylobacteriosis en la comunidad, haciendo hincapié en los
protocolos de higiene en el hogar para evitar la contaminacion de animales de compafiia, asi
como también una correcta coccién de los alimentos, lavado de manos, frutas y vegetales,
también aplicar mayor control en la cadena de produccion avicola, mantencién de la cadena de
frio, factores que pueden predisponer a una contaminacién; aplicando correctamente estas
medidas se pueden contribuir a que los cuadros de una gastroenteritis por Campylobacter sean

mas escasos dentro de la comunidad.
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Conclusiones
De las 29 cepas de Campylobacter, aisladas desde materia fecal de aves de corral, perros y
visceras (higados), los resultados indican alta prevalencia de los factores de virulencia, tanto en
los genes implicados en mecanismos de adherencia como invasién. Las cepas de C.jejuni,
mostraron mayor expresion de todos los genes antes mencionados, ocasionando a su vez cepas
Mas capaces para adaptarse y sobrevivir, mostrando como consecuencia, una alta prevalencia
de esta especie, lo cual es similar a la epidemiologia mostrada en diversos lugares del Ecuador,
datos que bridan informacion vital en el control y vigilancia de estos patégenos en nuestro medio,

y ademas sentando precedentes para futuras investigaciones.
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Recomendaciones

Identificar cuales son los principales reservorios de Campylobacter spp, sobre todo las
especies termofilas que son las mas comunes, para de esa manera poder reconocer los
potenciales focos de infeccidn, ya sea en animales de compaiiia, carne de pollo, bovinos
u otras especies.

Se podrian realizar estudios complementarios en la industrializacién de diferentes tipos
de carnes para poder determinar la presencia de C. jejuni y C. coli, para de esta manera
evaluar el riesgo en la salud publica.

Implementar medidas mas rigurosas en cuanto a la higiene en la cadena de produccion
de carnes, para evitar contaminacion cruzada en productos y subproductos.
Proporcionar a los animales de compafiia un buen cuidado, ya que en algunos casos

podrian ser una fuente de contaminacion de manera especial a los nifios.
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Apéndices
Apéndice 1: Protocolo de amplificacién de Campylobacter mediante Gotag® Flexi
DNA Polymerase.

REACTIVOS

Buffer

dNTPs

MgCI2

Taq Polimerasa

Agua destilada desionizada estéril
Cebadores

MATERIALES Y EQUIPOS
Tubos eppendorf estériles
Tubos de PCR estériles
Vortex

Microcentrifuga
Termociclador

Puntas y micropipetas

PROCEDIMIENTO
1. Esterilizar el area de trabajo y preparar todos los reactivos, muestras y materiales a
utilizar, descongelar tanto reactivos como muestras.
2. En un tubo eppendorf, realizar el master mix, con las cantidades establecidas para la

PCR, a excepcién del DNA.
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Componentes Cantidades

Buffer 5ul

MgCl2 4 pl

dNTPs 0.5yl

Primer 0.5l

Taq 0.1 ul

DNA 1.5l

Volumen final de reaccién 25 ul

NOTA. La Taq Polimerasa, se debe agregar al final del master mix y hasta entonces debe

mantenerse en congelacion.

3. Homogenizar el mix y luego se coloca en la centrifuga por unos segundos para juntar las
gotas esparcidas en el tubo.

4. Dependiendo de la cantidad de DNA a colocar en el tubo para PCR, tomar alicuotas del
mix; en este caso, teniendo un volumen final de 25 ul, con cantidad de 1,5 pl de DNA, las
alicuotas correspondientes a cada tubo seran de 23,5 ul, posteriormente se adiciona a

cada tubo el volumen de DNA ya mencionado.

NOTA: Es importante trabajar con un blanco, es decir una alicuota de mix sin DNA, para
asegurar que la reaccion esté libre de contaminantes, un control positivo, en el cual se coloca el

DNA de una cepa que se conoce posee los genes a amplificar y control negativo.

5. Condiciones para el termociclador:

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion 95°C 6 minutos 1
Desnaturalizacion 95°C 30 segundos 30
Anillamiento Especifico para cada gen
Extension 72°C 30 segundos 30

Extension final 72°C 5 minutos 1
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6. Una vez finalizado el proceso de amplificacion en el termociclador, las muestras se
procederan a correr en una electroforesis, o caso contrario, deben ser almacenadas a

4°C hasta que vayan a utilizarse.
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Apéndice 2: Protocolo de amplificacién de Campylobacter por Platinum Multiplex
PCR Master Mix

REACTIVOS

Platinum Multiplex PCR Master Mix

Agua destilada desionizada estéril

Cebadores

Colorante Tracklt™ Cyan/Orange Loading Buffer
MATERIALES Y EQUIPOS

Tubos eppendorf estériles

Tubos de PCR estériles

Vortex

Microcentrifuga

Termociclador

Puntas y micropipetas

PROCEDIMIENTO
1. Esterilizar el area de trabajo y preparar todos los reactivos, muestras y materiales a
utilizar, descongelar tanto reactivos como muestras.
2. En un tubo eppendorf, realizar el master mix, con las cantidades establecidas para la

PCR, a excepcién del DNA.

Componentes Cantidades
Platinum Multiplex PCR Master Mix 7.5 ul
GC Enhancer 1.8l
Primer 0,5 ul
DNA 3l

Volumen final de reaccion 15 pl
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3. Homogenizar el mix y luego se coloca en la centrifuga por unos segundos para juntar las
gotas esparcidas en el tubo.

4. Dependiendo de la cantidad de DNA a colocar en el tubo para PCR, tomar alicuotas del
mix; en este caso, teniendo un volumen final de 15 ul, con cantidad de 3 pl de DNA, las
alicuotas correspondientes a cada tubo seran de 12 yl, posteriormente se adiciona a cada

tubo el volumen de DNA ya mencionado.

NOTA: Es importante trabajar con un blanco, es decir una alicuota de mix sin DNA, para
asegurar que la reaccion esté libre de contaminantes, un control positivo, en el cual se coloca el

DNA de una cepa que se conoce posee los genes a amplificar y control negativo.

5. Condiciones para el termociclador:

Etapa Temperatura Tiempo Ciclos
Activacion 95°C 2 minutos 1
Desnaturalizacién 95°C 30 segundos
Anillamiento Especifico para cada gen
Extension 72°C 1 minuto
Extension final 72°C 10 minutos 1

6. Una vez finalizado el proceso de amplificacion en el termociclador, las muestras se
procederan a correr en una electroforesis, o caso contrario, deben ser almacenadas a

4°C hasta que vayan a utilizarse.
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Apéndice 3: Protocolo de Electroforesis en Gel de Agarosa
REACTIVOS

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

Marcador de peso molecular

MATERIALES Y EQUIPOS

Micropipeta 1-10ul y puntas

Matraz Erlenmeyer 250ml

Espatula

Probeta de 50 ml

Balanza analitica

Contenedor del gel y peine

Plato calefactor

Cubeta de electroforesis y fuente de poder

Transiluminador UV

PROCEDIMIENTO
1. Mezclar en una probeta, 29,94 ml de TBE 1x y 14,91 ml de Gel Red, homogenizar,
colocar en un Matraz Erlenmeyer de 250ml, y luego adicionar la agarosa, para calcular

la cantidad de la misma, se realiza un célculo explicado a continuacion.

Electroforesis en Gel de Agarosa 0.5% vol. 45ml

159 100 ml
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45 ml = 0.675 g de agarosa

NOTA. Al momento de realizar la mezcla de TBE 1x y el gel red en la probeta, apagar la
luz, ya que el gel red es una sustancia fotosensible.

2. Colocar el matraz en el plato calefactor e ir homogenizando suavemente hasta que
llegue al punto de ebullicion, retirar del calor y posteriormente verter la solucién en el
contenedor de gel, colocar el peine.

3. Una vez que el gel este solidificado, retirar el peine, colocarlo en la cubeta para
electroforesis y verter el buffer de corrida (TBE 1X), de modo que queden cubiertos los
pocillos del gel.

4. Cagar los pocillos con los productos de la PCR, el blanco, controles y el marcador de
peso molecular.

NOTA. En el caso de que los productos para la PCR sean incoloros, es necesario afiadir

un colorante para poder observar el recorrido de los genes.

5. Programar las condiciones de corrida en la fuente de poder: 120 V, 45 min, 300 mA.

6. Una vez finalizada la electroforesis, con la ayuda de un transiluminador UV visualizar el

gel y hacer un registro fotografico de las bandas obtenidas.





