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RESUMEN. —

Campylobacter spp. es uno de los principales patdgenos transmitidos por los alimentos en
todo el mundo, especialmente por contaminacion de carne y menudencias de pollo de
engorde, principales componentes de la dieta ecuatoriana. Este patogeno esta asociado a
diarreas infecciosas a nivel mundial. En este estudio, se aislo, identifico y determind la
resistencia de Campylobacter spp. frente a los antibioticos utilizados en la crianza de pollos
de engorde provenientes de las ciudades de Loja, Ambato y el canton San Miguel de Los
Bancos. Se analizaron 50 pollos con un total de 200 muestras, a razon de 50 muestras de cada
uno de los siguientes tejidos: higados, mollejas y ciegos, asi como contenidos cecales. La
bacteria fue aislada en medio selectivo de Butzler e identificada mediante pruebas
bioquimicas como catalasa, oxidasa, hipurato de sodio al 1%, entre otras. El género
Campylobacter fue confirmado a través de PCR convencional empleando cebadores
especificos. 38 (76 %) aislados fueron positivos para Campylobacter spp., de los cuales 26

aislados (68,42 %) fueron C. coli, 7 aislados (18,42 %) C. jejuni, y 5 aislados (13,16 %)



fueron C. upsaliensis. A través del método de difusion en disco, se determind que todas las
cepas fueron resistentes a ciprofloxacina, eritromicina y tetraciclina. Ademas, se demostro
sensibilidad en 38 aislados (100 %) a ampicilina y ampicilina-sulbactam y sensibilidad en 23

aislados (60,53 %) a gentamicina.

PALABRAS CLAVE: Campylobacter, pollos de engorde, resistencia antimicrobiana,

menudencias.

ABSTRACT. —

Campylobacter spp. It is one of the main foodborne pathogens throughout the world,
especially for contamination of meat and offal of broilers, which are the main components of
the Ecuadorian diet. This pathogen is associated with infectious diarrhea worldwide. In this
study, it was seen, the resistance developed by Campylobacter spp. against the antibiotics
used in the breeding of broilers from the cities of Loja, Ambato and the canton of San Miguel
de Los Bancos. 50 chickens with a total of 200 samples were analyzed, at a rate of 50 samples
from each of the following tissues: livers, gizzards and blind and ceca contents. The
bacterium was isolated in Butzler's selective medium and identified by biochemical tests such
as catalase, oxidase, 1% sodium hippurate among others. The Campylobacter genus was
confirmed through a conventional PCR. 38 samples were positive for Campylobacter spp.
(76%), of which 68.42% were C. coli, 18.42% C. jejuni, and 13.16% C. upsaliensis. Through
the disk diffusion method, it was determined that all strains exhibited resistance to
ciprofloxacin, erythromycin and tetracycline, while 100% sensitivity to ampicillin and

ampicillin plus sulbactam and a sensitivity of 60.53% to gentamicin was demonstrated.

KEYWORDS: Campylobacter, broilers, antimicrobial resistance, C. upsaliensis
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INTRODUCCION

Campylobacter es un patdgeno presente en el ambiente, causante de una enfermedad
zoonotica, asociada a diarrea infecciosa en el ser humano. Es uno de los cuatro principales
patdgenos responsables de enfermedades diarreicas bacterianas a nivel mundial (OMS,
2018). Esta bacteria pertenece al Phylum Proteobacteria -uno de los méas grandes grupos
dentro del Dominio Bacteria-, incluida en el Orden Campylobacterales y Familia
Campylobacteraceae (Bergey, Breed, Murray y Hitchens, 1994). Presenta una morfologia
bacilar curva, tincion Gram negativa, motilidad por la presencia de flagelo y capsula que son
factores de resistencia y virulencia (Hernandez, Aguilera y Castro, 2013). Son microaerofilas
(crecen bien en ambientes pobres en oxigeno y didxido de carbono), termotolerantes, catalasa
y oxidasa positivo. La hidrdlisis de hipurato de sodio 1% positiva sirve para diferenciar a
Campylobacter jejuni de las otras especies (Fernandez, Ochoa y Simaluiza, 2016; Vinueza,
2017; Simaluiza, Toledo y Fernandez, 2018). Asi, podemos encontrar cinco especies de este
género, que son responsables de la mayoria de las campylobacteriosis en humanos, siendo
Campylobater jejuni y Campylobacter coli las mas frecuentes. Ocasionalmente, también se
puede asociar a Campylobacer lari y raramente a Campylobacter upsaliensis y
Campylobacter fetus en este tipo de infecciones (Simaluiza, Toledo, Ochoa y Fernandez,

2015; Natsos, Koutoulis, Sossidou, Chemaly y Mouttotou, 2018).

A este microorganismo, se lo encuentra en animales de granja, especialmente en pollos de
engorde. En los que, forman parte de su microbiota normal. Por lo tanto, son su principal
reservorio y un foco de transmision de la campylobacteriosis (Rawat, Deepak, y Upadhyay,
2018). Su transmisién ocurre por el consumo de carne, higados y mollejas de pollo poco

cocidas o crudas (Simaluiza, Toledo y Fernandez, 2018). Por otro lado, la infeccidon también
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se puede producir porque la carne de los animales muertos o sus visceras quedan

contaminadas con las heces durante el sacrificio (Picazo, 2016; OMS, 2018).

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA) son uno de los problemas méas comunes
en la salud publica en Ecuador, donde microorganismos patdgenos o sustancias dafiinas
pueden contaminar los alimentos y causar enfermedad (Organizacion Internacional para la
Estandarizacion, 2017). En América del Sur, se ha reportado el incremento en un 45 % de
casos de infeccion por el género Campylobacter a partir del consumo de carne de pollo
(Fernandez, 2011; Fernandez y Torres, 2015). En el 2017 se presentaron alrededor de 35 000
casos de infecciones por Campylobacter spp. en Ecuador, especificamente en la provincia de
Pichincha (Ministerio de Salud Publica, 2017). La gastroenteritis humana esta asociada con
enfermedades transmitidas por alimentos contaminados con este patdégeno. En infantes puede
desencadenar infecciones sistémicas graves, como las reportadas en los estudios de Poma, en

Quito (2014) y Simaluiza, Toledo y Fernandez, en Loja (2018).

La presencia del patogeno puede influir en la produccién avicola por una contaminacion
masiva del lote, que conlleva al sacrificio del animal contaminado (Mardones & Lépez,
2017). En ese sentido, la pérdida en las ventas podria tener repercusiones directas en el
producto interno bruto (PIB) por sector (sector avicola), teniendo en cuenta que sus aportes

alcanzaron el 3,7 % en el 2017 (Banco Central del Ecuador, 2018).

Las industrias agropecuarias, apicultoras y alimentarias utilizan sisteméaticamente
antibioticos para estimular el crecimiento y prevenir enfermedades en animales sanos (OMS,
2017). La administracion de diferentes antimicrobianos en la produccion de pollos de
engorde genera la presencia de bacterias resistentes, como Campylobacter spp. presente en
la carne de consumo. Otro mecanismo de transmision de estas bacterias estd asociado al

personal que trabaja en las granjas con las aves de corral, asi como obreros y veterinarios.
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Ellos se colonizan con las bacterias de los animales que cuidan y funcionan, a la vez como
vehiculo de trasmision (Rawat, Deepak, & Upadhyay, 2018; Toledo, Simaluiza, Ochoa &

Fernandez, 2015).

La campylobacteriosis se caracteriza por la presencia de un proceso infeccioso, que se
manifiesta con diarrea aguda sanguinolenta, fiebre, dolor abdominal, con periodos de
convalecencia entre dos a diez dias (Rossi, 2017; Simaluiza, Toledo, Ochoa & Fernandez,
2018). Puede llegar a ser letal cuando perdura por mas de dos semanas y al diseminarse por

via sistémica, con la posibilidad de desencadenar una bacteriemia (OMS, 2017).

Los grupos de riesgo de contraer esta afeccion usualmente son infantes, nifios pequefios (con
un sistema inmune en desarrollo), personas de edad avanzada, individuos con el sistema
inmunologico debil (VIH/SIDA, cancer, diabetes, insuficiencia renal o trasplantados) y
mujeres embarazadas (Toledo, Simaluiza, Astudillo & Fernandez, 2018). También, se ha
asociado a la infeccion con el sindrome de Guillain-Barré, un tipo inusual de paralisis flacida
que, en muchos casos, se la considera de origen desconocido. De igual manera, esta
relacionada con el sindrome de Miller-Fisher; una enfermedad autoinmune que destruye

ciertos componentes neuronales (Poma, 2014; Fernandez & Torres, 2015).

En el Ecuador, la produccion de aves de corral es de aproximadamente 250 millones de
individuos anuales (EI Comercio, recuperado, 5 de julio de 2019). Dicha produccion esta
destinada en su mayoria al consumo humano como parte de su dieta cotidiana. Esto ha
provocado un aumento en el riesgo de transmision de Campylobacter spp. a la poblacién
(Ochoa, Simaluiza, Toledo y Fernandez, 2016). Campylobacter spp. se encuentra como
microbiota normal de los pollos de corral desde los 15 - 20 dias y en condiciones

experimentales, puede colonizar a pollos de 1 dia (Urdaneta, 2016).
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El género Campylobacter ha generado mecanismos de resistencia contra antibioticos como
se demuestra en el estudio de Simaluiza, Toledo, Ochoa, & Fernandez (2015) en el Ecuador
y en estudios de Sakaridis, et al. (2019) en Grecia. Se ha determinado resistencia a macroélidos
como la eritromicina, debido a mutaciones en las posiciones 2074 y 2075 del gen erm que
codifica el 23s ARN. Esta mutacion actua interviniendo en el sitio de union ribosomal y
puede afectar al crear alteraciones en las bombas de eflujo inespecificas (Boto, 2014).
También se ha reportado la resistencia a tetraciclinas que esta dada por el gen TetO, ubicado
en un plasmido, y contribuye a la produccion de proteinas de proteccion ribosomal (Andrade,
2017). Por ello, es importante determinar la presencia de resistencia antibi6tica en productos

como carne y visceras, obtenidos sobre todo a partir de aves de engorde (OMS, 2018).

En el presente estudio se pretende aplicar técnicas microbiologicas y moleculares
establecidas en el laboratorio de docencia de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales de
la Pontificia Universidad Catolica del Ecuador (PUCE) para obtener diferentes aislados de
Campylobacter spp., a partir de muestras de contenido cecal, ciegos, mollejas e higados de

pollos de engorde y establecer sus perfiles de resistencia antimicrobiana.

MATERIALES Y METODOS

Muestreo. —

Se obtuvieron diferentes muestras de pollos obtenidos de planteles avicolas que mantienen
convenios con un laboratorio de diagnostico veterinario de la ciudad de Quito. Las
localidades de las plantas avicolas fueron: Loja (2 lotes), Ambato (1 lote) y el canton San
Miguel de los Bancos (7 lotes), con un total de 10 lotes que contenian 50 pollos en pie y con
una edad de faenamiento entre los 20 y 43 dias. Estos pollos fueron procesados siguiendo
buenas practicas de laboratorio. De cada pollo se tom6 muestras de higado, molleja, ciego y

contenido cecal, alcanzando un total de 200 muestras de los 50 pollos. EI muestreo se realizo
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durante 8 semanas. Las porciones de ciegos, mollejas e higados se colocaron de manera
separada en una funda pléstica estéril con cierre hermético. Estas muestras se ubicaron en un
enfriador para mantener la cadena de frio hasta llegar al laboratorio de Microbiologia de la

PUCE.

Procesamiento de muestras. -

Se siguid el protocolo establecido por Fernandez, Ochoa y Simaluiza (2016). Se tomé una
muestra de contenido cecal con un hisopo estéril y se inocul6 en la superficie de cajas Petri
con medio selectivo de Butzler constituido por agar Columbia, suplemento antibiético de
Butzler (bacitracina, novobiocina, cicloheximida, colistin, cefazolina) marca Oxoid y
enriquecido con 5 % de sangre humana. Sobre este medio se realizd una siembra por
agotamiento. La caja inoculada se incubd a 42 - 43 °C por 48 horas en una atmosfera
microaerdfila (5 — 10 % de oxigeno y 3 — 10 % de didxido de carbono) creada con sobres
generadores (Oxoid) especificos para el cultivo de Campylobacter spp. (Fernandez, y Torres,
2015).

A las muestras de higado, mollejas y ciego que se encontraban en las fundas plasticas estériles
se colocaron 15 ml de caldo BHI (Brain Heart Infusion) enriquecido con antibioticos de
Butzler (Farece y Vifas, 2007). Las muestras fueron incubadas por 48 horas a 42 - 43 °C en
una jarra hermética, con sobres generadores de microaerofilia (Medina, 2015).

Las muestras de materia cecal fueron sembradas directamente en medio de Butzler. A las
colonias sospechosas para Campylobacter spp. (colonias planas, no hemoliticas, grisaceas, 1
— 2 mm de diametro, similares a gotas de rocio) se les realizé una coloracién de Gram

modificada (Fernandez, 2011; Fernandez, Ochoa, y Simaluiza, 2016).
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La coloracion Gram modificada, segin recomienda Fernandez (2011), utiliza carbolfucsina
al 0,8 % en lugar de safranina. Esta modificacion permitio obtener un mejor contraste de las

formas bacilares en el frotis bacteriano.

Cultivo en medios selectivos. -

La metodologia siguio las indicaciones establecidas por Fernandez, Ochoa y Simaluiza
(2016). Los 15 ml de caldo de enriquecimiento fueron previamente colocados en las fundas
estériles que contenian las porciones de mollejas, higados y ciegos. De alli se tom6 200 pl
del caldo y fue filtrado de manera pasiva, utilizando una membrana de nitrocelulosa (marca
Millipore) de 0,45 um de poro. Esto permitio separar a Campylobacter spp. del resto de la
microbiota presente en las muestras que, por su mayor tamafio, no traspaso los poros y quedd
retenida en la superficie de la membrana filtrante, mientras que Campylobacter spp. con un
diametro menor a 0,45 pm atraveso los filtros (Jordan, 2014; Poma, 2014). Para este
procedimiento, se dejo secar las cajas Petri de agar Columbia enriquecido con 5 % de sangre
humana, a 37 °C por una o dos horas, con la finalidad de obtener una superficie totalmente
seca. Esto facilité la absorcion del liquido filtrado. Luego se depositd asépticamente la
membrana de nitrocelulosa de 0,45 pm sobre la superficie de la caja Petri y se colocd, con
una micropipeta, 200 ul del caldo de enriquecimiento y se dejo reposar durante 30 minutos.
Este procedimiento de filtracion por membrana también fue realizado para aquellas muestras
que aparecieron macroscopicamente y/o microscopicamente contaminadas.

Transcurrido el tiempo, se retir6 la membrana con ayuda de una pinza anatémica estéril. La
caja inoculada se incub6 a 42 — 43 °C por 48 horas en una atmoésfera microaerofila. Las
colonias obtenidas con caracteristicas planas, no hemoliticas, grisiceas, de 1 — 2 mm de
didmetro (similares a gotas de rocio) fueron consideradas como sospechosas para

Campylobacter spp. (Ferndndez, Ochoa, & Simaluiza, 2016).
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Durante el proceso de aislamiento, identificacion y confirmacion del género Campylobacter
y sus diferentes especies, se analizaron simultineamente las cepas estandares:
Campylobacter coli ATCC 33559 y Campylobacter jejuni ATCC 33560, utilizadas como
controles positivos, mientras que las cepas de Escherichia coli ATCC 25922 vy

Staphylococcus aureus ATCC 25923 fueron empleadas como controles negativos.

Identificacion fenotipica preliminar. -

Prueba de catalasa

Sobre una placa portaobjetos se coloco una gota de H20> (peroxido de hidrogeno) al 3 % y
con un palillo de madera se realizd una suspension con colonias sospechosas de
Campylobacter spp. Después de 15 segundos se observo el desprendimiento de burbujas,
esto indica que la prueba es positiva, debido a que la bacteria presenta la enzima catalasa
capaz de descomponer el peréxido de hidrogeno en agua y oxigeno. Este resultado es el
esperado en la identificacion preliminar del género Campylobacter (Fernandez, & Torres,

2015; Simaluiza, Toledo & Fernandez, 2018).

Prueba de oxidasa

La prueba de oxidasa se basa en la deteccion de la presencia activa de la enzima denominada
citocromo oxidasa que activa la oxidacion del citocromo. Este citocromo es reducido por el
oxigeno molecular, el cual actia como aceptor final de electrones. Para la ejecucion de la
prueba se tomd una o dos colonias sospechosas, con un palillo de madera estéril y se
colocaron sobre la cinta de oxidasa que contiene para-fenil diamina como sustrato. Al
producirse la oxidacién de los citocromos, la cinta cambia de color. Luego de 10 a 15

segundos se observo el cambio de color de la colonia a rosado y luego a negro. Esto indicd
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la presencia de una prueba positiva. Este resultado positivo es sugestivo a la presencia de

Campylobacter spp. (Mardones & Lopez, 2017).

Hidrdlisis del hipurato de sodio al 1%. -

Esta prueba se basa en la accion hidrolitica de la enzima hipuricasa que poseen los aislados
que pertenecen a la especie C. jejuni. Con un asa estéril se tomaron de tres a cuatro colonias
sospechosas para Campylobacter spp. y se colocaron en un tubo con 400 ul de una solucion
de hipurato de sodio al 1 %. La incubacién fue en bafio maria a 37 °C por 2 horas (Farece &
Vifias, 2007; Medina, 2015; Paguanquiza, 2016). Al final de la incubacion, se agreg6 200 pl
de solucidn de ninhidrina al 3,5 % en acetona-butanol a una proporcién de 1:1 al tubo y se
dej6 enreposo a 37 °C. Se hizo la lectura a los 10 minutos. Una coloracién azul violeta, indico

una reaccion positiva a la presencia de esta enzima (Fernandez, Ochoa & Simaluiza, 2016).

Viabilidad de los discos. —

Para comprobar la calidad y el funcionamiento de los discos de antibidticos, se utilizo el
método de Kirby- Bauer con una cepa de E. coli ATCC 25922. Se realiz6 un antibiograma
en agar Muller- Hinton y se mostrd sensibilidad hacia los discos de: cefalotina, &cido
nalidixico, ampicilina/sulbactam, ampicilina, tetraciclina, eritromicina, gentamicina,

ciprofloxacina. (Rodriguez, et al., 2000).

Sensibilidad al &cido nalidixico y cefalotina. -

Con un asa esteéril se tomaron tres a cuatro colonias (que se han desarrollado por 48 horas)
sospechosas a Campylobacter spp. a partir del crecimiento microbiano sobre agar Columbia
enriquecido con 5 % de sangre humana. Las colonias sospechosas se colocaron en un tubo

con 4 ml de solucion salina estéril al 0,9 %, hasta realizar una suspension que se ajuste al
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namero uno de la escala McFarland. La turbidez fue comparada con la escala de Wickerham
(Lbpez, Ramirez, Mambuscay y Osorio, 2010; Taraco, 2016). Esta suspension se inoculd en
3 sentidos con un hisopo estéril sobre la superficie de una caja Petri con agar Muller-Hinton
enriquecido con 5 % de sangre humana. Después se coloco un disco de &cido nalidixico de
30 pg y un disco de cefalotina de 30 pg, separados uno de otro con una distancia de 2 cm. Se
incub6 en ambiente de microaerofilia a 42 — 43 °C por 48 horas. Transcurrido este periodo,
se midio el halo de inhibicion. Este procedimiento se utiliz6 para la diferenciacion fenotipica

de las especies de Campylobacter (Fernandez y Torres, 2015).

Estudio de la susceptibilidad antibiotica. -

Por el método de Kirby- Bauer se probaron seis antibioticos distintos. Para esto, se tomaron
tres a cuatro colonias sospechosas para Campylobacter spp. y se colocaron en un tubo con 4
ml de solucidn salina estéril y se ajustd la turbidez con la escala 1 de MacFarland que fue
comparada con la escala de Wickerham (L6pez, Ramirez, Mambuscay y Osorio, 2010;
Taraco, Seija, y Vignoli, 2016). La suspension se inoculé en 3 sentidos, usando un hisopo
estéril, en la superficie de una caja Petri con agar Mueller-Hinton enriquecido con 5 % de
sangre humana. Esta técnica de siembra se la realiz6 para cubrir completamente el medio y
permitir un crecimiento homogéneo en la superficie del agar (Jiménez, Hoyos, Rodriguez,
Navarro y Gutiérrez, 2016). A continuacién, sobre la superficie del medio de cultivo
inoculado, se colocaron cada uno de los discos que contienen los diferentes antibidticos que
fueron probados: eritromicina (15 pg), tetraciclina (30 pg), gentamicina (10 pg),
ciprofloxacina (5 pg), ampicilina (10 pg) y ampicilina/sulbactam (10 pg) (Vinueza, et al.,
2017; Toledo, Simaluiza, y Fernandez, 2018; Montero, Vayas, Avilés, Pazmifio y Erazo,

2018; EUCAST, 2019).
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Las cajas sembradas se incubaron a 42 — 43 °C por 48 horas, en ambiente microaerofilico.
Transcurrido el tiempo de incubacion se realizaron las lecturas de los halos de inhibicién
obtenidos (Fernadndez, Ochoa y Simaluiza, 2016). Las interpretaciones de los resultados

obtenidos se evaluaron los lineamientos del EUCAST, 2019.

Conservacion de las cepas. -

Para la conservacion de las cepas de Campylobacter spp. identificadas mediante pruebas
bioquimicas, se realizo la técnica que utiliza leche entera UHT como matriz. Para esto, se
hizo un hisopado en césped sobre agar Columbia enriquecido con 5 % de sangre humana de
las colonias descritas como pertenecientes al género Campylobacter, se inocularon en la

leche y se congelaron a -18 °C.

También se guardaron las cepas en caldo de enriquecimiento BHI (Brain Heart Infusion),

siguiendo el mismo proceso descrito en el parrafo anterior.

Extraccion de ADN. -

Para realizar la extraccion de ADN de las colonias sospechosas, se utilizd el caldo BHI

inoculado previamente y congelado a -18 °C.

Se pipeted 1 ml del caldo de BHI inoculado con Campylobacter spp. en un microtubo de 1,5
ml y se centrifugd por 5 minutos a 45 RCF (fuerza centrifuga relativa). Se descart6 el
sobrenadante y se realizaron 2 lavados con 1 ml de PBS (Tampon Fosfato Salino) 1X. Se
elimino el sobrenadante y se agregé PBS+Tween 20 0.05% 1X). Después de esto, se colocd
en el termobloque (Cleaver Scientific) a 100 °C durante 10 minutos y se volvié a centrifugar
por 10 minutos a 45 RCF. Finalmente, se guardd el sobrenadante en otro microtubo de 1,5

ml (Lopez y Mejia, 2012).
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La cantidad, pureza y grado de contaminacion del ADN fue obtenido con ayuda del

espectrofotdbmetro Genova Nano, Jenway a una longitud de onda de 230, 260 y 280nm.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). -

Para confirmar el género y obtener las especies de Campylobacter spp. se realiz6 PCR
convencional utilizando cebadores para el género Campylobacter spp. (C412F y C1228R*)
y los cebadores correspondientes a las especies de C. jejuni (C-1, C-3), C. coli (CC18F,
CC519R) y C. upsaliensis (CU61F, CU146R) (Tabla 1). La primera reaccion de
amplificacion fue para la confirmacion de género Campylobacter spp. Una segunda PCR
confirmé a las especies C. coli, C. jejuni y C. upsaliensis. En la PCR para C. coli se utiliz6
la cepa ATCC 33559 de C. coli como control positivo, mientras que para C. jejuni, se trabajo
con lacepa ATCC 33560 de C. jejuni. Finalmente para todas las reacciones de PCR, se utiliz6

como control negativo la cepa ATCC 25923 de S. aureus.

Las reacciones de PCR se realizaron con un volumen final de 25 pl compuestas de: (12,5 pl
a 1X de GoTaqg Green Master Mix), 1 pl a 1 uM de cada uno de los cebadores especificos,
(9,5 ul) agua ultrapura (Milli-Q) y 1 pl del ADN especifico de cada aislado. Los ciclos de
amplificacion realizados fueron: un ciclo a 94 °C por un minuto; 35 ciclos a 94 °C por 15
segundos, 45 °C por 45 segundos, 72 °C por 105 segundos Yy finalmente un ciclo de 72 °C por
5 minutos (Yamazaki, et al, 2007; Fernandez, Ochoa y Simaluiza, 2016). La PCR realizada
para las especies C. jejuni y C. upsaliensis tuvo una ligera modificacion la cual incrementd
en un grado a la temperatura de hibridacion de los cebadores especificos, para asi mejorar la
especificidad y disminuir las uniones incorrectas de los cebadores C-1, C-3 (C. jejuni) y

CUG1F, CU146R (C. upsaliensis)
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Tabla 1. Secuencias nucleotidicas de cebadores empleados en la identificacion de Campylobacter spp. por PCR

Secuencia de cebadores empleados en la identificacién de Campylobacter spp.

Especies Tamafio Gen Primer Secuencia (5" - 3")
(pb)*
Género 816 16s C412F 5’-GGATGACACTTTTCGGAGC-3’
Campylobacter Rrna C1228R* 5’-CATTGTAGCACGTGTGTC-3’
C. coli 502 askr CC18F 5’-GGTATGATTTCTACAAAGCGAG-3’
CC519R 5’-ATAAAAGACTATCGTCGCGTG-3’
C. jejuni 161 Cj04148 C-1 5’-CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT-3’
C-3 5’-CCATAAGCACTAGCTAGCTGAT-3’
C. upsaliensis 86 LpxA CUGLF 5’-CGATGATGTGCAAATTGAAGC-3’
CU146R 5’-TTCTAGCCCCTTGCTTGATG-3’
C. fetus 359 CstA MG3F 5’-GGTAGCCGCAGCTGCTAAGAT-3’
CF359R 5’-AGCCAGTAACGCATATTATAGTAG-3’
C. 611 23S HYO1F 5’ATAATCTAGGTGAGAATCCTAG-3’
hyointestinalis rRNA  HYOFET2 5’GCTTCGCATAGCTAACAT-3’
3SR

* pb: pares de bases. (Yamazaki, et al, 2007; Fernandez, Ochoa y Simaluiza, 2016)
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Electroforesis en gel de agarosa. -

La electroforesis se realizd en gel de agarosa al 2 %, durante 60 minutos a 100 Voltios. En
los geles se colocaron 8 pl de los productos amplificados por PCR. Para determinar el tamafio
de los fragmentos obtenidos se empled un marcador de peso molecular de 100 bp
(BIONEER) y se tifi6 con Diamond™ Nucleic Acid Dye (Yamazaki, et al, 2007). El gel fue

visualizado con ayuda del fotodocumentador Chemidoc™ MP.

RESULTADOS

De los 50 pollos procesados, 38 salieron positivos para Campylobacter spp. (76 %) (Tabla
2). Para poder aislar Campylobacter spp. se procesaron 4 muestras de diferente parte de cada
pollo: un fragmento de higado, de ciego, de molleja y el contenido cecal; analizando un total

de 200 muestras.
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Tabla 2. Resultados obtenidos de cada muestra empleada en la obtencion de aislados bacterianos del género

Campylobacter spp. (ciegos, higados, mollejas y contenido cecal).

Tipo de Muestra

NUmero de Pollos

Numero de aislados
positivos obtenidos de
diferentes pollos

NUmero de aislados
negativos obtenidos

Ciego 50 19 31
Contenido cecal 50 2 48
Higado 50 3 47
Molleja 50 14 36
Total 50 38 12
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Aislamiento e identificacién. —

Los aislados de Campylobacter spp. obtenidos a partir de las muestras estudiadas se
confirmaron microscopicamente mediante una tincion Gram modificada (Figura 1). Se
observaron colonias con caracteristicas macroscopicas tipicas del genero Campylobacter:
colonias grisaceas, convexas, con bordes irregulares, o con forma de gota de agua, de rocio,
puntiformes o alargadas y humedas. Algunas colonias presentaron la capacidad de realizar
“swimming”, que es una fina pelicula himeda superficial sobre los medios de cultivo solidos

(Figura 2).

Muestreo total (n=50)

38 (76%)

® Positivos  ® Negativos

Figura 1. Porcentajes correspondientes a los aislados positivos y negativos obtenidos para el género
Campylobacter spp a partir de 50 pollos.
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Figura 2. Caracterizacion macroscépica de los aislados bacterianos obtenidos a partir de muestras de ciegos,
higados, mollejas y contenido cecal en agar Butzler. A) Colonias alargadas, himedas, B) Colonias puntiformes
y C) Presencia de “swimming” en el medio.

Las caracteristicas morfologicas microscopicas de Campylobacter spp., fueron resaltadas con
tincion de Gram modificada. Se observaron bacilos delgados Gram negativos, curvos, en

espiral, con forma de alas de gaviota (Figura 3).

A B ; C

Figura 3. Visualizacién microscépica de Campylobacter spp. a magnificacion 100X. A) bacilos Gram
negativos cortos curvos y en espiral, correspondientes a Campylobacter spp., B) Bacilos alargados espiralados,
C) Morfologia tipica de Campylobacter spp. en forma de alas de gaviota.

Los aislados fueron caracterizados por diferentes pruebas bioquimicas: catalasa, oxidasa,
hidrolisis de hipurato de sodio 1 % y sensibilidad al &cido nalidixico y cefalotina. Los 38
aislados obtenidos fueron catalasa y oxidasa positivo (Figura 4). Sin embargo, solo 7 cepas
realizaron hidrolisis del hipurato de sodio 1 %, esto indica que tan solo un 18,42 % de las
cepas presentaron la enzima hipuricasa (Figura 5C). En cuanto a la prueba de diferenciacion
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antibidtica hacia la cefalotina, existieron 12 cepas resistentes (31,58 %) y 26 sensibles (68,42

%). Para el &cido nalidixico se presentaron 36 cepas resistentes (94,74 %)y 2 sensibles (5,26

%) (Figura 5A 'y 5B).

Figura 4. Resultados de las pruebas bioquimicas. A) Las flechas muestran una prueba positiva para oxidasa,
presencia de color negro B) Prueba positiva para catalasa, las flechas indican el desprendimiento de burbujas.

Figura 5. Resultados de las pruebas bioquimicas. A) Prueba de sensibilidad al &cido nalidixico (NA) y
cefalotina (CF), donde se observa una resistencia al &cido nalidixico y la flecha muestra sensibilidad a la
cefalotina, B) Prueba de sensibilidad al &cido nalidixico y cefalotina, se visualiza la resistencia hacia ambos
antibidticos, C) Prueba de hidrolisis del hipurato de sodio, la formacion del anillo morado indica una reaccion

positiva.

Estudio de la susceptibilidad antibidtica. —

Se realizo la lectura de los halos de inhibicidn y su interpretacion de acuerdo con el manual
EUCAST, 2019 (Tabla 3). Se obtuvieron un total de 15 cepas resistentes (39,47 %) y 23
cepas sensibles (60,53 %) a la gentamicina. Las 38 cepas (100 %) presentaron resistencia a
ciprofloxacina y eritromicina. 38 cepas fueron sensibles a la ampicilina y ampicilina-

sulbactam (100 %).
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Tabla 3. Resultados de la susceptibilidad de los aislados positivos a Campylobacter spp. obtenidos a partir de muestras de higados, ciego, mollejas y contenido cecal.

Especie Tipo de GN AM SAM CIP TE E
muestra % S % R % S % R % S % R % S % R % S % R % S %
C. coli Ciego 5 1316 8 2105 0 O 13 3421 0 O 13 3421 13 3421 0 O 13 3421 0 0O 13 3421 O 0
Mollejas 2 526 9 2368 0 0 11 2895 0O O 11 2895 11 2895 0O O 11 2895 0O O 11 2895 O 0
Higado 0 0 2 526 0 0O 2 526 0 O 2 526 2 526 0 0 2 526 0 0 2 52 0 0
C .jejuni Ciego 4 1053 O 0 0 0 4 1053 0 O 4 1053 4 1053 0 O 4 1053 0 O 4 1053 O 0
Mollejas 2 526 0 0 0 0 2 526 0 0 2 526 2 526 0 0 2 526 0 0 2 52 0 0
Higado 0 0 1 263 0 0O 1 263 0 O 1 263 1 263 0 0O 1 263 0 O 1 263 O 0
C. upsaliensis  Ciego 2 526 2 526 0 0O 4 1053 0 O 4 1053 4 1053 0 0O 4 1053 0 O 4 1053 O 0
Mollejas 0 0 1 263 0 0O 1 263 0 O 1 263 1 263 0 O 1 263 0 O 1 263 O 0
Higado 0 0 0 0 0O 0 O 0 0O 0 O 0 0 0 0 0 O 0 0 0 O 0 0 0
39.47 60.53 0 100 0 100 100 0 100 0 100 0

R: Resistente; S: Sensible, GM: gentamicina, AM: ampicilina, SAM:

ampicilina-sulbactam, CIP: ciprofloxacina, TE: tetraciclina, E: eritromicina.
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Identificacion molecular. -

Para confirmar los resultados de la identificacion fenotipica del género Campylobacter
obtenida por microscopia y pruebas bioguimicas, se hizo una PCR convencional empleando
cebadores especificos para el género (Moreno y Florez, 2010). La identificacion genotipica
fue dirigida al gen 16s RNA, debido a que este ayuda a establecer relaciones filogenéticas y
es considerado un cronémetro molecular que permite la identificacion de diversos

microorganismos (Rodicio y Mendoza, 2004)

El andlisis molecular identifico bandas especificas para el género Campylobacter spp. con
un peso de 816 pares de bases (pb) (Figura 6). También, se determinaron las especies de
Campylobacter presentes en este estudio, realizando PCR convencional dirigidas a los genes
ask7 para C. coli, Cj04148 para C. jejuni y el gen LpxA para C. upsaliensis. Para C. jejuni, el
gen utilizado se encuentra altamente conservado y se expresa mayoritariamente a una
temperatura de incubacion de 42 °C. Este gen no se encuentra presente en ninguna de las
otras especies de Campylobacter (Pajaniappan, et al., 2008). Por otro lado, el gen LpxA se
encuentra en la membrana interna de C. upsaliensis, constituyendo parte del lipido A
(Jiménez, 2008). Mientras que el gen ask7 (aspartato quinasa), se emplea especificamente

para C. coli (Chowdhury, et al., 2019).

De las 38 cepas identificadas como Campylobacter spp., se obtuvieron 26 bandas de 502 pb
(Figura 7), que corresponden a C. coli (68,42 %). Para C. jejuni se obtuvieron 7 bandas con
peso de 161 pb, obteniendo un 18,42% de C. jejuni (Figura 8). Finalmente, se realizé una
PCR convencional sin control positivo para la identificacion de 5 muestras que dieron
negativo para las especies de C. coli y C. jejuni, las cuales fueron probadas para C. fetus (gen

CstA), C. hyointestinalis (gen 23S rRNA) y C. upsaliensis (LpxA). No se obtuvieron bandas
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para C. fetus y C. hyointestinalis. Se obtuvo amplificacion de bandas para C. upsaliensis con

un peso molecular de 86 pb (Figura 9), alcanzando un 13,16% (5 aislados).
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Figura 6. Gel representativo que contiene las bandas amplificadas del género Campylobacter spp. De izq a der,
el primer pocillo contiene el control positivo (C+) (cepa ATCC 33560 de C. jejuni), el siguiente pocillo tiene
el control negativo (C-) (S. aureus), el tercer pocillo posee el blanco (agua milli Q) y los siguientes pocillos se
cargaron con las muestras positivas. El ltimo pocillo contiene el marcador de peso molecular de 1kb, donde
se observa que el tamafio de banda de 750 pb a 1kb.
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Figura 7. Gel representativo que contiene las bandas amplificadas de la especie C. coli. De izq a der, el primer
pocillo posee el control positivo (C+) (cepa C. coli ATCC 33559), el segundo pocillo contiene el control
negativo (C-) (S. aureus ATCC 25923) y el tercer pocillo esta cargado con el blanco, los siguientes pocillos
poseen los aislados analizados. En el pocillo final se colocé el marcador de peso molecular de 100bp DNA
Ladder. Se observa una banda con un peso de 400 bp a 500 bp, aproximadamente 502 pb.
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C. jejuni

Figura 8. Gel representativo que contiene las bandas amplificadas de la especie C. jejuni. De izg. a der. el
primer pocillo contiene la cepa ATCC 33560, para C. jejuni (control positivo), el segundo y tercer pocillo
poseen el control negativo (S. aureus ATCC 25923) y el blanco (agua Milli Q), respectivamente. Los siguientes
pocillos se hallan cargados con las muestras y en el Gltimo pocillo, el Ladder de 100bp. Se observa la banda
entre los 100 y 200 pb, aproximadamente 161 pb.

Ladder

Figura 9. Gel representativo que contiene las bandas amplificadas de la especie C. upsaliensis. De izq a der, el
primer pocillo se carg6 con el control negativo (C-) (S. aureus ATCC 25923), el segundo pocillo con el blanco
(Agua Milli-Q) y los demas pocillos poseen las muestras. Finalmente se halla el Ladder de 100bp. Se observa
una banda de aproximadamente 82 pb.

Andlisis Estadistico. -

Los resultados obtenidos se expresaron mediante porcentajes en base al total de pollos con

aislados bacterianos positivos.

Para el analisis de datos se utilizé el programa Microsoft Excel.
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DISCUSION

La campylobacteriosis es una enfermedad considerada como uno de los problemas diarreicos
méas comunes segun la OMS (2018). Con base en el Instituto Nacional de Estadisticas y
Censos (INEC) de Ecuador, en el afio 2013, una de las principales causas de morbilidad
poblacional fueron las enfermedades diarreicas y problemas de gastroenteritis (Cuenca,
2015). Debido a que Ecuador es un gran productor avicola, la mayoria de la dieta ecuatoriana
consiste en el consumo de carne de pollo y sus menudencias, siendo este el factor mas comdn
de transmision de la campylobacteriosis, pues Campylobacter spp. presenta la capacidad de
atravesar la mucosa intestinal, en ciertos casos, como mecanismo de evasion a pH &cidos,
gracias a su flagelo. Este le permite llegar a zonas del tramo gastrointestinal del pollo, donde
las concentraciones de pH son menores, como el que se encuentra en la molleja (pH 3,35) y
el higado (pH 6,60), o concentraciones neutras como el pH del ciego que va de 7,08 a 7,12
(Garian, 2009; lovine, 2013; Fernandez, Ochoa y Simaluiza, 2016).

En estudios como de los de Simaluiza, Toledo y Fernandez (2018), realizado en Loja —
Ecuador, se indico que cuadros diarreicos, fueron asociados con gastroenteritis, causadas por
C. jejuni en 13 casos (5,1 %) y 3 (1,2 %). por C. coli. El estudio de Jurado (2016) en Espafia,
demostro que la Campylobacteriosis se asocia al consumo de carne de pollo contaminada,
sobre todo al consumo de mollejas e higados, donde el niUmero de casos anuales fue de 4 956
en el 2012, llegando a los 6 794 casos en el 2014, con un 83% de C. jejuni identificado y un
11% de C. coli.

En la presente investigacion, los resultados mostraron que la frecuencia de aislamiento del
género Campylobacter fue del 76 %. En cuanto a sus especies, un 68,42 % fue para C. coli,
un 18,42 % para C. jejuni, y finalmente un 13,16 % para C. upsaliensis, en muestras de
higados, mollejas, ciegos y contenido cecal de pollos. Esto demuestra un aumento de

Campylobacter spp. en comparacion con los estudios realizados por Vasco (2015) en Quito:
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Yaruqui, donde se aislé un 30,7 % de Campylobacter spp. a partir de muestras fecales de
pollo. En el 2015, en Quito, Medina reportd un 64 % de aislamientos en carcasas de pollo.
De igual manera, en investigaciones de Ochoa, Simaluiza, Toledo y Fernandez, en el 2016,
en higados de pollo de traspatio, de tres localidades del sur de Ecuador (Vilcabamba, Loja, y
Zamora), se obtuvo un 41,7 % de muestras positivas para Campylobacter spp. Mientras que,
en estudios de Vinueza, en Pichincha (2017) reportan que la prevalencia de Campylobacter
spp. fue del 64,1 % en el contenido cloacal de la carne de aves de corral.

En Sapporo, Japén (2007), se aislé un 64,7 % de Campylobacter spp, y se indicd una
contaminacion que va del 40 al 45% en higados y mollejas, mientras que en carne de pollo
se encontro en el 70 % (Sallam, 2007). Esto, concuerda con el presente estudio, en el que se
obtuvo una contaminacion por Campylobacter spp. del 44,18 %, en higados y mollejas. De
igual manera, estudios como los de Karki, et al. (2018) en Estados Unidos, indican un 59,28
% de aislamientos de Campylobacter spp. en muestras de higados y mollejas, donde se
obtuvo un 60,60 % para C. coli y un 39,39 % para C. jejuni. Estudios de América Latina
como el de Rojas, et al., (1996) en Costa Rica, reportaron un total de 73,3 % de
Campylobacter en muestras de higados, cuellos y mollejas, mientras que Figueroa (2018), en
Peru: Puno logré obtener un 27,78 % de aislados en muestras de higados y mollejas de pollo.
El presente estudio obtuvo un 44,73 % de aislados de Campylobacter spp. en higados y
mollejas, porcentaje que esta en relacion con varios de los estudios referenciados.

En China, se obtuvo un 35,9 % de Campylobacter spp. en contenido cecal (Chen et al., 2010),
en Estados Unidos se alcanz6 un 51,4 % de prevalencia en muestras fecales de pollos broiler
(Berghaus et al., 2013), en Argentina, se reportd un 62,1 % de aislados de Campylobacter
obtenido de contenido cecal (Velilla, Terzolo, & Méndez, 2011). De igual manera, varios
estudios que utilizaron contenido cecal reportaron la presencia de Campylobacter spp, como:

Ruiz (2015), en Madrid, un 90 %, en la Union Europea se obtuvo un 71,2 % (EFSA, 2010),
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en Reino Unido un 75,8% (Powell et al., 2012) y en Grecia un 90% (Sakaridis, Papadopoulos,
Boukouvala, Ekateriniadou, Samouris, y Zdragas, 2019). Datos similares de estudios
reportados para Ecuador, Poma (2014) logr6 obtener un 71,8 % de aislados a partir de heces
y contenido cecal. Este estudio encontré un 5,26 % de Campylobacter spp. en contenido
cecal. Estudios de la FAO (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura), asocian la edad del faenamiento con el riesgo de Campylobacter spp. en pollos
de engorde (FAO y WHO, 2009), que concuerda con estudios de Velilla et al. (2011), donde
se indica una colonizacién maxima de Campylobacter spp. en aves de engorde entre los 42
y 45 dias. En la presente investigacion, la edad de faenamiento de los pollos fue, en la mayoria
de los casos, a los 21 dias, es decir, edad en la que el colon recién esta comenzando a
colonizarse con su microbiota normal. Esto puede indicar la baja prevalencia encontrada de
Campylobacter spp en el contenido cecal.

En cuanto a las especies del género Campylobacter, se obtuvo una mayor prevalencia de C.
coli (68,42 %) que de C. jejuni (18,42 %). Segun Fernandez (2011) se presenta con mayor
frecuencia C. coli en animales y humanos en paises de Sudamérica. Un ejemplo claro de esta
prevalencia, se observa en la investigacion de Poma en Ecuador (2014), donde se obtuvo un
67,69 % de C. coli y 38,3 % de aislados de C. jejuni. De igual manera, en Rio de Janeiro,
Brasil, se encontré un 53,66 % de C. coli y un 46,34 % de C. jejuni (Panzenhagen, et al.,
2016). Sin embargo, el estudio de Sakaridis y colaboradores (2019) realizado en Grecia,
demostro un aislamiento del 89,34 % de C. coli y 6,06 % de C. jejuni. En otras regiones del
mundo como Europa: Reino Unido, Indica que la presencia de C. jejuni (40,6 %) es mayor a
la de C. coli (31,9 %) (EFSA, 2010). En Espafia, se obtuvo un 82,05 % de C. jejuni y un
35,90 % de C. coli (Urdaneta, 2016). Este contraste puede darse por factores como:
diferencias geogréaficas, climaticas, técnicas de crianza del animal empleadas por paises

industrializados (Poma, 2014).
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Adicionalmente, en la presente investigacion se aislo un 13,16 % de C. upsaliensis, especie
de la que no se tiene registro en Ecuador. Sin embargo, en paises como Australia, se detect6
un 9,7 % de C. upsaliensis en muestras de pollos (Kaakoush, et al., 2014) y en Brasil el 4,2
% (Kuana, et al., 2008). C. upsaliensis es la especie con menor frecuencia de aislamiento y
en la actualidad se la ha denominado como una especie emergente. Su reservorio natural son
gatos y perros. C. upsaliensis fue aislada por primera vez en 1983 en muestras de heces de
perros y gatos que presentaban sintomas de enfermedades gastrointestinales (Patton, et al.,
1989). En el 2012, el primer caso en humanos fue reportado en una mujer de 83 afios que
presentaba diarrea sanguinolenta. EI género fue confirmado por medios de cultivos y tincion
Gram, pero la identificacion de la especie se dio por PCR debido a que las pruebas
bioquimicas dieron resultados dudosos al presentar pruebas para catalasa débilmente

positivas (Arellano, 2019).

En el afio 1998, estudios de Bourke, Chan y Sherman, reportaron un aislamiento del 4 % de
C. upsaliensis en muestras fecales de humanos, y en el 2002, Labarca, et al., indicaron un
enlace definitivo entre animales domésticos (perros y gatos), como fuente principal de la
enfermedad. Por otro lado, las aves de corral poseen una baja colonizacion de esta especie.
En ese mismo estudio, se indica laimportancia de C. upsaliensis, como un patégeno potencial
en Estados Unidos, Africay Australia (Bourke, Chan y Sherman, 1998; Lastovica y Le Roux,
1993; Lindblom, Sjo“gren, Hasson- Westerberg y Kaijser, 1995) debido a que se lo considero

como la segunda especie mas probable de causar enfermedades en humanos.

En cuanto a las pruebas de identificacion fenotipica de especie utilizando acido nalidixico y
cefalotina, en este estudio podemos observar un 94,74 % y 31,58 % de resistencia hacia
ambos antibioticos respectivamente. En 1985, Smith, Pinochet, Alegria Lazo y Freixes,
identificaron a C. jejuni y C. coli, con una total sensibilidad al acido nalidixico en las 30
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muestras analizadas y de igual manera una total resistencia a la cefalotina, debido a que
Campylobacter spp. posee una resistencia intrinseca a la penicilina G y cefalosporinas
(Lachance, Gaudreau, Lamothe y Lariviére, 1991). Segun Rivera (2011), las especies
termdfilas de Campylobacter spp. como C. jejuni y C. coli son resistentes a la cefalotina y
sensibles al &cido nalidixico. Ferndndez, Ochoa y Simaluiza (2016), indican una resistencia
al acido nalidixico y variabilidad a la cefalotina. Sin embargo, en la presente investigacion
se obtuvo muestras de C. coli (68,42 %), C. jejuni (18,42 %) y C. upsaliensis (13,16 %) que
resultaron ser resistentes a ambos antibi6ticos, lo que se observa en estudios de Notario et al.
(2011), donde se obtuvo un 60 % de resistencia al &cido nalidixico y cefalotina en aislados
de gallinas, pollos y humanos. De igual manera, en estudios de Wieczorek, Wolkowicz y
Osek (2018) se encontro una resistencia de 88,9 % hacia el &cido nalidixico. Este aumento
de la resistencia de este género bacteriano en la actualidad puede darse debido a mutaciones
bacterianas (Winn, et al., 2013) generando resistencia cruzada entre quinolonas, incluyendo
el &cido nalidixico. Igualmente, la relacion de un excesivo uso de enrofloxacina (una
quinolona) en la produccion avicola, utilizada para el tratamiento y profilaxis de
microorganismos importantes en la avicultura (Griggs et al., 2005; Notario, 2011; lovine,
2013). Lo que repercute en una baja especificidad para la identificacion de especies con esta

prueba (Rivera et al, 2011).

De las pruebas bioquimicas realizadas para la caracterizacion de Campylobacter spp., se
obtuvo el total de 38 muestras positivas para catalasa y oxidasa (100 %), segln Fernandez y
Torres (2015), Vasco (2015), es el resultado esperado en la identificacion preliminar de
Campylobacter spp. También, se realizé la prueba de hidro6lisis de hipurato de sodio 1 % que
ayudéd a diferenciar la especie de C. jejuni de otras especies de Campylobacter (Farece y
Vifas, 2007; Fernandez, Ochoa y Simaluiza, 2016). Esta identificacion fue corroborada

mediante técnicas mas especificas para confirmar especie, como la PCR (Yamazaki, et al,

36



2007), herramienta molecular empleada por su alto grado de sensibilidad y especificidad, asi

como por poseer un buen limite de deteccion (Moreno y Florez, 2010).

Posteriormente a la identificacion de Campylobacter spp. mediante pruebas bioguimicas, el
género fue confirmado mediante una PCR convencional en el que se evidencio bandas con
un peso molecular de 816 pb que concuerda con estudios de Yamazaki (2007), Medina
(2015), Toledo, Simaluiza, Astudillo y Fernandez (2017) y Elmali y Can (2019). De igual
manera se identificaron las especies de C. jejuni (con bandas de 161 pb), donde se obtuvieron
7 bandas que estuvieron acorde con el peso molecular de la cepa ATCC (Figura 8), que va a
la par con las pruebas de hidrdlisis del hipurato de sodio 1 % (Tabla 3). Para C. coli se
detectaron bandas de 502 pb que presentaban los mismos pesos moleculares que la cepa
ATCC utilizada como control positivo y cuyo peso molecular concuerda con estudios de
Fernandez, Ochoa y Simaluiza, (2016) y Poma, (2014). Por otro lado, se identificaron bandas
de 86 pb, que coincide con el peso molecular reportado para C. upsaliensis (Fernandez,
Ochoa y Simaluiza, 2016; Raoult, et al., 2000; Fournier y Raoult, 2004), del que no se tiene
estudios en el pais. En esta PCR convencional no se incluyeron controles positivos debido a

que en el momento en el que se realizé el estudio no se esperaba identificar esta especie.

En cuanto a las pruebas de sensibilidad antibidtica realizadas en la investigacion, se
obtuvieron 38 (100 %) cepas resistentes a la ciprofloxacina, antimicrobiano perteneciente al
grupo de las quinolonas. Esto se observa de manera similar en estudios como los de Rivera
(2011), Fernandez y Pérez (2016), donde se obtuvieron cepas resistentes hacia la
ciprofloxacina. Ademas, en este estudio se presento un patrén de resistencia cruzada entre el
acido nalidixico y la ciprofloxacina (Boonmar, 2007; Toledo, Simaluiza y Fernandez, 2018).
Este patrdon de resistencia cruzada, se ha visto reportado en estudios de Iglesias (2018), donde
se obtiene un 67,3 % de resistencia a la ciprofloxacina y al acido nalidixico, dos

antimicrobianos distintos, que pertenecen a la familia de las quinolonas. Por otro lado,
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Collado, et al. (2018), en Chile, aisl6é un 48 % de cepas resistentes a la ciprofloxacina e
indicaron que esta resistencia puede darse por el uso de fluoroquinolonas en la produccion
animal. Este antibidtico es usado como agente terapéutico de primera y segunda linea para la

profilaxis del animal (Cokal, Caner, Sen, Cetin y Karagenc, 2009).

Las cepas de Campylobacter spp. de origen humano y animal en los Gltimos afios han
generado resistencia a farmacos como: macrolidos, fluoroguinolonas, tetraciclinas y
penicilinas (Fernandez, 2011; Collado, 2018; Sakaridis, 2019). Esto se evidencio en el
presente estudio al obtener una resistencia del 100 % hacia la tetraciclina en las 38 aislados

de C. coli, C. jejuni y C. upsaliensis.

Segun estudios de Vinueza, et al. (2017), se mostraron tasas de resistencia antibiotica
superior al 67 %. Es asi, que para la tetraciclina se alcanzé un 83,3 % obteniendo un 67,6 %
de resistencia para C. jejuni, y 15,7 % para C. coli y para ciprofloxacina una resistencia de
100 %. En cuanto a la eritromicina, se obtuvo una tasa de resistencia estadisticamente méas
alta para C. coli (25,9 %) en comparacion con C. jejuni (4,2 %), indicando un patrén de
resistencia a la eritromicina en ambas especies de Campylobacter (Flérez, 2018). Mientras
que, en este estudio, C. jejuni, C. coli y C. upsaliensis presentaron resistencia del 100% en
las 38 muestras frente a ciprofloxacina, eritromicina y tetraciclina. Con esto se evidencia un
aumento potencial de la resistencia antibi6tica, y a su vez se podria hablar de una
multirresistencia adquirida por la bacteria, pues son mas de dos antibiéticos hacia los que se
evidencia esta caracteristica. Esto se describe en estudios como los Wang, et al., (2014),
donde se indica la presencia de islas genomicas de multirresistencia en Campylobacter spp.
Estas islas gendmicas son secuencias de genes cromosomales que actuan como factor de
virulencia, otorgando resistencia a los antibioticos (Cuadrado, 2017). Iglesias (2018), halla

una multirresistencia hacia macrolidos, quinolonas y tetraciclinas. De igual manera, en
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estudios de Florez (2018), se registra resistencia a beta-lactdmicos, macrélidos,

aminoglucosidos y tetraciclinas.

Por otro lado, en ninguna de las tres especies de C. jejuni, C. coli y C. upsaliensis estudiadas
se encontro resistencia a ampicilina, como también se puede observar en los estudios de
Garcia-Migura, Hendriksen, Fraile y Aarestrup (2014) y Simaluiza, Toledo y Fernandez,
(2018). Lo que se contrasta con el estudio de Garcia (2009), donde se encontr6 un 1,4 % de
resistencia hacia este antibiotico. Sin embargo, se obtuvo un 93,2 % de sensibilidad,

indicando que predomina este patrén de sensibilidad.

En el estudio de Dohne, et al. (2012), en Estados Unidos, Utah, C. jejuni y C. coli no
presentaron resistencia hacia la ampicilina/sulbactam, al igual que en la presente
investigacion. Por otro lado, en el mismo estudio, se hablo6 de un total de cepas sensibles a la
gentamicina; esto contrasta con los resultados obtenidos pues se hall6 una resistencia de
18,42 % para C. coli, 15,79 %, en C. jejuni y un 5,26 % en C. upsaliensis. Sin embargo, en
investigaciones como el de Pulgar (2016) en Chile, se encuentra un 10,9 % de resistencia
hacia este antibiotico, datos que apoyan a los obtenidos en esta investigacion, pues se obtuvo
un total de 39,47 %, que demuestra un aumento de la resistencia en los Gltimos afios. Esto
puede darse por la administracion de gentamicina como tratamiento hacia las enfermedades
extra intestinales en animales de consumo como pollos, cerdos, etc (Qin et al., 2011). Esto
coincide con datos obtenidos del uso de antimicrobianos en China (Yao, Liu, Wang, Zhang
y Shen, 2017), donde se consume un total de 162 000 toneladas de antibidticos, de las que

83 200 toneladas van destinadas a animales de consumo como pollos de engorde.
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CONCLUSIONES

En este estudio se identificaron 3 especies de Campylobacter: C. coli, C. jejuni y C.
upsaliensis, obtenidas a partir de muestras de ciegos, contenido cecal, higados y mollejas de
pollos de engorde. Se pudo determinar que existe una mayor prevalencia de C. coli en las
muestras analizadas. En cuanto a la susceptibilidad antimicrobiana de Campylobacter spp.,
los hallazgos en este estudio indican una total resistencia a eritromicina, tetraciclina y
ciprofloxacina, determinado una multirresistencia en las cepas aisladas. C. upsaliensis es

una especie que no ha sido identificada hasta el momento en el Ecuador.

RECOMENDACIONES.

- Continuar con los estudios sobre la resistencia antimicrobiana en Campylobacter spp.

- Campylobacter spp. es considerado, segun la OMS, como un patdgeno de prioridad elevada,
de ahi la importancia de continuar con estudios que permitan obtener informacién que
contribuya a un seguimiento epidemioldgico referente al incremento de resistencia a los

antibioticos de este genero bacteriano.

- Para confirmar la presencia de la especie C. upsaliensis, identificado a través de la técnica
de PCR convencional en la que no se utilizé control positivo, se recomienda realizar la

secuenciacion del ADN de estas cepas.

- Se sugiere no utilizar la prueba de identificacion fenotipica de especie utilizando acido

nalidixico y cefalotina debido al aumento de resistencia antimicrobiana.
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