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1. RESUMEN

El género Arcobacter corresponde a un grupo de microorganismos bacterianos de gran
importancia para la salud de humanos y animales, pues algunos de sus miembros han sido
considerados enteropatdégenos emergentes y potenciales agentes zoondticos. Recientemente han
sido propuestos dos métodos moleculares (m-PCR y PCR-RFLP) para la identificacién de
especies de éste género, sin embargo ambos métodos han sido evaluados sGlo en un nimero
limitado de cepas. Por lo cual, el objetivo de esta investigacion fue evaluar la especificidad de
ambos métodos en un amplio nimero de cepas de diferentes origenes. Para esto, se analizaron
cepas aisladas de muestras fecales de ganado bovino, ovino y porcino, cepas aisladas de mariscos
y cepas tipo y de referencia del género Arcobacter.

Arcobacter fue aislado en un 26,6%, 6,6% y un 20% de las muestras fecales de ganado bovino,
ovino y porcino, respectivamente. La especie mas prevalente fue A. cryaerophilus, seguida de A.
butzleri, A. skirrowii, y A. defluvii. La identificacion molecular por m-PCR y PCR-RFLP, origino
la misma identidad para 37 de las 59 cepas de campo estudiadas. Las incongruencias observadas
en las demas cepas fueron aclaradas por secuenciacion del gen rpoB. Se observo que el m-PCR
fue el método mas especifico, pues identifico correctamente a la mayoria de las cepas estudiadas.
Sin embargo, ésta es una técnica limitada pues solo permite la identificacion de 5 especies
Arcobacter, mientras que el PCR-RFLP, aunque presentd menor especificidad, es la técnica que
permite discriminar la mayoria de las especies de este género. Por lo que se sugiere la utilizacion
de ambos métodos en paralelo para garantizar la correcta identificacion de las cepas analizadas.
Por otra parte, este estudio demuestra la necesidad de la creacion de un nuevo método que

permita discriminar entre todas las especies del género Arcobacter.



2. SUMMARY

The genus Arcobacter corresponds to a group of bacterial microorganism of increasing
importance for humans and animals health, because some of its members have been considered
emerging opportunist enteropathogens and potential zoonotic agents. Recently two molecular
methods (m-PCR and PCR-RFLP) have been proposed for the identification of species belonging
to this genus, however both methods have been assessed only in a limited number of strains.
Therefore, the aim of this research was to assess the specificity of both methods on a wide
number of strains of different origins. For that, were analyzed a group of strains isolated from
fecal samples of cattle, sheep and pigs, as well as strains recovered from shellfish and type and
reference strains of genus Arcobacter.

Arcobacter was isolated on 26,6%, 6,6% and 20% of the fecal samples of cattle, sheep and pigs,
respectively. The most prevalent species was A. cryaerophilus, followed by A. butzleri, A.
skirrowii and A. defluvii. The molecular identification by PCR-RFLP and by m-PCR reported the
same identity for 37 out of 59 of the field strains. The observed inconsistencies in the other
strains were clarified by sequencing of rpoB gene. It was observed that m-PCR is was the most
specific method, because identified effectively the majority of the studied strains. However, is a
limited technique because only allows the identification of 5 species of the genus Arcobacter,
whereas that PCR-RFLP technique, although it presents less specificity, is the technique that
allows to differentiate among the majority of the species of this genus. Therefore, it is suggested
the utilization of both methods in parallel to obtain a correct identification of the studied strains.
On the other hand, our results underscoring the need for the creation of a new method to

discriminate between all species of the genus Arcobacter.



3. INTRODUCCION

Arcobacter es un género bacteriano que se caracteriza por poseer microorganismos de vida libre
que se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente como también formando parte de la
microbiota intestinal de diversas especies animales (McClung y col., 1983; Donachie y col.,
2005; Ho y col., 2008). Actualmente, éste género cuenta con 12 miembros, entre los cuales se
encuentran las especies patogenas Arcobacter butzleri, Arcobacter cryaerophilus y Arcobacter
skirrowii, las que pueden causar infeccion en humanos y animales (Vandenberg y col., 2004; Van
Driessche y col., 2003; Wybo y col., 2004). El género Arcobacter posee bacterias de morfologia
bacilar y ligeramente curva, helicoidal o en forma de la letra “S”; Gram negativas, no
esporuladas; con un tamafio de 0,2-0,9 pum de diametro y de 1-3 um de largo, méviles por
presencia de un flagelo polar ubicado en uno o ambos extremos de la célula, el cual le otorga
movimiento con giros rapidos en forma de sacacorchos (Vandamme y col., 1992). Estas bacterias
son capaces de crecer bajo condiciones aerobicas y anaerdbicas y en un rango de temperaturas
que comprende entre los 15 a 37°C, aunque algunas cepas pueden crecer incluso a 42°C. Sin
embargo, el crecimiento 6ptimo se produce a 30°C en condiciones de microaerofilia, es decir, en
una atmosfera con un 3-10% de oxigeno (Ho y col., 2006), desarrollando colonias pequefias y no

pigmentadas a las 48-72 h de incubacion (Vandamme y col., 1992).

3.1 Taxonomia

El género Arcobacter junto a los géneros Campylobacter y Sulfurospirillum conforman la familia
Campylobacteraceae (Vandamme y De Ley, 1991b). El primer aislamiento de Arcobacter fue

registrado en el afio 1977 por Ellis y col., denominando “Vibrio/spirillum” a los microorganismos



aislados, los que fueron obtenidos a partir de muestras de abortos bovinos (Ellis y col., 1977).
Estudios posteriores llevaron a clasificar a estos microorganismos como “Campylobacter
aerotolerantes” debido a la semejanza fenotipica con el género Campylobacter (Ho y col., 2006).
Sin embargo, a diferencia de miembros de este dltimo género, los nuevos aislamientos
presentaron la capacidad de crecer en aerobiosis y a menores temperaturas (On, 2001).
Posteriormente, en el afio 1991, se reclasificaron los Campylobacter aerotolerantes como un
nuevo género bacteriano denominado Arcobacter incluyendo a las dos primeras especies:
Arcobacter cryaerophilus y Arcobacter nitrofigilis (Vandamme y col., 1991a), distinguiéndose
dos grupos para la especie A. cryaerophilus, denominados 1A y 1B, los que han sido definidos
como tales tras diversos estudios como analisis de Polimorfismos de Tamafios de Fragmentos de
Restriccion (RFLP) de los genes 16S y 23S del rRNA, perfil proteico (SDS-PAGE), perfil de
acidos grasos de las célula bacteriana (FAME) y analisis de Polimorfismos de Longitud de los
Fragmentos Amplificados (AFLP) (Kiehlbauch y col., 1991; Ony col., 2003; Vandamme y col.,
1992). Sin embargo, hasta el momento ambos grupos no han sido reconocidos como taxones
diferentes debido a la compleja estructura taxondmica de esta especie y a la falta de test
bioguimicos que diferencien claramente estos grupos (Debruyne y col., 2010). En cuanto a las
prevalencias de ambos grupos, la mayoria de los estudios indican cominmente al grupo 1B de
esta especie, mas prevalente que el grupo 1A (Collado y col., 2009b; Son y col., 2007; Schroeder-
Tucker y col., 1996). Posteriormente, otras especies han sido adicionadas a este género tales
como Arcobacter skirrowii y Arcobacter butzleri, ambas aisladas de muestras clinicas humanas y
de animales de granja (Vandamme y col., 1992). En los afios siguientes fueron descritas varias
especies nuevas, tales como: Arcobacter cibarius, aislada de muestras de piel de pollos en

Bélgica (Houf y col., 2005); Arcobacter halophilus, aislada de una laguna hipersalina en Hawaii



(Donachie y col., 2005); Arcobacter mytili, aislada de moluscos en Espafia (Collado y col.,
2009a); Arcobacter thereius, aislada de muestras de aborto porcino y muestras cloacales de pato
en Bélgica (Houf y col., 2009); Arcobacter marinus aislada de aguas marinas en Corea (Kim y
col., 2010); Arcobacter trophiarum aislada de muestras fecales de cerdo en Bélgica (De Smet y
col., 2010) y Arcobacter defluvii aislada de aguas residuales en Espafia (Collado y col., 2011).
Por ultimo, recientemente ha sido descrita la especie Arcobacter molluscorum aislada de
mejillones y ostras en Espafia (Figueras y col., 2011). La relacion filogenética que existe

actualmente entre todas las especies del género Arcobacter puede ser apreciada en la Figura 1.

77 A, thereius LMG 244867

kL A. trophigrum LMG 255347

A. skirrowii CCUG 103747
0.0

97 A.cryaerophilus CCUG 178017

A. cibarius LMG 219967

61 e A.butzleri ATCC 496167

A.nitrofigilis CCUG 158937

100 58 A, defluvii CECT 76971

A mytili CECT 73867

A, halophilus LA31BT

A.marinus CL-517

99— 4 molluscorum CECT 76967

Sulfurospirillum deleyianum ATCC 511337

Campylobacter fetus ATCC 273747

FIGURA 1. Arbol filogenético basado en las secuencias (1400 pb) del gen 16S rRNA.

Fuente: Collado y Figueras, 2011.



3.2 Importancia clinica

En los ultimos afios, el género Arcobacter ha adquirido una mayor relevancia debido a que
algunos de sus miembros han sido considerados enteropatdgenos oportunistas emergentes y
potenciales agentes zoonoticos (Ho y col., 2006; Collado y col., 2009b; Wesley y Miller, 2010),
esto debido a que ciertas especies han sido aisladas de muestras fecales de personas con diarrea y
en algunos casos en personas con bacteremia, endocarditis y peritonitis, aunque también han sido
aisladas de muestras fecales de personas asintomaticas (Fera y col., 2010; Fernandez y col., 2004;
Houf y Stephan, 2007; Hsueh y col., 1997; Lau y col., 2002; Lerner y col., 1994; Samie y col.,

2007).

3.2.1 Infeccién en humanos

Diversos casos clinicos han indicado que A. butzleri y A. cryaerophilus son las principales
especies asociadas a enfermedad gastrointestinal (Burnens y col., 1992; Lerner y col., 1994;
Wybo y col., 2004). Sin embargo, al menos en dos estudios se ha asociado también a A. skirrowi
con infecciones en humanos. Uno de estos estudios registrado en Bélgica, afectd a un paciente
con diarrea cronica (Wybo y col., 2004) y el segundo caso registrado en Sudafrica, realizado en
heces afecté a pacientes con y sin VIH (Samie y col., 2007). La Tabla 1, muestra los casos
clinicos asociados a Arcobacter, siendo la diarrea acuosa y persistente el principal sintoma
(Collado y Figueras, 2011). Recientemente, se ha asociado a A. butzleri y A. cryaerophilus como
agentes etiologicos de la llamada “diarrea del viajero” que afecta a millones de turistas cada afio,
el estudio realizado por Jiang y col. (2010) revel6 que A. butzleri presenta una prevalencia de 8%

en viajeros con diarrea aguda en México, Guatemala e India, por lo cual éste microorganismo se



incorpora como un agente patdgeno responsable de esta enfermedad (Houf y Sthephan, 2007;
Jiang y col., 2010). Por los antecedentes mencionados la International Commission on
Microbiological Specifications for Foods ha considerado a A. butzleri como un serio peligro para

la salud humana (ICMSF, 2002).

Los estudios de poblacion han mostrado prevalencias de Arcobacter en muestras fecales humanas
entre 0,1 y 3% en Sudéfrica e Italia respectivamente (Tabla 2). Sin embargo, debido a los escasos
estudios que han sido publicados no es posible determinar si las prevalencias varian de forma

significativa entre paises desarrollados y en vias de desarrollo.

En la mayoria de los estudios se ha observado que la especie mas prevalente es A. butzleri
seguida de A. cryaerophilus y A. skirrowii, tal como lo ha demostrado Samie y col. (2007) en un
estudio realizado en muestras fecales humanas en Sudéafrica con prevalencias de 6,2% para A.
butzleri, 2,9% para A. cryaerophilus y 1,9% para A. skirrowii; esta misma tendencia con respecto
a las prevalencias se da en estudios de muestras de aguas, mariscos, heces de animales, entre

otros. (Collado y col., 2010; Collado y col., 2009b; Van Driessche, 2003).



TABLA 1. Reporte de casos clinicos humanos por Arcobacter.

Pais Sexo y edad del paciente Sintomas clinicos 5:,[% ?:(;:i%sas Referencia
Chile Hombre, 2.6 afios; Mujer, 1 afio Diarrea crénica A. butzleri Fernandez y col., 2004
Bélgica Hombre, 73 afios Diarrea cronica A. skirrowii Wybo y col., 2004
Hong Kong Mujer, 69 afios Bacteremia A. butzleri Lau y col., 2002
Hong Kong Hombre, 7 afios Bacteremia A. cryaerophilus Woo y col., 2001
Taiwan Hombre, 60 afios Bacteremia A. butzleri Yan y col., 2000
Taiwan Mujer, 72 afios Bacteremia A. cryaerophilus Hsueh y col., 1997
Nonato Bacteremia A. butzleri Ony col., 1995
Alemania Hombre, 48 afios; Mujer, 52 afios Diarrea, calambres abdominales A. butzleri Lerner y col., 1994
Italia Mujeres y hombres, 3 a 7 afios Dolor abdominal, vémito, fiebre A. butzleri Vandamme y col., 1992
Mujer, 2 afios Gastroenteritis A. butzleri Burnensy col., 1992
Australia Hombre, 35 afios Diarrea cronica A. cryaerophilus Tee y col., 1988

& Fuente: Collado y Figueras, 2011.



TABLA 2. Prevalencia de Arcobacter en muestras fecales humanas. 2

Pais

Muestras fecales °

Especies detectadas y/o aisladas

Sintomatologia

Referencia

N n % gastrointestinal
EE.UU y Europa 201 16 8 A. butzleri Diarrea Jiang y col., 2010
Italia 99 46 46.5 A. butzleri, A. cryaerophilus Asintomatico Feray col., 2010
9 3 3 A. butzleri Asintomatico
Francia 345 4 1.2 A. butzleri Diarrea Adbelbagi y col., 2007
345 0
Suiza 500 7 14 A. cryaerophilus Asintomatico Houf y Stephan, 2007
Sudéfrica 322 35 11 A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii  Diarrea/Asintomatico Samie y col., 2007
India 400 5 1.25 Arcobacter spp. Diarrea Kownhar y col., 2007
Bélgica 67599 77 0.1 A. butzleri, A. cryaerophilus Diarrea y Asintomatico Vandenberg y col., 2004
Hong Kong 4741 6 0.13 A. butzleri Diarrea Lau y col., 2002
Sudéfrica 300 1 03 A. butzleri Diarrea Lastovica y Le Roux, 2000
Sudéfrica 19535 16 0.1 A. butzleri Diarrea Lastovica y Le Roux, 2000
Dinamarca 1.376 0.1 A. butzleri, A. cryaerophilus Diarrea Engberg y col., 2000
Inglaterra 761 0.13 A. cryaerophilus Diarrea Tompkins y col., 1999
Tailandia 631 15 24 A. butzleri Diarrea Taylor y col., 1991
India 7 3 4 A. butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii ~ Diarrea Patyal y col., 2011

# Fuente: Collado y Figueras, 2011 y reportes posteriores.
b N, nuimero total de muestras; n, nimero de muestras positivas.
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3.2.2 Factores de virulencia

Es escasa la informacion en cuanto a los mecanismos de patogenicidad y factores de virulencia
empleados por Arcobacter; aunque algunos estudios realizados en distintas lineas celulares han
evidenciado la capacidad de adherencia, invasion y citotoxicidad de estos microorganismos (Ho y
col., 2007; Johnson y Murano, 2002; Vandenberg y col., 2004). Sin embargo, es sabido que las
diferencias respecto a la patogenicidad de Arcobacter podrian depender del origen de la cepa
(clinica o ambiental) asi como de la linea celular que se emplea para su estudio (Wesley y Miller.,
2010). Wesley y col. (1996), indicé que A. butzleri puede ser la especie mas invasiva en
infecciones en animales. Los mecanismos por los cuales A. butzleri induce diarrea han sido
investigados en células epiteliales de colon humano (HT-29/B6), indicando que se produce dafio
en la barrera epitelial por una reduccion en la expresion de las proteinas Claudina-1, -5 y -8 asi
como la induccion de apoptosis epitelial dando lugar a la produccion de diarrea (Bucker y col.,
2009). Ademas, se ha observado produccion de respuesta proinflamatoria inducida por la
expresion de Interleuquina-8 en células epiteliales al ser enfrentadas a A. butzleri, A.
cryaerophilus, A. skirrowii y A. cibarius (Ho y col., 2007). La figura 2 resume los mecanismos de

virulencia descritos para las especies patdgenas del genero Arcobacter.
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FIGURA 2. Mecanismos de virulencia descritos para Arcobacter.

Fuente: de Collado y Figueras, 2011.

3.2.3 Infeccién en animales

Las enfermedades producidas por Arcobacter en animales domésticos incluyen abortos, mastitis
y diarrea (Logan y col., 1982; Vandamme y col. 1992). La especie cominmente asociada a
abortos en animales es A .cryaerophilus. Sin embargo, A. butzleri y A. skirrowii también han
sido asociadas, pero con menor frecuencia (On y col., 2003). Por otra parte, A. butzleri ha sido
vinculada a diarrea y enteritis en cerdos, vacunos y caballos, mientras que A. skirrowii se ha
relacionado a diarrea y colitis hemorragica en bovinos y ovinos (Ho y col., 2006). Sin embargo,

Arcobacter también ha sido aislada frecuentemente del tracto intestinal y de muestras fecales de
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una variedad de animales asintomaticos incluyendo aves de corral como pollos, gallinas, patos
pavos y gansos (Ho y col., 2006), ademas en otras aves silvestres como pelicanos y gorriones
(Fernandez y col., 2007) y de ganado bovino, ovino y porcino (Tabla 3). El aislamiento de estos
microorganismos también ha sido estudiado en animales salvajes, tales como macacos cola de
cerdo (Russel y col., 1992), primate gibon plateado (Stirling y col., 2008), mapaches (Hamir y

col., 2004), tortugas galapagos, rinocerontes, gacelas, fiandi y alpaca (Wesley y col., 2003).

En Chile, los estudios que se han hecho para examinar la prevalencia de estos microorganismos
en heces de animales, han sido realizados principalmente en aves de corral, tales como gansos,
gallinas, patos y pavos (Fernandez y col., 2007; Jara, 2006) y en menos proporcion en animales
bovinos, ovinos y porcinos (Collado, 2007; Jara, 2006; Ruiz, 2005) los que son de gran

importancia para la ganaderia de nuestro pais.



Tabla 3. Prevalencia de Arcobacter en muestras fecales de diversos animales domésticos.

Muestra

n° de muestras

% muestras

Método de

fecal estudiadas positivas identificacion Pais Referencia
Vacunos 332 3.6 PCR Japon Kabeya y col., 2003b
200 4.5 EE.UU Gollay cal., 2002
51 39 m-PCR Bélgica Van Driessche y col., 2003
1682 1.3 PCR EE.UU Wesley y col., 2000
254 41.7 Espafia Vilar y col., 2010
276 11 m-PCR Bélgica Van Driessche y col., 2005
28 25 m-PCR Chile Fernandez y col., 2007
40 52.5 m-PCR Chile Ruiz, 2005
Ovejas 18 40 PCR U.K. Merga y col., 2011
68 0 m-PCR Turquia Aydin y col., 2007
62 16 m-PCR Bélgica Van Driessche y col., 2003
35 2.9 m-PCR Chile Collado, 2007
Cerdos 250 10 PCR Japon Kaveya y col., 2003b
82 44 m-PCR Bélgica Van Driessche y col., 2003
63 21 PCR India Patyal y col., 2011
40 60 m-PCR Chile Ruiz, 2005
Gallinas 63 38 m-PCR Chile Jara, 2006
60 20 m-PCR Chile Fernandez y col., 2007
62 194 m-PCR Chile Collado, 2007
50 0 m-PCR Chile Ruiz, 2005
Patos 20 15 m-PCR Chile Jara, M. G., 2006
25 40 m-PCR Chile Fernandez y col., 2007
28 0 m-PCR Chile Collado, 2007
Pavos 21 29 m-PCR Chile Fernandez y col., 2007
Perros 105 23 m-PCR Chile Jara, M. G., 2006
267 1.9 m-PCR Bélgica Houf y col., 2008
60 3.3 m-PCR Chile Fernandez y col., 2007
103 0 m-PCR Chile Collado, 2007
Gatos 32 0 m-PCR Chile Jara, 2006
61 0 m-PCR Bélgica Houf y col., 2008

3.3 Vias de transmisién

13

Se ha propuesto que las principales vias de transmision de Arcobacter hacia humanos y animales
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son probablemente los alimentos de origen animal (carne y leche) y el agua contaminada, aunque

esto no ha podido ser demostrado aun (Miller y col., 2009).

3.3.1 Transmision por los alimentos

Diversos estudios han coincidido en que la prevalencia méas alta de Arcobacter esta dada en carne
de pollos, seguido de carne de cerdo y de vacuno (Lehner y col., 2005), tal como lo demostro6
Collado y col. (2009b) con una prevalencia de 64,3%, 53% y 31,3% respectivamente. Estos
estudios han sugerido que la contaminacion de los productos alimenticios ocurre probablemente
cuando las fecas de los animales toman contacto con éstos cuando estan siendo procesados en el
matadero (Aydin y col., 2007). Por otra parte también se ha aislado Arcobacter de mariscos tales
como almejas, mejillones y ostras (Collado y col., 2009b; Figueras y col., 2011), observandose en
todos estos estudios que la especie predominante es A. butzleri seguida de A. cryaerophilus y
finalmente A. skirrowii (Lehner y col., 2005; Pentimalli y col., 2009; Collado y col., 2009b). Por
otra parte, la presencia de Arcobacter en muestras de leche también ha sido reportada (Logan y
col., 1982). Un estudio hecho por Pianta y col., (2007), encontré una prevalencia de 3,8% para
Arcobacter en muestras de leche de animales con signos de mastitis en Brasil, mientras que en un
reciente estudio hecho en Turquia también se report6 la prevalencia de Arcobacter, pero de
bovinos lecheros sanos (Ertas y col., 2010). Es probable que una persona o animal se pueda

infectar con Arcobacter al consumir dichos alimentos contaminados.
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3.3.2 Transmision por el agua

Estudios de prevalencia de Arcobacter en distintos tipos de aguas han revelado la presencia de
este microorganismo en aguas subterraneas, residuales, de rios, lagos y mares (Rice y col., 1999;
Moreno y col., 2003; Fera y col., 2004; Morita y col., 2004), ademas, en plantas de tratamiento de
agua potable, tal como observé Jacob y col. (1998), en un estudio desarrollado en Alemania y
como también recientemente lo confirmé Collado y col. (2010), en un estudio realizado en
Espafia. La alta prevalencia de estos microorganismos en diferentes tipos de aguas hizo proponer
recientemente que las especies de Arcobacter podrian ser autoctonas de ambientes acuaticos
(Fera y col., 2004). Sin embargo, la prevalencia de estos microorganismos aumenta en aguas
contaminadas con heces de humanos y animales en comparacion con otras que no lo estan
(Collado y col., 2008), lo que se correlaciona con otros estudios donde se ha encontrado que
Arcobacter es muy prevalente en heces de ganado y en efluentes provenientes de la ganaderia
(Chinivasagam y col., 2007). El agua potable ha sido sefialada como un factor de riesgo
importante en la adquisicion de enfermedades diarreicas asociadas con Arcobacter (Fong y col.,
2007; Collado y col., 2008). Se han descrito al menos tres brotes infecciosos, asociados a
Arcobacter y al consumo de agua contaminada, el primero ocurrido en Idaho (Estados Unidos)
afectando a un grupo de nifios que presentaban diarrea, nauseas y vomitos (Rice y col., 1999). El
segundo, ocurrido en Ohio (Estados Unidos) provocandose una masiva contaminacion de las
aguas subterraneas afectando a 1.450 personas (Fong y col., 2007) y el Gltimo, ocurrido en
Eslovenia, causado por contaminacién fecal del sistema de agua potable (Kopilovic y col., 2008).
Ademas la contaminacién fecal del agua puede estar influenciada por la subsistencia de
Arcobacter en diversos tipos de tuberias de distribucion de aguas como acero inoxidable, cobre y

plastico por la capacidad de estas de formar biopeliculas bacterianas segun lo demostrado por
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Assanta y col. (2002). Aungue son pocos los estudios de la presencia de Arcobacter en aguas
residuales, se ha verificado que no hay deteccion de este microorganismo finalizado el proceso de

tratamiento de éstas aguas (Collado y col., 2010).

3.3.3 Transmision por contacto con animales

Por otra parte, el hecho de que especies del género Arcobacter se hallan aislados de muestras
fecales y fluido oral de animales domésticos como perros y gatos (Tabla 3), sugiere que estos
podrian ser una importante ruta de difusion de Arcobacter al ambiente y al ser humano (Fera y

col., 2009; Fernandez y col., 2007).

3.3.4 Transmisidn persona a persona

Se ha sugerido que se podrian dar las condiciones para la transmision de Arcobacter desde una
persona infectada a otra, debido al reporte de un par de casos clinicos especificos (Vandamme y
col., 1993; On y col., 1995). En el primer caso, ocurrido en Italia, todas las cepas aisladas de los
10 pacientes afectados mostraron el mismo fenotipo y genotipo (Vandamme y col., 1992; 1993) y
el segundo caso hace referencia a un recién nacido presumiblemente infectado a través de la

placenta (Ony col., 1995), en ambos casos clinicos la especie aislada fue A. butzleri.

3.4 Aislamiento y deteccion

El estudio de la prevalencia de las especies Arcobacter vinculadas a cuadros clinicos estéa

constantemente entorpecido debido a dos grandes problemas que son: el aislamiento de
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Arcobacter (debido a la inexistencia de medios de cultivos y procedimientos apropiados) y la

identificacion de las cepas aisladas.

A pesar de que se han utilizado varios medios de cultivo y diversos procedimientos para aislar
Arcobacter de diferentes tipos de muestras, hasta ahora no ha sido propuesto un método 6ptimo
para todas las especies del género (Collado y Figueras, 2011). Los procedimientos mas comunes
para el aislamiento de Arcobacter constan de una etapa de enriquecimiento en un medio selectivo
y una posterior filtracion del medio de cultivo sobre agar sangre, sin embargo se ha planteado que
la etapa de enriquecimiento reduce la diversidad de especies Arcobacter y favorece la deteccion

de especies con crecimiento mas rapido como A. butzleri (Collado y Figueras, 2011).

3.5 Identificacion

La identificacion fenotipica de las especies del género Arcobacter resulta confusa y cuestionable
debido a varias razones, entre ellas, el hecho que Arcobacter presenta caracteristicas
morfologicas muy parecidas a Campylobacter, ademas éstos microorganismos no utilizan
carbohidratos por lo cual se reducen los test bioquimicos de utilidad en taxonomia y también
debido a que algunos aislamientos presentan reacciones atipicas en los escasos test disponibles
(Atabay y col., 2006). Es por esto, que han sido desarrollados varios métodos moleculares para la
identificacion a nivel de género y especie (Collado y col., 2008), aungue ninguno de estos
permite la identificacion de las 12 especies actualmente aceptadas en el género. De entre los
métodos moleculares es posible mencionar: PCR-RFLP (Gonzalez y col., 2009; Hurtado y Owen,
1997; Karenlampi y col., 2004; Marshall y col., 1999), m-PCR (PCR mudltiple) (Harmon y

Wesley 1997; Houf y col., 2000; Kabeya y col., 2003a) y PCR-DGGE (Petersen y col., 2007),



18

todos dirigidos a la amplificacion de los genes 16S o 23S del rRNA. Recientemente, dos nuevos
métodos de identificacién han sido publicados, el primero propuesto por Figueras y col. (2008),
el cual consiste en un PCR-RFLP destinado a la identificacion de seis especies del género: A.
butzleri, A. cryaerophilus, A. skirrowii, A. halophilus, A. nitrofigilis y A. cibarius, pero que
también identifica algunas de las especies descritas después de la publicacion del método: A.
mytili, A. marinus, A. defluvii y A. molluscorum, produciendo un patrén especifico para cada una
de estas especies (Figueras y col., 2011) EI segundo método propuesto por Douidah y col.
(2010), el cual consiste en un m-PCR para el gen 23S del rRNA y que permite la identificacion
de cinco especies correspondientes a: A. butzleri, A. thereius, A. cibarius, A. skirrowii y A.
cryaerophilus. Ambos métodos (m-PCR y PCR-RFLP) son los que actualmente permiten la
caracterizacion de la mayoria de las especies del género Arcobacter. Sin embargo, se han
encontrado reacciones inespecificas en ambos métodos (Tabla 4). Ademas, hasta el momento
estos métodos solo han sido evaluados en un numero limitado de cepas. Por este motivo, el
presente estudio propone la evaluacion de estos dos métodos respecto a su capacidad para
caracterizar correctamente (a nivel de especie) un grupo de cepas de Arcobacter sp. aisladas de
diversos origenes, tales como muestras fecales de animales, cepas obtenidas en otros estudios,

como también cepas tipo y de referencia del género Arcobacter.
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Tabla 4. Comparacion de los métodos m-PCR y PCR-RFLP para la identificacion de

Arcobacter spp.
) Especies que . .
Método Gen discrimina Comentario Referencia
m-PCR 23S A. butzleri, La nueva especie A. defluvii Douidah y col.,
rRNA A. cryaerophilus, produce la misma banda que A. 2010
A. skirrowii, butzleri (Collado y col., 2011)
A. cibarius, A. thereius
A. butzleri, La nueva especie A. thereius Figueras y col.,
muestra el mismo patrén de 2008

PCR-RFLP 16S
rRNA

A. cryaerophilus 1A,
A. cryaerophilus 1B,
A. skirrowii, A.
cibarius, A. nitrofigilis,
A. halophilus.

restriccion que A. butzleri (Houf y
col., 2009). Patrones especificos
fueron obtenidos para las nuevas
especies A. mytili (Collado y col.,
2009a), A. defluvii (Collado y col.,
2011) A. marinus y A. molluscorum
(Figueras y col., 2011)
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3.6 HIPOTESIS

En base a los antecedentes expuestos anteriormente, es que se plantea la siguiente hipotesis:

“Las técnicas moleculares de identificacion, m-PCR y PCR-RFLP disefiadas para la
identificacion de Arcobacter, son capaces de caracterizar apropiadamente a nivel de especie

aislamientos de diversos origenes”

3.7 OBJETIVOS
3.7.1 Objetivo general:

Evaluar la especificidad de los métodos de identificacion molecular m-PCR y PCR-RFLP, al

aplicarlos en cepas aisladas de diversos origenes.

3.7.2 Objetivos especificos:

- Aislar Arcobacter a partir de muestras fecales de bovinos, ovinos y porcinos.
- Tipificar los aislamientos mediante ERIC-PCR.
- Identificar las cepas aisladas en la presente investigacion como también las obtenidas de

otros estudios, mediante m-PCR y PCR-RFLP.
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4.1 Cepas tipo y de referencia:
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Se analizaron un conjunto de 12 cepas tipo y 5 cepas de referencias, representativas de todas las

especies de Arcobacter actualmente aceptadas, obtenidas de las colecciones bacterianas belga

(LMG), espafiola (CECT) y alemana (DSMZ). El origen y otras caracteristicas de estas cepas

pueden ser observados en la Tabla 5.

TABLA 5. Cepas tipo y de referencia utilizadas en este estudio.

Especies Cepa tipo Otras designaciones Origen Pais
A. butzleri LMG 10828  ATCC 49616, CCUG 30485 Heces de humanos EE.UU
A. cryaerophilus 1A LMG 9904 CCUG 17801, LMG 7536 Feto de aborto bovino Irlanda
A. skirrowii LMG 6621 ATCC 51132, CCUG 10374 Heces de corderos
con diarrea
A. nitrofigilis CECT 7204  ATCC 33309, LMG 7604 Raices de Spartina .
) Canada
alterniflora
A. cibarius CECT 7203 CCUG 48482, LMG 21996 Piel de pollos Bélgica
A. halophilus LA31B ATCC BAA1022, CIP 108450 Agua de laguna Hawaii
hipersalina
A. mytili CECT 7386 LMG 24559, F2075 Moluscos Espafia
A. thereius LMG 24486  CCUG 56902, 16389 Feto de aborto bovino Dinamarca
A. marinus CL-s1 KCCM 90072, JCM 15502 Agua de mar Corea
A. trophiarum 64 LMG 25534, CCUG 59229 Heces de cerdo Bélgica
A. defluvii SW28-11 CECT 7697, LMG 25694 Agua residual Espafia
A. molluscorum F98-3 CECT 7696, LMG 25693 Mejillones Espafia
Especies Cepa de_ Otras designaciones Origen Pais
referencia
A. cryaerophilus 1A LMG 9865 CCUG 17808 Feto aborto porcino Irlanda
A. cryaerophilus 1B LMG 10241  Higgins 88-3421R Feto aborto porcino Canada
A. cryaerophilus 1B LMG 9861 CCUG 17802 Feto aborto bovino U.K.
A .trophiarum CECT 7650 FE2 Heces de gallina Chile
A .trophiarum LMG 25535 R-39974 Heces de porcinos Bélgica
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4.2 Cepas obtenidas de otros estudios:
Se analizaron un conjunto de 21 cepas de Arcobacter aisladas de mariscos (almejas, mejillones y
navajuelas), obtenidas de otros estudios realizados en el Instituto de Bioquimica y Microbiologia

de la Facultad de Ciencias de la Universidad Austral de Chile.

4.3 Muestras biolégicas:

Se recolectaron 135 muestras fecales de ganado bovino (N= 45), ovino (N= 45) y porcino (N=
45) en localidades del sur de Chile, tales como Rio Bueno, ubicado en la region de Los Rios; la
localidad de Ayacara y sectores rurales cercanos a la localidad de Frutillar, ambas ubicadas en la

region de Los Lagos.

4.4 Aislamiento de Arcobacter

Las muestras fecales fueron inoculadas en caldo de enriquecimiento para Arcobacter (compuesto
de peptona 18 gr/l, NaCl 5 gr/l y extracto de levadura 1 gr/l) suplementado con los antibioticos
cefoperazona (8 mg/l), anfotericina B (10 mg/l) y teicoplanina (4 mg/l), también denominado
como caldo CAT (Atabay y Corry, 1997), y se incub0 en aerobiosis por un periodo de 48a72ha
28°C. Posteriormente, se tomaron 200 ul del caldo incubado y se filtrd a través de filtros
Millipore (con poros de 0,45 um de didmetro), situados sobre placas de agar sangre (compuesto
por agar base sangre 40 gr/l y sangre de cordero 5%). Luego de una filtracion pasiva, por
aproximadamente 20 min, se retir6 el filtro y las placas fueron incubadas a 28°C en aerobiosis
por un periodo de 48 a 72 h. De cada placa con crecimiento bacteriano se tomaron 5 colonias para
sembrarlas en nuevas placas de agar sangre, las que se incubaron bajo las mismas condiciones

descritas anteriormente, después de lo cual se tomé una colonia bacteriana pura para realizar una
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identificacion fenotipica a través de una tincion de Gram. Las colonias bacterianas que
presentaron morfologia (colonias pequefias, circulares, translucidas, blanquecinas o beige) y
caracteristicas microscépicas (bacilos Gram negativos, curvos, helicoidales o con forma de la
letra S), correspondiente a Arcobacter, fueron seleccionadas para su posterior identificacion

molecular.

4.5 Extraccion de DNA

La extraccion de DNA se realizo0 mediante el método de ebullicion descrito por Houf y col.
(2002). En tubos eppendorf, con 400 pl de agua destilada estéril, se inocularon varias colonias
bacterianas hasta obtener una suspension uniforme. La mezcla fue sometida a ebullicién durante
10 min a 100°C. Posteriormente los tubos fueron centrifugados a 8.000 r.p.m durante 1,5 min.
Finalmente se traspasaron 200 ul del sobrenadante, el cual contiene el DNA, a un nuevo tubo

Eppendorf y fue almacenado a 4°C hasta su utilizacion.

4.6 Genotipificacion

La genotipificacion se realiz6 para evitar la identificacion redundante de cepas con el mismo
genotipo, utilizando el método ERIC-PCR descrito por Houf y col. (2002), el cual consiste en la
amplificacién de secuencias repetidas intergénicas de consenso en enterobacterias (Versalovic y
col., 1991). Para esto se prepar6 una mezcla de reactivos en un volumen final de 50 pl para cada
tubo de PCR compuesta de buffer PCR, Taq polimerasa (5 U), dNTP’s (0,2 mM), MgCl, (4 mM),
primers ERIC 1R (0,5 uM) y ERIC 2 (0,5 uM) (Tabla 6), H,O DEPC y DNA como templado.
Las condiciones en el termociclador para la reaccién de PCR fueron 94°C por 5 min, 40 ciclos de

94°C por 1 min, 25°C por 1 min y 72°C por 2 min, y finalmente un periodo de extension de 10
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min a 72°C. Los productos del PCR fueron separados por electroforesis en gel de agarosa al 2%
tefiido con bromuro de etidio durante 1,5 h a 100 V, utilizando un marcador de peso molecular de
100 pb para luego visualizar el gel con sus amplicones en el Transiluminador UV. Los patrones
de amplificacion que presentaron al menos una banda de diferencia se consideraron cepas

diferentes de acuerdo con los criterios establecidos por Houf y col. (2002).

4.7 ldentificacién molecular
La identificacion molecular de cada cepa se realizé utilizando las técnicas de m-PCR y PCR-
RFLP en paralelo. Si se obtuvo alguna incongruencia entre estos métodos, entonces las cepas

fueron chequeadas empleando un PCR de género y una posterior secuenciacion del gen rpoB.

4.7.1 PCR multiple

Para el m-PCR se siguio el protocolo establecido por Douidah y col. (2010), el cual esta dirigido
a la amplificacion de fragmentos especificos del gen 23S rRNA de las especies A. butzleri, A.
thereius, A. cibarius, A. skirrowii y A. cryaerophilus. Para la reaccion de PCR se preparé una
mezcla de 50 pl como volumen final para cada tubo de PCR, compuesta por buffer PCR, Taq
polimerasa (1,5 U), dNTP’s (0,2 mM), MgCl, (1,5 mmol), primers ButR, SkiR, CibR, ArcoF,
GyrasF y GyrasR (50 pM de cada uno) (Tabla 6), H,O DEPC y DNA. Las condiciones en el
termociclador fueron 94°C por 3 min, 30 ciclos de 94°C por 45 seg, 58°C por 45 seg y 72°C por
2 min, y finalmente un periodo de extension de 5 min a 72°C. Los productos de PCR obtenidos
fueron separados por electroforesis en gel de agarosa preparado al 2% y tefiido con bromuro de

etidio durante 1 h a 100 V utilizando un marcador de peso molecular de 100 pb. Posteriormente,
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el gel fue observado en transiluminador UV y se compararon los tamafios obtenidos con los

tamafios de amplificacion descritos por Douidah y col. (2010), (Figura 3).

FIGURA 3. Gel de agarosa al 2% mostrando los tamafios de los productos obtenidos por m-PCR.

Lineas 1: Ladder 100 pb; 2 y 3:A. butzleri (2061 pb); 4 y 5: A. thereius (1590 pb); 6 y 7: A. cibarius (1125 pb); 8: A.
cryaerophilus 1A (395 pb); 9: A. cryaerophilus 1B (395 pb); 10 y 11: A. skirrowii (198 pb).

Fuente: de Douidah y colaboradores, 2010.

4.7.2 PCR-RFLP

Para el PCR-RFLP, se sigui6 el protocolo descrito por Figueras y col. (2008), que consiste en una
amplificacién inicial de 1.026 pb del gen 16S rRNA y una posterior digestion del mismo
mediante la endonucleasa Msel. Para el PCR inicial se prepar6 una mezcla de 50 pl como
volumen final para cada tubo de PCR compuesta por buffer PCR, Taq polimerasa (2,5 U),

dNTP’s (200 pM), MgCl, (1,5 mM), Primers CAH 16S 1Am (0,5 uM) y CAH 16S 1B (0,5 UM)
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(Tabla 6), H,O DEPC y DNA. Las condiciones en el termociclador fueron de 95°C por 2 min, 30
ciclos de 94°C por 30 seg, 52°C por 30 seg y 72°C por 90 seg y por ultimo 72°C por 10 min
como periodo de extension final. Los productos de PCR fueron separados en gel de agarosa al 2%
y tefiildo con con bromuro de etidio, durante aproximadamente 1 h a 100 V. Posteriormente se
procedid a realizar la digestién del amplicén utilizando 15 pl del producto de PCR, los cuales
fueron incubados con la enzima Msel (10 U) a 37°C durante un periodo de 3 h. Finalmente los
productos obtenidos de la digestion fueron separados en una electroforesis en gel de agarosa al
3% tefiido con bromuro de etidio y corrido por un periodo de 1,5 h a 100 V, el que se observo en
el transiluminador UV vy se fotografié para analizar los amplicones obtenidos con respecto a los

patrones restriccion descritos por Figueras y col. (2008) para cada especie (Figura 4).
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FIGURA 4. Gel de agarosa al 3% mostrando los patrones de restriccion obtenidos mediante
PCR-RFLP.

Lineas 1y 12: Ladder 50 pb; 2: A. butzleri; 3: A. cibarius; 4: A. mytili; 5: A. molluscorum; 6: A. halophilus;
7: A. nitrofigilis; 8: A. cryaerophilus 1A; 9: A. cryaerophilus 1B; 10: A. skirrowii; 11: A. defluvii.

Fuente: Figueras y colaboradores, 2008

4.7.3 PCR especifico del género Arcobacter

Para la diferenciacion de Arcobacter de otros generos bacterianos, se utilizé el PCR especifico
del género Arcobacter descrito por Harmon y Wesley (1997). Se prepar6 un volumen final de 50
ul de reaccion compuesto de buffer PCR, Taq polimerasa (1,25 U), dNTP’s (200 mmol/l de cada
uno), MgCl, (3,5 mmol/1), primers Arco | y Arco Il (25 pmol de cada uno) (Tabla 6), H,O DEPC
y DNA como templado. Las condiciones de PCR para cada muestra fueron 94°C por 4 min,
seguido de 25 ciclos de 94°C por 1 min, 56°C por 1 min y 72°C por 1 min, y finalmente un

periodo de extension de 7 min a 72°C. Los productos obtenidos del PCR fueron llevados a
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electroforesis en gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, por un periodo de 1 h a 100
V utilizando un marcador de peso molecular de 100 pb. Finalmente el gel fue observado en el
transiluminador UV. El fragmento amplificado para miembros del género Arcobacter

correspondio a 1.223 pb.

4.7.4 Secuenciacion del gen rpoB

Para la secuenciacién del gen rpoB (el cual codifica para la subunidad p de la RNA polimerasa)
fue amplificado un fragmento de 524 pb utilizando los primers CamrpoB-L y RpoB-R (Tabla 6),
siguiendo las condiciones de PCR descritas por Korczak y col. (2006). Se comprobd la

amplificacion en el gel de agarosa y luego el producto obtenido fue purificado directamente del

tubo de PCR empleando el kit Cycle-Pure, EZNA® (Omega Bio-Tek, USA), siguiendo el

protocolo indicado por los fabricantes. En los casos en que se obtuvieron bandas de amplificacion
inespecifica, se realizo la purificacion de los 524 pb desde el gel de agarosa utilizando el kit
MinElute Gel Extraction (Qiagen, Alemania), siguiendo las indicaciones del fabricante.

Una vez purificado el producto de PCR, se realizd la cuantificacion de DNA mediante
espectrofotometria utilizando el equipo Nano Quant, Tecan Infinite M200. Finalmente el DNA
fue enviado al Servicio de Secuenciacion Automatica de ADN del Departamento de Ecologia de
la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile. Las secuencias
obtenidas fueron comparadas con aquellas disponibles en la base de datos Genbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), utilizando el programa BLASTN
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cgi?PAGE=Nucleotides). Ademas, estas secuencias
fueron utilizadas para crear un arbol filogenético utilizando el software MEGA 4.0 (Tamura y

col.,2007).



TABLA 6. Primers utilizados en este estudio.

Método Primers Secuencia5a 3’ Gen Referencia
m-PCR ButR TCCTGATACAAGATAATTGTACG 23S rRNA Douidah y col., 2010
TherR GCAACCTCTTTGGCTTACGAA 23S rRNA Douidah y col., 2010
CibR CGAACAGGATTCTCACCTGT 23S rRNA Douidah y col., 2010
SkiR TCAGGATACCATTAAAGTTATTGATG  23SrRNA Douidah y col., 2010
ArcoF GCYAGAGGAAGAGAAATCAA 23S rRNA Douidah y col., 2010
CryF CAGAGGAAGAGAAATCAAAT 23S rRNA Douidah y col., 2010
CryR CCCACTATTCCATCAGTGAG 23S rRNA Douidah y col., 2010
GyrasF AGAACATCACTAAATGAGTTCTCT GyrA Douidah y col., 2010
GyrasR CCAACAATATTTCCAGTYTTTGGT GyrA Douidah y col., 2010
PCR-RFLP CAH 16S lam AACACATGCAAGTCGAACGA 16S rRNA Figueras y col., 2008
CAH 16S 1b ATTCAACACCATCTCACGAC 16S rRNA Marshall y col., 1999
ERIC- PCR ERIC 1R ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC Genoma Versalovic y col., 1991
ERIC 2R AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG Genoma Versalovic y col., 1991
PCR género Arcobacter  Arco | AGA GAT TAG CCT GTATTGTATC 16S rRNA Harmon y Wesley, 1997
Arco Il TAG CAT CCCCGC TTC GAATGA 16S rRNA Harmon y Wesley, 1997
PCR rpoB CamrpoB-L CCAATTTATGGATCAAAC rpoB Korczak y col., 2006

RpoB-R GTTGCATGTTNGNACCCAT rpoB Korczak y col., 2006
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5. RESULTADOS
5.1 Aislamientos de Arcobacter en muestras fecales.
En las placas con crecimiento bacteriano, se obtuvieron colonias pequefias y circulares de
coloracion beige o blancas translucida tipicas de Arcobacter (Figura 5). Sin embargo, también se
obtuvieron otras colonias de tamafio, morfologia y color diferente a Arcobacter, las que fueron

excluidas tras la observacion macroscépica y microscépica.

FIGURA 5. Colonias de Arcobacter sembradas en agar sangre.

Arcobacter fue aislado en un 17,8% del total de las muestras, con prevalencias para bovinos,
ovinos y porcinos de 26,6%, 6,6% y 20% respectivamente. De entre las muestras positivas se
obtuvieron 120 colonias bacterianas, pero 63 de estas fueron excluidas por no pertenecer al
género Arcobacter. Entre las 57 colonias correspondientes a Arcobacter spp se determinarion 43
genotipos distintos y entre estas cepas la especie A. cryaerophilus fue la mas prevalente (79,1%),
seguida de A. butzleri (11,6%), A. skirrowii (7%) y A. defluvii (2,3%) (Tabla 7). De todos los

aislamientos de A. cryaerophilus el grupo 1A fue el mas predominante. Ademas, en dos muestras
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se aislé méas de una especie simultdneamente, las que correspondieron a A. butzleri junto con A.
cryaerophilus en una muestra fecal de ganado bovino y A. butzleri junto con A. defluvii en una

muestra fecal de ganado porcino.

5.2 Tipificacion de las cepas aisladas

De los 57 aislamientos pertenecientes a Arcobacter, 43 presentaron genotipos distintos entre
ellos. La mayor diversidad se encontrd en A. skirrowii, ya que todos los aislamientos presentaron
distintos perfiles de ERIC-PCR. Por otra parte, 5 de los 8 aislamientos de A. butzleri, 34 de los 44
aislamientos de A. cryaerophilus y 1 de los 2 aislamientos de A. defluvii mostraron genotipos
diferentes mediante ERIC-PCR (Tabla 7). La Figura 6 representa los genotipos de algunas cepas

representativas.

ERIC-PCR
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FIGURA 6. Gel de agarosa al 2% mostrando los genotipos de algunas cepas segun el método
ERIC-PCR

Lineas 1y 20: Ladder 100 pb. c-: control negativo.
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Tabla 7. Prevalencia de especies de Arcobacter aisladas de muestras fecales de ganado bovino, ovino y porcino.

'\ilaednii?c!gg;? Especies obtenidas de las muestras y sus genotipos
A. butzleri A. cryaerophilus A .skirrowii A. defluvii
Tipo de N°de  n°de Muestras + Arcobacter  Otras n°de  Tipos de n°de  Tiposde n°de Tipos de n°de Tipos de
muestra  Muestras (%) spp. especies colonias  ERIC colonias  ERIC colonias ERIC colonias  ERIC
Bovinos 45 12 (26,6) 27 33 1 1 26 21
Ovinos 45 3(6,6) 4 11 3 3 1 1
Porcinos 45 9 (20) 26 19 7 4 15 10 2 2

Total 135 24 (17,8) 57 63 8 5 44 34 3 3 2
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5.3 Comparacion entre m-PCR y PCR-RFLP

Las 59 cepas obtenidas de las muestras fecales (n=43) y de mariscos (n=16) (Tablas 8 y 9) fueron
identificadas por los métodos de m-PCR y PCR-RFLP. De lo cual, 16 cepas fueron identificadas
como A. butzleri, 14 cepas como A. cryaerophilus y 7 cepas como A. skirrowi. Sin embargo, para
las demas cepas se obtuvieron resultados incongruentes, pues por m-PCR 10 cepas mostraron
patrones especificos para A. cryaerophilus, mientras que por PCR-RFLP, estas cepas fueron
identificadas como A. butzleri. Por otra parte, 9 cepas fueron identificadas como A. cryaerophilus
por m-PCR, sin embargo por PCR-RFLP mostraron un patrdn atipico (Figura 7). Ademas, para 3
cepas se observaron distintas incongruencias: Para una de ellas el m-PCR mostr6 una
amplificacion correspondiente a A. skirrowii mientras que el PCR-RFLP la identifico como A.
cryaerophilus. En las otras 2 cepas, una aislada de una muestra fecal porcina y la otra de
mejillon, el m-PCR produjo una amplificacion correspondiente a A. butzleri mientras que el PCR-
RFLP mostro patrones de restriccion correspondientes a A. defluvii (Tabla 10).

Respecto a la identificacion molecular de las cepas tipo y de referencia del género Arcobacter,

los resultados estan resumidos en la Tabla 11.
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FIGURA 7. Gel de agarosa al 3% mostrando los patrones de restriccion atipicos obtenidos para
algunas cepas segun el PCR-RFLP.

Lineas: 1y 18: Ladder 50 y 100 pb respectivamente.
Flechas rojas sefialando las cepas que presentaron patrones atipicos.



Tabla 8. Identificacion por m-PCR y PCR-RFLP de
las cepas obtenidas de las muestras fecales.

Cepas de ganado

Identificacion molecular

Bovino m-PCR PCR-RFLP
MICV1-1 A. cryaerophilus  A. butzleri
MICV2-3 A. cryaerophilus  A. butzleri
MICV2-4 A. butzleri A. butzleri
MICV3-2 A. cryaerophilus  A. butzleri
MICV5-1 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus
MICV5-2 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus
MICV5-4 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus
MICV5-5 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus
MICV34-1 A .cryaerophilus  Perfil Atipico
MICV35-1 A. cryaerophilus  A. butzleri
MICV35-2 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus 1A
MICV37-1 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus 1B
MICV39-1 A. cryaerophilus  Perfil Atipico
MICV39-4 A. cryaerophilus  Perfil Atipico
MICV40-1 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus 1A
MICV41l-1 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus 1A
MICV41-2 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus 1A
MICV41-3 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus 1A
MICV41-4 A. cryaerophilus  A. butzleri
MICV41-5 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus 1A
MICV42-1 A. cryaerophilus  Perfil Atipico
MICV45-2 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus 1A

Cepas de ganado

Identificacion molecular

Ovino m-PCR PCR-RFLP
MICO8-1 A. cryaerophilus  A. butzleri
MICO8-6 A. cryaerophilus  A. butzleri
MICO27- 1 A. skirrowii A. skirrowii
MICO40-1 A. skirrowii A. cryaerophilus 1A
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Cepas de ganado

Identificacion molecular

Porcino m-PCR PCR-RFLP
MICC2-1 A. skirrowii A. skirrowii
MICC4-1 A. butzleri A. butzleri
MICC4-2 A. butzleri A. defluvii
MICC4-3 A. butzleri A. butzleri
MICC4-5 A. butzleri A. butzleri
MICC10-1 A. butzleri A. butzleri
MICC24-1 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus 1B
MICC31-4 A. skirrowii A. skirrowii
MICC35-1 A. cryaerophilus  A. butzleri
MICC35-2 A. cryaerophilus  Perfil Atipico
MICC37-1 A. cryaerophilus  Perfil Atipico
MICC37-2 A. cryaerophilus  Perfil Atipico
MICC37-3 A. cryaerophilus  Perfil Atipico
MICC40-1 A. cryaerophilus  A. butzleri
MICC40-2 A. cryaerophilus  A. butzleri
MICC40-4 A. cryaerophilus  Perfil Atipico
MICC44-1 A. cryaerophilus  A. cryaerophilus 1A




Tabla 9. Identificacion por m-PCR y PCR-RFLP
de las cepas obtenidas de otros estudios °.

Identificacion molecular

Cepa Origen m- PCR PCR-RFLP
N1-2 Navajuela  A.skirrowii  A. skirrowii
N1-3 Navajuela  A.skirrowii  A. skirrowii
N1-4 Navajuela  A.skirrowii  A. skirrowii
N1-5 Navajuela  A.skirrowii A skirrowii
N3-2 Navajuela  A. butzleri A. butzleri
N6-1 Navajuela  A. butzleri A. butzleri
N6-2 Navajuela  A. butzleri A. butzleri
N7-4 Navajuela  A. butzleri A. butzleri
Ale-1  Almeja A. butzleri A. butzleri
Al6-4  Almeja A. butzleri A. butzleri
Al6-5  Almeja A. butzleri A. butzleri
Al7-3  Almeja A. butzleri A. butzleri
AI9-1  Almeja A. butzleri A. butzleri
AI9-5  Almeja A. butzleri A. butzleri
CH7-1  Mejillén A. butzleri A. butzleri
CH8-2  Mejillén A. butzleri A. defluvii

#Cepas recibidas de Charles H. Telsaint, U.

Austral de Chile



Tabla 10. Resultados de la identificacion molecular por m-PCR y PCR-RFLP de
las cepas aisladas y obtenidas de otros estudios.
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Cepas de muestras Fecales

Cepas de otros estudios

m-PCR /PCR RFLP 'g'eopgg m-PCR /PCR RFLP ’g'eopgg
A. butzleri /A. butzleri 5 A .butzleri /A. butzleri 11
A. cryaerophilus /A. cryaerophilus 14 A .skirrowii /A. skirrowii 4
A. skirrowii /A. skirrowii 3 A. butzleri /A. defluvii 1
A. butzleri /A. defluvii
A. skirrowii /A. cryaerophilus
A. cryaerophilus /A. butzleri 10
A. cryaerophilus /Patrén atipico 9

Tabla 11. Comparacion de los metodos de identificacion m-PCR y PCR-RFLP en cepas tipo de
referencia del género Arcobacter.

m-PCR RFLP
Especie Amplicén Especie Fragmentos de L -
(cepgs tipo) (Bb) identFi)ficada rest?iccic')n (pb) Especie identificada
A. butzleri (LMG 10828) 2061 A. butzleri 548/216/138 A. butzleri
A. cryaerophilus 1A (LMG 9904) 395 A. cryaerophilus 395/216/143/138 A. cryaerophilus 1A
A. skirrowii (LMG 6621) 198 A. skirrowii 395/243/143/138  A. skirrowii
A. halophilus (LA31B) N/A® 551/143/138/101 A. halophilus
A. nitrofigilis (CECT 7204) N/A 434/216/138/101  A. nitrofigilis
A. cibarius (CECT 7203) 1125 A. cibarius 519/243/138 A. cibarius
A. mytili (CECT 7386) N/A 650/143/138 A. mytili
A. thereius (LMG 24486) 1590 A. thereius 548/216/138 A. butzleri
A. marinus (CL-S1) N/A 308/243/138 A. marinus
A. trophiarum (LMG 25534) N/A 548/216/38 A. butzleri
A. defluvii (CECT 7697) 2061 A. butzleri 434/243/143/138  A. defluvii
A. molluscorum (CECT 7696) N/A 551/143/138/72  A. molluscorum
Especie Amplicén Especie Fragmentos de L L
(cepas depreferencia) (Sb) identFi)ficada rest?iccién (pb) Especie identificada
A .cryaerophilus 1A (9865) 395 A. cryaerophilus 395/216/143/138  A. cryaerophilus 1A
ﬁ_ll\SIrGyfger?fg”E:/léBg861) 395 A. cryaerophilus 365/216/143/138  A. cryaerophilus 1B
A. trophiarum N/A 548/216/138  A. butzleri

(CECT 7650 y LMG 25535)

#N/A, no amplifica
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5.4 PCR de género y secuenciacion del gen rpoB

El PCR especifico del género Arcobacter, descrito por Harmon y Wesley (1997) fue aplicado a la
mayoria de las cepas que durante la identificacion molecular dieron lugar a resultados confusos,
ya sea por incongruencias entre ambos métodos o por amplificaciones inespecificas y permitio
diferenciar eficazmente a Arcobacter de otros géneros bacterianos.

De entre las 10 cepas que mostraron patrones especificos para A. cryaerophilus por m-PCR y
patrones especificos para A. butzleri por PCR-RFLP, se eligieron 2 para secuenciar el gen rpoB,
de igual manera 2 cepas se eligieron de entre las otras 9 cepas que fueron identificadas como A.
cryaerophilus por m-PCR y que por el PCR-RFLP mostraron un patrdn atipico, y también 2 de
las cepas que fueron identificadas como A. butzleri por el m-PCR pero como A. defluvii por el
PCR-RFLP. Ademas, la Gnica cepa que fue identificada como A. skirrowii por el m-PCR y como
A. cryaerophilus en el PCR-RFLP también fue secuenciada. Las secuencias obtenidas fueron
alineadas con las secuencias de Arcobacter existentes en la base de datos produciéndose diversas
similitudes especificas para cada cepa (Tabla 12). Sin embargo, dichos resultados por ser

presuntivos fueron confirmados a través del siguiente arbol filogenético (Figura 8).
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FIGURA 8. Arbol filogenético basado en las secuencias (524 pb) del gen rpoB.

Tabla 12. Resultados de la similitud del gen rpoB obtenidos mediante el
programa BlastN.

m-PCR /PCR RFLP Cepas Secuenciacion gen  giiiivd (96)
secuenciadas rpoB

A. butzleri /A. defluvii MICC4-2 A. defluvii 99
CH8-2 99
A. skirrowii /A. cryaerophilus MICO40-1 A. cryaerophilus 95
A. cryaerophilus /A. butzleri MICV1-1 A. cryaerophilus 96
MICV3-2 96
A. cryaerophilus /Patrén atipico ~ MICV42-1 A. cryaerophilus 97

MICV39-1 99
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6. DISCUSION

6.1 Prevalencia de Arcobacter en muestras fecales.

Las prevalencias de Arcobacter en heces de ganado bovino, ovino y porcino del presente estudio,
se encuentran dentro de los rangos descritos por otros autores, los cuales estan entre 3,6 a 42% en
bovinos, 0 a 40% en ovinos y 10 a 44% en porcinos (Tabla 3). Sin embargo, se dificulta la
comparacion con cada uno de los estudios previos, pues en la mayoria de ellos se han utilizado
metodologias de aislamiento distintas a la empleada en nuestra investigacion. Las diferencias
respecto a la menor o mayor prevalencia de estos microorganismos es atribuida principalmente al
medio de cultivo empleado y al procedimiento elegido para el aislamiento, lo que ha sido
corroborado recientemente por Merga y col. (2011) quien comparé 5 diferentes métodos de
aislamiento. Sin embargo, otras causas también pueden influir en la deteccion de Arcobacter,
tales como la estacion del afio, clima y lugar geografico en el que se toma la muestra, la edad y
alimentacion del animal estudiado y también el estado de la muestra (fresca, congelada, etc.)
(Gollay col., 2002; Van Driessche y col., 2005; Wesley y col., 2000).

Con respecto a los estudios que han utilizado un procedimiento similar al nuestro (un
enriquecimiento en caldo CAT y una posterior filtracion en agar sangre), podemos decir que las
prevalencias para Arcobacter han sido variadas, pues algunos de ellos, hechos en muestras
fecales de ovejas han revelado una prevalencia de 40% en el Reino Unido (Merga y col., 2011),
mientras que en Turquia estos microorganismos no pudieron ser aislados en éste tipo de muestra
(Aydin y col., 2007) (Tabla 3).

En el presente estudio la especie mas prevalente fue A. cryaerophilus (79,1%) seguida de A.
butzleri (11,6%) y A. skirrowii (7%), lo cual difiere con la mayoria de los estudios realizados en

heces de animales como en otros tipos de muestras bioldgicas (aguas, mariscos, alimentos
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carnicos, piel y érganos internos de animales, heces de humanos y de animales), en los cuales A.
butzleri es generalmente la especie predominante, seguida de A. cryaerophilus y A. skirrowii
(Collado y col., 2010; Collado y col., 2009b; Samie y col., 2007; Pejchalova y col., 2008). Sin
embargo, en el reciente estudio de Vilar y col. (2010), en el que se analizaron 254 muestras
fecales de vacas lecheras en Espafia, utilizando una metodologia similar a la empleada en
nuestra investigacion, A. cryaerophilus fue también la especie predominante. Ademas, en nuestro
estudio el grupo 1A de la especie A. cryaerophilus fue méas prevalente que el grupo 1B, lo cual es
contrario a lo reportado en otras investigaciones donde se ha empleado algun metodo capaz de
diferenciar entre los grupos 1A y 1B de ésta especie (Collado y col., 2009b; Figueras y col.,
2008; Kabeya y col., 2003a).

Durante el estudio, se aislo A. defluvii de una muestra fecal de ganado porcino. Por lo cual, este
es el primer reporte del aislamiento de dicha especie luego de su descripcién original, en donde
fue obtenida de aguas residuales en el Noreste de Espafia (Collado y col., 2011). Sin embargo,
dentro de las cepas estudiadas, correspondientes a aislamientos obtenidos de mariscos, también se
logré identificar una cepa de A. defluvii, por lo cual este estudio revela que ésta especie puede ser
obtenida de diversos origenes y lugares geograficos, lo que confirma la amplia distribucion de

Arcobacter en el medio ambiente y su capacidad de colonizar diversos reservorios.

6.2 Caracterizacion fenotipica y molecular

La identificacién fenotipica, a través de la observacién macroscépica y microscépica permitid
seleccionar a aquellas colonias que presentaba caracteristicas correspondientes a Arcobacter. Sin
embargo, cuando se aplicaron los métodos moleculares de identificacion, algunas de las colonias

elegidas no produjeron ninguna amplificacion o ésta era inespecifica, por lo cual, la posterior
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aplicacion del PCR de género permitié aclarar que aquellos aislamientos no correspondian a
Arcobacter. Esto confirma que la identificacion fenotipica puede causar confusion y demuestra la
necesidad de aplicar métodos moleculares para la identificacion a nivel de especie.

La genotipificacion realizada mediante ERIC-PCR permiti6 diferenciar los aislamientos de
Arcobacter con el mismo genotipo para asi evitar la posterior identificacién redundante de cepas
iguales o clonales.

Utilizando los métodos de identificacion m-PCR y PCR-RFLP en paralelo, se obtuvo la misma
identidad para 37 de las 59 cepas estudiadas, lo que indica un 63% de concordancia entre ambos
métodos moleculares. De entre las restantes cepas con resultados incongruentes, 19 fueron
identificadas como A. cryaerophilus por m-PCR, pero 10 de ellas presentaron un perfil de PCR-
RFLP correspondientes a A. butzleri, y las otras 9 cepas dieron patrones de restriccion atipicos.
De éstas 19 cepas, la posterior secuenciacion del gen rpoB de 4 cepas representativas (MICV1-1,
MICV3-2, MICV42-1 y MICV39-1) reveldo que todas ellas correspondian a la especie A.
cryaerophilus (Tabla 12), validando los resultados entregados por el m-PCR. Por lo tanto, este
seria el primer estudio donde se observa que el PCR-RFLP podria originar una identificacion
incorrecta de algunas cepas pertenecientes a la especie A. cryaerophilus.

Por otra parte, 2 cepas (MICC4-2 y CH8-2) fueron identificadas como A. butzleri por m-PCR,
pero como A. defluvii mediante el PCR-RFLP. La posterior secuenciacion del gen rpoB corroboré
que ambas cepas pertenecian a la especie A. defluvii (Tabla 12). Dichos resultados concuerdan
con la descripcion de ésta especie por Collado y col. (2011), en la cual ya se habia reportado esta
amplificacién inespecifica al aplicar el m-PCR, ésta podria ser justificada porque el m-PCR de

Douidah y col. (2010) no fue disefiado para la identificacion de A. defluvii, pues en ese entonces
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esta especie aln no era descrita, no obstante, esta amplificacion inespecifica puede dar origen a
resultados erréneos si solo se aplica el m-PCR durante la identificacién molecular.

Por ultimo, otra cepa (MICO40-1) fue identificada como A. skirrowii por el m-PCR pero el PCR-
RFLP y la secuenciacion del gen rpoB revelaron que correspondia a A. cryaerophilus (Tabla 12),
lo cual demuestra que el m-PCR también puede producir la identificacion erronea de especies
para el cual fue disefiado.

Respecto a la identificacion molecular de las cepas tipo y de referencia, se corrobor6 lo expuesto
por Collado y Figueras (2011), en cuanto a que el PCR-RFLP en A. thereius y A. trophiarum
produce el mismo patron de restriccion que para A. butzleri, lo que ocurre probablemente por
similitud en las secuencias del gen 16S rRNA en donde digiere la enzima Msel, no obstante,
existen test bioquimicos que permiten diferenciar a ambas especies de A. butzleri (De Smet y
col., 2010; Houf y col., 2009). Sin embargo, nuestros resultados demuestran que el PCR-RFLP,
aun cuando presenta falencias con respecto a su especificidad, es el método que permite la
identificacion molecular de la mayoria de las especies Arcobacter.

Un nuevo método molecular para la identificacion de especies de Arcobacter ha sido propuesto
recientemente llamado MALDI-TOF MS (Desorcién e ionizacion mediante laser asistida por
matriz) (Alispahic y col., 2010), el cual permite diferenciar las especies mas comunes de
Arcobacter (A. butzleri, A. cryaerophilus y A. skirrowii) , ademas es una técnica rapida y muy
fiable, sin embargo, ésta no puede ser utilizada de forma masiva por la poca disponibilidad de
centros que cuenten con el equipo, lo cual lo convierte en una técnica de dificil acceso en
comparacion a la aplicacion de un PCR convencional.

Para la confirmacion final de la verdadera identidad de las cepas aisladas de muestras fecales y de

otros estudios, se construyé el arbol filogenético basado en el gen rpoB (Figura 8), el cual mostrd
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a las cepas MICC4-2 y CH8-2 agrupadas con A. defluvii formando parte de un mismo cluster.
Las demas cepas fueron similares a la especie A. cryaerophilus, sin embargo, en éstas cepas se
generaron 2 subgrupos, al primero lo denominamos como grupo A e incluyo a las cepas MICV3-
2, MICV1-1y MICO40-1 y el segundo denominado grupo B que incluy6 a las cepas MICV39-1
y MICV42-1. De entre éstos, el subgrupo A al estar un poco més alejado de la cepa tipo y de
referencia de A. cryaerophilus, se correlaciona con lo expuesto por Debruyne y col. (2010) quien
al estudiar 101 cepas de Arcobacter de diversos origenes, encontré muchos subgrupos dentro de
esta misma especie. Ademas, otros estudios que han analizado la taxonomia de A. cryaerophilus
(Kiehlbauch y col., 1991; Neil y col., 1985; Vandamme y col., 1992), concluyen que es
incorrecto separarla en sdlo 2 grupos (A. cryaerophilus 1A y 1B) por ser una especie muy
heterogénea. Por lo cual, deberian realizarse futuras investigaciones para determinar si el
subgrupo A de nuestro estudio podria representar una nueva especie o0 subespecie del género
Arcobacter y para redefinir la taxonomia de la especie A. cryaerophilus.

La mayoria de las incongruencias observadas en este estudio muestran claramente que dichas
diferencias se producen al tratar de identificar la especie A. cryaerophilus, lo cual ocurre
probablemente por la condicion heterogénea de ésta especie. Por lo tanto, otro método que se
emplee durante su identificacion molecular no esta ajeno a la produccion de amplificaciones
inespecificas. Sin embargo, es posible detectar éstas inespecificidades si se utilizan tanto el m-
PCR como el PCR-RFLP en paralelo, tal como se comprobd en éste estudio.

El m-PCR por su parte es el método que mostré mayor especificidad (95%) (calculada como el
porcentaje de cepas correctamente identificadas), pues identificd acertadamente a la mayoria de
las cepas en estudio, ademas posee la ventaja de ser mas rapido, sencillo y econdémico que el

PCR-RFLP. Pero es una técnica limitada pues permite la identificacion de s6lo 5 especies del
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género Arcobacter y no permite diferenciar entre A. butzleri y A. defluvii, lo que es relevante,
pues implica la identificacion erronea de una especie de importancia clinica, tanto en humanos
como en animales. Por otra parte, el PCR-RFLP (con una especificidad de 68%), es un método
que si permite la identificacion de un nimero mayor de especies Arcobacter incluso de las
descritas posterior a su publicacién, por lo que también es un método Util para reconocer
potenciales nuevas especies. Sin embargo, no permite la identificacion de la totalidad de las
especies que conforman actualmente el género Arcobacter, pues como se observé falla en la
identificacion de las especies A. thereius y A. trophiarum. Por lo tanto, se evidencia la necesidad
de crear un nuevo método o la modificacion de alguno de los métodos existentes, que permita

discriminar entre todas las especies del género Arcobacter.

6.3 Conclusiones

- -Se comprueba la presencia de Arcobacter en heces de ganado bovino, ovino y porcino de
sectores del sur del pais, por lo cual éstos animales constituirian un reservorio para dichos
microorganismos en nuestra zona.

- Se ha confirmado la amplia distribucién de Arcobacter en el ambiente y su capacidad de
colonizar diversos reservorios al aislar A. defluvii de una muestra fecal de ganado porcino
y al identificar como tal una cepa proveniente de marisco.

- Se corrobora que A. cryaerophilus debe ser reevaluada como especie o conjunto de
especies, debido a su compleja estructura taxondmica.

- Ambos métodos, m-PCR y PCR-RFLP, presentan deficiencias en su especificidad, sin
embargo el uso de ambos métodos en paralelo permite identificar a la mayoria de las

especies Arcobacter.
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- Este estudio demuestra la necesidad de un nuevo método de identificacion accesible y

confiable que permita discriminar entre todas las especies del género Arcobacter.
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