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Determinacion de presencia de los genes putativos de virulencia de Arcobacter en
diferentes medios de crecimiento, temperaturas y condiciones atmosféricas

Grecia Odalis Rivera Palomino

Resumen. Arcobacter ha sido reconocido como patdgeno potencial en alimentos y agua.
Es aislado a partir de productos animales y de fuentes de agua con contaminacion fecal.
Arcobacter spp. relacionadas con enfermedades en humanos son A. butzleri, A. skirowii, y
A. cryaerophilus. Crece a temperaturas bajas (hasta 15 °C) y en presencia de oxigeno. Se
usaron muestras de pollo para aislar Arcobacter a diferentes condiciones de crecimiento:
temperatura (15, 25, 30, 37 y 42 °C), medios (Agar Bolton Sangre y Agar Soya Tripticasa
Sangre) y condiciones atmosféricas (aerdbico y microaerébico), y evaluar la presencia o
ausencia de siete genes putativos de virulencia: ciaB, hecA, hecB, irgA, mviN, pldA, y
tlyA). Estos fueron analizados por PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) y
electroforesis, con cuatro cepas de referencia de A. butzleri para validar condiciones. La
presencia de los genes putativos de virulencia varié segun la pieza de pollo y las
condiciones de crecimiento. El gen ¢j1349 no se presento en este estudio, mientras que los
genes que se presentaron en todas las muestras de pollo fueron irgA y tlyA, siendo los de
mayor presencia (87 y 86%, respectivamente). Se recomienda para futuras investigaciones
realizar un aislamiento previo de Arcobacter spp. para determinar los genes putativos de
virulencia de cada especie.

Palabras clave: Aislamiento, Bolton, Campylobacteraceae, patdgeno potencial, pollo.

Abstract. Arcobacter has been recognized as a potential pathogen in food and water. It is
isolate from animal products and water sources with fecal contamination. Arcobacter spp.
associated with human diseases are A. butzleri, A. skirowii, and A. cryaerophilus. It grows
at lower temperatures (up to 15°C) and with oxygen presence. Chicken samples were used
to isolate Arcobacter in different growth conditions: temperatures (15, 25, 30, 37 y 42°C),
media (Bolton Blood Agar and Tryptcis Soy Blood Agar) and atmosphere conditions
(aerobic and microaerobic), and to evaluate the presence or absence of seven putative
virulence genes: ciaB, hecA, hecB, irgA, mviN, pldA, y tlyA. They were analyzed by PCR
(Polymerase Chain Reaction), with four reference strains of A. butzleri to validate the
conditions. The presence of putative virulence genes changed depending on the chicken
pieces and the growth conditions. The ¢j1349 gen was not present in this study whereas
the genes which were present in all the chicken samples were irgA and tlyA (87 and 86%,
respectively). It is recommended for future researches to conduct a previous isolation of
Arcobacter spp. to determinate the putative virulence genes of each species.

Key words: Bolton, Campylobacteraceae, chicken, isolation, potencial pathogen.
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1. INTRODUCCION

Arcobacter fue aislado en 1977 a partir de un aborto de feto bovino. Fue clasificado
dentro del género Campylobacter, sin embargo algunas de sus caracteristicas diferian con
las de este género. Por ejemplo, puede crecer en presencia de oxigeno y a temperaturas
bajas (Vandenberg et al., 2004). Por estas razones, el género Arcobacter fue creado en
1991, basado en sus caracteristicas de aerotolerancia y crecimiento a 15 °C. Este
microorganismo fue incluido dentro de la familia Campylobacteraceae, junto con
Helicobacter y Campylobacter (Levican, 2013 y Lee et al., 2010).

Arcobacter es una bacteria Gram negativa y no forma esporas. Es una bacteria movil y
posee un flagelo polar en uno o en ambos lados de la célula. Las condiciones de
crecimiento de Arcobacter son en condiciones aerébicas y anaerobicas y en un amplio
rango de temperaturas (15 a 42 °C). El crecimiento dptimo se da en condiciones
microaerobicas, con un rango de 3 a 10% de oxigeno, y no necesitan de la presencia de
hidrégeno para poder desarrollarse (Ho et al., 2006).

En la actualidad, 17 especies forman parte de este género (Levican et al., 2012 y Calvo et
al., 2013). Sin embargo, solo tres especies estan relacionadas a enfermedades en
humanos, estas son: A. butzleri, A. cryaerophilus y A. skirrowii (Lee et al., 2010). Su
prevalencia varia, siendo A. butzleri la méas prevalente e importante en la industria de
alimentos, seguida por A. cryaerophilus y A. skirrowii. Otra especie relacionada con la
industria alimentaria, pero en menor grado, es A. cibarius (Son et al., 2006).

Los sintomas causados en humanos son diarreas persistentes y acuosas (Scarano et al.,
2014), dolor abdominal, nauseas y vomitos o fiebre (Vandenberg et al., 2004). Una
diarrea acuosa y persistente es asociada con A. butzleri, mientras que A. skirrowii se
relaciona méas con gastroenteritis. Ademas en algunos casos se puede producir septicemia
(Van Driessche y Houf, 2007), enteritis y bacteremia (Levican, 2013). La enteritis
causada por Arcobacter en la mayoria de casos no tiene mayores consecuencias. No
obstante, esto variara segun la severidad, la prolongacion de los sintomas y el estado del
sistema inmunolégico del paciente. Es por eso que A. butzleri ha sido considerado como
un peligro grave para la salud humana por la Comision Internacional de Especificaciones
Microbiologicas para los Alimentos (Collado y Figueras, 2011).

Arcobacter spp. han sido aisladas de agua y alimentos de origen animal (Karadas et al.,
2013 y Merga et al., 2011). Ademas, algunas especies han sido aisladas de superficies de
plantas procesadoras de carne, de agua potable y de alcantarillas (Calvo et al., 2013). Su
aislamiento a partir de productos carnicos se ha registrado a nivel mundial en paises como
Japon, Estados Unidos, Nueva Zelanda, Turquia, México y Australia (Calvo et al., 2013 y



Merga et al., 2011). Se le ha relacionado con brotes trasmitidos por agua acaecidos en
Eslovenia y en dos estados de Estados Unidos: Ohio e Idaho (Shah et al., 2011).

La prevalencia mas alta es en la carne de pollo, seguida de la carne de cerdo y la carne de
res. A pesar de que la prevalencia de Arcobacter en carne de pollo es muy elevada a nivel
mundial, este microorganismo es escasamente detectado en el contenido intestinal de los
pollos. Por lo tanto, se asume que la presencia de Arcobacter spp. en aves de corral puede
deberse a la contaminacién de la piel de las aves o a través del procesamiento (Ho et al.,
2006 y Quintones et al., 2007). Por otra parte, es capaz de sobrevivir a un tratamiento de
escaldado a 52 °C durante tres minutos, causando contaminacion cruzada dentro y entre
los tanques de escaldado y en las etapas de procesamiento posteriores. Ademas, los
mariscos son otra fuente potencial de contaminacion por Arcobacter. Un estudio
realizado a 84 muestras de crustaceos (mejillones, camarones, almejas y ostras), reveld
que el 100% de las almejas y un 41.1% de mejillones contenian diferentes especies de
Arcobacter, demostrando su prevalencia en productos crudos (Collado y Figueras, 2011).

La patogenicidad y los mecanismos de virulencia de esta especie no han sido estudiados a
profundidad. Sin embargo, se sabe de la presencia de genes putativos de virulencia en su
estructura gendmica. Los genes putativos son homologos a los genes asociados con la
patogenicidad en otros organismos estrechamente relacionados (Levican, 2013). Esto
quiere decir que los genes putativos que presentan similar estructura a los genes de
virulencia estudiados en otros microorganismos (como Campylobacter jejuni,
Escherichia coli y Vibrio cholerae) cumplen una funcién parecida o igual a los genes de
virulencia en los microorganismos anteriormente mencionados.

Los genes putativos de virulencia detectados en Arcobacter son: mviN, cj1349, ciaB,
hecA, hecB, irgA, tlyA y pldA (Karadas 2013). Su evaluacion se realiza a través de la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction, PCR, por sus siglas
en inglés), en la cual los cebadores amplifican un segmento de ADN para observar mejor
su presencia o ausencia, y el comportamiento de estos genes.

En la presente investigacion se evalud la presencia de los genes putativos de virulencia de
Arcobacter, tomando en cuenta diferentes condiciones de crecimiento (temperaturas,
medios de crecimiento y condiciones atmosféricas) para determinar su resistencia frente a
diferentes condiciones y cdémo se presentaron en las diferentes piezas de pollo
muestreadas.

Los objetivos de esta investigacion fueron:

e Evaluar el efecto de temperatura, condicién atmosférica y medio de cultivo en la
presencia de los genes putativos de virulencia en Arcobacter.

e Aislar especies de Arcobacter a partir de muestras de piezas de pollo adquiridas en
ventas al por menor.

e Determinar la presencia de genes de virulencia en los aislados de pollo.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacidon del ensayo. El estudio se llevo a cabo en el Laboratorio de Biologia Molecular
en el Centro de Investigacion de Biomasa, del Departamento de Ciencia de los Alimentos
de la Universidad de Arkansas, localizada en la ciudad Fayetteville, estado de Arkansas,
Estados Unidos de Norteamérica.

Fase |. Efecto de temperatura, condicion atmosférica y medio de cultivo en la
presencia de los genes putativos de virulencia en Arcobacter

Cepas bacterianas. Se evaluaron las siguientes cepas microbianas: A. butzleri ATCC
49616, A. butzleri ATCC 49962, A. cryaerophilus NADC 5536, A. butzleri NADC 9133,
A. butzleri NADC 5361, A. cryaerophilus NADC 4054 y A. butzleri NADC 5511. Todas
las cepas anteriormente mencionadas fueron facilitadas por el laboratorio del Dr. Ricke y
la Dra. O’Bryan del Centro de Seguridad Alimentaria y del Laboratorio de Microbiologia,
respectivamente (Cuadro 1).

Cuadro 1. Listado de las cepas de Arcobacter utilizadas para determinar los controles
positivos, ubicadas en el Centro de Investigacion de Biomasa.

NuUmero designado de

Nombre de aislado Fuente de aislamiento cepa

Arcobacter butzleri Muestra de diarrea humana ATCC 49616
Arcobacter butzleri Muestra de diarrea humana ATCC 49942
Arcobacter butzleri Pavo™ NADC 5361
Arcobacter butzleri Pavo™ NADC 9133
Arcobacter cryaerophilus No listado NADC 4054
Arcobacter cryaerophilus No listado NADC 5536

“Muestras procedentes del experimento de Nannapaneni et al., 2009.



Crecimiento de cepas de Arcobacter. Las seis cepas fueron extraidas de un congelador a
-80 °C (las muestras estaban criogenizadas). Estas fueron descongeladas a temperatura
ambiente dentro de la cabina de seguridad bioldgica. Luego, 100 pl fueron extraidos de
cada una de las cepas microbianas con ayuda de la micropipeta y fueron sembrados en
Agar Bolton (Cuadro 2) a 37 °C en condiciones microaerobicas, con las siguientes
condiciones de gases: 85% N, 10% CO, y 5% O, (Ministerio de Salud de Argentina,
2001) y se dejaron en incubacion durante 24 horas. Se extrajeron varias colonias de cada
placa con el asa bacterioldgica y luego fueron introducidas en tubos criogénicos con
glicerol al 50% + Cerebro Corazon Infusion Agar, para obtener una coleccion propia.
Seguidamente fueron almacenadas a -80 °C (criogenizacién) durante 18 horas. A partir de
la coleccion, 100 pl fueron sembrados en placas de Agar Bolton con 5% de sangre
desfibrinada de caballo. Las placas fueron incubadas a 37 °C, durante 24 horas en
condiciones microaerdbicas.

Cuadro 2. Formulacion Caldo de Enriquecimiento Bolton.

Gramos/Litro

Formulacion (/L)
Carne peptona 10
Hidrolizado de albumina 5
Extracto de levadura 5
Cloruro de sodio (NaCl,) 5
Acido alfa-cetoglutarico 1
Piruvato de sodio 0.5
Metabisulfito sédico 0.5
Carbonato de sodio 0.6
Hemina 0.01
Total 27.61

pH: 7.4 £0.2 @25 °C

Para obtener Agar Bolton, se afiadieron 15 gramos de agar Alfa-Aesar por cada litro de
solucion (Oxoid Microbiology Products, 2015).



Extraccion de ADN genomico (JDNA) mediante el método de ebullicion. Se extrajo el
gDNA de las seis cepas a traves del método de ebullicion. Las colonias de Arcobacter
fueron suspendidas en 1 ml de agua estéril destilada en tubos Eppendorf. Luego, fueron
llevadas a ebullicion por 20 minutos en un bafio de agua hirviendo. Los tubos fueron
transferidos por 15 minutos a un congelador a -20 °C. Transcurrido este tiempo, los tubos
fueron centrifugados en la centrifuga Heraeus Biofuge Fresco Refrigerating Centrifuge
por cinco minutos a 1606 x g para sedimentar los restos celulares. Los sobrenadantes
fueron transferidos a nuevos tubos Eppendorf y almacenados en un congelador a -20 °C.

Confirmacion del género Arcobacter. En un tubo de microcentrifuga se agregaron los
reactivos para la amplificacion (Cuadro 3). Los cebadores usados fueron Arco | F (5°-
AGA GAT TAG CCT GTA TTG TAT C - 3’) el cual delimitd la region del gen a
amplificar (F es forward en inglés) y Arco Il R (5’- TAG CAT CCC CGC TTC GAA
TGA - 3’) (de Oliveira et al., 2001) el cual delimit6 inversamente la region a amplificar
(R reverse inglés). Las muestras fueron llevadas al termociclador (Artik Cycler),
programado de la siguiente manera: etapa de desnaturalizacion inicial a 95 °C por cinco
minutos, 40 ciclos de amplificacion programados a 94 °C por 30 segundos de una
segunda desnaturalizacién, hibridacion a 52 °C por 30 segundos, reaccion de extension a
72 °C por 30 segundos. Finalmente, una extensién final a 72 °C por cinco minutos. Se
prepard gel de agarosa (1.5%) para la electroforesis, la cual fue llevada a cabo a una
velocidad de 50 V (voltios) por dos horas. Las cepas con 1223 pb (pares de base) fueron
confirmadas como Arcobacter (Douidah et al., 2010).

Cuadro 3. Formulacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
confirmacion del género Arcobacter.

Componentes Volumen
HotStart Taq 2x Master Mix (Biolabs) 125
Arco | F-Cebador 10Mm 0.5
Arco Il R-Cebador 10Mm 0.5
gDNA 2
H,O estéril (doblemente destilada) 95
Volumen total 25

Nivel de especiacion para Arcobacter. Confirmado el género Arcobacter, se evalud el
nivel de especiacion para A. butzleri y A. cryaerophilus. En tubos de microcentrifuga se
agregaron los reactivos necesarios para la amplificacion (Cuadros 4 y 5). Se us6 el mismo
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programa PCR. Luego, se prepararon geles de agarosa (1.5%) para correr la electroforesis,
a 50 V durante dos horas. Los pares de bases considerados para las especies fueron: A.
butzleri 2061 pb y A. cryaerophilus 395 pb (Fallas-Padilla et al., 2015).

Cuadro 4. Formulacion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
confirmacion de la especie A. butzleri.

Componentes Volumen
HotStart Taq 2x Master Mix (Biolabs) 12.5
Arco F- Cebador 10uM 0.5
But R- Cebador 10uM 0.5
gDNA 2
H,O esteéril (doblemente destilada) 9.5
Volumen total 25

Cuadro 5. Formulacién de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
confirmacion de la especie A. cryaerophilus.

Componentes Volumen
(uh)
HotStart Taq 2x Master Mix (Biolabs) 12.5
Cri F- Cebador 10uM 0.5
Cri R- Cebador 10uM 0.l
gDNA 2
H,O esteril (doblemente destilada) 9.5
Volumen total 25




Siembra de cepas en diferentes condiciones de crecimiento. Una vez realizada la
especiacion, las cepas fueron sembradas en diferentes condiciones de crecimiento (Cuadro
6), tomando en cuenta los siguientes factores:

e Temperatura: 15, 25, 30, 37 y 42 °C.

e Condiciones atmosféricas: microaerdbico y aerobico.
e Medios de crecimiento: Agar Bolton Sangre (con 5% sangre de caballo desfibrinada) y
Agar Soya Tripticasa (con 5% sangre desfibrinada de caballo (Cuadro 7).

Todas fueron incubadas durante 24 horas. Para las placas expuestas a condiciones
microaerobicas, se usé una mezcla de gases de 85% N, 10% CO, y 5% O, (Ministerio de
Salud de Argentina, 2001), la cual fue obtenida a partir de tanques.

Cuadro 6. Condiciones de crecimiento a las que fueron sometidas las cepas de
Arcobacter.

Ambiente microaerobico Ambiente aerobico
Temperaturas
F()oc) Agar Bolton Ag_ar S oya Agar Bolton Ag_ar _Soya
Tripticasa Tripticasa
Sangre Sangre

Sangre Sangre

15 M15B M15T Al15B Al15T

25 M25B M25T A25B A25T

30 M30B M30T A30B A30T

37 M37B M37T A37B A37T

42 M42B M42T A42B A42T

Cuadro 7. Formulacion de Agar Soya Tripticasa.

Gramos/Litro

Formulacion (/L)
Caseina peptona (pancreética) 15
Soya peptona (papainica) 5
Cloruro de sodio (NaCl,) 5
Agar 15
Total 40

pH: 7.4 £0.2 @25 °C (Sigma-Aldrich, 2015)



Extraccion de ADN genomico (JDNA) a través de método de ebullicion. Se siguieron
los pasos anteriormente mencionados para extraer el gDNA de cada una de las placas
sembradas.

Presencia de los genes putativos de virulencia. Se evaluaron ocho genes de virulencia
presentes en Arcobacter, los cuales fueron: mviN, ¢j1349, ciaB, hecA, hecB, irgA, tlyA 'y
pldA. En tubos de microcentrifuga se agregaron los reactivos necesarios para la
amplificacion (Cuadro 8). Los cebadores usados fueron: mviN-F y mviN-R, cj1349-F y
€j1349-R, ciaB-F y ciaB-R, hecA-F y hecA-R, hecB-F y hecB -R, irgA-F e irgA -R, tlyA-F
y tlyA-R, y pldA-F y pldA-R.

Cuadro 8. Formulacién de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) para la
presencia de los genes de virulencia de Arcobacter.

Componentes Volumen
(k)
HotStart Taqg 2x Master Mix (Biolabs) 12.5
mviN-F- Cebador 10pM™ 0.5
mviN-R- Cebador 10uM™ 0.5
gDNA 2
H,O esteéril (doblemente destilada) 9.5
Volumen total 25

ocoCambiar los cebadores para cada gen de virulencia especifico.

Se usé el mismo programa PCR. Luego, se prepararon geles de agarosa (1.5%) para correr
la electroforesis, a una velocidad de 50 V durante dos horas. Para observar la presencia de
los genes de virulencia, se evaluaron los pares de base encontrados en los geles
correspondientes a cada cepa evaluada a diferentes condiciones de crecimiento (Cuadro
9).



Cuadro 9. Pares de base (pb) para los genes de virulencia de Arcobacter.

Gen Par de Secuencia de cebadores (5’-3°) Tan_1a,n 0 de
cebadores amplicon (pb)

ciaB cia-F TGGGCAGATGTGGATAGAGCTTGGA 284
cia-R TAGTGCTGGTCGTCCCACATAAAG

j1349 Cj1349-F CCAGAAATCACTGGCTTTTGAG 659
Cj1349-R GGGCATAAGTTAGATGAGGTTCC

irgA irgA-F TGCAGAGGATACTTGGAGCGTAACT 437
IrgA-R GTATAACCCCATTGATGAGGAGCA

hecA hecA-F GTGGAAGTACAACGATAGCAGGCTC 537
hecA-R GTCTGTTTTAGTTGCTCTGCACTC

hecB hecB-F CTAAACTCTACAAATCGTGC 528
HecB-R CTTTTGAGTGTTGACCTC

mviN mviN-F TGCACTTGTTGCAAAACGGTG 294
mviN-R TGCTGATGGAGCTTTTACGCAAGC

pldA pldA-F TTGACGAGACAATAAGTGCAGC 293
pldA-R CGTCTTTATCTTTGCTTTCAGGGA

tlyA tlyA-F CAAAGTCGAAACAAAGCGACTG 230
tlyA-R TCCACCAGTGCTACTTCCTATA

Fuente: Douidah et al., 2012 (adaptado por el autor).

Fase I1. Aislamiento de las especies de Arcobacter a partir de las muestras de piezas
de pollo adquiridas en ventas al por menor

Compra de piezas de pollo. Las piezas de pollo fueron compradas en el supermercado
Walmart, Fayeteville, Arkansas, Estados Unidos. Se selecciond esta cadena de
supermercados debido a que no solamente es la mas popular en esta ciudad, sino que es la
mas popular en Estados Unidos, y porque era la méas cercana al Centro de Investigacion de
Biomasa. Se compraron ocho productos derivados de pollo: pechuga con piel, pechuga sin
piel, ala con piel, higado, contramuslo sin piel, contramuslo con piel, muslo con piel y
muslo de ala con piel. Las piezas fueron compradas en paguetes, no por pollo entero.

Preparacion de muestras de pollo. La preparacién de las muestras de pollo se hizo en
dos partes: una al dia siguiente de ser compradas y otra luego de dos semanas. Al dia
siguiente de ser compradas, se pusieron las muestras de pollo de 10 g cada una, en 90 ml
de 0.1% agua peptonada en bolsas para el homogenizador peristaltico. Después, éstas
fueron introducidas al homogenizador peristaltico por 60 segundos. Luego, 1 ml del
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exudado de pollo de cada bolsa fue extraido e introducido en tubos con 9 ml de Caldo de
Enriquecimiento Bolton. Dos semanas después, se repitio el proceso pero en Caldo
Selectivo Arcobacter (Cuadro 10) con Cefoperazona, Anfotericina B y Teicoplanina
(CAT) (Cuadro 11). Todos los tubos fueron incubados a 25 °C por 48 horas en
condiciones aerdbicas.

Cuadro 10. Formulacién Caldo Selectivo Arcobacter.

Formulacion Gramos/Litro (g/L)
Peptona 18
Cloruro de sodio (NaCl,) 5
Extracto de levadura 1
Total 24

pH: 7.2 £0.2 @25 °C (Himedia Laboratories, 2015)

Cuadro 11. Formulacion de antibidticos CAT, agregados después de la preparacion y el
autoclavado del caldo selectivo Arcobacter, rehidratados en 2 ml de agua estéril destilada.

Miligramos
Compuesto g
(mg)
Cefoperazona 4
Teicoplanina 2
Anfotericina B 5
Total 11

o Los compuestos mencionados estan basados para una dilucion de 500 ml (Himedia
Laboratories, 2015).
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Cuadro 12. Numero de piezas de pollo usadas en el experimento.

Piezas de pollo N° de muestras analizadas

S

Ala con piel
Contramuslo con piel
Contramuslo sin piel
Muslo con piel
Higado

Pechuga con piel

Pechuga sin piel

w o o1 w o1 B~ o

Muslo de ala con piel

Sembrado en placas. Luego del periodo de incubacion, 100 ul de cada tubo fueron
extraidos y esparcidos en placas de Agar Bolton Sangre. Todas las placas fueron
incubadas a 25 °C durante 5 dias.

Confirmacion de la presencia de bacterias Gram negativas. Después de los cinco dias,
se realizd la prueba de KOH 3% (hidréxido de potasio) para confirmar la presencia de
bacterias Gram negativas en las placas sembradas.

Extraccién de ADN genomico (JDNA) a través de método de ebullicién. EI método
usado fue el mismo anteriormente explicado en la Fase I.

Confirmacion de género Arcobacter. EI método y las concentraciones usadas fueron los
mismos, anteriormente explicados en la Fase | (Cuadro 3).

Nivel de especiacion para Arcobacter. El método y las concentraciones usadas fueron las
mismas, anteriormente explicadas en la Fase | (Cuadros 4 y 5), se tomaron en cuenta las
siguientes especies y pares de bases: A. butzleri 2061 pb, A. cryaerophilus 395 pb, A.
skirrowii 198 pb, A. thereius 1590 pb y A. cibarius 1125 pb (Fallas-Padilla et al., 2015).

Fase 111. Evaluacion de la presencia de los genes de virulencia de Arcobacter en los
aislados de pollo

Siembra de cepas en diferentes condiciones de crecimiento. Las condiciones a las que
fueron sembradas fueron las mismas que las indicadas en la Fase | (Cuadro 7).
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Extraccion de ADN genomico (JDNA) a través de método de ebullicion. EI método
usado fue el mismo anteriormente explicado en la Fase I.

Presencia de los genes de virulencia. EI método y las concentraciones usadas fueron las
mismas, anteriormente explicadas en la Fase | (Cuadros 8 y 9).

Disefio experimental. Para el analisis estadistico, se realiz6 una prueba de chi-cuadrado
para analizar la presencia de los genes putativos de virulencia en las cepas de Arcobacter
brindadas por la Universidad de Arkansas, una prueba de chi-cuadrado para evaluar si
hubo diferencias entre los ambientes por cada muestra de pollo y un chi-cuadrado para
evaluar la presencia de los ocho genes putativos de virulencia de las especies de
Arcobacter encontradas en los aislados de pollo. El valor de P <0.05 fue considerado
estadisticamente significativo en cada prueba de chi-cuadrado.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Confirmacion del género Arcobacter y de las especies presentes en las cepas
microbianas. Las seis cepas fueron positivas al género Arcobacter, ya que presentaron un
tamafo de banda de amplificacion de 1223 pb, lo cual es igual a lo reportado en la
literatura para este género. En el nivel de especiacion, cuatro de las seis cepas fueron
confirmadas como A. butzleri: ATCC 49616, ATCC 49942, NADC 5361 y NADC 9133
(Figura 1) ya que presentaron un tamafio de banda de amplificacion de 2061 pb; tal y
como lo indicaba la informacion de los laboratorios (Fallas et al., 2014). Las otras dos
cepas no coincidian con A. cryaerophilus, ya que no se observé amplificacion de 395 pb
reportados para esta especie cuando se llevd a cabo la electroforesis, por el contrario, el
namero de pares de base era mucho mayor. Por lo tanto, las cepas NADC 4054 y NADC
5536 fueron descartadas del estudio.

100 pb 9133 5361 49616 49942

———
)
— e —
[ ————
C— e —
S—
—aey
oy
—

|
:

Figura 1. Gel de electroforesis de la confirmacion de A. butzleri en las cepas microbianas,
con una amplificacion de banda de 2061 pb.

Presencia de los genes de virulencia en las cepas microbianas de A. butzleri. La
presencia de los ocho genes de virulencia (mviN, cj1349, ciaB, hecA, hecB, irgA, tlyA'y
pldA) fueron encontrados en las cuatro cepas microbianas. No hubo diferencias
estadisticamente significativas en la presencia de estos genes de virulencia a diferentes
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condiciones de crecimiento (temperatura: 15, 25, 30, 37 y 42 °C; medios de crecimiento:
Agar Bolton Sangre y Agar Soya Tripticasa Sangre; y condiciones atmosféricas:
microaerobismo y aerobismo), ya que se obtuvo un valor P =1.

Los genes de virulencia de Arcobacter son putativos debido a que tienen estructura de
aminoacidos y funciones similares a otras estructuras gendmicas ya estudiadas. Cada gen
putativo presente en las cepas de Arcobacter tiene diferente funcion.

El gen mviN (Figura 6) traduce la proteina MviN, la cual es la encargada de realizar la
biosintesis de peptidoglicano, homdloga funcion cumple en la bacteria E. coli. El gen
cj1349 (Figura 4) codifica proteinas que ligan la fibronectina, las cuales promueven la
unién de las bacterias a las células intestinales (Karadas et al., 2013). El gen ciaB (Figura
7) traduce el antigeno invasor B, el cual contribuye a la invasion de la célula huésped.

El gen hecA (Figura 5) traduce a la proteina HecA, la cual es miembro de la familia de la
hemaglutinina filamentosa, esta implicada en el apego, la agregacion y la muerte celular
epidérmica, funcion homdloga cumple en Erwinia chrysanthemi (Karadas et al., 2013). El
gen hecB (Figura 9) codifica proteinas para la activacion de la hemolisina (Douidah et al.,
2011). El gen irgA (Figura 3) traduce una proteina en la membrana externa, la cual regula
la composicion del hierro, que es requerido para establecer y mantener las infecciones;
homologa funcién cumple en E. coli (Karadas et al., 2013). El gen tlyA (Figura 8) traduce
la hemolisina, que hace lisis a los eritrocitos, leucocitos y plaquetas. Ademas, produce
poros en la membrana citoplasmaética (Rahman et al., 2010 y Bakas et al., 2013).

El gen pldA (Figura 2) traduce la proteina PdIA, la cual estd implicada en generar
pequefios agujeros en la membrana externa de la célula, para permitir el escape de las
bacteriocinas. Es importante mencionar que esta proteina se encuentra afuera de la
membrana y requiere de calcio para activar la fosfolipasa A. Esta proteina tiene un rol
importante en la lisis de los eritrocitos (Grant et al., 1997).

Anteriormente, el genoma de ATCC 49616 fue secuenciado por Miller et al. (2007), y se
confirm6 la presencia de los ocho genes putativos de virulencia, en sus éptimas
condiciones de crecimiento (37 °C, bajo un ambiente de microaerobismo). Las demas
condiciones de crecimiento fueron probadas en ATCC 49616 y se encontrd la presencia
de todos los genes putativos de virulencia en todos los ambientes evaluados.

Las otras tres cepas fueron evaluadas bajo las mismas condiciones, pero sin informacion
previa acerca de como se presentarian los genes de virulencia en ellas. Para estos casos,
todos los ambientes de crecimiento tuvieron presencia de todos los genes de virulencia.
Tener cuatro cepas positivas para todos los ambientes con todos los genes de virulencia
aumenta el nimero de controles positivos y su elegibilidad para diferentes proyectos.

Algunas bandas de presencia de los genes de virulencia se mostraron mas nitidas y fuertes
debido a la concentracion de gDNA cuando se realizo el método de ebullicion: a mayor
cantidad de colonias recogidas con el asa bacterioldgica, mas nitidez de los genes en los
geles de electroforesis.
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5361 9133 49616 49942 5361 9133 49616 49942

Aerdbico, 15 °C, Agar Microaerdbico, 15 °C,
Bolton Sangre Agar Bolton Sangre

Gen pldA

Figura 2. Gel de electroforesis de la presencia del gen pdIA en las cepas microbianas en
Agar Bolton Sangre a 15 °C en condiciones aerdbicas y microaerdbicas, con una
amplificacion de banda de 293 pb.

pb 5361 9133 49616 49942 5361 9133 49616 49942

\_'_l

Aeraobico, 25 °C, Agar Microaerdébico, 25 °C, Agar
Soya Triptocasa Sangie Soya Tripticasa Sangre

Figura 3. Gel de electroforesis de la presencia del gen irgA en las cepas microbianas en
Agar Soya Tripticasa Sangre a 25 °C en condiciones aerobicas y microaerdbicas, con una
amplificacion de banda de 437 pb.

15



5361 9133 49616 49942 5361 9133 49616 49942

\_'_I

Aerobico, 30 °C, Agar Microaerdbico, 30 °C,
Bolton Sangre Agar Bolton Sangre

Gen ¢j1349

Figura 4. Gel de electroforesis de la presencia del gen ¢j1349 en las cepas microbianas en
Agar Bolton Sangre 30 °C en condiciones aerdbicas y microaerébicas, con una
amplificacion de banda de 659 pb.

100 pb 5361 9133 49616 49942 5361 9133 49616 49942

L ———

Aerobico, 37 °C, Agar Soya Microaerobico, 37 °C, Agar
Tripticasa Sangre Soya Tripticasa Sangre

S|

Gen hecA

Figura 5. Gel de electroforesis de la presencia del gen hecA en las cepas microbianas en
Agar Soya Tripticasa sangre 37 °C en condiciones aer6bicas y microaerobicas, con una
amplificacion de banda de 537 pb.
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100 pb 5361 9133 49616 49942 5361 9133 49616 49942

e

Aerdbico, 42 °C, Agar Microaerdbico, 42 °C,
Bolton Sangre Agar Bolton Sangre

Gen mviN

Figura 6. Gel de electroforesis de la presencia del gen mviN en las cepas microbianas en
Agar Bolton Sangre 42 °C en condiciones aerdbicas y microaergbicas, con una
amplificacion de banda de 294 pb.

5361 9133 49616 49942 5361 9133 49616 49942

—— — o - - -

Aerobico, 42 °C, Agar Microaerdébico, 42 °C, Agar
Soya Tripticasa Sangre Soya Tripticasa Sangre

Gen ciaB

Figura 7. Gel de electroforesis de la presencia del gen ciaB en las cepas microbianas en
Agar Soya Tripticasa Sangre 42 °C en condiciones aerdbicas y microaerobicas, con una
amplificacion de banda de 284 pb.

17



9133 49616 49942

100 pb 5361 9133 49616 49942 5361
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Microaerobico, 30 °C,

Aerobico, 30 °C, Agar
Agar Bolton Sangre

Bolton Sangre

Gen tlyA

Figura 8. Gel de electroforesis de la presencia del gen tlyA en las cepas microbianas en
Agar Bolton Sangre 30 °C en condiciones aerdbicas y microaerdbicas, con una

amplificacion de banda de 230 pb.

100pb 5361 9133 49616 49942 5361 9133 49616 49942

Aerabico, 30 °C, Agar Microaerdbico, 30 °C, Agar
Soya Tripticasa Sangre Soya Tripticasa Sangre

Ge_n hecB

Figura 9. Gel de electroforesis de la presencia del gen hecB en las cepas microbianas en
Agar Soya Tripticasa Sangre 30 °C en condiciones aerobicas y microaerobicas, con una

amplificacion de banda de 528 pb.
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Aislados de pollo positivos a Arcobacter. Las piezas de pollo en Caldo de
Enriquecimiento Bolton que tuvieron presencia de Arcobacter fueron el higado, el
contramuslo con piel y la pechuga de pollo con piel; mientras que las piezas de pollo en
Caldo Selectivo Arcobacter con antibiéticos CAT , con presencia de este microorganismo
fueron: muslo de ala con piel, pechuga con piel y ala con piel. Las especies de Arcobacter
identificadas en las muestras de pollo anteriormente mencionadas fueron A.
cryaerophyllus, A. cibarius y A. skirrowii (Cuadro 13).

Cuadro 13. Identificacion de las especies de Arcobacter a través de PCR en las muestras
de pollo donde fue encontrado el microorganismo.

N° Nf[ Especies de Arcobacter aisladas

Pieza de pollo muestras L uestras

analizadas PoSItvasa A, A. A.

Arcobacter ciparius  cryaerophylus  skirrowii

Higado 3 1 + + +
Contramuslo con piel 5 1 + - -
Pechuga con piel 5 2 + - +
Ala con piel 4 1 - - +
Muslo de ala con piel 7 1 - - +

Es comun ver que en una misma muestra hayan colonias de diferentes especies, algo
reflejado también en las investigaciones de Rahimi et al. (2012) y Kabeya et al. (2004).
Ademas, los estudios de Fernandez et al. (2014), demostraron la presencia de dos especies
en una misma muestra, A. butzleri y A. cryaerophilus en tres muestras de carne de pollo,
con una prevalencia de 2.4%.

Las muestras de pollo que resultaron positivas a Arcobacter fueron: el higado, la pechuga
con piel, el ala con piel, el muslo con piel, el contramuslo con piel y el muslo de ala con
piel. En dos de las muestras de pollo del estudio fueron encontradas méas de una especie
de Arcobacter. En el caso del higado, se encontraron tres especies: A. cibarius, A.
cryaerophilus y A. skirrowii. El higado es un importante productor de proteinas
relacionadas con la coagulacion de la sangre (Wissman, 2007), como es el caso del
fibrindgeno, del cual, por accién de la coagulasa en presencia de protombina, se produce
la fibrina. La fibrina contribuye a la coagulacion del plasma. También se produce la
fibronectina, la cual es sintetizada por los hepatocitos (Medina, 1996).

La afinidad de estas tres especies de Arcobacter con el higado se debe a su alto potencial
de adhesion a las células sanguineas y a las proteinas relacionadas con la traduccién y
formacion de estas. Estas tres especies son catalogadas como adhesivos bacterianos,
debido a que reconocen y se entrelazan a las matrices extracelulares de sus hospederos
(células sanguineas: eritrocitos, plaquetas y plasma) y a las moléculas de superficie
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celular, tales como fibronectina, fibrina, fibrindgeno, elastina, vtitronectina, heparina,
entre otros. Esta es uno de las etapas iniciales de la infeccion. Esto sucede debido a la
presencia de genes putativos especificos de virulencia (tlyA, pldA, hecA, hecB). Las
especies anteriormente mencionadas producen una lisis de las células sanguineas, eluden
las barreras epiteliales y colonizan al hospedero. Asimismo, interrumpen la produccion de
la fibrina, al alterar el proceso de la fibronectina, haciendo que esta no se pueda producir y
que el proceso de coagulacion de la sangre sea ineficiente (Ali, 2013).

En el caso de la pechuga con piel se encontraron dos especies: A. cibarius y A. skirrowii.
La presencia de estos dos microorganismos en esta pieza de pollo tiene relacion a la alta
irrigacion sanguinea que recibe, en comparacion al ala con piel (A. skirrowii), el
contramuslo con piel (A. cibarius) y el muslo de ala con piel (A. skirrowii), los cuales
presentan menor irrigacion sanguinea en comparacion con el higado y la pechuga. Esto se
ve reflejado en la adhesion a los sustratos celulares, la cual se hace menos eficiente al no
brindar condiciones éptimas para el desarrollo, puesto que todas estas necesitan de la
presencia de sangre con fibronectina para poder adherirse y desarrollarse (Douidah et al.,
2011).

En las muestras analizadas en el experimento, se hallé una prevalencia de 33.33% de
Arcobacter recuperado del higado de pollo, examinado en tres muestras y obteniendo una
muestra positiva. Mientras que un estudio realizado por Abdelrahman et al. (2012),
examind 48 muestras de higado de pollo, obteniendo 32 muestras positivas para
Arcobacter con una prevalencia de 72.7%. Para el caso del ala con piel, lIbrahim et al.
2003 realizé estudios similares pero con alas con piel frescas y congeladas. Fueron
examinadas dos piezas de alas con piel frescas, de las dos piezas se aisl6 Arcobacter, con
una prevalencia del 100%. Para el caso de las alas con piel congeladas, se evaluaron
nueve muestras, de las cuales cuatro resultaron positivas a Arcobacter, con una
prevalencia de 44.4%. En el experimento realizado, de las cuatro muestras de ala con piel
examinadas, una salié positiva a Arcobacter, evidenciando una prevalencia de 25%
(Cuadro 14).
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Cuadro 14. Prevalencia de Arcobacter en las diferentes piezas de pollo positivas para el
estudio.

N° de muestras
N° de muestras

Pieza de pollo . positivas a Prevalencia (%)
analizadas
Arcobacter
Higado 3 1 33.33
Contramuslo con piel 5 1 20.00
Pechuga con piel 5 2 40.00
Ala con piel 4 1 25.00
Muslo de ala con piel 7 1 14.29

Entender la prevalencia de Arcobacter en las piezas de pollo analizadas permite obtener
una vision de como este microorganismo esta presente en diferentes muestras de pollo,
comparar resultados de prevalencia con los de otros autores e inferir el impacto que puede
tener en los organismos de los seres humanos al consumirlas. En el caso de las muestras
analizadas en el estudio, la prevalencia de Arcobacter fue baja, pero no significa que no
sea riesgoso para la salud y no se descarta que se desate en algin momento una epidemia
entre la poblacion.

El aporte del Cuadro 14 es importante, porque no hay estudios previos que indiquen la
prevalencia de este microorganismo en las piezas de pollo analizadas, a excepcion del
higado, que si ha sido estudiado por otros autores. Por otro lado, el conocer la prevalencia
contribuye a tomar medidas de control mas estrictas en los mataderos y durante el
procesamiento de la carne de pollo. Esto debido a que en teoria la presencia de este
microorganismo en estas piezas no deberia ser baja, por el contrario, no deberia existir
presencia de estos. Los datos presentados conllevan a hacer un analisis mas minucioso de
cdmo se esta manejando la produccion y si el procesamiento y sus medidas de control de
la inocuidad y la calidad son las mas adecuadas.

Presencia de los genes putativos de virulencia de Arcobacter en las muestras de pollo
positivas. Los estudios de Douidah et al. (2011), demostraron la presencia del gen ¢j1349,
lo cual no se pudo demostrar en este estudio. La razdn de la ausencia de este gen se debi6
a que este codifica proteinas de la membrana externa que facilitan el contacto célula a
célula con las células epiteliales intestinales por la adhesién a fibronectina (Douidah et al.,
2011), por lo tanto, para que se dé su presencia, debe existir fibronectina en la sangre. Sin
embargo, el tiempo de vida media de la fibronectina es de 24 a 72 horas, luego es
eliminada de la circulacion (Lucena et al., 2007). Las muestras de pollo en el actual
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experimento fueron procesadas luego de las 72 horas, por lo tanto esta proteina no se
mantuvo luego de este periodo en la sangre de las muestras de pollo. Por el contrario,
perdio sus propiedades y, al no tener el gen el sustrato base para actuar, no aparecio.

La presencia del gen irgA en todas las muestras de pollo positivas a Arcobacter hace
referencia a la capacidad que le brinda este gen a las especies de Arcobacter de poder
importar hierro (Fe?*). El hierro es esencial para el crecimiento, la supervivencia y la
virulencia de microorganismos (Del Castillo-Rueda y Khosravi-Shahi, 2010). La
disponibilidad del hierro en la sangre es limitada, y mas aun cuando las células que son
usadas como hospederos usan como mecanismo de defensa la produccion y secrecién de
lactoferrinas. Las lactoferrinas entran en competencia con el patdgeno debido a que les
restringen la captacion de hierro. De esta manera, el patdgeno desarrolla sistemas de
captacion y asimilacion de hierro, para evitar entrar en la fase de muerte (Noinaj et al.,
2010).

La energia necesaria para la obtencion de hierro a partir del sustrato extracelular hacia el
interior de la célula hospedera es proporcionada a través de un sistema de transduccion de
energia de la proteina TonB. La proteina TonB transporta energia de la fuerza motriz de
los protones de la membrana interna a los receptores de la membrana externa. De esta
manera la fuerza de importacion de hierro generada por la el patégeno es mas fuerte que
la fuerza del mecanismo de defensa de la célula hospedera (Naikare et al., 2013). La
presencia del gen irgA demuestra la capacidad de las especies de Arcobacter de iniciar la
colonizacién de los hospederos y del requerimiento de hierro para esta accion.

La presencia del gen tlyA esta directamente ligado a la presencia del gen irgA, debido a
que el primero necesita un ambiente con condiciones de hierro, el cual es proveido por la
accion del segundo. El gen tlyA esta relacionado a la lisis de los eritrocitos en la sangre
(Girbau et al., 2015) y es un formador de poros en la membrana citoplasmatica de la
célula hospedera. Una vez establecido en condiciones favorables, el gen tlyA se desarrolla
y forma poros en la membrana de la célula hospedera (Martino et al., 2001). En el
experimento se puede apreciar que ambos genes aparecen en todas las piezas de pollo,
corroborando las afirmaciones anteriores y dejando claro que un gen es dependiente de
otro: tlyA depende de irgA.

La presencia del gen pldA se dio en casi todas las muestras de pollo, exceptuando las alas
con piel. La presencia de este gen estéd ligada a la presencia del gen tlyA, debido a que
pldA permite el escape de bacteriocinas, las cuales son toxinas proteicas que son
sintetizadas con el fin de inhibir el crecimiento de otras bacterias o cepas similares. Las
bacteriocinas hacen su escape a través de los poros generados en la membrana
citoplasmatica de la célula hospedera por el gen tlyA, al mismo tiempo que el gen pldA
genera agujeros en la membrana citoplasmatica de la célula hospedera. Ademas, el gen
pldA traduce la fosfolipasa A, la cual esta relacionada a la lisis de los eritrocitos. Para
activar la accion de la fosfolipasa A, es necesaria la presencia de iones de calcio (Ca?*) en
el medio. Una cantidad excesiva de iones Ca?* aumentara la actividad hemolitica de la
fosfolipasa A (Grant et al., 1997).
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Se detectd presencia del gen mviN en tres muestras de pollo: el higado, el contramuslo con
piel y la pechuga con piel. Este gen traduce la proteina MviN, que segun estudios
recientes es la lipido 1l flipasa. Esta proteina estd directamente involucrada en el
transporte transmembrana de precursores de peptidoglicano a través de la membrana
interna. El objetivo de esta proteina es asegurar la resistencia de Arcobacter ante los
cambios osmoticos constantes generados por el medio y el mecanismo de defensa de la
célula hospedera (Inoue et al., 2008). Ademas, la traduccion de la proteina esta
relacionada indirectamente con la sintesis de peptidoglicano en la célula hospedera,
debido a que usa la cadena de isoprenoides (componente del lipido Il flipasa), creando
nuevos sitios de crecimiento celular y provocando la lisis celular (Fay y Dworkin 2009).

La presencia de los genes hecA y hecB se dio en el higado, el contramuslo con piel y la
pechuga con piel. La presencia de uno esta relacionado con la presencia del otro, pues el
gen hecB ayuda a la accién del gen hecA. Ambos traducen las proteinas HecB y HecA,
respectivamente. ElI gen hecA es miembro de la familia hemaglutinina filamentosa
(Douidah et al., 2012). La hemaglutinina filamentosa es una familia de proteinas que esta
asociada a la superficie bacteriana y permite la adhesion de Arcobacter a los fagocitos.

Adicionalemte, esta familia de proteinas puede modular la inmunidad de la célula
hospedera al influir en la presencia de las citosinas proinflamatorias en las células
epiteliales y los macrofagos (Julio y Cotter 2005). Ademas, hecA es considerado como un
miembro de las adhesinas, el cual tiene un rol importante en el apego, agregacion y
muerte celular epidérmica.

La proteina HecB permite la codificacion de los transportadores TpsB funcional, los
cuales ayudan a la secrecion de la proteina HecA (Rojas et al., 2002). Los transportadores
TpsB funcional son proteinas traducidas por el gen tpsB, estas proteinas estan implicadas
en la secrecion de la citotoxina hemolisina A. La hemolisina A provoca lisis celular al
participar en la formacién de poros en la membrana de la célula hospedera, permitiéndole
asi iniciar el proceso de infeccion a la bacteria (Carvajal 2014).

La presencia del gen ciaB se dio en el higado, el contramuslo con piel y la pechuga con
piel. Este gen traduce proteinas de invasion, las cuales son inyectadas a la célula
hospedera a través de un sistema de secrecion. Asimismo, traduce la proteina antigeno B,
la cual comparte similitudes con el Sistema de Secrecion Tipo Il (Type 3 Secretion
System, T3SS por sus siglas en inglés), y esta asociado con la invasion celular (Oyarzabal
2012 e Iraola et al., 2014). EIl antigeno B al igual que el T3SS traslocan los factores de
virulencia hasta el citosol de la célula hospedera, esto se realiza con el motivo de esquivar
los mecanismos de defensa de esta (De Paz 2010). Es necesaria la presencia de una baja
concentracién de Ca* en el citosol para regular el T3SS (Gonzéles-Pedrajo y Dreyfus,
2003). Sin embargo, el mecanismo de accion del antigeno B no esta determinado en su
totalidad, debido a que en la actualidad no hay informacion suficiente que lo sustente
(Cuadro 15).
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Cuadro 15. Presencia de los genes putativos de virulencia de Arcobacter en las muestras
de pollo positivas a Arcobacter a través del PCR.

N° muestras Presencia de genes putativos de virulencia

Pieza de pollo positivasa . i . .

P Krcobacter ciaB %34 irgA° hecA hecB mviN pldA tlyA
Higado 1 + - + + + + + +
Contramuslo 1 + i + + + + + +
con piel
P_echuga con 5 + i + + + + + +
piel
Ala con piel 1 ) ) + B ) ) ) +
Muslo de ala 1 i i + i i i + +
con piel

Presencia de los genes putativos de virulencia de Arcobacter en las diferentes
condiciones de crecimiento segun la pieza de pollo. La presencia de los genes putativos
de virulencia tuvo variaciones dependiendo de la pieza de pollo examinada (higado, alas
con piel, pechuga con piel, contramuslo con piel y muslo de ala con piel) y las
condiciones de crecimiento a las cuales fueron sometidas. El gen cj1349 no fue
encontrado en ninguna de las muestras de pollo, en ninguna condicion de crecimiento.

Como anteriormente se explic, el gen ¢j1349 necesita de fibronectina en la sangre. El
tiempo de vida media de la fibronectina, es de 24 a 72 horas, luego es eliminada de la
circulacion (Lucena et al., 2007). Las muestras de pollo en el experimento fueron
procesadas luego de las 72 horas, por lo que esta proteina no se mantuvo luego de este
periodo en la sangre de las muestras de pollo, sino que perdid sus propiedades vy, al no
tener el gen el sustrato base adecuado para actuar, no se pudo presentar.

En general, el comportamiento de la presencia de los genes putativos de virulencia es
guiado por un patrén estocastico y que presenta mucha variabilidad. Esto es debido a que
la microbiota estd determinada por factores externos y genéticos, haciendo que el estudio
y la comprension de la presencia de estos genes sea mas complicada (Benson et al., 2010).
Un punto importante que dificulta entender el comportamiento de los genes putativos de
virulencia en Arcobacter es que los estudios previos relacionados a esta investigacion son
escasos y no brindan la suficiente informacion para comparar resultados.

Para el higado, el gen ciaB apareci6 en todas las condiciones de crecimiento, exceptuando
la condicion a 25 °C, en Agar Bolton Sangre en condiciones microaerobicas. Los genes
irgA, pldA y tlyA estan ligados entre si. La presencia del primero permite la presencia del
tercero, y gracias a la presencia del segundo se facilita el trabajo del tercero. Esto se
explica de modo que se necesita del gen irgA para que el gen tlyA se pueda presentar, pues
es el que le brinda el sustrato de Fe?* necesario (Noinaj et al., 2010); mientras que el gen
tlyA ayuda a que la secrecion de toxinas de pldA sea mas eficiente, al mismo tiempo que
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permite la creacion de espacios en la membrana citoplasmatica de la célula hospedera para
expulsar sus bacteriocinas (Grant et al., 1997).

El gen irgA estuvo presente en todas las condiciones de crecimiento en el higado,
mientras que el gen tlyA no estuvo presente en todas las condiciones de crecimiento. Este
gen no se presentd a 15 °C, en condiciones aerdbicas en Agar Bolton Sangre y Agar Soya
Tripticasa Sangre, y ademas estuvo ausente a 25 °C, en condiciones microaerobicas en
ninguno de los medios de crecimiento.

El gen pldA estuvo presente en todas las muestras de pollo y condiciones de crecimiento
evaluadas en el experimento. Este resultado hace suponer que en las condiciones
anteriores en las que se mencionaron que no crecio el gen tlyA, la expulsion de las
bacteriocinas fue menos eficiente que en las condiciones en las que ambos genes (pldA y
tlyA) se presentaron en conjunto. Esta suposicion se debe a que pldA puede crear sus
propios poros en las membranas citoplasmaticas para su expulsion, similar funcion a la
que cumple el gen tlyA, sin embargo la creacién de estos poros no es su principal funcion.

El gen mviN estuvo presente a 37 °C, en condiciones aerébicas y microaerdbicas, en Agar
Bolton Sangre y Agar Soya Tripticasa Sangre. Los genes hecA y hecB, presentaron una
presencia variada, siendo el gen hecB que se present6 en todas las condiciones. En el caso
del gen hecA, este no tuvo presencia en nueve condiciones de crecimiento evaluadas: 15
°C en condiciones microaerobicas en Agar Soya Tripticasa Sangre, 15 °C en condiciones
aerobicas y microaerébicas en ambos medios de crecimiento, a 25 °C en condiciones
aerdbicas y microaerdbicas en ambos medios de crecimiento, y a 30 °C en condiciones
microaerobicas en Agar Soya Tripticasa Sangre (Cuadro 16).

En el caso del contramuslo con piel, los genes hecA y hecB se presentaron en todas las
condiciones de crecimiento. Los genes irgA y pldA estuvieron presentes en todas las
condiciones de crecimiento, mientas que el gen tlyA solamente no se presentd 37 °C en
condiciones aerdbicas en Agar Soya Tripticasa Sangre. EI gen mviN no se present6 a 15
°C y a 25 °C en ninguna condicion atmosférica ni en ningiin medio de crecimiento. El gen
ciaB no tuvo presencia a 15 °C en condiciones microaerdbicas en Agar Bolton Sangre y
en condiciones aerdbicas en Agar Soya Tripticasa Sangre, a 25 °C en ninguna condicion
atmosférica y medio de crecimiento, a 30 °C en condiciones microaerobicas en ningun
medio de crecimiento y a esa misma temperatura en condiciones aerobicas en Agar
Bolton Sangre (Cuadro 17).

Para la pechuga con piel, el gen ciaB se presentd en condiciones éptimas a 37 °C en
condiciones microaerobicas (Calvo et al., 2013; Valcarcel 2014 y Sanz et al., 1994) en
ambos medio de crecimiento. EI gen hecA se presentd en todas las condiciones de
crecimiento y el gen hecB se presento en las condiciones optimas a 37 °C en condiciones
microaerdbicas en Agar Soya Tripticasa Sangre. El gen irgA se presentd en todas las
condiciones de crecimiento. El gen tlyA no se presentd a 15 °C en las condiciones
atmosféricas y medios de crecimiento, a 25 °C en condiciones microaerdbicas en ambos
medios de crecimiento y en condiciones aerobicas en Agar Bolton Sangre. El gen pldA no
se presentd a 42 °C en condiciones aerobicas en Agar Soya Tripticasa Sangre, mientras
que el gen mviN se presentd en todas las condiciones de crecimiento (Cuadro 18).
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En el caso del ala con piel, el gen ciaB estuvo ausente en todas las condiciones de
crecimiento, al igual que en los genes hecA, hecB, mviN y pldA. El gen irgA no se
presentd a 15 °C en condiciones aerobicas en Agar Soya Tripticasa Sangre, a 25 °C en
condiciones microaerdbicas en Agar Bolton Sangre y en condiciones aerdbicas en Agar
Soya Tripticasa Sangre, a 30 °C en condiciones aerobicas en Agar Soya Tripticasa
Sangre, a 37 °C en condiciones aerdbicas en ambos medios de crecimiento, a 42 °C en
condiciones aerdbicas en ambos medios de crecimiento y en condiciones microaerdbicas
en Agar Bolton Sangre. El gen tlyA estuvo ausente a 37 °C en condiciones aerdbicas en
Agar Bolton Sangre y a 42 °C en condiciones aerdbicas en Agar Soya Tripticasa Sangre
(Cuadro 19).

En el caso del muslo de ala con piel, los genes mviN, ciaB y hecA no se presentaron en
ninguna condicion de crecimiento. El gen irgA estuvo ausente a 15 °C en condiciones
microaerdbicas en ambos medios de crecimiento y en condiciones aerdbicas en Agar Soya
Tripticasa Sangre. El gen hecB no se present6 a 15 °C en condiciones microaerdbicas en
ambos medios de crecimiento y en condiciones aerdbicas en Agar Soya Tripticasa Sangre,
a 37 °C en condiciones aerobicas en Agar Soya Tripticasa Sangre, y a 42 °C en ninguna
condicion atmosférica ni medio de crecimiento. EI gen pldA no tuvo presencia a 42 °C en
condiciones microaerobicas en ambos medios de crecimiento. EI gen tlyA se presentd en
todas las condiciones de crecimiento tomadas en cuenta para este estudio (Cuadro 20).
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Cuadro 16. Presencia de los genes putativos de virulencia de Arcobacter en el higado con las diferentes condiciones de crecimiento,
tomando en cuenta temperatura (15, 25, 30, 37 y 42 °C), medios de crecimiento (Agar Bolton Sangre y Agar Soya Tripticasa Sangre) y
condiciones atmosféricas (aerobico y microaerdbico).

Lc

N° muestras  Condiciones Genes putativos de virulencia
Pieza de pollo positivas a de
Arcobacter  crecimiento  ciaB = cj1349  irgA hecA hecB mviN pldA tlyA

M15B + - + + + + + +
M15T + - + - + - + +
A15B - - + - + - + -
A15T - - + - + - + -

M25B - : + : + - +
M25T - - + - + - + -
A25B + - + - + - + +
A25T + - + - + - + +
1 M30B + - + + + - + +
(A. cibarius, M30T + . + - + - + +

Higado A

cryaerophilus A30B * i * * * ¥ ¥
y A. skirrowii) A30T + - + + + - + +
M37B + - + + + + + +
M37T + - + + + + + +
A37B + - + + + + + +
A37T + - + + + + + +
M42B + - + - + - + +
M42T + - + + + - + +
A42B + - + + + - + +
A42T + - + + + - + +
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Cuadro 17. Presencia de los genes putativos de virulencia de Arcobacter en el contramuslo con piel con las diferentes condiciones de
crecimiento, tomando en cuenta temperatura (15, 25, 30, 37 y 42 °C), medios de crecimiento (Agar Bolton Sangre y Agar Soya
Tripticasa Sangre) y condiciones atmosféricas (aerdbico y microaerdbico).

N° muestras Condiciones Genes putativos de virulencia
Pieza de pollo positivas a de

Arcobacter  crecimiento  ciaB j1349 irgA hecA hecB mviN pldA tlyA
M15B - -

M15T +

Al5B + -

Al15T - -

M25B - -

M25T - -

A25B - -

A25T - -

M30B - -

Contramuslo con 1 M30T
piel (A. cibarius) A30B
A30T

M37B

M37T

A37B

A37T

M42B

M42T

A42B

A42T

+
+

+ 4+ + + +
]

+ +

+ + + + + + + + + + + 4+ + +

+ + + + + +
+ + + + + 4+ + + 4+ + + + + 4+ + + 4+ + + +

+ + + + + + + + +
1 1
+ + + + + + + + + 4+ + + + + + + + + 4+
+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + 4+
+
+ + + + + + + + + + + +

+ + + +
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Cuadro 18. Presencia de los genes putativos de virulencia de Arcobacter en la pechuga con piel con las diferentes condiciones de
crecimiento, tomando en cuenta temperatura (15, 25, 30, 37 y 42 °C), medios de crecimiento (Agar Bolton Sangre y Agar Soya
Tripticasa Sangre) y condiciones atmosféricas (aerdbico y microaerobico).

N° muestras  Condiciones Genes putativos de virulencia
Pieza de pollo positivas a de

Arcobacter crecimiento ciaB j1349 irgA hecA hecB mviN pldA tlyA
M15B - -
M15T - -
A15B - -
A15T - -
M25B - -
M25T - -
A25B - -
A25T - -
M30B - -
M30T - -
A30B - -
A30T - -
M37B +
M37T + -
A37B - -
A37T - -
M42B - -
M42T - -
A42B - -
A42T - -

+

+ - +

+

2
(A. skirrowii y
A. cibarius)

Pechuga con
piel

]
+ + + + + + + + +

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + 4+
+ 4+ + + + + + + + + + + + + + + + +
1
1
+ + + + + + + + + + + + + + + + + +
+ 4+ + + + + + + + + + + o+

1
+ + + + + + + +
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Cuadro 19. Presencia de los genes putativos de virulencia de Arcobacter en el ala con piel con las diferentes condiciones de
crecimiento, tomando en cuenta temperatura (15, 25, 30, 37 y 42 °C), medios de crecimiento (Agar Bolton Sangre y Agar Soya
Tripticasa Sangre) y condiciones atmosféricas (aerdbico y microaerobico).

_ N° muestras ~ Condiciones Genes putativos de virulencia
Pieza de pollo positivas a de

Arcobacter  crecimiento  ciaB  ¢j1349  irgA hecA hecB mviN pldA tlyA

M15B - - + - - - -

M15T - - + - - - -

A15B - - + - - - -

A15T - - - - - - -

M25B - - - - - - -

M25T - -

A25B - -

A25T - - - - - - -

M30B - -

1 M30T - -
(A. skirrowii) A30B - -
A30T - - - - - - -

M37B - -

M37T - -

A37B - - - - - - -

A3TT - - - - - - -

M42B - - - - - - -

M42T - - + - - - -

A42B - - - - - - -

A42T - - - - - - - -

+

+ +
]
]
]
1

+ + +
1
1
1
1

Ala con piel

+ + + + + + 4+ + + 4+ + + +

+ +
1
1
1
]

+ + + +
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Cuadro 20. Presencia de los genes putativos de virulencia de Arcobacter en el ala con piel con las diferentes condiciones de
crecimiento, tomando en cuenta temperatura (15, 25, 30, 37 y 42 °C), medios de crecimiento (Agar Bolton Sangre y Agar Soya
Tripticasa Sangre) y condiciones atmosféricas (aerébico y microaerobico).

N° muestras Condiciones Genes putativos de virulencia
Pieza de pollo  positivas a de
Arcobacter ~ crecimiento  ciaB = ¢j1349  irgA hecA hecB mviN pldA tlyA

M15B - - - - - - ¥ +

M15T - - - - - - +
A15B - - - - - - + +
Al15T - - + - + - + +
M25B - - + - + - + +
M25T - - + - + ] + +
A25B - - + - + ] + +
A25T - - + - + - + +
M30B - - + - + - + +
Muslo de ala 1 M30T - - + - + - + +
con piel (A. skirrowii) A30B - - + - + - + +
A30T - - + - + - + +
M37B - - + - + - + +
M37T - - + - + - + +
A37B - - + - + - + +
A37T - - - - - - + +
M42B - - + - - - - +
M42T - - - - - - +
A42B - - + - - - +
A42T - - + - - - + +




La prevalencia del gen ciaB se dio en un 32% de todo el experimento mientras que en
otros estudios tuvo una prevalencia del 100% (Girbau et al., 2015) y arriba del 92%
(Douidah et al., 2012). El gen irgA estuvo presente en el experimento en un 87% y en un
100% en un estudio reportado por Douidah et al. (2012). EI gen hecA estuvo presente en
la investigacion en un en 51%, mientras que en un estudio realizado por Douidah et al.
(2012), se present6 en un 100% y en un estudio realizado por Karadas et al. (2013),
aparecio en un 13%. EI gen mviN demostrd su presencia en un 36% del estudio, mientras
que otras investigaciones demostraron una prevalencia mayor del 85% (Douidah et al.,
2012). El gen hecB mostré su prevalencia en un 48% del estudio y una investigacion de
Karadas et al. (2013) encontré una prevalencia del 44% para este gen. El gen pldA tuvo
una prevalencia de 77% en el estudio, en comparacion con una prevalencia de mas de
85% en un estudio realizado por Douidah et al. (2012). Finalmente, el gen tlyA se
encontrd en un 86% de la investigacion, mientras que un estudio realizado por Douidah et
al. (2012), se encontrd una prevalencia mayor al 85%. Los genes irgA y tlyA fueron los
que mas se presentaron.

En cuanto a las condiciones de crecimiento, las condiciones de crecimiento mas optimas
fueron a 37 °C en Agar Bolton Sangre en condiciones microaerdbicas, con la presencia
del 67.5% de genes putativos de virulencia, y a 37 °C, en Agar Soya Tripticasa Sangre en
condiciones microaerobicas, con la presencia del 65% de genes putativos de virulencia.
De esta manera se confirma las condiciones 6ptimas de crecimiento del género
Arcobacter descritas en otros estudios (Calvo et al., 2013; Valcércel, 2014 y Sanz et al.,
1994).

Es necesario resaltar la importancia de la investigacion presentada. Estudios anteriores a
este s6lo demuestran el crecimiento y presencia de los genes putativos de virulencia de
esta bacteria en sus condiciones Optimas. Investigaciones previas no tomaron en cuenta el
desarrollo de este microorganismo en condiciones de estrés a temperaturas maximas (42
°C) y minimas (15 °C).

La presencia de este microorganismo en las muestras de pollo analizadas demuestra cémo
Arcobacter, a pesar de no ser una bacteria muy investigada hasta la actualidad, es un
patdgeno con alto potencial de contaminacion y que puede causar epidemia en varias
partes del mundo. Sus sintomas no son mortales, solo en casos muy extremos, pero
pueden llegar a ocasionar grandes pérdidas. Estas pérdidas estdn directamente
relacionadas con el sector salud y el sector avicola. En el sector salud por producir gastos
para el Estado para suplir de medicacion adecuada (que por cierto alin no se tienen
estudios definitivos acerca de la medicacién correcta contra este microorganismo) y en el
sector avicola puede causar que se dejen de percibir grandes cantidades de dinero al
encontrar carcasas de pollo contaminadas, que no cumplan con los requisitos
microbiologicos y de inocuidad.

El impacto de Arcobacter va mas all4 de la escasa informacion con la que se cuenta en la
actualidad. Estan comprometidos varios paises, por ejemplo Brasil, ya que es el mayor
exportador a nivel mundial. Sus exportaciones de 3.58 millones de toneladas al afio
(Ministerio de Agricultura, Ganaderia y Pesca de Argentina 2015), le generan un ingreso
de méas de US$4699 millones (Alimentacion Revistas 2011). El impacto de carcasas de
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pollo contaminadas con Arcobacter reduciria considerablemente las exportaciones de este
pais y se dejarian de percibir grandes ingresos por esta actividad, generando
desestabilidad economica en el sector avicola brasilefio. La importancia de este estudio
radica, ademas, en la prevalencia a nivel mundial de Arcobacter spp. (Abdelrahman et al.,
2012; Quintones et al., 2007 e Ibrahim et al., 2002) y su relacion al consumo de carne de
pollo. El consumo per cépita de pollo a nivel mundial es 27.76 kg. Los paises que méas
consumen carne de pollo, son: Kuwait con un consumo de 60 kg/persona/afio, Emiratos
Arabes Unidos e Israel con un consumo de 59 kg/persona/afio, Estados Unidos con 54.9
kg/persona/afo, Brasil con 54.8 kg/persona/afio, Barbados con 52.3 kg/capita/afio, Brunéi
con 47.4 kg/persona/afio, Malasia con 45.6 kg/persona/afio, Paises Bajos con 45.2
kg/persona/afo y Arabia Saudita con 42.7 kg/persona/afio (Medrano 2013).

Por otro lado, otros paises que enfrentarian serios problemas por una potencial epidemia
causada por Arcobacter en el sector avicola, serian la Federacion Rusa, Japon, Arabia
Saudita y China, debido a que son los méas grandes importadores de carne de pollo a nivel
mundial (Secretaria de Estado de Agricultura et al., 2007; Herrera y Benavides 2007). Es
importante resaltar que otros paises, con menores volimenes de exportaciones e
importaciones, también verian afectadas sus economias y sus héabitos alimenticios
sufririan cambios.

Los datos obtenidos a partir de este estudio sirven como fundamento de la base para
comprender el comportamiento de como este microorganismo puede formar biofilms y la
resistencia que pueden adquirir. Adicionalmente, los datos que se presentaron sirven de
base para que futuras investigaciones se puedan enfocar en ensayos de adhesion e
invasion de los genes putativos de virulencia de Arcobacter, con las diferentes
condiciones de crecimiento y en diferentes lineas de células. De esta forma, se puede
contribuir a entender mejor el mecanismo de accion de cada uno de estos genes putativos
de virulencia y saber si presentan diferencias o no con las funciones de los genes de otras
bacterias que ya han sido estudiadas, y con las que comparten estructuras similares.
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4. CONCLUSIONES

Las temperaturas, condiciones atmosféricas y medios de cultivo no influyeron en la
presencia de los genes putativos de virulencia de Arcobacter de los controles
positivos.

Hubo presencia de Arcobacter spp. en las muestras de pollo adquiridas en ventas al
por menor.

Hubo diferencias en la prevalencia de Arcobacter entre las partes de pollo, siendo las
partes con mayor irrigacion de sangre como el higado, el contramuslo la pechuga vy el
ala, las que mayor prevalencia presentaron en comparacién al muslo de ala, con menor
irrigacion de sangre.

La presencia de los genes putativos de virulencia de Arcobacter en aislados de pollo

son una fuente de riesgo para la salud, por estar presentes ante condiciones de
crecimiento adversas.
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5. RECOMENDACIONES

Evaluar el gen de virulencia cadF a través de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa
(PCR) y electroforesis, con las mismas condiciones de crecimiento evaluadas en este
estudio.

Realizar aislamiento de las especies de Arcobacter de los aislados de pollo y evaluar
los genes de virulencia con las mismas condiciones evaluadas en este estudio para
conocer su presencia en cada especie.

Revisar o utilizar otro método para extraccion de gDNA a partir de las colonias de
Arcobacter.

Conducir el mismo experimento con mas repeticiones para obtener mayor cantidad de
datos para poder compararlos entre si.
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